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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

1.1. A téma aktualitasa

Az utobbi évtizedekben a hagyomanyos ndvénynemesités az 01 fajtak eldallitdsa soran egyre
inkdbb tamaszkodhat a biotechnoldgiai kutatdsok eredményeire is. Az egyes novényfajok
genomjanak szekvenalasa csak az elsd 1épés a novényélettani folyamatok molekuléris hatterének
megértéséhez. A kovetkez6 1épcsd az izolalt gének funkcidjanak vizsgalata knock-out mutansokban
(T-DNS, transzpozon mutagenezis) vagy transzgénikus ndvényekben. Az igy szerzett ismeretek
lehetévé tehetik az egyes tulajdonsagok célzott megvaltoztatasat, javitdsat, uj tulajdonsagok
kialakitasat. Ennek legfontosabb teriiletei a terméshozam ndvelés, beltartalmi értékek javitasa, ipari
alapanyagok ¢és specialis molekuldk eldallitasa, hatékonyabb vizfelhasznalas, jobb post-harvest
mindség, biotikus és abiotikus stresszrezisztencia lehetnek.

A diszndvények nemesitésében is kiemelt szerepet kaphat a biotechnologia, mivel a
genetikai hattér a keresztezéses nemesitésben az 1) tulajdonsdgok kialakitdsara korlatozott, illetve
sok disznovény steril.

A szegfll a rozsa, a gerbera és a krizantém mellett a legkedveltebb vagott virag vildgszerte.
A kereskedelmi forgalomban 1évé fajtakat hdrom kivételével (Florigene) klasszikus nemesitési
modszerekkel allitottak eld. A nemesitési programok legfontosabb célja a vazaélet, a karositokkal
szembeni rezisztencia, az illatanyagok novelése, a viragszin- és szerkezet javitasa, modositasa. A
szegfli életfolyamatainak molekularis hatterét még alig vizsgaltak. Ezen a teriileten elsésorban az
etilén szerepét tisztaztak a virdgok oregedés-élettanaban, valamint a virdgok pigment és illatanyag
szintézisének molekularis hatterét, rezisztencia génekkel kapcsolt markereket, illetve a virdgok
szerkezetével kapcsolt molekularis markereket irtak le.

A nodvények a szénhidratokat a napfény, a légkdri CO, és a viz felhasznalasaval
folyamatosan megujul6d eréforrasainkkd tették. Ezért napjainkra a szénhidrat anyagcserével és a
benne résztvevd enzimekkel és szabalyozo molekulakkal kapcsolatban sok 1) eredmény sziiletett.

Az egyik ilyen ) mérfoldké a fruktéz 2,6-biszfoszfat (fru 2,6P2) szignal metabolit
felfedezése és funkcidjanak megismerése volt a novényekben. Ez a molekula kozponti szerepet tolt
megkotott szén elosztasanak szabalyozasaban a keményitd €s a szachardz szintézis kozott.

A szegfll szénhidrat anyagcseréjérdl kevés informacio all rendelkezésiinkre, annak ellenére,
hogy produktivitasanak az egyik legfontosabb tényezdje a fotoszintézis és a szénhidrat anyagcsere.
A szénhidrat Osszetétel és az elérhetd szachar6z mennyisége befolyasolhatja a ndvények
novekedését, a viragzasi 1dot €s az anyandvényenkénti virdgzo hajtasok szamat is, vagott viragként

pedig a vazaélettartamot.



A fru 2,6P2 szénhidrat-anyagcserében betoltott szabalyozd szerepét korabban mar
kiilonb6zé modellndvényekben (dohany, Arabidopsis, burgonya) vizsgaltdk. Ezekben a

novényekben az alapvetd funkcioja hasonlod volt, azonban bizonyos eltérések ramutattak a fajok

crer

crer

tranziens keményitd lebontdsanak mértékét a kloroplasztiszban. Arabidopsis-ban, burgonyaban ¢és
dohanyban a fru 2,6P2 mennyiségének csokkentése a szachardz szintézis iranyaba tolta el a
szénhidrat anyagcserét. Arabidopsis-ban 20-30%-kal nétt a szachardz tartalom és késleltette a
keményité felhalmozodasat. Burgonydban és dohdnyban ez az extra szachar6z hidrolizalt és
hex6zok formajaban akkumulalodott a levelekben. Ezek a kisérletek is igazoltak, hogy a fru 2,6P2

crcr

képesek lehetiink a szénhidrat anyagcesere komplex befolyédsolaséra €s célzott modositasara.

1.2. Célkitiizések

A fenti ismeretek alapjan szegfli kisérleti rendszeriinkben a kdvetkez6 célokat tliztiik ki:

a fruktéz 2,6-biszfoszfat szabdlyoz6 szerepének tisztazasa a szegfii szénhidrat
anyagcseréjében;

ennek  érdekében olyan transzgénikus szegfiivonalak  eldallitasa, amelyekben
szintéziséért felelds gének heterolog expresszidjaval;

a transzgénikus szegflivonalak biokémiai (szénhidrat komponensek, enzim aktivitdsok) €s
¢lettani (fotoszintézis, ndvekedés) jellemzése;

a szénhidrat anyagcserében modositott szegfitkk fontosabb gazdasagi tulajdonsagainak

értékelése (virdgzas, virdgszin, vazaélettartam).



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szénhidrat metabolizmus jelentésége

A f0ldi ¢élet alapja a fotoszintetizald szervezetek (ndvények, algdk, cyanobaktériumok) altal
termelt oxigén és a napfény energidjanak megkotése kiilonbozé szénhidratokban, illetve nagy
energiaji molekuldkban. A fotoszintézis eredményeként molekularis oxigén szabadul fel és az
atmoszférabol CO, kotdédik meg, amelyet a novények a fennmaradasukhoz és novekedéslikhoz
szlikséges szerves anyagokka alakitanak at.

A fotoszintézis két szakaszra oszthatd: a fény szakaszban kotdédik meg a napfény energiaja
ATP és NADH formdjaban, mig a sotét szakaszban az asszimildlt CO, redukcidja torténik meg a
Calvin-Benson ciklusban (LEEGOOD, 1996). A kloroplasztiszban a CO, elsddlegesen tridz
foszfatok formajaban kotédik meg az ATP hidrolizisébdl szarmazé energia segitségével.

A legtobb novényben a fotoszintézis elsddleges terméke a szachar6z €s a keményitd. Az
elsédlegesen szintetizalt tridz foszfatok egy része a citoplazmaba szallitddik és a novekedéshez,
fejlodéshez sziikséges végtermékekké alakul &t (szachardéz, aminosavak, fehérjék, nukleotid
trifoszfatok, stb.). A tri6z foszfatok masik része a kloroplasztiszban kozvetleniil keményitd és
zsirsavak szintézisére forditodik (DENNIS et al., 1997). Ezek a mechanizmusok a ndovényekben
komplex feed-back és feed-forward szabalyozas alatt allnak (OBIADALLA ALI, 2003).

A szénhidratok folyamatosan megujuld természetes erdforrasok, melyek a bioszféraban
gyakorlatilag korlatlan mennyiségben rendelkezésre allnak. Molekulatomegiik és polimerizacios
fokuk alapjan alapvetden két csoportba oszthatok: a nagy molekuldju poliszacharidokra (keményito,
fruktanok, cellul6z, hemicellul6z) és a kis molekuldjia mono-, di- €és oligoszacharidokra (gliikoz,
frukt6z, szachardz, trehaldz, galaktoz, stb.). A keményito és egyes ndvénycsaladokban a fruktanok
(Gramineae, Compositae, Liliaceae, Ranunculaceae) a szén és az energia tarolt formai. A cellul6z a
novények sejtfalat és szilard vazat biztositja. A szachar6z a ndvényen belill a szén €s az energia

transzport formdja, a vakuolumban raktarozodhat, fontos ozmoprotektans.

2.2. A keményito bioszintézise és szabalyozasa

A legtobb novényfajban a szén és az energia nagy része keményitd forméjaban raktarozodik.
A celluléz utdn a masodik legnagyobb mennyiségben eléforduld szénhidratforma a bioszférdban
(BLENNOW et al., 2002). Polimer szerkezetének koszonhetden kevesebb vizet kot meg és kisebb
az ozmotikus nyomasa, mint a mono- €s oligoszacharidoknak (KOLBE, 2005).

Kémiailag nem egységes, benne a gliikkdz egységek a-1,4 és a-1,6 kotéssel kapcsolodhatnak.

A plasztiszokban 50-100 um hosszlisagi szemcséket alkotnak (GALLANT et al., 1997), melyek két

9



6 alkotdja az amiloz és az amilopektin. Az amilopektin (ndvényfajtol fiiggden a keményitd 70-

75%-a) elagazd lancokbol all, a poliszacharid helikalis szerkezetét biztositja, mig az amil6z (az 6ssz

keményitd 25-30%-a) foként linearis gliikoz (~1000 db/lanc) egységekbdl épiil fel.

be.

A keményitd szintézise viszonylag egyszerli folyamat (KOLBE, 2005), a 1. abran mutatjuk

/11 I,SP

f Calvin-Benson T
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1. abra: A keményitd €s a szachardz bioszintézise (Kolbe, 2005). Piros szinnel jeldltiik a két folyamat

kulcsenzimét, amelyek aktivitasat a fru 2,6P2 direkt (FBPaz) vagy indirekt (AGPaz) modon szabalyozza.
1 — Rubisco, 2 — 3PGA kinaz és NADP-GAPDH, 3 és 10 — fru 1,6P2 aldolaz, 4 — kloroplasztisz FBPaz,

5 és 11 — foszfogliik6z izomeraz, 6 és 12 — foszfoglikomutaz, 7 — GBSS, 8 — eldgazasi enzim, 9 —

triozfoszfat transzlokator, 13 — UDP-gliikoz pirofoszforilaz, 14 — szachar6z-foszfat szintaz, 15 —

szachardz-foszfat foszfataz, 16 — pirofoszfataz.

Az elsddleges keményitd szintézis helye a kloroplasztisz, ahol nappal a Calvin ciklusban

képz6dd tridz foszfatok egy részébdl hexoz foszfatokon keresztiil az Un. tranzit keményitd

halmozoddik fel. Ennek egy része éjszaka mobilizalodik és kiilonbdzé metabolikus folyamatokban
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hasznalodik fel, illetve bizonyos szovetek amiloplasztiszaban raktirozo keményitd formdjaban
akkumulalodik (GEIGER és SERVAITES, 1994; HESZKY et al., 2006).

A folyamat kiindulasi 1épése a gliikoz 1-foszfat aktivalasa ADP-gliikéz pirofoszforilaz
segitségével. A lanchosszabbitast a keményitd szintaz folytatja, amelynek két izoforméaja létezik, az
oldhat6 (SSS) és a szemcséhez kotott keményitd szintaz (GBSS). A GBSS hozza 1étre a kdvetkezo
a-1,4 kotést a glukanldnc nem redukald vége és az ADP-glikoz glikdoz egysége kozott. Az
elagazasi enzim (SBE) 20-25 gliikdz egységbdl allo lancokat kapcsolva a-1,6 kotéssel alakitja ki az
amilopektint. A keményitd szemecsék mindségét és dsszetételét a SBE, a GBSS ¢€s a SSS alakitja ki
(KRUGER, 1997).

A keményitd lebontasa hidrolizissel vagy foszforilacioval torténhet. A hidrolitikus lebontast
az o- ¢és B-amilazok, mig a foszforilacioval torténd degradaciot a keményitd foszforildz és a
gliikoziltranszferdz enzimek végzik (KRUGER, 1997). A lebontéasi folyamat gliikozt, gliikoz- és
trioz foszfatokat eredményez, amelyek a transzport fehérjéken keresztiil a citoplazmaba
exportalddnak.

Tobb kisérlet is igazolta az AGPaz aktivitas és a keményitd akkumulacidé kozti szoros
kapcsolatot. MULLER-ROBER et al. (1992) burgonyaban az AGPaz aktivitisat antiszensz
technikéaval 90-95%-ra csokkentette, amely hasonldé mértékii keményité redukciot okozott. STARK
et al. (1992) mutans E. coli AGPaz expresszidjaval 30-60%-kal novelte a keményité tartalmat
Arabidopsis-ban. Az AGPaz tetramer szerkezetli enzim ¢€s tobb izoformdjat azonositottak a
kiilonbozé szovetekben, amelyet befolyasol a novény fejlodési fazisa is (KOLBE, 2005).
Allosztérikus regulacié alatt all, a 3-foszfoglicerinsav aktivalja, a szervetlen foszfatok gatoljak

(PREISS, 1988).

2.3. Szacharéz anyagcsere

A szachar6z univerzalis molekula a névényekben (LUNN ¢és MACRAE, 2003): transzport
¢s tarolt szénhidrat, ozmolitikum és szignal molekula. A keményitd mellett a fotoszintézis 0
terméke, a szén és az energia transzport forméja, amely a levelekb6l a nem fotoszintetizald
szovetekbe szallitodik.

Nagy mennyiségben megtaldlhato a cukornad (Saccharum officinarum L) szaraban, a
cukorrépa (Beta vulgaris L) gydkerében és érés soran sok gylimolcsben. A novényi sejtek gyakran
halmoznak fel nagy mennyiségli szachar6zt hideg- és szarazsag stressz hatasara (YANG et al.,
2001; STRAND et al., 2003). Stabilizaljadk a membranokat, fehérjéket, sejtszervecskéket és a

szuboptimalis koriilmények javulasadval gyorsan metabolizalhat6 energiaforrasként szolgalhatnak.
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Szignal metabolitként szabdlyozza egyes gének expressziojat (SMEEKENS, 2000; KOCH,
2004), igy befolyasolja a sejtek osztodasat ¢és differencialédasat (BLAZQUEZ et al., 1998), a
viragfejlodést és a virdgzas indukcigjat (OHTO et al., 2001; KING ¢és BEN TAL, 2001), a mag
fejlodését (IRAQI és TREMBLAY, 2001), a keményité (ROOK et al, 2001) és az olajok
(DAVOREN et al., 2002) felhalmozddasat.

A fotoszintézis soran a kloroplasztiszban a Calvin-ciklusban a fixalt CO, tri6z-foszfatokka
alakul, melynek egy része a tridz-foszfat transzlokator fehérjén keresztiil a citoplazmaba szallitodik
és hexoz-foszfatokon keresztill szachar6zza alakul (WINTER és HUBER, 2000). Ejszaka a
keményité lebontdsa sordn felszabaduldé hexozok és hexdz foszfatok a hexdz transzporteren
keresztiil szallitodnak a citoplazmaba ¢€s szachar6zzd alakulnak (SCHLEUCHER et al.,1998). A
reakciosort a 4. abra szemlélteti. A folyamat kulcsenzimei a fruktoz 1,6-biszfoszfataz (a fruktoz 2,6-
biszfoszfat allosztérikusan gétolja) és a szachardz-6-foszfat szintdz (legfontosabb szabalyozo
metabolitja az SNF-1 protein kinaz).

Ezeknek a géneknek az antiszensz gatlasa vagy szensz szupresszidja jelentds valtozasokat
okozott a transzgénikus burgonya, sargarépa és Arabidopsis fotoszintetikus szén metabolizmuséaban,
novekedésében, morfologidjaban (ZRENNER et al., 1996; TANG ¢és STURM, 1999;
GEIGENBERGER ¢és STITT, 2000; STRAND et al., 2000; CHEN et al., 2005). A kukorica
szachar6z-6-foszfat szintaz génjének expresszidja paradicsomban jelentésen megndvelte a bogyok
oldhatd cukor és szarazanyagtartalmat, terméshozamat (LAPORTE et al., 1997, 2001). Szintén
paradicsomban a szachardz-foszfat szintdz tultermeltetése 60%-kal novelte a bogyok szachar6z
tartalmat (NGUYEN-QUOC et al., 1999). Transzgénikus dohédnyban a szachar6z export kapacitas
antiszensz gatlasaval nekrotikus-klorotikus elhalasokat és csokkent fotoszintézist figyeltek meg
(BURKLE et al., 1998). Ez a néhany példa is alatamasztja a szacharéz esszencidlis szerepét a
novények életében.

A szachar6z lebontasat a szachardz szintaz és az invertazok végzik. El6bbi a szacharozt
reverzibilisen UDP-gliikdzra és fruktdzra, utdbbi irreverzibilisen gliikdzra és fruktdzra hidrolizalja.
A savas invertdz (TIV1) antiszensz gatldsa 20-60%-kal novelte a paradicsom bogyok szacharoz

tartalmat, de méretiik 30%-kal csokkent (KLANN et al., 1996).

