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BEVEZETES ES CELKITUZES

A Szent Istvan Egyetem Genetikai, Mikrobiologiai és Biotechnoldgiai Intézet korabbi
kutatasai soran a szamoca (Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta) receptakulum (gytimolcstest)
¢és az aszmag szovetek RNS-ujjlenyomatanak tanulmanyozasakor az érésben expresszids valtozast
mutatd géneket azonositottak a gyiimolesérés zold, fehér, rozsaszin és piros szakaszaban. 130
transzkriptum eredetli fragmentumot, részleges cDNS-t izolaltak és szekvenaltattak meg. A
szekvenalt transzkriptumok kozott volt a poliamin metabolizmusban résztvevé spermidin szintdz
(DQO74728.1) és egy a poliamin és etilén metabolizmus k6zos prekurzor molekulajat szintetizald
enzim gén, a S-adenozil-L-metionin (SAM) fliggé metiltranszferaz is (AY873806). Az altalunk
kivalasztott és vizsgalni kivant SAM szintaz (SAMS) és SAM dekarboxilaz (SAMDC) nem
szerepelt a szekvenalt transzkriptumok k6zott, azonban a SAMS szintetizélja az etilén és poliamin
metabolizmus k6z6s prekurzor molekulajat a S-adenozil-L-metionint, mig a SAMDC termeli a
dekarboxilalt SAM-ot (dcSAM), ami a poliamin metabolizmus prekurzor molekuldja. Az etilén
alapvetd jelmolekula, a poliaminokkal egylitt szamos szabalyozasi mechanizmusban vesz részt a
novények fejlodése és a termések érése soran, ezért célul tiiztik ki, hogy megvizsgaljuk szerepet
jatszhatnak-e a SAMS és a SAMDC gének a szamdca gylimolcs érésében.

Ugyanakkor mind az etilén, mind poliaminok fontos funkciot toltenek be a novények
biotikus és abiotikus stresszvalaszaiban, tovabba fokozott mennyiségben pozitiv hatasuk van a
novények sotolerancidjara iS. Szamos korabbi tanulmany szamol be azonban az etilén és a
poliamin metabolizmus antagonisztikus hatasarol kiillonbozd biotikus és abiotikus stresszek
hatasara, ezért a két metabolizmus k6z6s molekulajat a SAM-ot termelé SAM szintdz enzim,
illetve a poliamin metabolizmus prekurzor molekulajat a dekarboxilalt SAM-ot szintetizald6 SAM
dekarboxildz enzim tultermeltetésével tisztabb képet alkothatunk a két metabolizmus kiilonb6z6
¢lettani folyamatokban betdltott szerepérél, ezaltal meg tudjuk hatarozni, hogy a ,,SAM tobblet”,
illetve a ,,SAM hiany” hogyan befolyasolja a poliamin/etilén aranyt. Ebben a tanulmanyban masik
célul thztik ki, hogy 6sszehasonlitdo vizsgalatot végziink a kontroll koriilményeknek, illetve a
hossztava sostressznek Kitett a nem utoéré Fragaria vesca L. cv. Riigen szamocabol izolalt
Fragaria vesca SAM szintaz (FVSAMS) és SAM dekarboxilaz (FYSAMDC) enzimet taltermel6
Nicotiana benthamiana vonalak és a vad tipus kozott. Az eddigi tanulmanyokban mar kiilon-kiilon
vizsgaltadk a SAMS és a SAMDC enzimek taltermeltetésének hatasat a ndvények abiotikus
stressztiirésére és bizonyitottak, hogy mind a SAMS, mind a SAMDC tultermeltetése fokozza a
novények kiilonféle abiotikus stresszekkel szembeni tolerancidjat, egy kisérleti rendszerben
azonban még nem vizsgaltak ezt a két enzimet, ami lehetévé teszi, hogy a vizsgalt ndvényélettani

paraméterek kvantitativ. médon viszonyithatéak legyenek egymashoz, igy tisztabb képet
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alkothatunk a két enzim sostresszben betoltott szerepér6l. Munkank soran megvizsgaltuk, hogy az
eltérd etilén/poliamin ardny milyen hatassal van a ndvények fejlédésére, oOregedésére és
sOtoleranciajara. A kisérletben a transzgénikus vonalakat és a vad tipust novényeket in vitro
kontroll koriilményeknek, illetve 10 mM NaCl stressznek tettiik ki. Meghataroztuk az etilén és a
poliaminok mennyiségét, a klorofill a, b és a lignin tartalmat, az ionveszteséget, a relativ H2O2 és
02 mennyiséget, a novekedési erélyt, a szarhosszt, a biomassza produktumot, a prolin tartalmat,
valamint a transzgénikus levélkorongok nagy dézisu 300 mM NaCl stresszre adott valaszat.
Emellett mértiik az etilén és a poliamin, valamint a S-nikotin és a L-lignin metabolizmusaban,
illetve a SAM reciklizacidjaban résztvevd gének relativ expressziojat (SAM szintdz, SAM
dekarboxilaz, ACC szintdz, spermidin szintdz, spermin szintdz, S-adenozil-homocisztein hidrolaz,
putreszcin N-metiltranszferdz, fahéj-alkohol dehidrogendz), mivel ezek a gének olyan
metabolizmusokban jatszanak szerepet, amelyek szamara a SAM szolgal szubsztratként.

Tovabbi célként tliztiik ki, hogy meghatdrozzuk a FVSAMS::sGFP ¢és a FVSAMDC::sGFP
enzimek szubcellularis lokalizacidjat, illetve a lehetséges sejtkompartmentbeli valtozasat sostressz
hatasara, mivel a kisérletben alkalmazni kivant pGWB405 binaris vektor a konstitutiv CaMV35S
prométert tartalmazza és a vizsgalni kivant inszertek (FVSAMS, FVSAMDC) a sGFP-vel torténd
C-terminalis flzionaltatasra alkalmas. A korabbi tanulmanyokban a SAMS-t citoplazmas
lokalizaci6ji enzimként jellemzik novényekben, de jabb kutatdsok szerint a patkany esetében,
mar sejtmagi €és citoplazmas lokalizaciot detektaltak, mig a SAMDC enzim esetében
Kloroplasztisz, mitokondrialis és citoszolikus aktivitasrol szamolnak be a novényekben és
citoplazmas lokalizaciorol emldsokben.

Végil célul tiztik ki, hogy bioinformatikai elemzéssel prediktaljuk a FVSAMS ¢és a
FVSAMDC enzimek poszttranszlacios modositasaban Szerepet jatszo lehetséges aminosav

szarmazékokat is.



ANYAG ES MODSZER

A felhasznalt novényanyag és a génszekvenciak bioinformatikai elemzése

A gének izolalasahoz a Fragaria vesca L. cv. Riigen levélszovetét hasznaltuk, mivel a
Fragaria vesca teljes genomszekvenciaja (Shulaev et al., 2011) elérheté a NCBI (National Center
for Biotechnology Information) adatbazisban és BLAST (Basic Local Alignment and Search Tool)
analizissel azonositani tudtuk a FYSAMS és a FYSAMDC ORF-eket. A FVSAMS ORF 1182 bp
(prediktalt FvSAMSS - XM 004288294.2), mig a FV'SAMDC ORF 1080 bp hosszu (prediktalt
FVSAMDC proenzim - XM 011464655.1). A 4 kiilonb6z6 érési stadiumban 1évé (zold, fehér,
rozsaszin és piros) gyliimoles (receptakulum és aszmag egyiitt) gPCR analiziséhez a Fragaria x
ananassa Duch. cv. Asia-t hasznaltuk, mivel koztermesztésben 1évo fajtat akartunk vizsgalni. A
primereket a Fragaria vesca genomra terveztiik és PCR-rel ellendriztiik, hogy a megfelelé méretii
fragmentumok amplifikalodnak-e a Fragaria x ananassa Duch. cv. Asia fajta esetében is. A
transzgénikus novények eldallitasathoz a FVSAMS ¢és a FVSAMDC szekvencidkat a pGWB405
binaris vektorba ligaltuk. A pGWB405 binaris vektor konstitutiv CaMV35S promotert és a
szekvenciak C terminalis fuzionaltatdsara alkalmas SGFP riportergént tartalmaz. A baktériumok
esetében a spektinomicin, mig a névényeknél a kanamicin a szelekciés marker (1. abra). A
szekvenciadk bioinformatikai elemzéséhez a NetNES 1.1 (La Cour et al., 2004), a TargetP 1.1
(Emanuelsson et al., 2007), a ctNLS Mapper (Kosugi et al., 2009), a GPS-SNO 1.0 (Xue et
al.,2010), a PHOSIDA (Gnad et al., 2011) és a Nucleolar localization sequence Detector (NoD)
(Scott et al., 2011) alkalmazasokat hasznaltuk.
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1. abra: A pGWB405::FVSAMS (a) és a pGWB405::FVSAMDC (b) binaris vektorkonstrukciok.
Roviditések: RB- Right border (jobb oldali hatarrégio); CaM V35S, — Karfiol mozaik virus 35S
promoter; SGFP — Szintetikus z61d fluoreszcens fehérje gén; NOSter — Nopalin szintaz terminator;
Nptll — Neomicin foszfotranszferaz II; NOSpro — Nopalin szintaz promoter; LB — Left border (bal
oldali hatarrégio).