2.4. A fruktoz 2,6-biszfoszfat élettani szerepe

A fruktéz 2,6-biszfoszfat (fru 2,6P2) minden eukaridta szervezetben szignal metabolitként
szabalyozza az elsédleges szénhidrat metabolizmus kulcsreakcidjat (VAN SCHAFTINGEN, 1987).
Ez egyetlen reakci6 a citoplazmaban: a fruktdz 6-foszfat (fru 6P) és a fruktoz 1,6-biszfosztat (fru

1,6P2) kozti reverzibilis atalakulds (2. abra). Molekuléaris adatok is megerdsitették, hogy ez a
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szabalyoz6 rendszer mar az eukariotdk kozos 6sében mintegy egy milliard évvel ezel6tt kialakult és
fennmaradt (NIELSEN et al., 2004). El6szor 1980-ban emlésokben fedezték fel, mint a maj
foszfofruktokinaz aktivatorat (PILKIS et al., 1981). A majban két ellentétes folyamatot szabalyoz, a
glikolizist és a gliikkoneogenezist (VAN SCHAFTINGEN, 1987) (2. dbra). Nagy koncentracidban a
fru 2,6P2 aktivalja a 6-foszfofrukto-1-kinazt (PFK), novelve a glikolitikus fluxot és gatolja a
fruktoz 1,6-biszfoszfatdz (FBPaz) mukodését, csokkentve ezzel a glikkoneogenezis sebességét. A

alacsony fru 2,6P2 szint ellentétes hatdssal van a két folyamatra (OKAR és LANGE, 1999).

Szacharoz szintézis, gliikoneogenezis

Fruktoz 6-foszfat

Pirofoszfatfiiggd foszfofrukto-kindz Fruktoz 1,6-biszfoszfataz
(a fiu 2,6P, aktivalja) (a fiu 2,6P, gatolja)

Fruktoéz 1,6-biszfoszfat

Glikolizis

2. abra: A fotoszintézis soran megkdtott szén elosztasanak kulcsreakcioja, és a fru 2,6P2 szabalyozo szerepe

Legnagyobb koncentracidoban a majban, az agyban, a szivizomban, kisebb koncentracioban a
vazizomban ¢és a vesében mutattdk ki (CLAUS et al.,, 1984). A fru 2,6P2 szintéziséért és
lebontasaért felelds enzimek koziil négy izoformat azonositottak (OKAR és LANGE, 1999). Ezek
elsésorban a katalitikus helyekben kiilonboznek egymastol, kozos szekvencia jellemzdjiik a protein
kindzok foszforilacios helyei (RIDER et al., 2004). A fru 2,6P2 ¢lettani szerepét emldsokben
elsésorban transzgénikus egerekkel végzett kisérletekkel erdsitették meg (WU et al., 2001).

Novényekben 1981-ben fedezték fel (SABULARSE és ANDERSON, 1981). A fotoszintézis
soran a fru 2,6P2 a CO, asszimilacios ratan keresztiil szabdlyozza a szachardz szintézist és a
megkotott szén elosztasat a szacharoz és a keményitd szintézis kozott (STITT et al., 1987; STITT,
1990a). Szabdlyoz6 szerepe némileg eltér az emldsokben leirtakkal. Gatolja a szachar6z szintézis
egyik kulcsenzimét a FBPaz-t. Szabalyozza a citoplazméban a hex6z foszfatok ¢€s a tridz foszfatok
kolcsonds egymasba alakulasat (KRUGER ¢és SCOTT, 1995). A pirofoszfatfiiggd foszfofrukto-
kinaz (PFP) aktivalasan keresztiil szabalyozza a glikolizist és a respirdcidos metabolizmust
(KRUGER ¢s SCOTT, 1995; PLAXTON, 1996) és kozvetett modon fokozza a kloroplasztiszban az
ADP-gliik6z pirofoszforilaz (AGP4az), miikddését, a keményitd szintézis kulcsenzimét (KRUGER
¢s SCOTT, 1995).
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A fru 2,6P2 szabalyozo szerepét eddig foként olyan ndvényfajokban vizsgaltdk, amelyek
tartalék szénhidratként a levelekben elsdsorban keményitdt halmoznak fel. TREVANION (2000,
2002) kisérletei ramutattak arra, hogy a fru 2,6P2 szerepe a névényekben nem univerzalis. Buzaban
(amely a levelében foként szachar6zt halmoz fel) a fentiekben leirtaknak megfelelden a fru 2,6P2
szabalyozza a szachar6z szintézist és a fotoszintézis ratat, de nem befolyasolja a megkdtott szén
elosztasat a keményitd és a szachardz szintézise kozott.

A fru 2,6P2 mennyisége a ndvényi szovetekben 0.05-1 nmol/g friss tomeg kozott valtozik
(Nielsen et al., 2004). A nem fotoszintetikus, illetve a heterotrof (sink) szovetekben és szervekben a
fru 2,6P2 koncentracioja nagyobb (NIELSEN, 1992; NIELSEN ¢és STITT, 2001), ami a szén és az
energia nagyobb mértékli importjara utalhat, bar szabalyozo szerepe transzgénikus burgonya
novények gumojaban kevésbé kifejezett és nincs 1ényeges hatassal a szénhidrat tartalomra (RUNG
et al., 2004). Heterotr6f dohany sejtekben szabélyozza a trioz foszfiatok és a hexdz foszfatok
kolcsonds egymasba alakulasat (FERNIE et al., 2001).

A kloroplasztiszokban a tranziens keményitd lebontasanak mértékét jelentdsen befolyasolja

a fru 2,6P2 mennyisége. Transzgénikus dohdny névényekben a fru 2,6P2 mennyiségének novelése
sOtétben csokkentette a keményité mobilizaciojat (SCOTT és KRUGER, 1995).
Feltételezhetéen a fru 2,6P2-nak fontos adaptiv szerepe lehet szuboptimalis koriilmények
atvészelésében is. Nagy sokoncentracid, vizhiany vagy viztobblet esetén jelentésen megnd a fru
2,6P2 koncentracidja (REDDY, 1996, 2000; BANZAI et al., 2003). Oxigénhidny hatdsara szintén
nagymértékii fru 2,6P2 ndvekedést figyeltek meg rizs (MERTENS et al., 1990; GIBBS et al., 2000;
NOGUCHI, 2002), sargarépa (KATO-NOGUCHI és WATADA, 1996) és Euglena gracilis
(ENOMOTO et al., 1990) ndvényekben. Rizsben a fru 2,6P2 a PFP aktivalasan keresztiil fenntartja
a fermentativ glikolizist, ami ATP-t szolgéltat a fehérje szintézishez és a megnyuldsos
novekedéshez oxigénhidnyos koriilmények kozott is (NOGUCHI, 2002).

A fru 2,6P2 fontos szerepet tolt be sok klimakterikus gyiimdlcs érése soran (BALL és
REES, 1988), ahol 2-5-szorosére is novekedhet a koncentracioja. A PFP miikddésén keresztiil
hatdssal van a glikolizisre ¢€s a glilkkoneogenezisre, ami jelentésen noveli a respiraciot, a CO,

termelést €s a keményitd-szachardz atalakulast (BEAUDRY et al. 1987, 1989).

2.5. A fruktoz 2,6-biszfoszfat szintézise és lebontasa

A fru 2,6P2 szintéziséért és lebontdsaért allatokban ¢és novényekben egyarant egy
bifunkciondlis enzim, a 6-foszfofrukto-2-kinaz/fruktoz 2,6-biszfoszfatdz (6PF2K/fru 2,6P24z)
felel6s. E. coli-ban végzett expresszios kisérletekkel igazoltak, hogy a legtobb ndvényben ezt az

enzimet egyetlen gén kodolja (DRABORG et al., 1999; VILLADSEN et al., 2000; MARKHAM ¢és
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KRUGER, 2002; BANZALI et al., 2003). Ennek ellenére monofunkcionalis fru 2,6P2azt is talaltak
mar spenotban (MACDONALD et al., 1989), mung6 babban (Avigad és Bohrer, 1984), ricinusban
(Kruger és Beevers, 1985), articsokaban (Larondelle et al., 1989). Ezek a monofunkcionalis formak
mutacidval alakultak ki (MICHELS ES RIGDEN, 2006). A kédolé domain szerkezetét a 3. abran
mutatjuk be. A fru 2,6P2 szintéziséért 1 molekula ATP segitségével a kindz domain (6PF2K),

lebontasaért a biszfoszfatdz domain (fru 2,6P24z) a felelds:

Fru 6P + ATP — Fru 2,6P2 + ADP
Fru 2,6P2 — Fru 6P + Pi

cAMP o6PF2K Fru 2,6P24z

e e S
St
f_nt el ont e el e el e

crcr

cAMP fiiggd protein kinaz foszforilacioval inaktivalja a 6PF2K-t és aktivalja a fru 2,6P24azt (DARVILLE et
al., 1987).

crer

metabolitok allosztérikus szabalyozasa alatt all (4. dbra).

Novényi szovetekben az enzim egy ~83 kDa nagysagu tetramer szerkezetii fehérje
(LARONDELLE et al., 1986). A kiilonb6z6 fajokban a fehérje struktiraja hasonld, egy nagyon
konzervalt katalitikus régiobdl és egy varidbilis N-terminalis részbdl all. Ez az N-terminalis rész
felelos az alegységek Osszedllitasaért. A katalitikus rész homolog az allati szovetekben talalhato
bifunkcionalis enzimmel (DRABORG et al., 1999). Az enzimet kodoldé gén két gén fizidjabol
jOhetett l1étre, egy foszfoglicerat mutazt (jelenlegi biszfoszfatdz domain) és egy mononukleotid kito
fehérjét kodolo génbdl (jelenlegi kindz domain) (OKAR et al., 2001). A bifunkcionalis enzim gén
szabalyozasa a fehérje N- és C termindlis végének reverzibilis foszforilacigjan alapul (OKAR et al.,
2001). Arabidopsis-ban a bifunkciondlis enzim N-termindlis végén két foszforilacidos helyet
azonositottak (Ser220 és Ser303), amelyhez a 14-3-3 szabalyozé fehérje kotddik (KULMA et al.,
2004).
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4. abra: A bifunkcionalis enzim allosztérikus szabalyozasa kiilonbdz6 metabolitok altal. A ,,-” jel az

inhibitorokat, a ,,+” jel az aktivatorokat jelenti (NIELSEN et al., 2004).

2.6. A fru 2,6P2 szabalyozo szerepe a szacharoz és a keményité szintézisben

A fru 2,6P2 legfontosabb szerepe a novényi szervezetekben a kloroplasztisz és a citoplazma
szénhidrat metabolizmusanak integracidja. Szabalyozza a szachar6z szintézisét a fotoszintézis ratan
keresztiil. A két folyamat szorosan Osszefligg egymassal, ezért nagyon fontos az egyensulyi helyzet
fenntartasa. Ha a szachar6z szintézis tul gyors, a ribuloéz 1,5-biszfoszfat regeneracidja a Calvin-
cikluson keresztiil gatlodik, a fotoszintazis rata csokken. Ha a szachar6z szintézis tal lassu, a
foszfatok kiilonbozd intermedierekben kotddnek meg és felhalmozddnak, ami csokkenti az ATP
szintézist, a 3PGA redukciojat és a fotoszintézist (STITT, 1986; STITT et al., 1987).

A fotoszintézis rata novekedésével a kloroplasztiszban megnd a trioz foszfatok mennyisége
és a trioz foszfat transzlokatoron keresztiil megindul az export a citoplazméaba ¢és a foszfatok
importja a kloroplasztiszba (HELDT és FLUGGE, 1987). Ennek kovetkeztében a citoplazméban
emelkedik a tridz foszfatok koncentracidja és csokken a foszfatok mennyisége (STITT et al., 1984;
GERHARDT et al,. 1987). A triéz foszfatok gatoljdk a 6PF2K-t és aktivaljak a fru 2,6P2azt, ami
csokkenti a fru 2,6P2 szintet (3. abra). A FBPaz felszabadul a fru 2,6P2 gatlasa alol és megindul a
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szachardz szintézis (STITT, 1990a). Minél nagyobb a fotoszintézis rata, annal nagyobb mértékii a
fru 2,6P2 koncentracid csokkenése (STITT, 1997). Tehat a fru 2,6P2 szignal molekulaként
meghatarozza, hogy a szachardz szintézishez mennyi fotoasszimilatum all rendelkezésre.

Ha a szacharéz szintézis meghaladja a fotoszintézis ratajat, csokken a rendelkezésre allo
trioz foszfat a citoplazmaban, ami aktivalja a 6PF2K-t és gatolja a fru 2,6P2azt, a fru 2,6P2
koncentraci6 emelkedik, a FBP4az miikodése gatlodik, a szachardz szintézis rata csokken (STITT,
1990a). Ennek hatasara a kloroplasztiszban megnd a triéz foszfatok mennyisége és csokken a
foszfatok regeneracidja. A novekvd tridz foszfat koncentracié aktivalja a keményitd szintézis
kulcsenzimét, az ADPgliik6z pirofoszforilazt (AGPaz) (PREISS et al, 1991; STITT, 1996). Tehat a

Sotétben a mobilizal6do keményitd egy részEébdl a citoplazmaban szachardz szintetizalodik.
Ekkor a fru 2,6P2 szabalyoz6 szerepe a szachar6z szintézisben kevésbé érvényesiil, mivel

- a keményité degradaciojabol elsésorban glikoz (TRETHEWEY és AP REES, 1994) vagy
maltéz (SCHLEUCHER et al., 1998) egységek képzOddnek és a citoplazmaba exportalodva a
szachar6z-foszfat szintdzon keresztiil (tehat a reakciosorban az FBP4z altal katalizalt 1épés utan)
alakulnak szachar6zza (GEIGER és SERVAITES, 1994)

- ¢jszaka a magas fru 2,6P2 szint miatt az FBPaz inaktiv (STITT et al., 1985).

2.7. A Kkloroplasztisz és a citoplazma szénhidrat-anyagcseréjének integracidja

A novények zavartalan novekedésének és fejlodésének alapfeltétele a kloroplasztisz és a
citoplazma anyagcsere-folyamatainak Osszehangoldsa. A fotoszintézis sordn az energia, a CO,
megkdtése és a keményitd szintézise a kloroplasztiszban, a szachar6z szintézise a citoplazmaban
torténik. A két folyamat, illetve a két partikulum kozotti kapcsolatot a kloroplasztisz kettds
membranjaban elhelyezkedd transzport fehérjék, a triéz foszfat transzlokator (TPT), a hexéz
transzporter (HT) és az ADP/ATP transzlokator biztositjak (FLUGGE és HELDT, 1991; HELDT és
FLUGGE, 1992; STITT, 1997).

A fotoszintézis soran a CO, megkotéséhez nélkiilozhetetlen a megfeleld foszfat koncentracio
(EDWARDS ¢és WALKER, 1983). Ez a trioz foszfat transzlokatoron keresztiil jut be a
kloroplasztiszba, cserébe azonos mennyiségii trioz foszfat exportalodik a citoplazmaba, ahol
szachar6zza alakulnak és a felszabaduld foszfatok ismét a kloroplasztiszba szallitddnak (FLUGGE
¢s HELDT, 1991). Fotoszintetizald szovetekben ez a transzport rata jelentdsen befolyasolja a CO,
megkotését és az ATP szintézisét. Ha a szachardz szintézis til gyors, a TPT tobb tridz foszfatot

szallit a citoplazmaba, atmenetileg csokken a foszfatok mennyisége a kloroplasztiszban, amely

crer
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magas fotoszintézis ratat tehat a triéz foszfat-fosztat cserefolyamat sebessége nagyban befolyésolja.
Transzgénikus burgonydban a TPT antiszensz gatlasa 25-50%-kal csokkentette a szachardz
szintézisét €s novelte a keményitd mennyiségét (RIESMEIER et al., 1993; HEINEKE et al., 1994).

A hex6z transzporterek a gliikdz, fruktdz és riboz szallitasaban vesznek részt (SCHAFER et
al., 1977). Sotétben a kloroplasztiszokban a tranziens keményité lebontdsa soran felszabaduld
gliik6z monomereket szallitja a citoplazmaba, ahol szachar6z szintézisére hasznalodnak fel. A nem
fotoszintetizal6 plasztiszokba (pl. amiloplasztiszok) a hex6z foszfatok importjat kdzvetiti, amelyek
féként zsirsavak, aminosavak vagy keményitd szintézisére forditodnak (FLUGGE 1999). Az
importfolyamatokkal ellentétes irdnyba szervetlen foszfatokat és tridz foszfatokat szallitanak.

Az ATP/ADP transzlokéator elsddlegesen ATP-t importdl sotétben a citoplazmabdl a

kloroplasztiszba, mig az ellentétes irdnyba ADP-t szallit.

2.8. A szénhidrat anyagcsere modositasanak lehetoségei

A szénhidrat anyagcsere befolyasoldsara az utobbi 15-20 évben tobb elméleti és gyakorlati
példa latott napvildgot. Ezek a megkdzelitések az un. ,kulcsenzim” stratégian alapultak, azaz az
adott anyagcsere folyamat kulcsenzimét céloztak meg a kivant fenotipusos hatés elérése érdekében.
Tobb kisérlet is sikertelennek bizonyult, mivel a ndvényi anyagcserefolyamatok rendkiviil
rugalmasak, egy-egy komponens tobb alternativ metabolikus folyamatban is részt vehet, illetve egy-
egy végtermék tobbféle reakcid eredményeként is szintetizalodhat (REES, 1995). HERBERS ¢és
SONNEWALD (1998) szerint egyetlen enzim aktivitaisinak megvaltoztatasa sok esetben nincs
hatassal a metabolikus fluxusra.

A szénhidrat anyagcserében résztvevo enzimek és szabdlyozé mechanizmusok megismerése
lehetdvé teszi e bonyolult metabolikus haldzat célzott befolyasolasat. A moédositas lehetdségeit
alapvetden két nagy csoportra oszthatjuk (DUNWELL, 1998):

-mennyiségi €¢s mindségi valtoztatasok (keményitd, fruktanok, szachardz).
-0j, az adott fajra nem jellemz0 szénhidratok termeltetése (fruktanok, dextranok, trehaldz).

A ndvényi géntechnologia sokféle lehetdséget biztosit a ndvényfajok transzgénikus
nemesitésében. A transzformacio lehetdségei:

-vad tipust enzim taltermeltetése, koszuppresszidja, vagy antiszensz gatlasa
-transzformacid moédositott enzim génnel
-transzformacid mutans génnel, mely inszenzitiv az allosztérikus vagy feed-back reguldcidra

(STARK et al., 1992).
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Az aldbbi alfejezetekben attekintjik a legfontosabb stratégidkat, els6sorban azokra a
novényfajokra és eredményekre koncentralva, melyek gazdasagi szempontbol is jelentosek

lehetnek.

2.9. Keményité6 modositas

Szintézisének viszonylagos egyszeriisége ellenére a keményitd mennyiségében és
Osszetételében jelentds eltérések figyelhetdek meg a kiillonbozé novényfajok, fajtak, szovetek
kozott. Ennek okai az egyes katalizalo enzimek kiilonb6z6 izoformai (MARTIN és SMITH, 1995).
Az adott izoforma és a hozzd tartozd szerkezet megismerése lehetévé teszi a keményitd
Osszetételének ¢€s szemcseméretének célzott befolydsoldsat. Mindségi szempontbol a jelenlegi
stratégia az amildz-amilopektin ardnyanak és a foszforilaltsdg mértékének megvaltoztatasa, ami
csOkkentheti a keményitd postharvest kémiai és enzimatikus modositasat. Ezen a teriileten a
legjelentésebb modell ¢és gazdasagi novényfaj a burgonya. A legfontosabb stratégidkat ¢&s

eredményeiket az 5. dbran mutatjuk be.

Genetikai és biokémiai modositas

+ Reaktiv

¥ SBEA { vagy¥ AGPaz

csoportok ¥ ss { AGPaz Y SBE ¥ DBE
{ AGPiz } ATP/ADP t GBssI { ATP/ADP
¥ SBE transzporter transzporter
| Biokémiai hatasok |
Modositott keményitd | | Amiléz novelés | | Amilopektin novelés | | Kemenyitd szint

¢ e :

Novelés:
-Novekvo hozam
-No6vekvo fotoszintézis

-Siitesi jellemz8k javuldsa
-Etelek siiritése
-Gélképzo tulajdonsagok

-Fagyasztott termékek
szerkezetének javulasa
-Papir és nyomtatasi

-Foszfat tartalom modositasa
-Keményitd szemcse

szerkezetének javitasa javulasa ; s :
-Vizfelvevd képesség javitasa -Biolégiailag lebomlo ]_ i:{lger;lszzotl:’);iv:laosﬁ Csokkentés:
-Foszfit tartalom médositasa csomagoléanyagok g yag -Tarolt metabolitok akkumu-

-Emeészthetdség javulasa

S

-Filmrétegek készitése

5. abra: A keményité modositasanak utjai, biokémiai hatasa és a felhasznalas lehetdségei (SLATTERY et

al., 2000)
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A keményitdé mennyiségi megvaltoztatasanak kulcsa az AGPaz, melynek allosztérikus
aktivatora a 3PGA, inhibitorai a szervetlen foszfatok (Pi). Ezeknek a metabolitoknak a
megvaltoztatasa elsOdlegesen hat a fotoszintetikus szén fixacidra, igy modosithatja az AGPaz
aktivitasat is (PREISS et al., 1991).

Transzgénikus burgonyaban az E. coli-bol izolélt, a Pi allosztérikus gatlasara inszenzitiv
mutans AGPéaz (glgcl6) patatin promoter iranyitasa alatt 35%-kal novelte a gumo keményitd
tartalmat (STARK et al., 1992). SWEETLOVE et al. (1996) ugyanezt a génkonstrukciot masik
burgonya genotipusban expresszaltatta és a 200-400%-o0s AGPaz aktivitdsnovekedés ellenére a
keményité tartalom nem valtozott szignifikdnsan, mivel a lebontd enzimek aktivitdsa is
megnovekedett. Egy masik E. coli eredeti mutdns AGPaz (G336D) gén expresszidja transzgénikus
maniodka (Manihot esculenta, L) gyokerében a nagyobb biomassza mellett 260%-kal ndvelte a
keményitdtartalmat (IHEMERE et al., 2006). Az E. coli szervetlen pirofoszfataz génjének heterolog
expresszidjanak hatdsara a burgonya gumok 20-30%-kal tobb keményit6t halmoztak fel
(GEIGENBERGER et al., 1998). Az SnRK1 protein kindz overexpresszidja burgonya gumoban az
AGPaz aktivitasat 20-60%-kal, a keményité mennyiségét 23-30%-kal novelte (MCKIBBIN et al.,
2006).

Az emészthetOséget €s a siitési-fozési tulajdonsagokat jelentésen befolyasolja az amildz-
amilopektin ardny. A természetben is eldfordulnak olyan mutansok, amelyekben a keményito vagy
csak amilozbol vagy csak amilopektinbdl all. A szemcséhez kotott keményitd szintdz antiszensz
gatlasaval VISSER et al. (1991) amilézmentes burgonyavonalakat allitott eld. Szintén burgonyéaban
az oldhatd keményitd szintdz két izoformdjanak egyidejli antiszensz gatlasa csokkentette az
amilopektin elagazasok szamat és a lanc hosszusagat, valamint csokkent a keményité szemcsék
mérete is (LLOYD et al, 1999a). A fentiekkel ellentétben burgonyaban az eldgazisi enzim
antiszensz gatlasa nem befolyasolta az amiloz/amilopektin aranyt (SAFFORD et al., 1998).

Tovéabbi kutatdsok bizonyitottdk, hogy az AGPaz-nak szerepe van a keményitd
szerkezetének kialakitdsdban is. Transzgénikus burgonydban az AGPé4z antiszensz gatlasa
csokkentette az amiloz tartalmat €s novelte a rovid lancu amilopektin mennyiségét (LLOYD et al.,
1999b).

Az AGP4z miikodéséhez ATP-re van sziikség, igy az energia fokozasa szintén novelheti a
keményitd szintézis volumenét. Az Arabidopsis kloroplasztisz ATP-ADP transzporterének
taltermeltetése ndvelte a burgonya guméd keményitd és amiloz tartalmat (TJADEN et al., 1998;
GEIGENBERGER et al., 2001).

A keményit6 ipari felhasznalasaban fontos lehet a szemcsék mérete is (Burton et al., 2002).
Egy modositott bakteridlis tandem keményit6 kotd domain (SBDZ2) expresszidja burgonyagumdban

jelentdsen csokkentette a keményitd szemcesék méretét (JI et al., 2004). Az amiloplasztiszok méretét
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meghatdroz6 FtsZ fehérje taltermeltetése burgonya gumodban a szemcseméret novelése mellett
csokkentette a szdmukat (DE PATER et al., 2006). Izoamilazok antiszensz szupresszidja burgonya
(BUSTOS et al., 2004).

A szénhidrat-tartalom (elsésorban a tarolt) novelésének egyik alternativ utja lehet a harvest
index javitdsa (HEYER, 2000). Itt a f6 cél a szénhidrat allokdcié novelése a tarold, nem
fotoszintetikus szovetekbe, szervekbe. Az €lesztd invertdz génjének expresszidja jelentdésen novelte
a burgonya gumo6 méretét (akar 1 kg-ig is), de a hozam nem véltozott, mert a gumdk szdma viszont

csokkent (SONNEWALD et al., 1997).

2.10. Fruktantermeld transzgénikus novények

A fruktdnok hat novénycsalddban, a viragos novények 12-15%-aban eldforduld tartalék
szénhidratok (VIJIN ¢és SMEEKENS, 1999; CAIRNS, 2003). Téaplalkozastani szempontbol
kiemelkedd jelentdséglick, mivel az emberi szervezet nem képes lebontani Oket, igy nagyon
alkalmasak alacsony kaloriatartalmu ételek készitésére. Tovabbi pozitiv hatdsuk, hogy szelektiven
serkentik a bélfléra bifidobaktérium fajait (GIBSON et al., 1995), melyek csokkentik a reduktiv
enzimek aktivitasait (ROWLAND et al., 1998).

A novényekben nem egyszerlien csak tarolt szénhidratok. Vizoldhatosdguk miatt, mint
ozmoprotektansok fontos védelmi szerepet tdltenek be az abiotikus stresszek elleni védekezésben is
(PILON-SMITS et al., 1995). Kémiailag nem egységesek, ndvényekben a fruktdéz molekuldk szdma
10-200, baktériumokban akar 100000 is lehet. Géntechnologiai modszerekkel az egyes fruktanok
olyan novényekben is eldallithatoak, amelyek eredetileg erre nem képesek.

Hasznos lehet a fruktanok termeltetése transzgénikus cukorrépdban ¢€s burgonyaban,
melyekben a lebontd enzimek hianyoznak, igy a post-harvest veszteség is csokkenthetd. Articsoka,
illetve csicsoka szachar6z 1-fruktoziltranszferaz génjének expresszidja burgonya gumodban és
cukorrépa gyokerében jelentds fruktanakkumuldciot okozott (HELLWEGE et al., 1997;
SEVENIER et al., 1998). Burgonya gumé szarazanyaganak 4-5%-at adtak a fruktanok, mikozben a
keményité mennyisége csak kismértékben csokkent (HEYER, 2000; HELLWEGE et al., 2000).
Cukorrépa gyokerében a szacharoz 90%-a alakult at fruktanna (SEVENIER et al., 1998).

Transzgénikus cukorrépaban a vordshagyma fruktoziltranszferaz expresszidjanak hatdséara a
friss gyokerek 10-15%-ban tartalmaztak kiilonb6z6 polimerizacids foku fruktanokat, mikdzben a

szacharo6z tartalom nem valtozott (WEYENS et al., 2004).
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Masik stratégia a fruktantartalom novelése és Osszetételének modositasa lehet. Az eredetileg
fruktantermeld cikéridban a voroshagyma fruktoziltranszferazanak heteroldg expresszioja novelte a
fruktan akkumulaciot €s megvaltoztatta annak szerkezetét (VIIN et al., 1997).

Hosszabb szénldncu fruktanok eldallitdsdra elsOsorban bakteridlis eredetli gének
hasznalhatok. Ezek a transzgénikus novények tobb fruktant képesek eldallitani, de a legtobb esetben

kiilonboz6 fejlédési rendellenességeket mutatnak (CAIRNS, 2003 ¢€s hivatkozasai).

2.11. Dextrantermel6 transzgénikus névények

A dextranok extracelluldris a-gliikdnok, melyek a-1-6 kotéssel kapcsolodd glikozil
egységekbdl allnak a-1-2, a-1-3 vagy a-1-4 elagazasokkal. Felhasznaljak biologiailag lebomld
gélek készitésére és gyogyszerek hordozoanyagaként (HENNINK és VAN NOSTRUM, 2002). A
Leuconostoc mesenteroides dextranszukraz (DsrS) génjét expresszald burgonya a gumo friss

tomegének 1-2%-aban termelt dextranokat (KOK-JACON et al., 2005).

e rer

A fotoszintetikus szénhidrat metabolizmus nagyfoku szabdlyozottsdga és konzervaltsaga,
valamint a metabolikus alternativak létezése miatt a kulcsenzimek aktivitasanak egyenkénti
modositdsa nem minden esetben vezetett eredményre. A ndvény akar 50-80%-os
aktivitascsokkenést is képes kompenzalni visszacsatoldsi rendszerei révén.

A szignal metabolitok nemcsak szimpla génexpressziés vagy enzimaktivitdsi szintet
determinalnak, hanem komplett anyagcsereutakat szabalyoznak és szinkronizalnak. Ezért endogén
koncentraciojuk modositasaval elvileg tobb esély nyilhat egy adott anyagcserefolyamat alapkutatasi
¢és gazdasagi célzati megvaltoztatdsara, mint az un. kulcsenzim stratégidk alkalmazésa révén.

In vivo két megkdzelitést hasznilnak a fru 2,6P2 szintjének modositdsara. Az egyik
megkozelités a nativ ndvényi enzim aktivitdsanak csokkentése antiszensz gatladssal vagy
koszuppresszioval (DRABORG et al., 2001; RUNG et al.,, 2004). A masik megkdzelités a
transzforméciora olyan helyspecifikus mutacidval modositott patkdny m4dj eredetli enzim cDNS-t
hasznal, amely lehetové teszi a kinaz és a foszfataz aktivitasok elkiilonitését (SCOTT et al., 1995,
2000; TRUESDALE et al., 1999; TOLDI et al., 2002). igy szelektiven csokkenthetjiik, illetve
homologiaja a novényi bifunkcionalis enzim génnel, igy heteroldg expresszidja soran a
gazdanovény kevésbé képes regulalni.

Ezek a transzgénikus novények nagyban hozzéjarultak a fru 2,6P2 szabdlyozd szerepének

tovabbi megértéséhez és ravilagitottak e szignal metabolit kissé eltéré szerepére a szénhidrat
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anyagcsere szabalyozasaban a kiilonbozé ndvényfajokban. Modellrendszeriil kiilonb6zd csaladokba
tartoz6 és eltérd fotoszintézis tipust novényeket valasztottak ki. Dohanyban és korallviragban a fru
1995a; TRUESDALE et al., 1999) és a PFP aktivalasan keresztiil csokkentette a keményitd ¢jszakai
mobilizacidjat, ami jelentds keményité akkumulaciot okozott (SCOTT et al., 1995b). Arabidopsis-
ban (DRABORG et al., 2001), burgonyadban (RUNG et al., 2004) és dohanyban (SCOTT et al.,
2000) a fru 2,6P2 mennyiség csokkentésének hatdsara a megkdtott CO, nagyobb mértékben épiilt
be szacharozba, mint keményitdbe. Arabidopsis-ban 20-30%-ban ndvelte a szachardz-tartalmat és a
megvilagitas kezdetén késleltette a keményitd akkumuléaciot. Ezzel ellentétben a transzgénikus
burgonyaban ¢s dohanyban ez az extra szachar6z gyorsan hidrolizalt és hexdézok (gliikkoz, frukt6z)
formajaban akkumuléalodott. A C4-es fotoszintézis rendszerli cukornadban a fru 2,6P2 mennyiség
redukcidjdnak hatasara a levelekben a szachar6z 25-55%-kal, a redukélé cukrok mennyisége 135-
228%-kal novekedett, mig a nem fotoszintetizdl6 ndéduszokban a szachar6z tartalom 10-15%-kal
csokkent, ugyanakkor a redukél6 cukrok mennyisége 100-260%-kal emelkedett (HITEN, 2006).
metabolizmus nagymértékli atrendezddése ellenére nem okozott 1ényeges fenotipusos valtozasokat.
Valoszinlileg ezeket a drasztikus valtozasokat a ndvények a kiilonbdzd alternativ anyagcsere utak
révén mégis képesek voltak kompenzalni.

Szamocaban a fru 2,6P2 szint modositasa jelentds fenotiposos eltéréseket okozott (TOLDI et
al., 2002). A fru 2,6P2 mennyiség csokkentése novelte a szachardz szintézis volumenét, amelyet a
fidka/inda rendszer folyamatosan felhasznalt. Ennek hatdsara a szarazanyag felhalmozés 83%-kal
nagyobb volt, 230%-kal novelte az anyandvényenkénti indak szamat. A fru 2,6P2 szint ndvelése a
szacharo6z szintézis rovasara nagymértekll tranziens keményité akkumulacidhoz vezetett.

Ezek az eredmények is megerdsitettek, hogy a fru 2,6P2 szignal metabolitként képes teljes
anyagcsereutak szabalyozéasara és a ,kulcsenzim” stratégia mellett alkalmas lehet gazdasagilag
fontos novényfajok szénhidrat-anyagcseréjének komplex modositdsara. Nemcsak tipikusan
keményitot, illetve cukrot raktarozd novények esetében érdekes a kérdés, hanem olyan fajokban is,
amelyeket nem a szénhidratok termelése céljabol termesztiink, ugyanakkor szénhidrat
anyagcseréjiilk modositdsa mas gazdasagi értékmérd tulajdonsagokra is hatdssal lehet. Kozéjiik
tartoznak a vagott virdgként hasznositott disznovények is, mint amilyen a szegfii. Az irodalmi
szénhidrat anyagcseréjének nagyfoku atrendezddéséhez vezethet. Arra a kérdésre, hogy ez

mennyire befolyésolja a szegfli més tulajdonsagait, ez az értekezés is keresi a valaszt.
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2.13. A szegfii rendszertana ¢és biologiaja

A kerti szegfli (Dianthus caryophyllus L.) a Caryophyllaceae csalddba tartozd lagyszara
egyéves faj, amelybdl a nemesitdk olyan éveld fajtdkat szelektaltak, amelyek 3-4 évig
termeszthetok. A Dianthus nemzetségbe mintegy 300 faj tartozik, melyek kozott vad és termesztett
fajok egyarant el6fordulnak (JUERGENS et al., 2003). Altalaban diploidok (2n=30), de tetraploid
formék (4n=60) is eldfordulnak (ANONIM, 2006). Vad forméban kizarélag Eurdpa mediterran
részein fordul elé (TUTIN et al., 1993), ahol mar évszdzadokkal ezeldtt termesztésbe vették
elsésorban a virdg méretére, a sziromlevelek szamara, a szar hosszisagara és betegségellenallosagra
torténd szelekcioval (GALBALLY és GALBALLY, 1997).