Genomi DNS-, plazmid DNS-, RNS izolalas és ¢cDNS szintézis

A genomi DNS-t a DNeasy®™ Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), a plazmid DNS-t
a PureYield™ Plasmid Miniprep System Kit (Promega, Madison, USA), a total RNS-t a Total
RNA Mini Kit Plant (Geneaid®, New Taipei City, Taiwan) felhasznalasaval izolaltuk a gyarté altal
eloirt protokoll alapjan. A total RNS-b6l cDNS-t szintetizaltunk a RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) alkalmazasaval, a mRNS-ek
visszairasahoz az Oligo (dT).g primert hasznaltuk a gyarto altal el6irt protokoll alapjan. A cDNS-
eket a FVSAMS és a FVSAMDC gének izolalasahoz és a RT qPCR vizsgalatokhoz hasznaltunk fel
a késdbbiekben.

Agrobacterium kozvetitette novénytranszformacio és tranziens expresszios vizsgalatok
Agrobacterium tumefaciens GV3101-es torzset hasznaltuk Clemente (2006) moddszere alapjan,
melyek tartalmaztdk a pGWB405::FVSAMS ¢és a pGWB405::FVSAMDC vektorkonstrukcidkat.
Tranziens expresszios vizsgalatokhoz ugyanezekkel a konstrukciokkal infiltraltuk az in
vivo 35 napos Nicotiana benthamiana névények fiatal leveleit a Li (2011) altal leirt modszer

alapjan.

A novénynevelési paraméterek a sotolerancia vizsgalatahoz

A 2-2 3:1-es szegregacios aranyt mutato fiiggetlen transzgénikus vonalak elészelekciojat
MS taptalajon (50 pg/ml kanamicinnel kiegészitve), a vad tipusu Nicotiana benthamiana magok
csiraztatasat antibiotikum-mentes MS téaptalajon végeztiik. A 14. napon a csirandvényeket
antibiotikum-mentes Y2-es MS taptalajra, illetve antibiotikum-mentes Y2-es MS kiegészitve 0,58
g/l (10 mM) NaCl téaptalajra helyeztiik (hosszitava sostressz), a 60 mM-os soOstresszhez
antibiotikum-mentes '2-es MS-t kiegészitve 3,5 g/l NaCl-al hasznaltunk. A révidtava sostressz
vizsgalatahoz 40 napos novények 9 mm atmérdjii levélexplantumait antibiotikum-mentes '2-es MS
kiegészitve 17,54 g/l (300 mM) NaCl taptalajra helyeztiik. A novényeket és a levélexplantumokat
16 6ra fény €s 8 oOra sotétben, 23°C-on tartottuk. A hosszutadvi sostressz esetén a mintakat a vetést

kovetd 85. napon gyljtottiik.

A klorofill a és b mennyiségének mérése
A klorofill a és b, illetve az Gsszklorofill tartalom meghatarozasat Porra et al. (1989)

modszere alapjan végeztiik.

A H202és a O2 hisztokémiai detektalasa
A H0z-nak és az Oz-nak a hisztokémiai meghatarozasat Kumar et al. (2014) modszere
alapjan hataroztuk meg. A képeket Fuji FinePix S6500fd géppel készitettiik.
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A H202 mennyiség mérése

A H202 mennyigének meghatarozasat Velikova et al. (2000) altal leirt modszer alapjan
végeztikk. A standard gorbe készitéséhez 30%-0s (w/w) H2O>-t (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA) hasznaltunk.

Az ionveszteség mérése

Az ionveszteség mérését Rizhsky et al. (2002) protokollja szerint végeztiik.

A prolin mennyiségének szemikvantitativ meghatarozasa
A prolin mennyiségének szemikvantitativ meghatarozasat izatinos papir modszerrel

hajtottuk végre (Abraham et al., 2010).

A lignin tartalom mérése
A hajtasok lignin mennyiségének meghatarozasara Moreria-Vilar et al., (2014). acetil-

bromidos (C2H3BrO) modszerét alkalmaztuk.

Az etilén termelés mérése
A levéllemezek etilén kibocsatdsat Langebartels et al. 1991-ben leirt modszerével

hataroztuk meg.

A poliaminok mennyiségének meghatarozasa HPLC-vel
A szabad poliaminok mennyiségének meghatarozasat Németh et al. (2002) altal leirt
modszer alapjan végeztiik. A szabad poliamin frakcid esetében a szarmazékot danzil-kloriddal

képeztiik Smith és Davies (1985) modszere szerint.

Relativ expresszios vizsgalatok qPCR-rel

A vizsgalni kivant gének relativ expresszidjanak vizsgalatahoz primereket terveztiink a
génszekvencidkra. A reakciokat Corbett RG-6000 késziilekkel végeztik. A reakcioelegy
Osszetevoi (20 ul végtérfogatra): 10 ul 2xABsolute gPCR SYBR Green Mix (Thermo Scientific,
Waltham, USA), 1,75 pl/primer (70 nM), 1 pl cDNS (higitas: 1/50), mintanként 4 technikai és 3
biologiai ismétlést alkalmaztunk. A relativ expressziods szintek meghatdrozasahoz a Rotor-Gene Q
Series 2.3.1. szoftver *Comparative Quantification’ metodusat hasznaltuk (Warton et al., 2004,
McCurdy et al.,2008). A Nicotiana benthamiana esetében a GAPDH, mig a szaméca gyiimdlesnél

az actin volt a viszonyitési alapot képez0 referencia hdztartasi gén.

Mikroszkopos vizsgalat
A FVSAMS::sGFP ¢és a FvSAMDC::sGFP fuziés fehérjéket Leica TCS SP8
lézerletapogatasii  konfokalis és Leica/Leitz DMRB 301-371.010 fluoreszcens sztereod



mikroszkoppal (Leica, Wetzlar, Germany) detektaltuk.. A vizsgalt levélszintek leveleibdl a
levéllemezek apikalis részén 4*4 mm-es metszeteket készitettiink. A metszeteket nativ mdédon
fixalas nélkiil vizsgaltuk a levelek adaxialis oldalardl, a fedéshez 1:1 glicerin:bideszt viz elegyet
alkalmaztunk. A képek felskalazasahoz és szerkesztéséhez a Leica LAS AF Lite 3.3.10134.0
szoftvert hasznaltuk.

Az endoplazmatikus retikulum jeldléséhez CellLight™ ER-RFP, BacMam 2.0 reagenst
hasznaltunk (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). A gyarto altal javasolt protokollal
ellentétben, ami sejtszuszpenziora vonatkozott, mi az ¢l6 szovetbe infiltraltuk a reagenst (100
szoros higitdsban) és 16 ora szobahdmérsékleten torténd inkubacid utan fixaltuk a szoveteket
(Fixalo oldat: 4%-os paraformaldehid; 0,1% Tween 20; 0,1% Triton X-100; 0,15 M NaCl; 10 mM
natrium-foszfat puffer pH 7,5). A sGFP relativ flureszcencidjanak meghatarozasat ImageJ 1.50b
szoftverrel végeztiik (Schneider et al., 2012).

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

citoplazmas kontrollként alkalmaztuk.

Statisztikai analizis
Az eredmények legaldbb 3-5 mérésbol szdrmaznak. Statisztikailag a standard szoras és az
ANOVA modszerek alkalmazasaval elemeztiik az adatokat. A kiértékeléshez a Microsoft Excel

alkalmazast hasznaltuk.