A szegfli érzékeny a nappalhosszlsagra, a fényintenzitdsra és a homérsékletre. A virdg
kifejloddéséig hosszunappalos koriilmények kozott 8-10, rovid nappalhoszziisag mellett 16-18
levélpart fejleszt. Az alacsonyabb homérséklet stimulalja a viragfejlodést, mig a magas homérséklet
a vegetativ novekedést serkenti, az internodiumok rovidiilnek, a szar gyengébb és csokken a
viragok mérete, €lettartama (HANZEL et al., 1955).

A ndvény alakja, a virdgok mérete ¢és tipusa alapjan a fajtdkat hdrom nagy csoportba
soroljak: standard (sim), spray (mini) és midi (chinensii) (ANONIM, 2006). A fajtak tobbsége steril
vagy Onmeddd, ezért a magok hianyoznak, illetve mesterséges megporzasra van sziikség

(GALBALLY ¢és GALBALLY, 1997).

2.14. A szegfili nemesitése és genetikaja

A szegflinemesités hagyomanyos technikdi mar a mendeli 6roklédési szabalyok felfedezése
elott kialakultak (ANONIM, 2006). Ezek a moédszerek nem alkalmaztak ontermékenyitést, igy a
folyamatos hibridizdcié miatt nagyfoki heterozigdtasag alakult ki a fajtdkban (HOLLEY ¢és
BAKER, 1992).
Napjainkban a legfontosabb nemesitési célok a kovetkezok (SEGERS, 1987):
-Mindség javitasa
-Produktivitas novelése, korai viragzas, nagy hozam
-A piac igényeihez alkalmazkodva a fajtavalaszték folyamatos bdvitése
-Rezisztencianemesités (fuzarium)
-Torpe, cserepes fajtak nemesitése (HOLLEY és BAKER, 1992)
Legfontosabb nemesitési modszer a pedigré mdodszer, amely magaba foglalja a hibridizaciot,
az ontermékenyitést és a szelekciot (HOLLEY és BAKER, 1992). Az 6ntermékenyitést rosszul tiiri,
azonban a dihaploid sziil6i partnerek eldallitdsa lehetdvé teszi homogén F1 hibridek eléallitasat

(SATO et al., 2000).
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A legtobb kereskedelmi forgalomban kaphat6 hibrid steril, ezért csak vegetativ Giton lehet
szaporitani, amely egyben a legfontosabb eszko6z a szelektalt tulajdonsag fenntartasaban (ZUKER et
al., 2002).

A genetikai variabilitas novelésének és 1) tulajdonsagok kialakitasanak egyik legfontosabb
forrasa a vad Dianthus fajokkal torténd keresztezés (SEGERS, 1987). A kiilonb6z6é vad szegfii
fajok viszonylag jol keresztezhetdek egymassal, azonban nem minden interspecifikus hibrid fertilis.
A kinai szegflivel (D. chinensis L.) alkotott hibrid szintén perspektivikus lehet a nemesitésben, mert
kevésbé érzékeny a fényintenzitasra, igy télen is viragzik (SPARNAAIJ ¢s KOEHORST-VAN
PUTTEN, 1990). A D. capitatus-sal alkotott interspecifikus hibridje nagyfokl rezisztenciat
biztositott a Pseudomonas caryophylli ellen, azonban a virag mindségének javitasara tobbszords
visszakeresztezésre volt sziikség (ONOZAKI et al., 1998).

A szegfii termésbiztonsagat tobb korokozo is veszélyezteti, melyek koziil a legjelentdsebb a
fuzarium (Fusarium oxysporum f. sp. dianthi). A rezisztencianemesitésben szintén alkalmasak
lehetnek a vad fajok, azonban tobb nemkivéanatos tulajdonsdgot is atvihetiink, igy a folyamatos
back-cross sok 1d6t vesz igénybe. Ez kikiiszobolhetd sejtszintli szelekcioval. THAKUR et al. (2002)
kallusz sejtek in vitro szelekcidjaval fuzarium rezisztens fajtakat allitottak eld. A nemesitési munkat
segitheti és meggyorsithatja a rezisztencia génekkel szorosan kapcsolt markerek azonositdsa is
(SCOVEL et al., 2001; ONOZAKI et al., 2004).

Az in vitro szOvettenyé€sztési, a biotechnoldgiai modszerek és a molekularis technikak
kialakuldsa és gyors fejlddése 10j lehetdségeket kinalt a szegfii nemesitésében. Merisztéma és
hajtastenyésztését mar az 1950-60-as években kidolgoztdk, melyben Mardti Mihaly attéré munkat
végzett. Az els6 legfontosabb gyakorlati eredmény a merisztéma izolalasaval és tenyésztésével
torténd virusmentesités volt (MAROTI et al., 1973). Az 1990-es évektdl a de novo organo-, illetve
szomatikus embridgenezis teriiletén elért eredmények mar a genetikai transzformansok
eldallitasanak lehetdségét kinalta fel.

A szegfii nemesitésének masik nagy irdnyvonala a vazaélet hosszanak novelése. Ez komplex
kvantitativ tulajdonsag, tobb gén additiv hatdsdnak eredménye (ANONIM, 2006). Legfontosabb
tényezdje a novények etiléntermelése. Az etilén szerepét a vagott szegfli postharvest viselkedésében
tobb munka is bizonyitotta és mdra a szegfli a virdg Oregedésélettani vizsgalatok egyik
modellnovényévé valt (WOODSON et al., 1992; HAVE és WOLTERING, 1997; JONES, 2003).
DE BENEDETTI et al., (2003) a vazaélethosszal kapcsolt RAPD markereket azonositottak.

A fajtavalaszték folyamatos bdviilése megkivanta a kiillonbozd tipusok megkiilonboztetését,
ami morfologiai tulajdonsagok alapjan nem minden esetben lehetséges. SMULDERS et al. (2003) a

fajtak azonositasara és elkiilonitésére alkalmas mikroszatellit markereket izolaltak. SCOVEL et al.,
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(1998) a viragok tipusaval szorosan kapcsolt markereket, BAUDINETTE et al., (2000) és SCOVEL
et al. (2000) pedig a viragfejlédésben résztvevé MADS-box géneket azonositottak.

2.15. A szegfili novényregeneracios rendszere

ndvényregeneracios rendszer megléte. Ebbdl a szempontbol a kerti szegfli (D. caryophyllus) idedlis
faj, mivel kiillonbozd szovetei és szervei jO regenerdcids képességgel rendelkeznek. Sikeres
ndvényregeneracidt az alabbi szovetekbdl kaptak:
-kallusz (ENGVILD, 1972; PETRU ¢és LANDA, 1974; EARLE és LANGHANS, 1975;
KALLAK et al., 1997; JAIN et al., 2001).
-honaljriigy (MILLER et al., 1991; BRAR et al., 1995; VAN ALTVORST et al., 1995a).
-merisztéma (SHABADE és MURASHIGE, 1977).
-levél (VAN ALTVORST et al., 1992, 1994, 1995a; MESSEGUER et al., 1993; YANTCHEVA
et al., 1999; MIROSHNICHENKO ¢s DOLGOV, 2000; KISS et al., 2000; NONTASWATSRI et
al., 2002).
-nodusz (BRAR et al., 1995; VAN ALTVORST et al., 1995a; NONTASWATSRI et al., 2002,
2004).
-szar (LU et al., 1991; NUGENT et al., 1991; ZUKER et al., 1995, 1997, 1999; WATAD et al.,
1996).
-sziromlevél (KAKEHI et al., 1979; GIMELLI, 1984; LU et al., 1991; NUGENT et al., 1991;
FISCHER et al., 1993; MESSEGUER et al., 1993; NAKANO et al., 1994; MATRAI et al., 1995;
VAN ALTVORST et al., 1996; MIROSHNICHENKO ¢és DOLGOV, 2000; KISS et al., 2000).
-porz6 (VILLALOBOS, 1981).
-petesejt (DEMMINK et al., 1987).

A kiilonb6zé novényi részek valaszadd képességét nagyban befolyasolja a genotipus, az
alkalmazott hormonok ¢és koncentraciojuk. Kiilonb6zé genotipusokban a sziromlevelek
hajtasregeneracios képessége 0-100% kozott valtozott (NUGENT et al., 1991). A szirombdl
regeneralt hajtadsok mindsége sok esetben nem megfeleld; gyakori az in vitro vitrifikacio és a korai
viragzas (NUGENT et al., 1991; VAN ALTVORST et al., 1992). Ennek az lehet az oka, hogy a
sziromlevelek mar érett szovetek és més az endogén hormonszintjik (VAN ALTVORST et al.,
1996).

A levélbdl és a szarbol torténd hajtasregeneraciot befolyasolja még az explantum
elhelyezkedése is. A legjobb regeneracids képességgel a legfelsé noduszokon elhelyezkedd levelek

¢és szarrészek rendelkeznek (VAN ALTVORST et al., 1996). Ezzel szemben ugyanebben a
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vizsgalatban nem figyeltek meg kiilonbségeket a honaljriigyek regeneracios képességében. KISS et

al. (2000) az etilén bioszintézis gatlasaval 10%-kal ndvelte a levelek hajtasregeneracios képességét.

2.16. A szegfii transzformacios rendszere

Transzgénikus szegfli eldallitdsara direkt €s indirekt transzformécios modszerek egyarant
rendelkezésre allnak. A modszerek a kdvetkezdkben foglalhatdk Gssze:

-transzformacid Agrobacterium tumefaciens kozvetitésével: levél, szirom (VAN ALTVORST et
al., 1995b, 1996; MIROSHNICHENKO ¢és DOLGOV, 2000; KISS et al., 2000), szar és szirom
(LU et al., 1991), n6dusz (NONTASWATSRI et al., 2004), levél (FIROOZABADY et al., 1995)
-biolisztikus transzformaci6 (génpuska, mikrolovedék bombazas): szar (ZUKER et al., 1995)
-kombinalt modszer (sebzés mikrolovedékkel, majd fertézés agrobaktérium szuszpenzidban): szar
(ZUKER et al., 1997, 1999)

A transzformacié hatékonysaga nagyon valtozd, befolyasolja a genotipus, a regeneracios
rendszer €s az alkalmazott mddszer is. A legalacsonyabb hatékonysagot (0,5-1,3%) a sziromlevelek
agrobaktériumos transzformécidja soran értek el (VAN ALTVORST et al, 1996;
MIROSHNICHENKO ¢s DOLGOV, 2000). A szar és a levél transzformacios hatékonysaga a
0-1,5%-0s (VAN ALTVORST et al., 1995b), génpuskaval 3%-os (ZUKER et al., 1995), a kettd
kombinacidjaval 10-20%-o0s transzformacios hatékonysagot értek el (ZUKER et al., 1999). Az
agrobaktériumos fertézés tovabbi fontos tényezdje az inokuladcios és kokultivacios koriilmények.

NONTASWATSRI et al. (2004) tapanyagszegény inokuldcios kozeget alkalmazva egyes szegfii

crer

2.17. Transzgénikus szegfii

Az ¢lettani folyamatok és az adott tulajdonsagot meghatarozod gén(ek) megismerése és
izolalasa lehetové teszi a szegfli fajtak transzgénikus nemesitését, 1j tulajdonsagok kialakitasat.
Az els@ transzgénikus szegfli novények még csak riportergéneket (uidA) és szelektalhato
markergéneket (nptll, bar, hpt) hordoztak. Ezek elsOsorban a transzformdacidés rendszerek
kidolgozéasat szolgaltdk. Jelenleg a szegfli transzgénikus nemesitése két nagy teriiletet foglal
magaba: az agrondmiai és az esztétikai-diszitd tulajdonsagok javitasat (ZUKER et al., 2001b).

Agonomiai tulajdonsagok: A szegfli legveszélyesebb korokozoja a fuzarium (Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi). Kitindz, ozmotin és PR-1 gének bevitele kiilonb6zé kombinacidoban
nagyfoku rezisztenciat biztositott a korokozo 2. rasszaval szemben a nagyon fogékony White Sim

fajtdban (ZUKER et al., 2001b).
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Az Agrobacterium rhizogenes rolC gén expresszidja tobb tulajdonsdg egyidejli javuldsdhoz
vezetett transzgénikus szegfii vonalakban (ZUKER et al., 2001a). Ez a gén citokinin és auxin hatast
mutatott a ndvényekben (CASANOVA et al., 2003). Anyandvényenként haromszor tobb virdgzo
hajtast novesztettek, 48%-kal nétt a dugvanyok szama. Javult a dugvanyok gydkerezd képessége,
OtszOr nagyobb gyokértomeget fejlesztettek (ZUKER et al., 2001a). Jelentésen novekedett az in
vitro transzformans novények levelének és sziromlevelének hajtasregeneracidos képessége
(CASANOVA et al., 2004).

Esztétikai, diszité tulajdonsagok: A viragok legfontosabb diszitd értékét a sziromlevelek
szine adja. Hagyomanyos nemesitési moddszerekkel nem sikeriilt kék és lila szegfiifajtakat
eldallitani, mivel a szegflibdl hianyzik a lila szint ad6é delfinidin szintéziséért felelds flavonoid
3°,5’-hidroxildz gén (FUKUI et al., 2003). A Florigene cég fehér fajtdkat transzformalva a petinia
dihidroflavonol reduktdz és az ibolya flavonoid 3°,5’-hidroxilaz génekkel allitotta el6 a Moon™

fajtacsoportot (TANAKA, 2006, TANAKA et al., 1998; MOL et al., 1999) (6. abra).

™ L]

Florigene Moonshade

Florigene Mocnagua'™™ Florigene Moondust™ Florigene Moonlite

Florigene Moonshadow™ Florigene Moonvista™

6. abra: A Florigene cég virdgszinben mddositott transzgénikus szegfiifajtai (www.florigene.com)

Egy masik munkéban ZUKER et al. (2002) a fenilpropanoid bioszintézis kulcsenzimének, a
flavonon 3-hidroxildz konstitutiv antiszensz gatlasa kiilonb6zé mértékli (egészen a fehérig)

viragszinvaltozast eredményezett az eredetileg narancssarga fajtdban. Ezekben a vonalakban az
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illékony metilbenzoat tartalom 10-100-szorosara ndvekedett, igy illatosabbakka valtak. Ez azért is
jelentds, mert a nagyfoku szelekcid miatt a legtobb fajta elvesztette az illatat (BARLETTA, 1995).
Az illatossag novelése volt a cél a Clarkia breweri linalol szintdz génjének konstitutiv
expressziojanak kivaltasaval is (LAVY et al, 2002). A transzgénikus ndvények jelentds
mennyiségli linalolt és linalol oxidot (illatanyag prekurzorok) akkumulaltak, ennek ellenére nem
lettek illatosabbak, mert a névények glikolizalva nem illékony formava alakitottak at.

A vagott viragok egyik legfontosabb értékmérd tulajdonsaga a vdzaban vald eltarthatosag
(vazaélet hossz). A sziromlevelek oregedésért az etilén a felelds. A transzgénikus megkdzelités
célja az etiléntermelés csokkentése a szintézisben résztvevd enzimek koszupresszidjaval vagy
antiszensz gatlasaval. SAVIN et al.-nak (1995) az ACC-oxiddz antiszensz gatlasaval 5-8 nappal
sikeriilt késleltetni a viragok oOregedését. Az Arabidopsis etrl-1 allél heterolog expresszidja
szegfliben 6-16 nappal novelte a vazaélet hosszat (BOVY et al., 1999). KOSUGI et al. (2000) az
endogén ACC oxidaz koszuppresszidjaval a kontrollhoz képest kétszeresére novelte a vazaban vald
eltarthatosagot. IWAZAKI et al. (2004) a vazaban valo eltarthatésdgot 10 nappal novelték az
endogén ACC-szintdz antiszensz gatldsaval. VERES et al. (2005a) eredményei szerint az alma
ACC-szintaz antiszensz heteroldg expresszidja 6 nappal késleltette a virdgok oOregedését. A
felhasznalt fajta az illatos Bibor (Obuda Kertészet) szegfii volt. Ez az eredmény bizonyitotta, hogy
genetikai modositassal a vazaélet hossz és az illatossag kozti negativ korrelacio legy6zhetd (PRIEL,
1999). A Florigene cég a kodon optimalizalt ACC-szintaz gén bevitelével 12 nappal hosszabbitotta
meg a vazaélet hosszat.

Szintén specialis igény a virdgzasi id0 meghosszabbitasa a cserepes, nem vagott virdgként
hasznalt torpe fajtadknal. KINOUCHI et al. (2006) az endogén ACC-szintdz, ACC-oxidaz szensz ¢s
viragzasi 1d6t meghosszabbitani. Ezeknek a transzgénikus ndvényeknek az iiveghédzi tesztelése
jelenleg folyamatban van.