EREDMENYEK

A FaSAMS és a FaSAMDC expresszios mintizata a szaméca gyiimélcs érése soran

Mind az etilén, mind a poliaminok fontos szerepet jatszanak a gylimdlcsok érésében, ezért
mi is vizsgaltuk az endogén FaSAMS és FaSAMDC gének realtiv expressziojat qPCR-rel a
Fragaria x ananassa D. cv. Asia négy kiilonboz6 érési stadiumu (zold, fehér, rozsaszin és piros)
gylimolcsében (receptakulum és aszmag egyiitt). A Fragaria vesca genomra tervezett primerek a
PCR-rel torténd ellendrzés soran 100%-osan mitkodtek a Fragaria x ananassa Duch. cv. Asia fajta
genomi DNS-ével és cDNS-ével is. AFaSAMS gén esetében ~6-7-szer nagyobb relativ expressziot
mértlink a zold érési stadiumban 1évo gyiimdlcsben, mint a késdbbi harom fazisban. A FaSAMS-
hez viszonyitva forditott expresszidos mintazatot kaptunk a FaSAMDC gén esetében, a zold
gylimolcsben ~7-8,5-sz6r alacsonyabb relativ expressziot detektaltunk, mint a fehér-, rdzsaszin-

és piros érési stadiumokban (1. abra).
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1. abra: A FaSAMS (a) és a FaSAMDC (b) gének relativ expresszioja a szamoca gyiimolcs négy
kiilonb6z6 érési stadiumaban. SD+, n=4 (P<0,001).
A hosszitavu séstressz hatasanak vizsgalata a FVSAMS-t, FVSAMDC-t tiltermeld és a vad
tipusu Nicotiana benthamiana novények élettani paramétereire

Az ¢él6tomeg jol tikrozi a novények sostresszre adott valaszat, igy a biomassza
vizsgélataval egy skalat lehet képezni a tolerancia szintjének meghatarozasahoz, ezért vizsgaltuk,
hogy a hossztava sostressz miként befolyasolja a FvSAMS, FYSAMDC vonalak és a vad tipust
novények biomassza produktumat €s hajtdshosszat.

A kisérletbe allitott transzgénikus Nicotiana benthamiana T1 vonalak fokozotabb hajtas-,
gyokértomeget és hajtashosszt produkaltak, mind kontroll, mind 10 mM NaCl stressznek kitett

koriilmények kozott a vad tipushoz viszonyitva.



Ahhoz, hogy meggy6zddjiink arrél, hogy a nagyobb biomassza produktum és a fokozott
novekedési erély nemcsak alacsony dozist sostressz (10 mM NaCl) esetében jelentkezik, nagyobb
dozist 60 mM NaCl stressznek is kitettiik a transzgénikus vonalakat és a vad tipust. A FVSAMS és
a FVYSAMDC tultermeltetése is fokozta a transzgénikus vonalak novekedési erélyét 60 mM NaCl
stressz hatasara, ami a nagyobb biomassza produktumban nyilvanult meg. A sostresszt kovet6 30.
napon a biomasszdban mért kiilonbségek még nem voltak szignifikansan nagyobbak a
transzgénikus vonalakban, de a sostresszt kdvetd 60. és 90. napon a FYSAMS és a FvSAMDC
vonalakban is szignifikansan nagyobb szaraztomeget mértiink a vad tipushoz viszonyitva. A
vizsgalat alapjan lathatd, hogy nemcsak a kisebb 10 mM NaCl, hanem a nagyobb do6zistt 60 mM
NaCl stressz esetén is fokozotabb biomasszat produkaltak a transzgénikus vonalak a vad tipushoz
viszonyitva.

Vizsgaltuk a FYSAMS, a FYSAMDC vonalak és a vad tipusu Nicotiana benthamiana
levélkorongjainak rovid idejl, nagy dozisu sostresszre (300 mM NaCl) adott valaszreakcidjat. A
vad tipusu levélkorongok sejtjei a kezelést kovetd 48 ora elteltével mar szinte teljesen elpusztultak,
mig a FVSAMS és a FVSAMDC levélkorongok sejtjeinél hasonlé mértékli elhalas a kezelést
kovet6 96 oraval kovetkezett be. A 300 mM NaCl stressznek Kitett levélkorongok relativ klorofill
tartalmat is vizsgaltuk. A kezelést kovetd 24 ora elteltével a FVSAMDC vonalak levélkorongjaiban
a klorofill degradacio joval nagyobb volt, mint a FY'SAMS vonalak esetében, de a kezelést kdvetd
48-, 72- és 96 ora elteltével mar hasonld mértékli klorofill degradaciot mértiink mindkét
transzgénikus vonal levélexplantumaiban.

A Kklorofill tartalom informéciot ad a novények fizioldgiai allapotarol, ezért vizsgaltuk a
hosszutavi 10 mM NaCl stressz hatasat a transzgénikus vonalak és a vad tipus Osszklorofill
tartalmara. Kontroll koriilmények kozott mind a FvSAMS vonalak, mind a FvSAMDC vonalak
Klorofill a és b tartalma szignifikinsan magasabb volt a vad tipusunal. A Sostressz hatasara a
transzgénikus vonalakban és a vad tipusban is csokkent a klorofill tartalom, de a FVSAMS és
FVSAMDC vonalakban szignifikansan nagyobb Osszklorofill tartalmat mértiink, mint a vad
tipusban.

A ROS-o0k (a szuperoxid anion /O27/, a hidrogénperoxid /H202/, a hidroxil gyok(-OH) és a
szinglet oxigén /10y/) termelédésének az egyik f6 helyszine a kloroplasztisz (Mignolet-Spruyt,
2016). A ROS-ok homeosztazisa megvaltozik stresszek hatasara, mig nagy koncentraciéban
karositjak a sejtet, addig Kkis koncentracioban szignal molekulaként viselkednek a stresszek
felismerésében ¢és a stresszvalaszokban. A ROS-ok, mint a H2O; és az Oy felhalmozodasa a
szOvetekben egyenes aranyban all a sejtek stresszeltségi fokaval, ezért hisztokémiai festéssel
vizsgaltuk a szovetek H2Oz és Oy tartalmat. Kontroll kériilmények kozott alig volt detektalhatéd a

H202, mind a transzgénikus vonalakban (FVvSAMS, FYSAMDC), mind pedig a vad tipusban. A
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sostressz hatasara viszont a vad tipusu levelek mar nagyobb mértékii elszinezddést, ezaltal
nagyobb H>0- tartalmat mutattak a transzgénikus vonalakhoz (FVSAMS, FVSAMDC) képest. A
vad tipusban a H2O; eloszlasa viszonylag homogén volt, mig a FvSAMDC vonalak esetében a
levélnyél koriili részekre, addig a FVSAMS vonalaknal a levél peremére koncentralédott H2O2
eloszlasa. A H2O> tartalommal ellentétben az Oy tartalmat mar kontroll koériilmények kozott is
detektaltunk korben a levelek széleinél, mind a vad tipusaban, mind a transzgénikus vonalakban
(FVYSAMS, FYSAMDC). A sostressz hatasara hasonloan a HO2-nal kapott eredményekhez, itt is
a vad tipusu levelek szinezédtek jobban, tehat nagyobb volt az O tartalmuk a transzgénikus
vonalakhoz (FVYSAMS, FVSAMDC) viszonyitva. A transzgénikus vonalakban az O eloszlasaban
nem volt megfigyelhetd hasonlo eltérés, mint a H2O2 esetében.

A levelek H>Oz és az O hisztokémiai festéssel torténé meghatarozasat kovetéen
megmértiik a transzgénikus vonalak (FVSAMS, FVSAMDC) és a vad tipusti ndvények leveleinek
H>02 mennyiségét kontroll koriilmények és sostressz hatasara. A FVSAMS vonalakban kontroll
koriilmények kozott kevesebb HoOz-t mértiink, de a kiilonbség nem volt szignifikans, mig
sostressz esetén kevesebb H2Oo-t detektaltunk szignifikans kiilonbséggel. A FVSAMDC
vonalakban mind kontroll kériilmények k6zott, mind a sostressz hatasara szignifikansan kevesebb
H202 mennyiségeket mértiink a vad tipushoz viszonyitva.

A tulzott ROS felhalmozodéas oxidativ stresszt valt ki, ami lipidperoxidacioét és a
membranok sériilését, végiil sejthalalt okoz, ezért a kdvetkezd 1€pésben vizsgaltuk a levélkorongok
ionveszteségét kontroll korilmények és hosszatava sostressz esetén. Az alacsonyabb ROS
szinteket tamasztjak ala a mérések, mivel mind a FVSAMS, mind a FvSAMDC vonalakban
alacsonyabb ionveszteséget mértiink kontroll és sostressz hatasara is, mint a vad tipusban.

A korabbi tanulmanyok arrdl szamolnak be, hogy a SAMS és a SAMDC taltermeltetése is
fokozza az antioxidans rendszer enzimeinek aktivitdsdt a fokozott poliamin bioszintézisen
keresztiil. A poliaminok kétféle mddon kontrollalhatjak a ROS-ok homeosztazisat. Az egyik
utvonalon gatolhatjdk a fémek auto-oxidacidjat, ami a ROS-ok generaloddsahoz sziikséges
elektron mennyiséget csokkenti. A masik utvonal kozvetleniil fokozza az antioxidans rendszer
enzimeinek aktivitasat és feltehetéen ez okozza a H20: és Oz mennyiségének csokkenését is
transzgénikus vonalakban. A poliaminok és a ROS-ok kozotti kolesonhatas feltehetdleg a
plazmamembranon megy végbe, ahol a poliaminok a pozitiv toltésiik miatt blokkolni tudjak a
kationcsatorndkat. Osszefoglalva feltételezhetd, hogy a csdkkent H,02 és O2” mennyiséget, ezaltal
a fokozott membranintegritast a nagyobb mennyiségii poliaminok okozhattak kozvetve a FVSAMS
¢s FVSAMDC tultermeld vonalakban.

A ROS-ok mellett a sejtekben felhalmozod6 prolin mennyisége is informaciét ad a

novények stresszeltségi fokarol. A prolint egy stresszeltségi allapotot jelzd6 aminosavnak
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tekintenek, mivel szdmos novényfajban halmozodik fel kornyezeti stresszek hatasara, ezért
vizsgaltuk a kontroll és a sostresszelt transzgénikus €és a vad tipusu novények leveleinek prolin
tartalmat. A FVSAMS vonalakban kontroll koriilmények kozott enyhén emelkedett, illetve
megkozelitéleg azonos prolin mennyiségeket mértiink, mint a vad tipusban képest, mig sostressz
hatasara prolin tobblet volt kimutathato a FVSAMS transzgénikus vonalakban, de a kiilonbség nem
volt szignifikéns a vad tipushoz viszonyitva. A FYSAMDC vonalak esetében kontroll koriilmények
kozott enyhe prolin tobbletet, mig sostressz hatasara szignifikansan nagyobb prolin mennyiséget
mértlink a vad tipust novényekben mért értékekhez képest, amelyekben a stressz hatdsara csak
enyhén nétt a prolin mennyisége. A fokozott prolin mennyiségnek szamos pozitiv hatasa van az
abiotikus stressztoleranciara és a prolin felhalmoz6dds egyenes ardnyban all a nagyobb
Osszpoliamin szintekkel még akkor is, ha k6zos prekurzoron, a glutaminsavon (Glu) osztoznak.
Eredményeink alapjan a FVYSAMS enyhén, mig a FVYSAMDC tultermeltetése jelentds mértékben
fokozta a prolin tartalmat sostressz hatasara, ami 6sszhangban van a FvSAMDC vonalaknal mért
nagyobb 0ssz szabad poliamin tartalommal, viszont a FYSAMS vonalaknal mért nagyobb 0ssz
szabad poliamin tartalom sostressz hatasara nem mutatott pozitiv korrelaciot a detektalt prolin
tartalommal.

A lignin a legfébb metabolikus fogyasztdja a SAM-nak, ezért vizsgaltuk, hogy a ‘SAM
hidny’ és a ‘SAM tobblet” hogyan befolyasolja a ndvények lignin tartalmat kontroll és soéstressz
hatasara. A lignin a névények egyedfejlédése soran az elsddleges és a masodlagos sejtfal kozott
halmozodik fel és noveli annak szilardsagat, a nagyobb szilardsag fokozza a névények biotikus és
abiotikus stresszekkel szembeni toleranciajat. Kontroll koriilmények kozott a transzgénikus
vonalakban (FYSAMS, FYSAMDC) szignifikansan magasabb lignin tartalmat detektaltunk a vad
tipushoz viszonyitva. A Sostressz hatasara a vad tipusban és a FvSAMS vonalakban is névekedett
a lignin mennyisége, mig a FvSAMDC vonalakban a kontroll kériilményekhez képest csokkent a
lignin tartalom, ami szignifikdnsan kevesebb volt, mint a vad tipusban. Méréseink alapjan kontroll
koriilmények kozott mind a ‘SAM hidny’, mind a ‘SAM tobblet’ fokozta a lignifikaciot a
transzgénikus vonalakban, azonban soOstressz hatasara a ‘SAM hiany’ jelentés mértékben
redukalta, mig a ‘SAM tobblet’ jelentésen novelte a lignin felhalmozodasat, ami kozvetlen modon
fokozhatta a FVSAMS vonalak sostressz elleni toleranciajat.

Mivel a SAM a kozvetlen prekurzor molekuldja az etilén bioszintézisnek és az etilén
szamos stresszvalaszban jatszik szerepet, ezért vizsgaltuk, hogy a FVSAMS ¢és a FVSAMDC
tultermeltetése, hogyan befolyasolja az etilén mennyiségét kontroll és sostressz hatasara. Mind az
etilén, mind poliaminok fontos szabdlyozé szerepet jatszanak a ndvények biotikus és abiotikus
stresszvalaszaiban, Szamos korabbi tanulmany szamol be azonban az etilén és a poliamin

metabolizmus antagonisztikus hatasarol kiilonb6z6 biotikus €s abiotikus stresszek hatéasara.
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Eredményeink alapjan a FvSAMS vonalakban, mind a kontroll, mind a sostresszelt névényekben
enyhén alacsonyabb etilén mennyiségeket mértiink a vad tipushoz viszonyitva. A kontroll
koriilmények kézott a FvSAMDC enzimet tultermeld vonalakban enyhén tobb etilént mértiink,
mint a vad tipusban, de a kiilonbség nem volt szignifikans, mig séstressz hatasara az etilén
mennyisége szignifikansan nagyobb volt, mint a vad tipust névényekben, amelyekben a sostressz
hatasara enyhe csokkenés volt megfigyelheté a kontroll koriilmények kozott mért értékekhez
képest.

A poliaminok szerepet jatszanak az ozmotikus szabalyozasban, a membranstabilitasban, a
szabad gyokok eltavolitdsaban és a sztomak mozgasanak szabalyozasaban az abiotikus stressz
alatt, ezért vizsgaltuk, hogy a FVSAMS és a FYSAMDC tultermeltetése hogyan befolyasolja az
etilén mellett a poliamin menyiségeket kontroll és hosszatava sostressz hatasara. A putreszcin
mennysiége csak a FVSAMDC vonalakban volt szignifikansan nagyobb a kontroll koriillmények
kozott és a sostressz hatasara is, mig a FVSAMS vonalak esetében sostressz hatasara szignifikansan
alacsonyabb Put mennyiségeket detektaltunk. A spermidin (Spd) mennyisége mind a FVSAMS,
mind a FvSAMDC vonalak esetében szignifikansan magasabb volt kontroll és sostressz hatasara
is, de nagyobb mértékben a FY'SAMDC vonalakban novekedett. A spermin (Spm) mennysiége
csak a FYSAMDC vonalakban volt szignifikansan nagyobb kontroll és sostressz esetén is, mig a
FVSAMS vonalak esetében csak sostressz hatdsara detektaltunk szignifikansan magasabb Spm
mennyiségeket. Az 6ssz szabad poliamin (PA) tartalom mind a FVSAMS, mind a FvSAMDC
vonalakban szignifikansan magasabb volt kontroll koriilmények kdzott és sostressz hatasara is, de
a FVSAMDC tultermeltetése jelentésebb mértékben fokozta az Gssz szabad poliamin szintet, mig
a “SAM tobblet” a FYSAMS vonalakban kisebb mértékii felhalmozodast okozott. A FVSAMDC
vonalak esetében mért nagyobb spermidin és spermin mennyiségek és a fokozott etilén produktum
a sostressz hatdsdra Osszhangban van a korabbi irodalmi adatokkal, ugyanakkor a FvSAMS
vonalakban mért nagyobb spermidin és spermin mennyiségek mellett csokkent etilén termelddést
detektaltunk sostressz esetén. A FVSAMDC vonalakban mért adatok alapjan gy tlinik, hogy a
szabad poliamin szintek €s a prolin tartalom, valamint az etilén mennyisége kozott pozitiv-, mig a
szabad poliamin szintek és lignin tartalom kozott negativ korrelacid van sostressz hatasara.
Méréseink alapjan a szamos korabbi tanulmannyal ellentétben az etilén és poliamin bioszintézis
nem volt antagonista hatdssal egymasra az altalunk vizsgalt kisérleti rendszerben.