Jelenleg kereskedelmi forgalomban csak 3 genetikailag modositott szegfiifajta kaphato.
Ezek a Florigene cég szabadalmai: Moondust™, Moonshadow™ ¢s a hosszabb vazaélett fajtak,

melyekbe a szulfonilurea herbicidrezisztencia géneket is beépitették (www.florigene.com).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Novényanyag

A fru 2,6P2 koncentracid géntechnologiai moddositdsira ¢és ennek hatdsanak
tanulmanyozasara a kerti szegfii (Dianthus caryophyllus, L.) Improved White Sim (IWS) fajtajat
hasznaltuk fel, mely steril hajtastenyészeteit az Obuda Kertészet bocsatotta rendelkezésiinkre. A
White Sim fajtakor tagjait gyakran hasznéljak a szegfii genetikai és é€lettani vizsgélataiban (SAVIN
et al., 1995; ZUKER et al., 1995; 2001a) ¢s az elsd sikeres transzgénikus szegfii n6vény is ebbe a
csoportba tartozott (LU et al., 1991). A transzformacios kisérletekbe az IWS fajtan kiviil a Bibor
fajtat (Obuda Kertészet) és a kinai szegfiit (D. chinensis, L.) is bevontuk, azonban a részletes

biokémiai és ¢€lettani vizsgéalatokat csak az IWS fajtaval végeztiik el.

3.2. Sejtgenetikai és szovettenyésztési modszerek

A steril hajtastenyészeteket in vitro MS alaptaptalajon tartottuk fenn (MURASHIGE ¢és
SKOOG, 1962), amelyet 30 g/l szachar6zzal egészitettiink ki és 8 g/l Oxoid agarral szilarditottunk.
A novényeket klimakamraban neveltik 200 W/m* fényerdsség, 16 oOra fény - 8 ora sotét
fotoperiddus, 16-18 °C homérsékleten.

A ndvényregeneraciora a fenti Osszetételi MS taptalajt hasznaltuk fel, amelyet 1 mg/l

benziladeninnel és 0,2 mg/I naftilecetsavval egészitettiink ki (RMS).

3.3. A transzformaciora felhasznalt gének

A transzformdcidra olyan patkdnymdj eredetli bifunkcionalis enzim cDNS-t (6PF2K/fru
2,6P24z) hasznaltunk fel, melyet helyspecifikus mutagenezissel modositottak (7. &bra). Az elsd
esetben, ha a mutaciéo a cAMP (Ser32 helyett Ala) koto helyet és a fru 2,6P24z (His 258 helyett Ala)
1991; KURLAND et al., 1992). A méasodik esetben, ha a mutaci6 a 6PF2K kdédold régidjaban
tortént (Argl95 helyett Ala), az enzimnek csak a foszfatdz aktivitdsa maradt meg (LI et al., 1992).
A cDNS 1860 bp hossztisagu, 470 aminosavat kodol. Az ATG start kodon el6tt egy 173 bp, a TGA
stop kodon utdn egy 271 bp hosszl 4t nem ir6do és egy 29 nukleotidbol allo polyA szekvenciat
tartalmaz (DARVILLE et al., 1987).
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3.4. A transzformaciora felhasznalt vektorok

A 3.3 alfejezetben bemutatott moddositott bifunkciondlis enzim cDNS-t szubklonozési
1épéseken keresztiil pBIN19 plazmidba épitették (SCOTT et al. 1995; 2000). A vektor szelektalhato
markergénként az nptll, kanamicin rezisztencia gént hordozza. A bifunkcionalis enzim cDNS-t

konstitutiv karfiolmozaik virus promoter (CaMV35S) miikodteti (7. abra).

A Arg' to Ala

By NOS-pro  npt 11 NOS-ter CaMV35S§ cAMP 6PF2K F-2,6-BPase 0cs By,
B Ser? to Ala His?™ to Ala
By NOS-pro  npt Il NOS-ter CaMV35s8 cAMP 6PF2K F-2,6-BPase ocCs B,

7. abra: A transzformaciora felhasznalt vektorkonstrukcio. A: funkciondlis biszfoszfatazt tartalmazé cDNS
(fru 2,6P2 lebontas). B: funkcionalis kinazt expresszalé cDNS (fru 2,6P2 szintézis). Roviditések: BR: jobb
oldali hatarszekvencia, NOS-pro: nopalin szintdz promoter, npfIl: neomicin foszfotranszferaz, NOS-ter:
nopalin szintdz terminator, CaMV35S: karfiol mozaik virus promoter, cAMP: ciklikus AMP kot6 hely, OCS:

oktopin szintaz, BL: bal oldali hatarszekvencia.

3.5. A szegfii transzformacioja

A transzformaciora az Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 torzsét hasznaltuk fel.

3.5.1. Az Agrobacterium elokészitése

A transzformaciora a -70 °C-on tarolt glicerines Agrobacterium térzsekbdl 50 mg/l

cre

inkubaltuk, majd a kindtt, kiilonallo telepeket méasnap 50 mg/l kanamicin tartalmu folyékony LB
tapkozegbe mostuk és 28 °C-os vizflirdében ¢jszakan at razattuk. A virulencia gének indukciojara

transzformacio eldtt 2-3 draval 0,1 mM acetosziringont adtunk a szuszpenzidhoz.
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3.5.2. Transzformacio

A transzformaciot VAN ALTVORST et al. (1995b) modszere szerint végeztik el. A
leveleket a felsé négy noduszrol ugy szedtiik le, hogy minél nagyobb alapi rész maradjon rajta, ami
a hatékony novényregeneraci6 feltétele (VAN ALTVORST et al., 1994). A levagott leveleket az
elokészitett agrobaktérium szuzpenzidba helyeztiik és 20 percig razattuk. Ezt kovetden a leveleket

regeneracios taptalajra (RMS) helyeztiik €s sotétben 3 napig egyiitt tenyésztettiik a baktériummal.

3.5.3. Noévényregeneracio és szelekcio

Egyiittenyésztést kovetden az Agrobacterium elpusztitasara a leveleket 500 mg/l
cefotaximot tartalmazd steril vizben 30 percig mostuk. A kimosott leveleket RMS taptalajra
helyeztiik, amely 250 mg/l cefotaximot és 50 mg/l kanamicint tartalmazott. Amikor a regeneralt
z6ld hajtasok elértek a 0,5-1 cm-es nagysagot, levagtuk a levélalaprol és a szelekciot 150 mg/l

kanamicin tartalmi RMS taptalajon folytattuk tovabb.

3.6. A novények kiiiltetése, nevelése

A molekularis vizsgéalatokkal bizonyitottan transzgénikus, gyokeres hajtasokat Jiffy-
tapkockaba iiltettiik és fokozatosan akklimatizaltuk. Ezt kovetéen a ndvénykéket Albamix tipusu
viragfoldbe iiltettik. A véazaélet vizsgalatara a novényeket az Obuda Kertészet iiveghazaban
neveltik az iiveghdzi kontrollokkal azonos moddon. A biokémiai és élettani vizsgalatokhoz a
novényeket kontrollalt koriilmények kozott klimakamraban neveltiik fel az in vitro tenyésztésnél

mar leirt paraméterek mellett.

3.7. Nukleinsav izolalas

PCR vizsgalatokhoz a DNS-t QIAGEN® DNeasy Plant Mini Kit-tel, a Southern
hibridizacidhoz sziikséges nagyobb mennyiségli DNS-t pedig Shure modszere szerint vontuk ki a
levelekbdl (SHURE et al., 1983). Az RT-PCR vizsgalatokra az RNS-t QTAGEN® RNeasy Plant
Mini Kit-tel izolaltuk.

A nukleinsavak mennyiségét és mindségét Nanodrop spektrofotométerrel hatdroztuk meg

260 (DNY), illetve 280 nm-en (RNS).
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3.8. PCR

A PCR reakciokat BioRad iCycler késziilékben végeztik el. A 10 pl végtérfogata
reakcidelegy a kovetkezdket tartalmazta: 10-20 ng templat DNS, 0,6 U Taq polimeraz (WestTeam),
Ix reakciopuffer, 0,25 mM MgCl,, 15 uM dNTP, 0,2-0,2 uM primer. A reakciot az alabbi
koriilmények kozott hajtottuk végre: 2 perces 94 °C-os eldciklus utdn negyven cikluson keresztiil
ismételve 10 masodperc 94 °C, 30 masodperc 58 °C, 1 perc 72 °C, majd a ciklusok végén 2 perc
utdpolimerizacid6 72 °C-on. Az npt II gén 503 bp szakaszdnak felszaporitdsahoz az
5’-CTGAATGAACTGCAGGACGAGG-3* ¢és a 5-GCCAACGCTATGTCCTGATAGC-3’
primereket hasznaltuk (MAAS et al., 1997). A bifunkciondlis enzim 1416 bp szakaszat az
5’-ATGTCTCGAGAGATGGGAGAACTCACTCAA-3’ €s az
5’-TCAGTAATGGGCAGGTACAGTGTCCAAGGA-3’ osszetételli primerekkel szaporitottuk fel.

3.9. RT-PCR

Az RT-PCR vizsgalatokat az Invitrogen cég SuperScript™ III One-Step RT-PCR System
with Platinum® Tag DNA Polymerase kitjével végeztiik el BioRad iCycler késziilékben. Az 50 pl
végtérfogatl reakcioelegy Osszetétele a kdvetkezd volt: 20 ng templat RNS, 2 ul 2x reakcidpuffer,
10-10 uM primer, 2 ul SuperScript™ III RT/Platinum® Tag Mix.

A cDNS-t 55 °C-on 30 percig szintetizaltuk. Ezt kovetden az amplifikaciot a kovetkezod
protokoll szerint hajtottuk végre: eldciklus 1 perc 94 °C, majd 40 cikluson keresztiil ismételve 15
masodperc 94 °C, 30 masodperc 58 °C, 1 perc 68 °C ¢és végiil 5 perc utépolimerizacié 68 °C-on.

A bifunkcionalis enzim 1416 bp hosszl szakaszanak amplifikaldsara a 3.9. fejezetben ismertetett

primerparokat hasznaltuk fel.

3.10. Southern hibridizacio

A jelolést és a Southern hibridizaciot a Boehringer-Mannheim (Roche) eldirdsai szerint
hajtottuk végre (BOEHRINGER-MANNHEIM, 1999). A hibridizéciot digoxigeninnel jeldlt
probaval végeztik el. A jelolésre a pBINI9 plazmidbol a bifunkciondlis enzim PCR-rel
felszaporitott 1416 bp hosszusagu szakaszat hasznaltuk fel. A DNS templatot (5-10 pg) 10 percig
vizfiirdében 95 °C-on denaturaltuk, majd jégen hozzaadtunk 2 pl hexanukleotid keveréket, 2 pl
dNTP-t (benne a dig-jelolt dUTP-vel) és 1 U/ul Klenow enzimet. A reakciot 37 °C-on 20 6raig
végeztiik. A jelolést 0,2 M EDTA-val allitottuk le. A DNS-t eléhiitott 2,5 ul 4 M-os LiCl-dal és 7,5
ul eléhiitott etanollal csaptuk ki -70 °C-on 2 6ran keresztiil. A csapadékot 70 %-os etanollal mostuk

¢és szaritas utan 50 pl vizben oldottuk fel.
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A 40 pg EcoRlI-gyel emésztett genomi DNS-t 1%-0s agar6z gélen futtattuk meg és kapillaris
technikdval nylon memranra blottoltuk at (SAMBROOK et al., 1989). A rogzitést UV atvilagiton
végeztiik el.

A membran el6hibridizacidjat 1 oran keresztiil 56 °C-on végeztiik 0,25 mg/ml denaturalt hal
spermat tartalmazo hibridizacios pufferben. Ezt kovetden az oldatot friss hibridizacios oldatra
cseréltiik, amely a hal sperma DNS-en kiviil tartalmazta a jeldlt probat. A hibridizaciot 16 6ran
keresztiil 56 °C-on végeztiik.

A hibridizaciét kovetéen a membrant 2x5 percig 2X SSC, 0,1%-0s SDS (50 ml/100 c¢cm?
membran) oldatban razattuk. A mosast 0,1X SSC, 0,1% SDS oldatban folytattuk 2x15 percig 56
°C-on, végil 20 ml moso pufferrel oblitettiik 5 percig.

A detektalas elsé 1épésében a membrant 30 percig puffer II-ben razattuk. Ezt kovetden Gjabb
30 percig razattuk az Anti-digoxigenin-AP és puffer II 1:10000 aranyt oldatdban. Az Anti-
digoxigenin-AP mint antitest kotddik a DIG-jelolt DNS prébdhoz. A nem kotédott antitesteket
kétszer 15 perces mosd pufferes mosassal (100 ml/100 ¢m® membran) tavolitottuk el, majd a
membrant 5 percig puffer III-ban (20 ml/100 ¢cm” membran) razattuk. A savok el6hivasat sotétben
végeztiik 10 ml frissen készitett 5-brém-4-klor-3-indolil foszfat (BCIP), nitrokék tetrazolium (NBT)
oldatban. A savas foszfataz enzim (AP) ezeket a molekuldkat hasitja és oldhatatlan lildskék
csapadékot hoz létre. A szinreakciot a megfeleld erdsségli jel kialakuldsa utdn desztillalt vizzel

allitottuk le.

3.11. Biokémiai és élettani mérések

A fru 2,6P2, az enzimaktivitasok, a szénhidrat komponensek ¢€s a fotoszintetikus paraméterek
mérésére az eldzetes Lugol (Lugol: 1 g KI, 1 g I, 100 ml desztillalt vizben) oldatos festés alapjan
két-két kindz és biszfoszfataz expresszald novényt valasztottunk ki. Kontrollként nem transzformalt
IWS novényeket alkalmaztunk. A méréseket 3 honappal a kiiiltetést kovetden végeztiik el. A
mintavételt a megvilagitds megfeleld szakaszaban végeztiik el egy-egy egyedi novényrdl, a 3-5.
ndduszrdl leszedett leveleket azonnal folyékony nitrogénbe martottuk, homogenizaltuk, -70 °C-on
taroltuk és ezekbol végeztiik el a biokémiai méréseket a 3. szdma mellékletben (M3) feltiintetett

ismétlésben.
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3.11.1. Fruktoz 2,6-biszfoszfat

A fru 2,6P2 lugos extrakcidjat BALL és AP REES (1988) mddszere szerint végeztiik el. A
fru 2,6P2 extrém sav érzékeny, a masodik szénatomon 1év0 foszfat csoport savas kozegben gyorsan
hidrolizal. Az extrakciot 50 mM NaOH-dal és 0,1% Triton X-100 keverékével végeztiik 4 °C-on. A
szuszpenziot 2 percig 13000 rpm-mel centrifugaltuk, a feliiliszot 5 percig 80 °C-on tartottuk, majd
gyorsan lehiitottiik 4 °C-ra. A semleges pH-t 20 mM Hepes és 1 M ecetsavval allitottuk be.

A fru 2,6P2 mérését VAN SCHAFTINGEN et al. (1982) ¢s STITT (1990b) leirasai szerint
végeztik el. A meghatarozas a PFP aktivaldsan keresztiil tortént, amelyet a 340 nm-en torténd
abszorpcid csokkenéssel kovettiink. A reakcidelegy a kovetkezd komponenseket tartalmazta: 20 pl
novényi extraktum, 100 mM Tris-HCI puffer (pH 8,1), 10 mM MgCl,, 120 mM Fru 6P, 15 mM
NADH, 1 U aldolaz, 10 U tridz foszfat izomerdz, 17 U glicerinsav 3-foszfat dehidrogenaz, 30 mM
Na,P,0; és 50 pul PFP. A mintak értékelését standard gorbe elkészitésével végeztiik.