Vizsgaltuk az etilén metabolizmusban [SAM szintaz (SAMS); ACC szintaz (ACS)], a
poliamin metabolizmusban [SAM szintaz (SAMS); SAM dekarboxilaz (SAMDC); spermidin
szintaz (SPDS); spermin szintaz (SPMS)], a SAM reciklizaciojaban [SAH hidrolaz (SAHH)] és két
masodlagos metabolit, a nikotin [putreszcin N-metiltranszferaz (PMT)] és a lignin [fahéjalkohol

dehidrogenaz (CAD)] bioszintézisében résztvevd gének relativ expressziojat, mivel ezek a gének
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olyan metabolizmusokban jatszanak szerepet, amelyek szdmara a SAM szolgal szubsztratként.
Mind a FYSAMS, mind a FYSAMDC vonalakban a SAMS-nak, a SAMDC-nak, a SPMS-nak, a
SAHH-nak és a CAD-nak szignifikdnsan nagyobb volt az expresszidja kontroll és sostressz
hatasara is a vad tipushoz viszonyitva. Az ACS relativ expresszioja kontroll koriilmények kozott a
FvSAMS és a FvSAMDC transzgénikus vonalakban is alacsony szintet mutatott, de a sostressz
hatasara a vad tipusban és a FvSAMS vonalakban a kontroll korilmények kozott mért értékekhez
képest is alacsonyabb ACS expressziot mértiink (a FYSAMS vonalak esetében a vad tipushoz
viszonyitva is alacsonyabbat), mig a FVSAMDC vonalakban szignifikansan magasabb ACS
expressziot figyeltiink meg, mint a vad tipusban. A FVSAMS vonalakban a SPDS gén esetében
kontroll koriilmények kozott alacsonyabb expressziot, mig a FYSAMDC vonalakban enyhén
magasabb expresszidt mértiink a vad tipushoz viszonyitva, de kiilonbség nem volt szignifikdns. A
SPDS relativ expresszidja soOstressz hatdsdra a vad tipusban és a FVSAMS, FVSAMDC
transzgénikus vonalakban is novekedett, de a FVSAMS ¢és a FVYSAMDC vonalak esetében
szignifikansan magasabb értékeket mértiink a vad tipushoz viszonyitva. A PMT szintetizalja a N-
metilputreszcint, ami a kiindulasi szubsztratként szolgal a nikotin bioszintézisében. A PMT relativ
expresszidja kontroll koriilmények kdzott szignifikansan alacsonyabb a FvSAMS vonalakban, mig
a FVSAMDC vonalak esetében szignifikinsan magasabb volt, mint a vad tipusban, de sostressz
hatasara mind a 4 transzgénikus vonal esetében szignifikansan magasabb értékeket mértiink a vad
tipushoz viszonyitva. A lignin bioszintézisben résztvevo fahéj-alkohol dehidrogenaz (CAD) relativ
expresszidja a transzgénikus vonalakban (FVSAMS, FVSAMDC) kontroll koriilmények kozott
szignifikansan magasabb volt, mint a vad tipusban, mig sostressz esetén enyhe novekedés volt
megfigyelheté a CAD relativ expresszidjaban a vad tipusban és a FYSAMS vonalak esetében is. A
FVSAMDC vonalakban a PMT-hez hasonldan jelentdsen novekedett a CAD relativ expresszidja
is, de a FvSAMDC vonalakban a CAD magas relativ expresszidja sOstressz hatasara, nem allt
pozitiv korrelacioban a mért lignin menyiségekkel.

Osszefoglalva a FYSAMS tultermeltetése fokozta a SAMS, a SAMDC, a SPDS, a SPMS, a
SAHH ¢és a CAD gének relativ expressziojat, azonban az ACS expresszidja csokkent értéket
mutatott, amit a mért etilén mennyiségek is igazoltak, mig a FYSAMDC taltermeltetése novelte a
SAMS, a SAMDC, az ACS, a SPDS, a SPMS, a SAHH, a PMT ¢és a CAD relativ expresszidjat is
sOstressz hatasara.

A kontroll koriilmények kozott és a 10 mM NaCl stresszelt FvSAMS-22, FYSAMS-25,
FVSAMDC-73, FvSAMDC-76 transzgénikus vonalakban és a vad tipusban mért novényélettani
paraméterek Osszesitését az 1. tablazatban foglaltuk Gssze. A véltozas mértékét a vad tipushoz

viszonyitva adtuk meg.
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1. tablazat: A FvSAMS ¢és a FvSAMDC vonalakban mért ndvényélettani paraméterek dsszesitd
tablazata a vad tipushoz (WT) viszonyitva. A 4 nyil a novekedést, ad, nyil az értékek csokkenését
mutatja. A szamok a ‘szoros’ valtozast jelzik.

FVSAMS | FvSAMDC | FVYSAMS | FvSAMDC
Kontroll kériilmények 10 mM NacCl stressz
(*-o0s valtozas) (*-0s valtozas)

Biomassza produktum/WT ~15(M) ~1,9(M) ~2(1M) ~2,6 (M)
Hajtashossz/WT ~14(M) ~15(M™) | ~16(1) | ~19(1)
Klorofill a és b tartalom/WT ~13(M) ~16(M) | ~L7(M) | ~19(1)
H202 mennyiség/WT ~12) ~14 ) ~1,3 () ~18()
Ton veszteség/WT ~1,3 () ~18() | ~14W) | ~191)
Prolin tartalom/WT ~1,1(M™) ~1 ~1,2(1M) ~4,3(1M)
Lignin tartalom/WT ~28(M) ~1,8(M) ~1,7(M) ~15()
Etilén termelés/WT ~1,1 ) ~1,1(M) ~1,1(¥) ~15(1)
Szabad poliamin tartalom
Put/WT ~11) ~13(1) | ~L2) ~12(M)
Spd/WT ~12(M) | ~13(1M) | ~13(1) | ~1.8(1M)
Spm/WT ~12(M) | ~13(1M) | ~13(1) | ~1.8(1M)
Ossz szabad PA/WT ~1,1(1M) ~13(1) | ~12N) | ~L7(1M)
Relativ expresszios mérések
SAMS/WT ~18(M) ~20(1) | ~39(1M) ~24 (1)
SAMDC/WT ~12(1) ~12(M) | ~L2(1) ~16 (M)
ACS/WT ~12() ~L1) | ~14N) ~22 (1)
SPDS/WT ~1 ~1L1(1) | ~L2(1) ~14 (1)
SPMS/WT ~12(M) ~14(M) | ~12(1) ~15(1)
SAHH/WT ~151) ~18(1) | ~13(M) ~1,3 (1)
PMT/WT ~48 ) ~24(1) | ~30(1) | ~349(M)
CAD/WT ~17(M) ~13(1) | ~14(1) ~51(1)

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

kontroll kériillmények, mind 10 mM NaCl stressz hatasara, mint a FYSAMS overexpresszidja.
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A FVSAMS::sGFP és a FVSAMDC::sGFP fuzios fehérjék szubcellularis lokalizaciojanak
meghatarozasa és az aminosav szekvenciak bioinformatikai elemzése

Els6 1épésben tranziens expresszioval vizsgaltuk a FVSAMS::sGFP, a FvSAMDC::sGFP,
a FvSPDS::sGFP (nem publikalt, sajat konstrukcid) és a 35Spro::SGFP (nem publikalt, sajat
konstrukcio) fuzids fehérjék sejten beliili lokalizaciojat. A FYSAMS::sGFP, a FVYSAMDC::sGFP
€s a 35Spro::SGFP konstrukcid tranziens expresszids vizsgalata soran sejtmagi €s citoplazmas
lokalizaciot, mig a korabbi megfigyelések alapjan mar detektalt FVSPDS::sGFP fuzios fehérje
esetében csak citoplazmas lokalizaciot tapasztaltunk a Nicotiana benthamiana levelek epidermalis
sejtjeiben. A tranziens expresszio soran felfigyeltiink arra, hogy mindharom vektorkonstrukcid
(FVSAMS::sGFP, a FYSAMDC::sGFP és a 35Spro::SGFP) mutatott endoplazmatikus retikulum
jelet, ezért endoplazmatikus retikulum (ER) jeldlést haszniltunk a CellLight™ ER-RFP
alkalmazasaval. A FVSAMS::sGFP ¢s a FYSAMDC::sGFP fuzios konstrukcid esetén gyengébb
endoplazmatikus retikulum jelet detektaltunk, mint a kontroll 35Spr::SGFP konstrukcioval. A
stabil FY'SAMS ¢és a FYSAMDC transzformansok esetében nem tapasztaltunk hasonlo jelenséget,
ezért azt feltételezziik, hogy az infiltracid okozta mechanikus és biotikus stresszre adott valaszt
figyeltiik meg, mivel mind a biotikus, mind az abiotikus stresszek a kigombolyodott fehérjék
felhalmozddasat okozzak, amit az endoplazmatikus retikulum membranjanak specifikus szenzor
fehérjéi érzékelnek. Ezek a szenzor fehérjék a hésokk- (chaperonok) és mas fontos fehérjéket

kodolo gének expressziojat valtjak ki, amelyek fokozhatjdk a fehérjék gombolyitasi kapacitasat,

crer

crer

associated degradation - ERAD) figyeltiik meg. Az ER-jeloléshez a levélszoveteket fixaltuk, ami
a sGFP jel gyengiilését okozta, igy vehettiik észre a FVSAMS::SGFP esetében a kiilon sejtmagi és
sejtmagvacska jelet, amit a stabil transzformansok esetében is lattunk a sejtmagokrol késziilt 3
dimenzids képeken. A SAMS sejtmagvacska lokalizacidjat korabban még nem publikaltak. A
FVSAMS::sGFP fuzids fehérje tranziens expresszio soran detektalt és a stabil transzforméansokban
megfigyelt sejtmagvacska lokalizacioja a 2. abran lathatd. A novényekben a sejtmagvacska harom
komponensbdl épiil fel: a fibrillaris centerb6l (FC - Fibrillar Center), a stri fibrillaris
komponensb6l (DFC - Dense Fibrillar Component) és a granularis komponensbél (GC - Granular
Component). A 2./ a/ B1 képen megfigyelhetd, hogy a fibrillaris center kivételével vagy a siirti
fibrillaris komponensben vagy a granuldris komponensben vagy mindkettdben lokalizalodik a
FVSAMS::sGFP. Mindkét sejtmagvacska komponens a ribdszomak biogenezisében vesz részt, a
DFC tartalmazza a fibrillarin fehérjét, ami a riboszomalis RNS-ek (rRNS) érésében jatszik

szerepet. A Nicotiana benthamiana Fibrillarin2 (NbFib2) fehérjén mar azonositottak egy MTaz
16



(AdoMet fiiggd metiltranszferaz) régiot, ami SAM-koté motivumokat tartalmaz €s sejtmagvacska
lokalizacioval rendelkezik, tehat a FVSAMS::SGFP sejtmagvacska lokalizacidja a riboszoma
szintézisben vald szerepére utalhat azaltal, hogy in situ allitja el6 a legfébb metil-csoport donort,
a SAM-ot.

Klorofill+CellLight™
ER-RFP

Egyesitert (b) Egyesitett (3D-ben)

2. abra: A FYSAMS::sGFP jel az epidermalis sejtek sejtmagvacskajaban tranziens expresszioval
vizsgalva (a). A FVSAMS::sGFP sejtmagvacska lokalizacidja a stabil transzformansok 0szlopos
parenchima sejtjeiben 3 dimenzioban (3D) szemléltetve. Az A-A’ és a B-B’ képek ugyanarrdl a

sejtmagrol késziiltek (b). Az abran fehér nyilakkal jeloltik a FVSAMS::sGFP sejtmagvacska
lokalizacigjat. A vonal 10 pm-t jelol.

A stabil transzformansokban is vizsgaltuk a FV'SAMS::SGFP és a FVSAMDC: :sGFP fuzios
fehérjék lokalizacidjat kontroll koriilmények kozott és sostressz hatasara is (3. / a abra). A stabil
transzformansok oszlopos parenchima sejtjeiben megfigyeltiik, hogy a FVSAMS::sGFP nem
¢s a kloroplaszt plazmamembran kornyékén lokalizalodik (4. abra). Tehat a tranziens expresszid
¢s a stabil transzformansokban megfigyelt FVSAMS::SGFP lokalizacigja alapjan a
FVSAMS::sGFP sejtmagi, sejtmagvacska, citoplazma plazmalemma kornyéki és Kkloroplaszt
plazmamembran, szubcellularis lokalizdci6t mutat, ami arra utal, hogy a SAM szamos
bioszintézishez in situ termelédik (pl.: genomi DNS, RNS, fehérjék metilalasahoz; kloroplaszt
DNS, RNS, RUBISCO enzim metildldsahoz; lignin bioszintézishez; riboszoémak
bioszintéziséhez). A SAMS-t citoplazmas lokalizacidju enzimként jellemzik a ndvényekben, de
Ujabb kutatasok szerint a patkany esetében, mar sejtmagi és citoplazmas lokalizaciorol szamolnak
be. A vizsgalt patkanyszovetben a metionin adenoziltranszferaz (MAT=SAMS) I/IIl izoenzimek
mind sejtmagi, mind citoplazmas lokalizacidt mutattak. A sejtmagi lokalizaciot foként a majon
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kiviili szovetekben figyelték meg €s bizonyitottdk, hogy a fehérje C terminalis doménjének
struktaraja hatarozza meg mind a sejtmagi, mind a citoplazmas lokalizaciot, tovabba a MAT1
sejtmagi felhalmozodésa pozitiv korrelaciét mutatott a hiszton H3K27 trimetilezdédésével, ami a
feltételezések szerint gatolhatja a transzkripciot. A tranziens expresszios vizsgalatokhoz hasonloan
a FVSAMDC::sGFP a stabil transzformansokban is a sejtmagban és a citoplazmaban volt
megfigelhetd.

A 3./ a abran lathat6, hogy kontroll koriilmények kozott a FYSAMDC::sGFP gyenge
sejtmagi és homogén citoplazmas lokalizacidt mutat és sostressz hatdsara a fzids fehérje
mennyisége nagymértékben fokozodik a sejtmagban és a citoplazmaban is. A korabbi
tanulmanyokban a SAMDC enzim kloroplasztisz, mitokondrialis és citoplazmas aktivitasrol
szamolnak be novényekben és citoplazmas lokalizaciordl emlésokben. Mivel nem detektaltunk
sem kloroplaszitsz, sem mitokondrialis sGFP jelet, ezért a FvSAMDC aminosav szekvenciat
TargetP 1.1 alkalmazéssal vizsgaltuk. A szoftver prediktdlasa alapjan 7% valoszinliséggel
kloroplasztisz, 9%-kal mitokondrialis és 80%, hogy ’egyéb’ lokalizacioju.

Mivel a SAMDC inaktiv proenzimként szintetizalodik és autokatalizissel aktivalodik,
tovabba a FVYSAMDC::sGFP fuziés fehérjét random modon tébb tucat prepardtumbol is csak
néhany alkalommal sikeriilt megfigyelniink, ezért azt feltételezziik, hogy ezt a jelenséget a fehérje
rovid féléletideje, illetve az enzim szigoru transzlacids és/vagy poszttranszlacios szabalyozasa
okozhatja. A korabbi kutatisok mar bizonyitottak, hogy a SAMDC mar transzkripcios és
poszttranszkripcids szinten is erdsen szabalyozott.

A stabil transzforménsokban megfigyeltiik, hogy a FVSAMS::sGFP sejtmagi szubcellularis
lokalizacidja a citoplazma irdnyaba tolodik el sostressz hatdsara, mig a FY'SAMDC::sGFP fehérje
mennyisége soOstressz esetén egyenes aranyban ndé mindkét (Sejtmag, citoplazma)
sejtkompartmentben, ezért meghataroztuk a sGFP relativ fluoreszcens intenzitasat (3. / b abra).
Ezen az abran szamszerisitve lathatd, hogy a FVSAMS::SGFP Kkontroll koriilmények kozott
intenzivebb sejtmagi ¢és soOstressz hatdsara erdsebb citoplazmés jelet generadl, mig a
FVSAMDC::sGFP intenzitas a sostressz esetén egyenes aranyban fokozodik mind a sejtmagban,
mind a citoplazmaban a kontroll koriilmények kozott mért intenzitashoz képest.

A FVSAMS vonalak esetében arra a jelenségre is figyelmesek lettiink, hogy a
FVSAMS::sGFP fuzios fehérjének a kiillonboz6é levélszinteken valtozott a detektalhato
mennyisége. Feliilr6l a legfels6 levél szinte minden sejtjében észleltiik a FVSAMS::sGFP fehérjét,
lefelé haladva a levélszinteken egyre kevesebb sejtben lattuk az FVSAMS::sGFP kifejezddését,
mig végiill mar csak a sztomak zardsejtjeiben kaptunk jelet. Emellett a FYSAMS::sGFP fuzids
fehérjét nemcsak az iddsebb levelek, hanem a magoncok szikleveleiben is csak a sztomak

zarosejtjeiben detektaltuk, ezért azt feltételezziik, hogy a sztdbma apparatus szabalyozasaban, azaz
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a sejtlégzésben, a fotoszintetikus gazcserében és a parologtatasban is fontos szerepet tolt be a

SAMS enzim. Hasonl6 jelenséget a FVSAMDC vonalak esetében nem figyeltiink meg.
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3. abra: A FVSAMS::sGFP és a FY'SAMDC::sGFP expresszios mintdzata a stabil transzformansok
oszlopos parenchima sejtjeiben kontroll koriilmények kozott és 10 mM NaCl stressz hatasara. A
vonal 10 pm-t jeldl (a). A FVSAMS::sSGFP és a FVSAMDC::sGFP fuzios fehérjék relativ
fluoreszcens intenzitasa a sejtmagban és a citoplazmaban kontroll koriilmények kozott és sostressz
hatasara. SD+, n=10 (P<0,001), a ** a kontrollhoz viszonyitva (D).
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4. abra: A FVSAMS::sGFP, a FV'SAMDC::sGFP ¢és a FvSPDS::sGFP kiilonb6zd citoplazmas
lokalizacidja az oszlopos parenchima sejtekben (A-D). A vonal 10 pum-t jelol (a). A
FVSAMS::sGFP, a FYSAMDC::sGFP ¢és a FvSPDS::sGFP citoplazmas lokalizacidja és a vad
tipusti 0szlopos parenchima sejtek 3D-ben (A’-D’). A vonal 20 pum-t jeldl (b). Az abran fehér
nyilakkal jeloltik a FVSAMS::sSGFP citoplazma plazmalemma kornyéki és kloroplaszt
plazmamembran lokalizaciojat.