3.11.2. Enzimaktivitasok

A frissen szedett leveleket azonnal eldorzsoltiik folyékony nitrogénben. Az extrakciot 50
mM Hepes-KOH (pH 7,4), 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10%(v/v) glicerin, 0.1%
(v/v) Triton X-100, 5 mM DTT, 2 mM g-amino-kapronsav, 2 mM benzamidin &sszetételli pufferben
végeztik el TRETHEWEY et al. (1998) szerint. A mintakat 15 percig, 4 °C-on 2800 g fordulaton
centrifugaltuk, az enzimaktivitdsok mérésére a tiszta feliiluszot hasznaltuk fel.
Fruktoz 1,6-biszfoszfataz
A frukt6z 1,6-biszfoszfatdz mérését KRUGER és BEEVERS (1984) mddszere szerint végeztiik el a
kovetkezd reakcidelegyben: 40 pl névényi extraktum, 20 mM Hepes-NaOH (pH 7,0), 5 mM MgCl,,
0.5 mM NAD", 1 U/ml foszfogliik6z izomeraz és 1 U/ml gliikoz 6-foszfat dehidrogenaz. A reakciot
0,5 mM fruktoz 1,6-biszfoszfat hozzaadasaval inditottuk.
Pirofoszfat fiiggo foszfofrukto kinaz
A pirofoszfat fliggd foszfofrukto kindz mérését SCOTT et al. (1995) modszere szerint végeztiik el a
kovetkezd reakcidelegyben: 10 pl ndvényi extraktum, 75 mM Hepes-NaOH (pH 7.5), 2 mM Mg-
acetat, 0,15 mM NADH, 10 uM fruktéz 2,6-biszfoszfataz, 7,5 mM fruktdéz 6-foszfat, 1 U/ml
aldoldz, 1,36 U/ml glycerol 3-foszfat dehidrogendz és 2,6 U/ml tri6z foszfat izomerdz. A reakciot
0,25 mM tetranatrium pirfoszfat hozzadadaséaval inditottuk.
ADP-gliikoz pirofoszforilaz
Az ADP-gliikéz pirofoszforilaz mérését MULLER-ROBER et al. (1992) médszere alapjan
végeztiik el a kovetkezd reakciokozegben: 30 pl névényi extraktum, 80 mM Hepes-NaOH (pH 7,4),
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10 mM MgCl, 0,02%(w/v) BSA, 0,6 mM NAD", 10 uM glikkéz 1,6-biszfoszfat, 10 mM 3-
foszfoglicerinsav, 3 mM DTT, 1 mM ADP-gliikéz, 2,5 U/ml foszfogliikomutaz és 1 U/ml gliik6z 6-
foszfat dehidrogenaz. A reakciot 2 mM tetranatrium pirofoszfat hozzdadasaval inditottuk.
6-foszfofrukto-1-kinaz

A 6-foszfofrukto-1-kindz mérését BURRELL et al. (1994) modszere alapjan végeztiik el a
kovetkezd reakcioelegyben: 25 ul ndvényi extraktum, 100 mM Tris/HCI (pH 8,0), 5 mM MgCl,,
0,1 mM NADH, 5SmM fruktéz 6-foszfat, 1 U/ml aldolaz, 1,36 U/ml glycerol 3-foszfat dehidrogenaz
és 2,6 U/ml trioz foszfat izomeraz. A reakciot 1 mM ATP hozzaadasaval inditottuk.

Hexokinaz

A hexokinaz enzim aktivitdisitt VERAMENDI et al. (1999) moddszere szerint végeztik el a
kovetkezo reakcidelegyben: 5 pl ndvényi extraktum, 50 mM Tris/HCI (pH 8,0), 4 mM MgCl,, 0,33
mM NAD", 2 mM ATP, 2,5 U/ml glikoz 6-foszfat dehidrogenaz. A reakciot 1 mM gliikoz

hozzaadasaval inditottuk.

3.11.3. Szénhidratok és foszforilalt intermedierek

Szacharéz

A szachardéz mennyiségi meghatarozasat a Boehringer Mannheim (Roche) teszt kit UV modszere
szerint végeztiik el (BOEHRINGER-MANNHEIM, 1984). A szachar6zt 60 °C-os vizzel oldottuk ki
az elporitott levélmintakbol. A minta tisztitasat Carrez I (3,6%-0s kalium-hexacianoferrat), Carrez
IT (7,2%-0s cink-szulfat) és 100 mM NaOH elegyével végeztiikk, majd Whatman szlirépapiron
leszlirtiik. A reakcioelegy 100 pl novényi extraktumot, 0,1 M citrat puffert (pH 4,6), 10,75 mg/ml B-
fruktozidazt, 0,23 M trietanolamin puffert, 0,36 mM NADP-t, 2,5 mM ATP-t, 4,3 mg/ml
hexokinazt, 2,15 mg/ml gliikdz 6-foszfat dehidrogenazt tartalmazott. A szachar6z koncentraciot 340
nm-en spektrofotometrikusan hataroztuk meg.

Keményito

A keményitd kvalitativ kimutatasara lugol oldatos festést alkalmaztunk. A klorofill elbontaséara az 1
g levélszovetet 10 ml acetonnal mostuk. A szintelen mintat folyékony nitrogénben elporitottuk és a
keményitétt 3 ml 8 M sosavval oldottuk ki. Az oldatot 5 M NaOH-dal semlegesitettiik és a
szinreakciot 15 pl Lugol (Lugol: 1 g KI, 1 g I, 100 ml desztillalt vizben) hozzadadasaval végeztiik el.
A keményitd mennyiségi meghatarozasat a Boehringer Mannheim (Roche) teszt kit UV moédszere
szerint végeztik el (BOEHRINGER-MANNHEIM, 1984). A levélmintat folyékony nitrogénben
elporitottuk és a keményito oldhatova tételére 8 M-os sosav €s dimetilszulfoxid elegyét hasznaltuk,
majd az extrakciot 30 percig 60 °C-os vizflirddben végeztiik el. Az oldatot Whatman sziirépapiron

sztrtiik. Az extraktum pH-jat SM-os NaOH-dal allitottuk be (pH 4-5). A reakcioelegy 100 pl
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novényi extraktumot, 15 M citrat puffert (pH 4,6), 2,8 U/ml amiloglikozidazt, 0,23 M trietanolamin
puffert, 0,36 mM NADP-t, 2,5 mM ATP-t, 5,7 U/ml hexokindzt, 2,9 U/ml gliikkéz 6-foszfat
hataroztuk meg.

Gliikdz, fruktéz

A gliikoz és fruktéz mennyiségi meghatarozasat a Boehringer Mannheim (Roche) teszt kit UV
modszere szerint végeztik el (BOEHRINGER-MANNHEIM, 1984). A mintak elOkészitése a
szachar6z mérésnél leirt modszer alapjan tortént. A reakcidelegy 100 pl névényi extraktumot, 0,23
M trietanolamin puffert, 0,36 mM NADP-t, 2,5 mM ATP-t, 1,7 U/ml hexokindzt, 0,9 U/ml gliik6z
6-foszfat dehidrogenazt, 4,3 U/ml foszfogliikéz izomerazt tartalmazott. A glikoz és a fruktoz
koncentraciot 340 nm-en spektrofotometrikusan hataroztuk meg.

Gliikoz 6-foszfat, fruktoz 6-foszfat

A glikéz 6-foszfat és a fruktoz 6-foszfat extrakciojat és mérését MICHAL (1984a) modszere
szerint hajtottuk végre. Az elporitott szovetek extrakciojat 0,6 M perklorsavval végeztik.
Centrifugalas utan (10 perc 3000/perc) a feliilluszé pH-jat 5 M kalium-karbonattal 3,5-re allitottuk
be. A reakcioelegy 1 ml névényi extraktumbol, 200 mM trietanolamin hidroklorid pufferbdl, 0,2
mM NADP, 5 mM MgCl,-b6l, 0,17 U/ml gliikkdz 6-fosztat dehidrogenazbol, 0,7 U/ml foszfogliikdz
izomerazbol allt.

Dihidroxiaceton foszfat, glicerinsav 3-foszfat

A dihidroxiaceton foszfat és a glicerinsav 3-foszfat extrakcidja a fenti moddszer szerint, a
mennyiségi meghatarozds MICHAL (1984b) modszere alapjan tortént. Az elporitott szovetek
extrakciojat 0,6 M perklorsavval végeztiik. Centrifugalas utan (10 perc 3000/perc) a feliilaszé pH-
jat 5 M kalium-karbonattal 3,5-re allitottuk be. A reakcidelegy 1,5 ml novényi extraktumbol, 200
mM TEA pufferbdl (0,4 M trietanolamin hidroklorid, 40 mM EDTA), 17 uM NADH-bdl, 0,13
U/ml glicerinsav 3-foszfat dehidrogenazbol, 0,83 U/ml triozfoszfat izomerazbol, 0,045 U/ml
aldolazbol allt.

3.11.4. Gazcsere meresek

A fotoszintézis rata, sztdbma konduktancia, transpirdcios rata ¢€s intracellularis CO,
meghatarozasat LI-6400 infravords gaz analizatorral (LICOR, Lincoln, Nebraska, USA) végeztiik el

200 pmol/m’s fény intenzitis mellett 1égkori CO, koncentracion, 21 °C-on (8. dbra).
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8. abra: A LICOR infravoros gaz analizator

3.11.5. Klorofill tartalom

A fotoszintetikus pigmenttartalom meghatarozasat PORRA et al. (1989) mddszere szerint
végeztiik el. Dorzsmozsarba mértiink 0,2 g aprora vagott levélmintat. A ndvényi anyaghoz kevés
kvarchomokot és a homogenizadlds sordn szabaddd valo savas novényi sejtnedv megkdtésére
csipetnyi CaCOs-t adtunk. A pigmentekek 15 ml acetonnal vontuk ki. A kivonatot 6 percig
3000/perc fordulaton centrifugaltuk. A feliiliszot ledntdttiik és acetonnal 20 ml végtérfogatra
egészitettlik ki. Az igy nyert tiszta kivonatot 100%-o0s aceton ellenében fotometraltuk 662 (klorofill-

a) és 644 (klorofill-b) nm-es hullamhosszon.

3.11.6. A vazaélettartam mérése

A véazaélettartam vizsgalatat az Obuda Kertészet tiveghdzaba kiiiltetett ndvényeken végeztiik
el. Az értékelésre 50 cm szarhossziisagl, azonos viragzasi fazist (a sziromlevél 90°-os szoget zar
be a csészelevelekkel) hajtasokat szedtiink. A transzgénikus és kontroll viragokhoz mindig azonos
viragzasi fazisu kertészeti kontroll novényt parositottunk. A vazaélettartam szamitasanal a szedett
allapot volt az elsd nap, az utols6 pedig amikor a sziromlevelek 50%-a elhervadt. Az év kiilonb6z6
idészakaban a kornyezeti feltételek eltéréek voltak, ezért a vazaélettartamot relativ értékként adtuk
meg; a transzgénikus és a hozza parositott kertészeti kontroll ndvény vazaélethossza kozotti
kiilonbséget vettilk figyelembe (VERES et al.,, 2005a). A parositott viragokat 0,5 1 csapvizet
tartalmazo iivegedénybe helyeztiik, amely sem gombadld sem konzervaldo szereket nem

tartalmazott.
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3.12. A szarszilardsag mérése

A szarszilardsdg meghatarozasat tiveghazban nevelt virdgzo hajtdsokon végeztiik el. A kertészeti
gyakorlatban a szartorést ugy vizsgaljak, hogy fejjel lefelé megrazzdk a virdgokat (Toth Endre,
szobeli kozlés). A szarszilardsag objektiv értékelését Veres et al. (2005b) alapjan a SZIE
Gépészmérnoki Karanak Mechanika Tanszékén végeztiik el egy FM-250 tipusu szakitoszilardsagot

méro késziilékkel.

3.13. Statisztikai értékelés

A mérési adatok statisztikai értékelésére a Microsoft® Office Excel 2003 (Microsoft
Corporation, Seattle, USA) Student t-tesztjét hasznaltuk fel. Az adatok kozotti szignifikans
eltéréseket P<0,05 megbizhatoésag mellett értékeltiik.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Novénytranszformacio, szelekcio

A transzforméaciora VAN ALTVORST et al. (1995b) modszerét hasznaltuk fel. A
transzformaciot kovetden elsd 1épésben a fejlédé hajtasokat 50 mg/l kanamicin-tartalmu taptalajon

szelektaltuk. Az antibiotikum rezisztencia gént nem tartalmazo hajtasok kifehéredtek (9. abra).

9. abra: Transzformaciot kovetd hajtasregeneracio 50 mg/l kanamicint tartalmazo6 taptalajon. A nem

transzformans hajtasok kifehérednek és elpusztulnak. A zold hajtasok transzgénikus jeloltek.

Az elészelekceiot kovetden a zold hajtasokat levagtuk a levélrdl (ne zavarja az antibiotikum

crer

(ESTOPA et al.,, 2001), ezért a regeneralt hajtasok tovabbi szelekciojat 150 mg/l kanamicint
tartalmazoé taptalajon folytattuk tovabb. Ebben a szelekcios szakaszban is kaptunk kifehéredd, nem

transzgénikus hajtasokat (10. dbra).

40



oldali ndvény a magasabb antibiotikum tartalmu taptalajon is novekszik és zold marad, mig a jobb oldali

hajtas a rezisztenciagén hidnyaban kifehéredik.

4.2. Transzformacios hatékonysag

A transzfoméacios kisérletekbe a jo regeneracios képességli kerti szegfiifajtak (IWS, Bibor)
sikerét a novényi explantum ¢és az alkalmazott modszerek mellett jelentdsen befolyasolja a
genotipus 1s. Ennek vizsgéalatara mindhdrom genotipusbol 150-150 levelet fertdztiink A.
tumefaciens-szel. A regeneralt és a transzgénikus hajtdsok szdmat és szazalékos értékeiket az 1.

tablazatban mutatjuk be.

1. tablazat: A genotipus €s a vektor tipus hatdsa a regeneracios és transzformacios hatékonysagra

Regeneracios és transzformacios hatékonysag
Genotipus/vektor Transzfor- Regeneralt Regeneralt Regeneralt | Transzgéni- | Transzgéni-
tipus malt levelek | explantumok | explantumok hajtasok kus hajtasok | kus hajtasok
szama (db) szama (db) szama (%) szama (db) szama (db) szama (%)
D. chinensis
6PF2K 150 10 6,7 16 1 6,3
Fru 2,6P24z 150 16 10,7 22 2 9,1
D. caryophyllus,
WS
6PF2K 150 27 18 31 5 16,1
Fru 2,6P24z 150 33 22 45 8 17,7
D. caryophyllus,
Bibor
6PF2K 150 22 14,7 26 4 15,4
Fru 2,6P24z 150 19 12,7 23 13
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Mint a tablazatbol is lathato a két szegfiifaj transzfomacios hatékonysaga jelentdsen fliggott
a genotipustol, kerti szegfiiben 13-17,7%, kinai szegfiiben 6,3-9,1% kozott valtozott. A kerti
szegfliben kapott értékek meghaladtak az eredeti VAN ALTVORST modszer eredményeit (1,5-
12%), de nem érték el NONTASWATSRI et al (2004) munkéjaban leirt 20-93%-os hatékonysagot.
A regeneralt hajtasok szama a kinai szegfiiben kisebb volt, mint a kerti szegfiiben kapott értékek.
Ennek oka, hogy a kinai szegfli leveleinek alapi része — amely a hajtasregeneracio helye — kisebb,

mint a kerti szegfii¢ (VAN ALTVORST et al., 1995a).

4.3. A transzgén integraciojanak és miilkodésének bizonyitasa

tulélé novényekbdl DNS-t izoldltunk és az nptll-re, valamint a bifunkciondlis enzim cDNS-ére
tervezett génspecifikus primerekkel végeztik el a reakciot. A két primerpar alkalmazasa
megbizhatobba teheti a vizsgalatot, mivel nem minden esetben épiil be a teljes hosszusagii tDNS
(head to head, head to tail).

Az nptll specifikus primerek a transzgénikus ndvényekben €s a pozitiv plazmid kontrollban
egyarant felszaporitottak egy 503 bp hosszusagi DNS szakaszt, amely a kontroll nem transzformalt

novényben hianyzott (11. dbra)

transzgén jelenlétét az 503 bp hosszusagu DNS szakasz felszaporodésa jelezte, amely hidnyzott a negativ
kontrollbdl. 1-2: pozitiv kontroll, 3: negativ kontroll, 4-9: transzgénikus novények, M: molekulatomeg

marker (Fermentas GeneRuler 100 bp ladder/ 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 100).

A bifunkciondlis enzim cDNS-re tervezett primerekkel a teljes 1416 bp DNS szakaszt

sikeriilt felszaporitanunk a transzgénikus vonalakban és a pozitiv kontrollokban (12. &bra).
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elvégzett PCR-rel. A transzgén jelenlétét az 1416 bp hossziisaghh DNS szakasz felszaporodasa jelezte, amely
hianyzott a negativ kontrollbol. 1-2: pozitiv kontroll, 3: negativ kontroll, 4-9: transzgénikus novények, M:
molekulatomeg marker (Fermentas GeneRuler 100 bp ladder / 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200, 100, bp).

modszer a PCR reakcidonal pontosabb, azonban sorozatvizsgalatokra hosszabb 1d6t vesz igénybe. A
teljes hosszisagi bifunkciondlis ¢cDNS-t digoxigeninnel jeldltik és a hibridizaciot 56 °C-on
végeztik el (13. abra). A kontroll, nem transzformalt ndvényben nem kaptunk hibridizald
fragmentumot (1). A transzgénikus vonalakban (2-6) a transzgén kiilonb6zé kopiaszamban

integralddott, a kopiaszdmot azonban nem hataroztuk meg.

13. abra: Southern hibridizacio digoxigeninnel jeldlt proba DNS-sel. 1: negativ kontroll, 2-6: transzgénikus

vonalak (F406, F407, F406, P207, P228).

A beépiilt transzgén miikodésének bizonyitasara a cDNS-re specifikus primerekkel RT-
PCR-t végeztiik. A transzgénikus ndvényekben a vart méretii DNS szakasz (1416 bp) jelezte a gén

expresszigjat (14. abra). A fragmentumok intenzitasbeli eltérései eltérd mértékli génexpressziora

utalnak.
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14. abra: Az integralddott bifunkcionalis enzim miikodésének bizonyitasa RT-PCR-rel. A transzforméns
egyedekben egy 1416 hosszisag termék szaporodott fel. 1: nem transzformalt kontroll, 2-6: transzformans
vonalak (F401, F406, F407, P207, P228). M: molekulatomeg marker (Fermentas GeneRuler 100 bp ladder /

3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, bp).

4.4. A transzgénikus novények biokémiai és élettani vizsgalata

részletes biokémiai ¢és ¢élettani jellemzését. A fru 2,6P2 szénhidrat anyagcserében betoltott
szerepének megerdsitésére (szabalyozza a szén elosztdsat a keményitd €és a szachardz szintézise
kozott) elsé lépésben a keményitd tartalom kvalitativ kimutatdsat végeztik el. A ndvényi
extraktumot Lugol oldattal valé kék festddés alapjan is meg lehet kiilonboztetni a kontrollt és az

egyes transzgénikus vonalakat (15. ébra).

F406 K P207

15. abra: A keményit6 tartalom Lugol oldatos kimutatésa. A biszfoszfatazt expresszald ndvényi extraktum
szintelen (F406), mig a kinazt expresszal6é ndvényi kivonatban (P207) Lugol oldat hatasara a kontrollhoz

képest (K) erds kék szinezddés utal a keményitd tultermelésre.
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A jod keményité proba alapjan a tovabbi vizsgalatokra az F406, F407 (biszfoszfataz
expresszalo vonalak) és a P207, P228 (kinaz expresszalé vonalak) transzgénikus novényeket
valasztottuk ki.

A fru 2,6P2 és a fotoszintetikus gazcsere paraméterek mérését 8 oras fény periodusban
végeztiik el. Mivel a fotoszintézis rata a megvilagitas 4. drajaban érte el a maximumat (20/A abra),

az enzimaktivitdsokat és a szénhidrat komponensek meghatarozasat erre az idopontra idézitettiik.

4.4.1. Fruktoz 2,6-biszfoszfat

crer

intenzitdsa. Ezért a méréseket a megvilagitas kiillonbozd szakaszaiban végeztiik el. Megvilagitas
hatasara a kontroll és valamennyi transzgénikus novényben jelentdsen lecsokkent a fru 2,6P2
mennyisége (16. abra). Ennek az oka a kovetkezé: fény hatdsara megindul a ndvények
attekintésben lathattuk, hogy a trioz foszfatok gatoljak a bifunkciondlis enzim fru 2,6 P2
szintéziséért felelds kinaz aktivitasat, az FBPaz felszabadul a gatlas alol és megindul a szachar6z
szintézise. Késobb, amikor a fotoszintézis rata meghaladja a szachardz szintézis kapacitasat, a trioz
foszfatok mennyisége csokken a citoplazmaban. Ez aktivalja a bifunkcionalis enzim kinaz és gatolja
a biszfoszfatdz aktivitdsat, igy a fény periddusban novekedni fog a fru 2,6P2 mennyisége

(NIELSEN et al., 2004).
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16. abra: A fru 2,6P2 szint alakulasa a funkcionalis biszfoszfatazt (F406, F407), a kinazt (P207, P228)

expresszald transzgénikus és nem transzformalt kontroll (K) vonalakban a fényperiddus soran.
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A 16. abran lathatjuk, hogy a fényszakasz elsd félordjaban a kontroll és transzgénikus
vonalak fru 2,6P2 tartalma szignifikansan nem tért el egymastol. A kovetkezd féléraban megindult
a fru 2,6P2 szint novekedése, azonban a biszfoszfatdzt expresszalé vonalakban (F406, F407)
szignifikansan alacsonyabb volt a kontroll, nem transzformalt ndvényhez képest. A kindzt
expresszalo vonalakban (P207, P228) a fru 2,6P2 koncentracidja négy-otszordsére novekedett a
kontroll, valamint az F406 és az F407 vonalakhoz képest.

A fény periddus tovabbi szakaszdban a fru 2,6P2 koncentricidja tovabb emelkedett és a
negyedik 6rdban a kontroll szignifikdnsan kiilonbozott a F406, F407 vonalaktol.

A fru 2,6P2 szabalyozo6 szerepét a szénhidrat anyagcserében mar tobb transzgénikus modell
novényben is megvizsgaltdk az altalunk hasznalt emlds eredetii mddositott bifunkciondlis cDNS
alkalmazasaval (SCOTT et al., 1995, 2000; TRUESDALE et al., 1999; TOLDI et al., 2002).
Dohéanyban a funkciondlis biszfoszfatdz (fru 2,6P24z) expresszidja 54-80%-kal csokkentette, a
nem transzformalt kontrollhoz képest (SCOTT et al., 1995, 2000). Korallviragban (Kalanchoe
daigremontiana) — egy CAM fotoszintézis tipusu fajban — a kinaz enzim bevitele 228-350%-kal
novelte a fru 2,6P2 mennyiségét a kontrollhoz viszonyitva (TRUESDALE et al.,, 1999).
Szamoécaban a biszfoszfataz enzim expresszidjanak hatdsara a fru 2,6P2 mennyisége a kontroll
novényekhez képest 12-90%-kal csokkent, mig a kindz cDNS tartalmaz6 transzgénikus vonalakban
120-510%-kal novekedett (TOLDI et al., 2002). Cukornddban a biszfoszfataz forma expresszidja
levélben 11-18%-kal csokkentette, a nem fotoszintetizald ndduszban pedig 30-96%-kal novelte a
fru 2,6P2 mennyiségét a kontrollhoz viszonyitva (HITEN, 2006). Ugyanebben a munkéban a kindz
enzim gén heterolog expresszidja nem okozott szignifikans véltozast a fru 2,6P2 mennyiségében. Ez
az emlds eredetli modositott rekombinans enzim ezekben a fajokban - a szegflih6z hasonloéan -
lehetdvé tette, hogy ,.elnyomjuk™ a névény sajat bifunkciondlis enzimét és szelektiven csokkentsiik

A fru 2,6P2 élettani szerepének vizsgalatara egy masik alternativa is lehetséges. Arabidosis-
ban ¢és burgonyaban a sajat, izolalt bifunkcionalis enzim gén antiszensz szupresszidja nagymertékil,
90-95%-o0s redukcidt okozott a fru 2,6P2 mennyiségében (DRABORG et al., 2001; RUNG et al.,

2004). Ez a megkdzelités azonban nem teszi lehetévé az enzim két aktivitasanak elvalasztasat.
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4.4.2. Enzimaktivitasok

A transzgénikus vonalakban a fru 2,6P2 mennyiségének modositdsa szignifikans
valtozasokat okozott a kulcsenzimek aktivitasdban. A fru 2,6P2 szintjének ndvekedése a P207 és
P228 vonalakban a kontrollhoz képest 30-40%-kal gatolta a FBPazt és 28-40%-kal aktivalta a PFP-t
(17/A, B ébra).
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17. abra: A fruktoz 1,6-biszfoszfataz (A), a pirofoszfat-fiiggé foszfotranszferaz (B), a 6-foszfofrukto-1-

kinaz (C), az ADP-gliikoz pirofoszforilaz (D) és a hexokindz (E) enzimek aktivitasa a fényperiodus
negyedik orajaban a funkcionalis biszfoszfatazt (F406, F407), a kinazt (P207, P228) expresszald

transzgénikus és nem transzformalt kontroll (K) vonalakban. A szignifikans eltéréseket csillaggal (*)

jelltiik.
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Az FBPaz katalizélja a szachardz szintézis egyik kulcsreakcigjat, a fru 1,6P2 irreverzibilis
hidrolizisét fru 6P-td. A PFP enzimnek eltérd a szerepe. A fru 1,6P2 és a fru 6P reverzibilis
egymasba alakuldsat katalizalva szabalyozza a glikolizis és a gliikoneogenezis kornyezetfiiggd
fenntartasat. A reakcio6 irdnyat elsOsorban a szubsztratok €s a reakcid végtermékeinek mennyisége
hatarozza meg (STITT, 1990a), bar egyes esetekben megfigyelték, hogy a PFP glikolitikus
aktivitdsa nagyobb, mint a gliikoneogenetikus (BLACK et al., 1987; TRIPODI ¢és PODESTA,
1997).

A fru 2,6P2 koncentracidjanak csokkentése az F406, F407 vonalakban a kontrollhoz képest
64-74%-os aktivitasnovekedést okozott a FBPaz enzimben és az F406 vonalban szignifikdnsan
csokkentette a PFP aktivitasat (17/A, B abra). Eredményeinktdl eltéréen transzgénikus dohanyban
és Arabidopsis-ban a fru 2,6P2 mennyiségének csokkentése a kontrollhoz képest nem okozott
szignifikans enzimaktivitasbeli eltéréseket (SCOTT et al., 2000; DRABORG et al., 2001), mig a fru
2,6P2 novelése transzgénikus dohanynovényekben - a szegfliben mért értékekhez hasonléan -
jelentds enzimaktivitas valtozasokat idézett elé (SCOTT et al., 1995). Ezek az eltérések is
ramutathatnak az egyes fajok kozotti €lettani kiilonbségekre.

A nem-ndvény szervezetekben a fru 2,6P2 aktivdlja a PFK enzimet, mely a fru 6P
irreverzibilis atalakuldsat katalizalja fru 1,6P2-t4 (VAN SCHAFTINGEN, 1987). Novényekben
azonban a PFK inszenzitiv a fru 2,6P2 szabalyozasara (STITT, 1990a). Ezzel szemben szegfiiben a
fru 2,6P2 csokkentése 10-14%-os redukcidt okozott a PFK aktivitasdban (F406, F407 vonalak), mig
a P207 vonalban a fru 2,6P2 szint ndvelése kismértékben (8%) aktivalta a PFK-t (17/C abra), bar
ezek az eltérések nem utalnak egyértelmiien a fru 2,6P2 szabalyozo6 szerepére.

A fru 2,6P2 indirekt médon a FBPaz enzimen keresztiil hat a kloroplasztiszban a keményitd
enzimet, igy csokken a trioz foszfat export a citoplazméba, és a kloroplasztiszban akkumulalodo
tridz foszfatok aktivaljak az AGPazt. A fru 2,6P2 szintjének novelése a P207 és P228 vonalakban
gatolta a FBPazt (17/A abra), csokkentette a trioz foszfat exportjat a citoplazmaba, ami 47-74%-kal
serkentette az AGPaz miikodését (17/D éabra). A fru 2,6P2 citoszolikus koncentraciojanak
csokkentése 43-71%-o0s redukcidt okozott az AGP4az aktivitdsaban.

A hexo6zokat hexdz monofoszfatokka foszforildld hexokindz enzim aktivitdsdban nem

figyeltiink meg szignifikans kiilonbségeket a transzgénikus és a vad tipus kozott (17/E abra).
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4.4.3. Szénhidratok és foszforilalt intermedierek

A fru 2,6P2 szint csokkentésének hatasa: A biszfoszfatazt expresszaldé novényekben
(F406, F407) a fru 2,6P2 mennyiségének csokkentése a FBPaz aktivalasan keresztiil két-

haromszorosara névelte a szachardz tartalmat (18/A abra).

Szacharé6z A Keményité B
6 20
© 4 A S 15 1
83 810 -
22 o
<) Y 5
© o ] =
0 : 0
F406* F407* P207* P228 F406* F407* K P207* P228*
Glikoz C Fruktoz D
o 3,5 > 3
o 3 Q25 A
£ g >
9 2,5 L 24
8 2] ® 15
E L57 E
2’ 1 ] I ﬁ E’ 1 7
o B (=] 0.5
g 05 g O
: [ | ° ]

F406* F407 P207* P228* F406* F407* K P207* P228

(D) tartalomra. (F406, F407: redukalt fru 2,6P2 szint; P207, P228: novelt fru 2,6P2 szint). A szignifikans
eltéréseket csillaggal (*) jeloltiik.

Transzgénikus Arabidopsis-ban ¢s dohanyban radidaktivan jelt')lt “CO,-dal Végzett
anyagcserét a szachar6z szintézis irényéba tolja el (DRABORG et al., 2001; SCOTT et al., 2000).
Transzgénikus dohany és burgonya levelében ez a tobblet szacharéz a fényperiddusban az alkotd
monoszacharidokra hidrolizalt és gliikoz, fruktdz formdjaban akkumulaldédott (SCOTT et al., 2000;
RUNG et al., 2004).

A biszfoszfatazt taltermeld transzgénikus vonalainkban 20-38%-o0s novekedést figyeltiink meg a

hexo6z foszfatok (glu 6P, fru 6P) mennyiségében is (19/A, B abra).
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19. abra: A fru 2,6P2 koncentraciojanak hatasa a gliikoz 6-foszfat (A) a fruktéz 6-foszfat (B), a 3-
foszfoglicerinsav (C) és a dihidroxiaceton foszfat (D) tartalomra. (F406, F407: redukalt fru 2,6P2 szint;
P207, P228: novelt fru 2,6P2 szint). A szignifikans eltéréseket csillaggal (*) jeldltiik.

Ez a novekedés azonban nem a hexokindz aktivitds valtozasdnak eredménye (16/E abra).
Ennek két lehetséges magyarazata lehet:
-A fru 2,6P2 koncentracio csokkentésével a FBPaz felszabadul a gatlas aldl, €és ez eredményezi a
hexdz foszfatok akkumulaciojat (RUNG et al., 2004).
-A FBPaz ,,szuper optimalis™ aktivacidja noveli a trioz foszfatok exportjat a kloroplasztiszbol a
citoplazmaba (SCOTT et al., 2000), és ez meggyorsithatja trioz foszfatok atalakulasat hexoz
foszfatokka.
A glu 6P a szachar6z-foszfat szintaz aktivatora (DOEHLERT ¢s HUBER, 1983). Ezért
feltételezziik, hogy a glu 6P szintjének ndvelése tovabb stimulalhatja a szachar6z szintézist.
A fenti adatoknak megfeleléen a fru 2,6P2 szint redukcidjanak hatdsara csokkent a tridz
fosztatok (3PGA, DHAP) mennyisége (19/C, D ébra).
A tridz foszfatok mennyiségének csokkentése a citoplazmaban stimulalhatja a szén exportjat
a kloroplasztiszbdl a tridz foszfat transzlokatoron keresztiil, ami elvonja a szubsztratot az AGPaz-
tol, illetve a keményitd szintézistél (Scott et al., 2000). Ennek megfelelden a keményitd
akkumulacioja 14-37%-kal csokkent a kontrollhoz képest (18/B abra). Ez a kiilonbség azonban nem

volt olyan nagymértékii, mint a szachar6z esetében.
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A transzgénikus dohanyban kapott eredményekkel dsszhangban a biszfoszfatdzt expresszald
(18/C éabra). Ezt a keményité hidrolizisével magyardztdk (SCOTT et al., 2000). Mivel a tridz
foszfatok alacsonyabb szintje korlatozta az AGPaz aktivitasat, a ndvények nem voltak képesek ezt a
gliik6z felesleget ujra keményitévé alakitani.

Az élesztd savas invertdzt expresszald novényekben a szachardz szintézis stimulacidja
hasonl6 gliikkéz koncentraciondvekedést okozott (SONNEWALD et al., 1991, 1997). Itt a szacharoz
hidrolizise olyan mértékili volt, ami meghaladta a n6vény gliik6z foszforilacids kapacitasat.

A kontrollhoz képest ugyancsak jelentds fruktéz koncentraciondvekedést figyeltiink meg
ezekben a vonalakban (18/D 4bra).

A fru 2,6P2 szint novelésének hatasa: A kinaz konstrukciot expresszald transzgénikus
novényekben (P207, P228) a fru 2,6P2 novelése altalaban ellentétes hatassal volt a kiilonb6zo
szénhidratok ¢és foszforilalt intermedierek szintjére, mint a funkciondlis foszfatazt tartalmazo
vonalakban.

Ezekben a transzgénikus novényekben jelentds trioz foszfat tobbletet mértiink (19/C, D
abra). A trioz foszfat koncentracid6 emelkedése csokkenti a szervetlen foszfatok mennyiségét a
citoplazmaban (STITT, 1990a), a névekvd 3PGA:Pi arany kozvetett modon az AGP4z aktivalasan
keresztiil serkenti a keményitd szintézisét a kloroplasztiszban (SCOTT ¢s KRUGER, 1995). Az
AGP4z stimulacidjan keresztiil (16/D éabra) a P207 és P228 transzgénikus vonalak 32-40%-kal tobb
keményitdt halmoztak fel, mint a kontroll (18/B éabra). Transzgénikus dohanylevélben a fru 2,6P2
KRUGER, 1995). Ezt a novekedés azonban elsGsorban a sotétben torténd keményité lebontas
csokkenésének tulajdonitottdk, nem pedig a keményitd szintézis intenzitdsanak novekedésével a
fényszakaszban. A transzgénikus szegfli novényekben ezt a lehetdséget nem vizsgaltuk.

A fru 2,6P2 koncentraci6 novelése csokkentette a szachardz, glilkdéz és hexdz foszfatok
mennyiségét (18/A, C; 19/A, B abra). A fru 2,6P2 gatolta az FBPaz miikodését (16/A abra), ami
csokkentette a tridz foszfatok atalakuldsat hexoz foszfatokkd és a szachardz szintézis a kontroll
novények 32-40%-ra csokkent (18/A é4bra).