Az iddsebb levelekben a csokkent FVSAMS::sGFP fuzids fehérje jel megértéséhez
vizsgaltuk a FvSAMS transzgénikus vonalak feliilr6l a 1.-4. és az 5.-7. levélszintek
FVSAMS::sGFP mRNS mennyiségét. Annak ellenére, hogy a felsébb levélszinteken tobb sejtben
detektaltuk a FVSAMS::sGFP-t, mint az alsobb levélszinteken, a mRNS mennyiségben forditott
eredményt kaptunk, vagyis az alsobb levélszinteken ~2-5-sz6r nagyobb mennyiségli mRNS-t
detektaltunk. Hasonlé jelenséget figyeltek meg az AtSAMS1-et taltermel6 transzgénikus Nicotiana
tabacum novényekben, ugyanis a levélszinteken feliilrdl lefelé haladva novekedett az AtSAMS1
mRNS mennyisége, de az AtSAMS]1 enzimaktivitasa forditott korrelacioban allt a mért MRNS

mennyiségekkel. Kés6ébb Dbizonyitottak, hogy az AtSAMS1 mRNS mennyisége és az
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enzimaktivitasa kozotti forditott korrelaciohoz az AtSAMSL1 nitrogénoxid (NO) indukalt gatlasanak
van koze, amit cisztein-114 (Cys-114) aminosav S-nitrolizaciojaval magyaraztak. Ez a cisztein
hianyzik az AtSAMS2-ben és az AtSAMS3-ban. Az AtSAMSL1 bioinformatikai elemzése azt mutatta,
hogy a Cys-114-et a S-nitrozilaciot elGsegitdé aminosavak hataroljak és a S-nitrozoglutation
(GSNO) gatlo hatasa drasztikusan csokkent, amikor a AtSAMSI1 Cys-114-et argininnel (R)
helyettesitették. Mivel a korabbi tanulmanyokban ¢s az altalunk vizsgalt SAMS aminosav
szekvenciajan a Cys-114 helyén arginin (R) van (5. /a abra), ezért feltételezésiink szerint a S-
nitrolizacion kiviil més transzlacios és/vagy poszttranszlaciés modifikacio is szerepet jatszik a
SAMS enzim gatlasaban. Egy masik publikacié viszont a SAMS treonin-342 (Thr-342) Protein
kinaz C (PKC) altali foszforilaciorol szamol be, ami gatolja a SAMS enzimaktivitast, a FvSAMS
esetében a prediktalt foszforilalhato treonin és szerin a Thr-112 és a Ser-271 (5. / b abra, 6./ a
abra), ami megfelel a PKC 4altal preferalt S/TXK/R és a TXRX (FvSAMS esetében TKRP és
SGK) felismerd szekvencidknak, ezért lehetséges, hogy a Thr-112 és Ser-271 foszforilacidjanak
szerepe van a FvSAMS enzimaktivitdsdnak PKC altali gatlasdban.

(a) (b)
1"?"1?9"”'|' "V'"I'TT"IV'TY"
110 120 110 120
At82MS] ¢ UVHGHF THCPEEILGAG] | |SVHGHF TRCPEEIGAG
PRrSEMS: . cooilormsrssas 1 = R R CUHGHFTERPEEIGAG
SESAMST o cssnTee R sRsT i G VHGHITERPEEIGAG
S1SAMSL e RS TaTe e GVHGHI|TRRPEEIGAG

5. abra: Az AtSAMS1 (NP_171751.1), a FvSAMS (XP_004288342.1), a StSAMS1
(NP_001275609.1), a SISAMS1 (NP_001234425.1) S-nitrolizacios régidja (fekete téglalap)
(Lindermayr et al., 2006 alapjan) és az S-nitrolizaciohoz sziikséges ciszten hianya az altalunk
vizsgalt FY'SAMS-ben, a Gong et al. (2014) altal publikalt SISAMS1-ben és a Kim et al. (2015)
altal publikalt StSAMS1-ben (piros téglalap). A pontok az AtSAMSL1 szekvencidval vald egyezést
jelolik (a). A prediktalt Thr-112 foszforilacids hely €s a protein kinaz C lehetséges felismerd
szekvenciaja (piros téglalap) (b).

A FVSAMDC::sGFP esetében felfigyeltiink arra is, hogy egyidejiileg mutatott kiilon
sejtmagi, kiilon citoplazmas ¢és kiilon sejtmagi-citoplazmas lokalizaciot. Mivel a
FVSAMDC::sGFP kiilon-kiilon és egyiitt is adott sejmagi és citoplazmas jelet, ezért feltételezésiink
szerint ez jelentheti a SAMDC proenzim eltéré autokatalitikus aktivalodasat a kiilonb6zo
sejtkompartmentekben, illetve feltételezheti az enzim egyiranyl mozgasat is, azonban ennek a
mozgasnak az irdnyat citoplazma—sejtmag vagy sejtmag—-citoplazma nem sikeriilt azonositani.
A FVSAMDC::sGFP dualis lokalizaciojat tamaszthatja ala egy korabbi tanulmany is, amelyben
leirjak, hogy a spermidin szintdz sejtmagi €s citoplazmds, mig a spermin szintdz citoplazmas
lokalizaciot mutatott. Megfigyelték azt is, hogy az exogén spermidin szintaz jelenlétében a

spermin szintdz citoplazmas lokalizacioja a sejtmag felé tolodik, ami a spermidin és a spermin
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szintézisének bonyolult és komplex folyamatara utal. Mivel a SAMDC termeli a dcSAM-ot, ami
mind a spermidin szintdz, mind a spermin szintdz szamara szubsztratként szolgal, azaz biztositja
az aminopropil csoportot, igy a SAMDC inaktiv formaban torténd szintézise, a szigorQ
transzkripcids és transzlacids szabalyozasa, valamint a rovid félélet ideje magyarazatot adhat a
dualis lokalizaciora a folyamat komplexitdsa miatt.

A detektalt FVSAMS::sGFP sejtmagi, sejtmagvacska, citoplazma plazmalemma kdrnyéki
¢s kloroplaszt plazmamembran, valamint a FvSAMDC::sGFP sejtmagi ¢€s citoplazmas
lokalizaciojanak aminosav szintli igazolasahoz a szekvencidkat kiilonb6z6 bioinformatikai
alkalmazasokkal vizsgaltuk. A bioinformatikai elemzést a TargetP 1.1 (tranzit peptid
meghatarozasa) a CNLS Mapper 1.0 (nuklearis lokalizacios szignalok /NLS/ azonositasa), NetNES
1.1 (nuklearis export szignalok /NES/ azonositasa), a PHOSIDA (foszforilacios-, acetilacios- és
SUMOilaciés helyek azonositasa), a GPS-SNO 1.0 (S-nitrolizaciods helyek azonositasa) és a NOD
(Nukleolaris lokalizacios szekvenciak azonositasa) alkalmazasokkal végeztiik (6. abra). Szamos
sejtmagi fehérje tartalmaz, mind NLS-eket, mind NES-eket, ezek a szignalok koordinaljak a
sejtmag-citoplazma kozotti transzportot, mivel a FVSAMS és a FYSAMDC szekvenciak is
tartalmaznak bipartit (kétréti) nuklearis lokalizacios- és nuklearis export szignalokat, ezért a
prediktalt adatok alatamasztjak mindkét enzim sejtmagi és citoplazmas lokalizaciojat. Kordbbi
tanulmany alapjan a SAMS enzim szubcellularis lokalizaciojat C-terminalis doménjének
struktiraja hatarozza meg, igy a prediktalt bioinformatikai adatok szerint a FVSAMS enzim
szubcellularis lokalizacidjat a Lys-335, 360, 364 acetilacioja és a Lys-387 SZUMOilacigja
szabalyozhatja. Ezt a hipotézist korabbi tanulmanyok is alatdmaszthatjak, mivel a human SAE
(SUMO Activating Enzyme Subunit 1) enzim NLS-énck SZUMOilacidja az enzim sejtmagi-
(Truong et al., 2012), mig a human RhoA GEF Netl A (RhoA guanine nucleotide exchange factor
neuroepithelial transforminglA) NLS-ének acetilacidja a citoplazmas felhalmozodast fokozza
(Song et al., 2015). A SAMDC fehérje esetében nem all rendelkezésiinkre adat az enzim
szubcellularis lokalizacidjat meghatarozo poszttranszlacios modositasrol, ezért a prediktalt adatok
alapjan a Ser-25, 37, 39, 203, 204, 212, 316, 317 foszforilacdja, a Lys-199 acetilacidja, a Cys-312
S-nitrolizacidja és a Lys-334 SZUMOilacidja johet szamitasba a poszttranszlacios modositasok
koziil, mivel mar szamos korabbi tanulmany szamolt be arrdl, hogy a NLS-ek foszforilacidja,
acetilacioja, S-nitrozilacéja, SZUMOilacidja szabalyozhatja az enzimek szubcellularis
lokalizaciojat (Harreman et al., 2004; Hara et al., 2005; Truong et al., 2012; Song et al., 2015).
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6. abra: A FVSAMS (a) és a FvSAMDC (b) aminosav szekvenciak bioinformatikai elemzése a
cNLS Mapper 1.0, a NetNES 1.1, a NOD, a PHOSIDA ¢és a GPS-SNO 1.0 alkalmazasok
felhasznalasaval. Jelolések: a prediktalt bipartit NLS (piros betil), a prediktalt S-nitrozilacios hely
(sarga kiemelés, ahol atfedés van dolt, nem félkovér betll), a prediktalt foszforilacios hely
(tirkizzel kiemelve), a prediktalt acetilacios hely (kék betll), a prediktalt SZUMOilécios hely
(zolddel kiemelve), a prediktalt NLS-ek és a poszttranszlacios modositdé helyek egybeesése
(csillag). FYSAMS esetében a N-terminalis domént (kék nyil), Centralis domént (fehér nyil) és a
C-terminalis domént (piros nyil) jel6li az UniProtKB - Q96551 alapjan.
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Uj tudoményos eredmények

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

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

2. Bizonyitottuk, hogy a FVSAMS és a FYSAMDC tultermeltetése fokozta a transzgénikus

Nicotiana benthamiana vonalak sétoleranciajat a vad tipushoz képest.

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

poliamin szintek és lignin tartalom kozott negativ korrelacié van sostressz hatésara.

4. Az egy kisérleti rendszerben torténd vizsgalat alapjan mi irjuk le elészor, hogy a
kontroll koriilmények kozott mért prolin-, valamint a kontroll és sostressz hatasara mért
lignin tartalom kivételével a FVSAMDC tlltermeltetése kedvezdbben befolyasolta a
trangénikus vonalak novényélettani paramétereit kontroll koriilmények és 10 mM NaCl

stressz hatasara is, mint a FVSAMS overexpresszioja.

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

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

6. Mi irjuk le elészor a FVSAMDC::sGFP sejtmagi lokalizacidjat.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Bizonyitottuk, hogy a FaSAMS ¢és a FaSAMDC valtoz6 expressziot mutatott a szamodca
gyimolcs érése sordn, ami az €résben betoltott szerepét tamasztja ald, tovabba a FVSAMS ¢és a
FVSAMDC tualtermeltetése fokozta a transzgénikus vonalak sétolerancidjat is a vad tipushoz
képest, ami a soOtolerancia kialakitasaban betoltott funkcidjat bizonyitja. Feltehetden mind a
FVvSAMS, mind a FVSAMDC taltermeltetése csokkenti a Na* toxicitasat és fokozza a membranok
stabilitasat, mivel korabbi publikdciokban leirjak, hogy a poliaminok a pozitiv toltésiik miatt
blokkolni tudjak a kationcsatornakat. Feltehetéen a csokkent H202 és O2 mennyiséget is a nagyobb
mennyiségli poliaminok okozhattdk kozvetve a FVSAMS és a FYSAMDC taltermelé vonalakban,
mivel korabbi irodalmi adatok alapjan a poliaminok fokozzak az antioxidans rendszer enzimeinek
aktivitasat. A FvSAMDC vonalakban mért adatok alapjan gy tiinik, hogy a szabad poliamin
szintek €s a prolin tartalom, valamint az etilén mennyisége kozott pozitiv-, mig a szabad poliamin
szintek és a lignin tartalom kozott negativ korrelacid van sostressz hatasara. A méréseink alapjan
kontroll koriilmények kdzott mind a ‘SAM hidny’, mind a ‘SAM tobblet’ fokozta a lignifikaciot a
transzgénikus vonalakban, azonban sostressz hatasara a ‘SAM hiany’ jelentds mértékben
redukalta, mig a ‘SAM tobblet’ jelentdsen fokozta a lignin felhalmozdodasat, ami kdzvetlen modon
novelhette a FYSAMS vonalak sostressz elleni tolerancidjat. Szamos korabbi tanulmannyal
ellentétben az etilén €s a poliamin bioszintézis nem volt antagonista hatassal egymasra az altalunk
vizsgalt kisérleti rendszerben. Feltételezésiink szerint a nagyobb mértékii sotoleranciat a FvSAMS
vonalakban az emelkedett 0ssz szabad poliamin tartalom és a fokozott mennyiségli lignin, mig a
FvSAMDC vonalak esetében a jelentdés mértékben emelkedett 8ssz szabad poliamin és a nagyobb
etilén tartalom okozta. Ezt tdmaszthatja ald a 300 mM NaCl stressznek kitett levélkorongok
esetében kapott relativ klorofill tartalom is, ugyanis a stresszt kovetd 24 ora elteltével a FvSAMS
vonalakban a klorofill degradaciéo fele akkor volt, mint a FVSAMDC vonalakban, amit
feltételezéslink szerint a FVSAMS vonalak fokozott lignin tartalmanak mechanikai védelme
okozta. Ezek az értékek a kezelést kovetd 48-, 72- és 96 ora elteltével kiegyenlitédtek, ami a
FvSAMDC vonalak esetében feltételezésiink szerint a fokozott poliamin tartalommal volt
osszefliggésben. Osszeségében megillapithatd, hogy a kontroll kdriilmények kozott mért prolin és
a kontroll és soOstressz hatasara mért lignin tartalom kivételével, a FVSAMDC tultermeltetése
kedvezdbben befolyasolta a transzgénikus vonalak élettani paramétereit a kontroll koriilmények
kozott €s a sostressz hatasara is, mint a FVSAMS overexpresszidja.

A FVSAMS::sGFP citoplazma plazmalemma kornyéki, kloroplaszt plazmamembran,
sejtmagi ¢és sejtmagvacska szubcelluldris lokalizacidja arra utal, hogy a SAM szdmos

bioszintézishez in situ termelédik (pl.: a genomi DNS, RNS, fehérjék metilalasahoz; a kloroplaszt
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DNS, RNS, RUBISCO enzim metilalasdhoz; a lignin bioszintézishez ¢s a riboszomak
bioszintézis¢hez).

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

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

Korabbi tanulméanyok alapjan a SAMS enzim szubcelluléris lokalizaciojat C-terminalis
doménjének struktirdja hatdrozza meg, a bioinformatikai elemzés alapjan a FVSAMS enzim
esetében a Lys-335, 360, 364 acetilacioja és a Lys-387 SZUMOil4cidja jatszhat szerepet az enzim
szubcellularis lokalizaciojaban. Ennek bizonyitdsdhoz hasonlé delécids vektorkonstrukcidkat
kellene eldallitani, mint a FvSAMS enzim gatlasdban szerepet jatszo aminosav szarmazékok
esetében, igy vizsgalhato lenne, hogy valoban ezek az aminosavak felelések-e a FVSAMS enzim
szubcellularis lokalizaciojaban.

A FvSAMDC::sGFP esetében felfigyeltiink, hogy egyidejiileg mutatott kiilon sejtmagi,
kiilon citoplazmas, kiilon sejtmagi és citoplazmds lokalizaciot egyszerre. Mivel a
FVSAMDC::sGFP kiilon-kiilon és egyiitt is mutatott sejmagi és citoplazmas lokalizaciot, ami
jelentheti a SAMDC proenzim eltér6 autokatalitikus aktivalodasat a  kiilonbozo

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

indukélhatosagéra vagy gatlasara.
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