Minden olyan esetben, ahol a szacharéz szintézis valamilyen modon gétolt (HEINEKE et
at., 1994; SHARKEY et al., 1992; ZRENNER et al., 1996), a szénhidrat anyagcserében olyan
valtozasok torténnek, amelyek kedveznek a keményitd szintézisének (STRAND et al., 2000).

Nem vart hatasként, a foszfatazt expresszald transzgénikus novényekhez (F406, F407)
hasonldéan novekedést figyeltiink meg a fruktdz tartalomban (18/D abra). Ennek az oka egyeldre

ismeretlen, kideritése tovabbi vizsgalatokat igényel.
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Az FBPaz antiszensz gatlasa hasonld valtozasokat okozott a szénhidrattartalomban, mint
90%-o0s redukcidja 40-50%-kal csokkentette a szachardz tartalmat €s haromszorosara novelte a
keményitd akkumulaciét (ZRENNER et al., 1996).

Arabidopsis-ban az FBPaz antiszensz gatlasa 30-50%-kal csokkentette az enzim aktivitasat,
amelynek hatasara a szachar6z szintézis a felére, glilkoz és a fruktéz tartalom felére-tizedére

csokkent, a keményitd pedig 2,5-szeresére nott a kontrollhoz képest (STRAND et al., 2000).

4.4.4. Fotoszintézis

A magasabbrendii névények novekedését és terméshozamat leginkdbb meghatarozo faktor a
fotoszintetikus szén metabolizmus. A fru 2,6P2 egyik legfontosabb szerepe ndévényekben a
fotoszintézis rata szabalyozdsa a fényperiodusban (STITT, 1990a). A modositott fru 2,6P2
koncentraci6 fotoszintézis ratara, sztdbma konduktancidra, transpiracios ratara és intracellularis CO,
koncentraciora gyakorolt hatdsat az alabbiakban foglaljuk ossze.

Megvilagitas hatdsara a fotoszintézis rata mindegyik ndvényvonalban eltérdé mértékben
ugyan, de emelkedni kezdett és a negyedik ordban érte el a maximalis értéket (20/A 4bra). Eddig az
id6pontig a fru 2,6P2 koncentracio és a fotoszintézis rata kozott forditott kapcsolat figyelheté meg.
fotoszintézis ratajat (20/A abra). Ez kiilondsen az F406 vonalban volt igen erdteljes, mar a
megvilagitas els6 fél orajaban duplajara nétt, mint a kontroll és a tobbi transzgénikus vonalban. Ez
a jelentds kiilonbség a késdbbiekben is megmaradt. Az F407 vonal fotoszintézis rataja csak a
negyedik oratdl nétt szignifikdnsan a kontrollhoz képest. A keményitd akkumulalé vonalak (P207,
transzformalt kontroll novényekétol.

Eredményeinktdl eltéréen SCOTT et al. (2000) és RUNG et al. (2004) dohdnyban és
burgonyaban a fru 2,6P2 mennyisége és a fotoszintézis rata kozott pozitiv dsszefiiggést mutatott ki,
azaz a fru 2,6P2 redukcidja csokkentette a transzgénikus vonalak fotoszintetikus kapacitasat.
Dohdnyban ezt azzal magyaraztak, hogy megsziint a citoplazma ¢és a kloroplasztisz
szénmetabolizmusa kozotti egyensuly. Az alacsonyabb fru 2,6P2 koncentracié ndvelte a trioz
korlatozta az ATP szintézist és a Calvin-ciklus normalis mikodését (SCOTT et al., 2000). Ezzel
szemben burgonyaban a fru 2,6P2 mennyiség csokkentésének hatasara a trioz foszfatok mennyisége
a kontrollhoz képest valtozatlan maradt (RUNG et al., 2004). Itt a fotoszintézis intenzitas

csOkkenését azzal magyaraztak, hogy a szachar6z nagymértékli akkumulédcidja gatolta a
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fotoszintetikus enzim gének mitkddését, amelynek lehetdségét mas tanulmanyok szintén igazoltak

(PEGO et al., 2000; KOCH et al., 2004).
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20. abra: A funkcionalis biszfoszfatazt (F406, F407), a kinazt (P207, P228) expresszald transzgénikus és
nem transzformalt kontroll (K) vonalak fotoszintézis rataja (A), sztoma konduktanciaja (B), transpiracios

rataja (C) és intracellularis CO, koncentracioja (D) a fény periddus soran.

Az F406 és F407 vonalakban a nagyobb mértékii szachar6z szintézis hatdsara novekedhetett
a szachar6z exportja a cukrot importald szovetek felé, igy a fotoszintézis kulcsenzimei nem
gatlodtak.

A szegfiiben kapott eredeményeinkhez hasonloan transzgénikus Arabidopsis-ban, melyben a
bifunkciondlis enzim antiszensz gatlasaval csokkentették a fru 2,6P2 mennyiségét, bizonyos
fényintenzitasok mellett a fotoszintézis rata szintén ndvekedett (DRABORG et al., 2001).

Szegfliben a fru 2,6P2 novelése (P207, P228 vonalak) az FBPaz gatlasan keresztiil
csokkentette a fotoszintézis ratat. A megfeleld fotoszintetikus CO, fixacid fenntartasdban a fru
2,6P2 mellett nélkiilozhetetlen szerepet tulajdonitanak az FBPaz aktivitasanak és a szervetlen
foszfatok mennyiségének is (ZRENNER et al., 1996; LEEGOOD, 1996; STRAND et al., 2000;
HOLBROOK ¢s KEYS, 2003). Transzgénikus Arabidopsis-ban és burgonydban az FBPaz
antiszensz gatlasa 25-35, illetve 40-50%-kal csokkentette a fotoszintézis ratat (ZRENNER et al.,
1999; STRAND et al., 2000).
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A szervetlen foszfatok tal nagy, vagy tal kicsi koncentracidja egyarant képes gatolni a
fotoszintézist. A foszfatok a kloroplasztiszbol tridz foszfatok formajaban tavoznak a tridz foszfat
transzlokatoron keresztiil és a citoplazmaban a szachar6z szintézis soran szabadulnak fel és jutnak
vissza a plasztiszba (STITT, 1997; FLUGGE, 1998). Ha a szacharéz szintézis tal gyors, a nagy
szachardz szintézis tul lasst, a foszfat koncentracié a kloroplasztiszban tul kicsi lesz, ami gatolja az
ATP szintézist (STITT, 1991. 1996). Tehat a névények akkor képesek a fotoszintézis ratajukat
magas szinten tartani, ha a foszfatok és a trioz foszfatok kicserélodése a kloroplasztisz és a

citoplazma kozott megfelelden kontrollalt, ami biztositja a megfeleld mennyiségli foszfatot az ATP

crer

crer

csokkentésére.

A fru 2,6P2 ¢és a fotoszintézis rata valtozasa hatdssal volt a sztomazard sejtek miikodésére is
(20/B abra). A sztomak nyitottsaganak jellemzésére a sztdéma konduktancidt hasznaltuk, amely a
sztoma ellenallas reciproka. A legszembetlindbb valtozast az F406 vonalban figyeltiik meg, ahol a
fru 2,6P2 szint csokkenése a fény szakaszban két-haromszorosara novelte a sztomak nyitottsagat. A
P207 és P228 vonalak sztoma konduktancidja csak a negyedik oOratol kezdve kiilonbozott a
kontrolltdl, szignifikansan kisebb volt.

A sztdma nyitottsaga €s a novények transpiracids ratdja egyenes aranyban all egymassal. A
sztomak nyildsdval nd a transpiracidés rata, azaz a nodvények nagyobb mennyiségli vizet
parologtatnak el. A 20/B, C abrakon is jol megfigyelhetd, hogy a transpiracios ratat jellemzd gorbék
a sztdbma konduktancidval azonos lefutasuak.

Stressz koriilmények kozott a magasabb fru 2,6P2 szint adaptiv elonyt jelenthet a ndvények
szamara. Bizonyos noOvényfajokban vizhidny és alacsony homérséklet hatdsara a fru 2,6P2
koncentracio novelése lehetdvé teheti a fotoszintézis hatékony fenntartasat (REDDY, 1996; STITT,
1997). Ezt eredményeink is alatamasztjak, mivel az alacsonyabb fru 2,6P2 szinttel rendelkezd
vonalakban a nyitottabb sztomak miatt a transpiracid is megemelkedett. Optimalis vizellatottsag
mellett azonban az intenzivebb fotoszintézis kedvezdbb lehet a novények szamara.

Az intracellularis CO, mennyiség ¢és a fru 2,6P2 koncentracidja kozott nem tudtuk

egyértelmil Osszefiiggéseket megallapitani (20/D abra).
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4.4.5. Klorofill tartalom meghatarozadsa

Az 4.3 .4. fejezetben bemutattuk, hogy a fru 2,6P2 koncentracié valtozasa hatassal volt a ndvények

fotoszintetikus aktivitasara, ezért megvizsgaltuk a novények klorofill tartalmat is (21. abra).

Klorofill
1,2
]
(=]
()
g 0,8 - l
® 0,6 - I T
: o l
o ]
€
0,2 -
0
F406 F407 K P207 p228

21. abra: A funkcionalis biszfoszfatazt (F406, F407), a kinazt (P207, P228) expresszald transzgénikus €s
nem transzformalt kontroll (K) vonalak levelének klorofill tartalma. A kapott értékek nem térnek el

szignifikdnsan egymastol.

A 21. abran lathatd, hogy a klorofill tartalomnak nagy a szorésa, a transzgénikus vonalak és
a kontroll ndvény klorofill tartalma kozott nincs szignifikans kiilonbség. Az eltérd fotoszintézis rata
tehat nem az eltérd fotoszintetikus pigment mennyiségének az eredménye, hanem a fotoszintetikus

enzimek eltérd aktivitasaé.

4.4.6. Novekedés, fejlodeés

Osszetétel valtozas, novekedés- és fejlodésbeli eltéréseket okozott a transzgénikus vonalakban a

kontroll novényekhez képest. Az elsd legfeltiindbb valtozas az eltéré ndvekedési intenzitas volt (22.

abra).
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22. abra: Novekedési kiilonbségek harom honappal a kiiiltetést kovetden a transzgénikus és a nem

transzformalt kontroll (K) névények kozott (F406: fru 2,6P2 szint csdkkentés; P228: fru 2,6P2 szint ndvelés)

Az egyedfejlodés kezdetén fru 2,6P2 koncentracio csokkentésének hatasara a transzgénikus
vonalak (F406, F407) gyorsabban fejlodtek, €s atlagosan két héttel kordbban virdgoztak, mint a
kontroll novények. Ennek magyardzata a fotoszintetikus kapacitds ndvekedése és a nagyobb
mértékii szachardéz akkumulacio. Ez a szachardz tobblet kozvetleniil ATP szintézisére forditodhat,
amely tobblet energiaként szolgalhat a novekedéshez és fejlodéshez. Bar ezeknek a ndvényeknek a
parologtatasa nagyobb mértékii volt (20/C éabra), a gyorsabb egyedfejlodés €s korai viragzas miatt
megfeleld vizellatottsdg mellett gazdasdgi szempontbol mégis jelentdsek lehetnek a szegfii
termesztésében. A szachar6znak a novekedésben betoltott esszencidlis szerepét BAXTER et al.
(2003) is bizonyitotta. Transzgénikus dohanyban a szachar6z akkumuléaci6 novelése a kukorica
szachar6z-foszfat szintaz gén heteroldg expressziojaval szintén intenzivebb ndvekedést és korai
virdgzast eredményezett.
okozott novekedés- fejlodésbeli valtozasokat (SCOTT et al., 2000; RUNG et al., 2004). Ezekben a
novényekben — a szegfiiben kapott eredményeinktdl eltéréen — az FBPaz enzim aktivitisa nem
valtozott és a szachar6z akkumuldci6é csak a fény szakasz elsd ordjaban volt nagyobb, mint a
kontroll ndvényekben. A ndvekedésiikhoz, fejlodésiikhoz hianyzé cukrokat a keményitd
intenzivebb lebontasabol képesek voltak pétolni. Arabidopsis-ban a fru 2,6P2 szint csokkentése
kismértékli fenotipusos valtozasokat okozott (DRABORG et al., 2001). A transzgénikus ndvények
levelei keskenyebbek voltak és tobb klorofillt tartalmaztak.

Az intenzivebb novekedésre mas magyarazat is lehetséges. A szachardz szintézis aktivacidja
novelheti a transzport ratat, igy az osztédd, nem fotoszintetizald (heterotrof) szévetek szén és

energiaellatasa is ndvekedhet. Ezt az érvet timaszhatjik ald RIESMEIER et al., 1994 és BURKLE
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et al. (1998) eredményei is. Transzgénikus burgonyaban és dohanyban a szachar6z export kapacitas
gatlasa késleltette a novekedést €és a viragzast. Szegfiiben a szachardz export kapacitas vizsgalatat
radioaktiv laboratérium hidnyaban nem végeztiik el.

A tobb fru 2,6P2-ot tartalmazo novényeknél (P207, P228) novekedésbeli eltéréseket csak az
egyedfejlodés kezdeti szakaszéban figyeltiink meg (22. dbra). Ezekben a novényekben az FBPaz
aktivitasa csokkent és kevesebb szachardzt akkumulaltak. A ndvekedés késobbi fazisaban azonban
ezeket a valtozasokat képesek voltak kompenzalni és a viragzasi idejiik megegyezett a kontrolléval.

A szegflivel szemben a transzgénikus dohdnyban és korallviragban a fru 2,6P2 szint
novelése egyaltalan nem befolydsolta a ndvények novekedési ratajat (SCOTT et al.,, 1995;
TRUESDALE et al., 1999).

A szegfli mellett szamdcéaban irtdk le eddig, hogy a fru 2,6P2 szint mddositasa 1ényeges
hatassal van a transzgénikus novények egyedfejlodésére (TOLDI et al., 2002). Szamdcdban a fru
2,6P2, illetve a szénhidrat anyagcsere modositasa hatassal volt a ndovekedésre, az indasodasra, a
viragfejlodést idézett el (TOLDI, szdbeli kozlés).

Az FBPaz a szacharoz és a fotoszintézis ratara gyakorolt hatdsan keresztiil befolyasolhatja a
novények fejlddését is. Transzgénikus Arabidopsis-ban az FBPaz antiszensz gatlasa tobb mint 50%-
os novekedés rata csokkenést okozott (STRAND et al., 2000). Ezzel szemben transzgénikus
burgonya levelekben az FBPaz antiszensz gatldsa nem volt hatdssal az egyedfejlddésre, mivel a
hianyz6 szachardzt a ndvények képesek voltak kompenzalni a szintetizalt keményité nagyobb
mértéka lebontasaval (SHARKEY et al., 1992; HEINEKE et al., 1994; ZRENNER et al., 1996,
1999).

Ennek alatamasztdsara meghataroztuk a virdgzd szegfii novények fObb szénhidrat
komponenseit (23. abra). A virdgzd ndvényekben a szachar6z mennyisége mind a biszfoszfataz
(F406, F407) mind a kin4z expresszald (P207, P228) novényekben meghaladta a kontroll értékét
(23/A ébra). A keményit6tartalom a harom hénapos novényektdl eltéréen a kinazt expresszalo
novényekben nem tért el szignifikdnsan a kontrolltol (18/B ¢és 23/B abra). A gliikkdz koncentracio
egyik vonalban sem tért el szignifikdnsan (23/C abra), mig az F406-os vonalban alacsonyabb
fruktoz tartalmat mértiink (23/D é4bra).Ezek a bemutatott eredmények is jelzik, hogy a novények
anyagcseréje rendkiviil rugalmas, eltérden reagalhatnak a szénhidrat elosztds és a szénhidrat
Osszetétel megvaltoztatasara. Attol fliggden, hogy az adott reakcidosor mely enzimének modositjuk
az aktivitdsat, a novények alternativ anyagcserefolyamatokon keresztiil képesek kompenzalni az

Oket ért esetleges negativ hatasokat.
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23. abra: A viragzo novények szachar6z (A), a keményit6 (B), a gliikoz (C) és a fruktoz (D) tartalma. (F406,
F407: redukalt fru 2,6P2 szint; P207, P228: névelt fru 2,6P2 szint).

Feltling kiilonbség volt 3 honapos ndvényeknél az internodiumok hosszanak valtozasa (24.
abra). A kevesebb fru 2,6P2-ot tartalmazd névények atlagos internédium hossza 4-5 cm volt a 2-3
cm-es kontrolhoz viszonyitva. A magasabb fru 2,6P2 szinttel rendelkezd transzgénikus vonalak

atlagos internodium hossza 1,5-2 cm volt.

A\

24. abra: Az internodiumok kozotti hosszusag kiilonbségek harom honappal a kiiiltetést kdvetden a
transzgénikus és a nem transzformalt kontroll (K) novények kozott (F406: fru 2,6P2 szint csokkentés; P228:

fru 2,6P2 szint ndvelés)
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4.5. Gazdasagi értékméro tulajdonsagok

A fontosabb gazdasagi értékméré tulajdonsagok vizsgalatait az Obuda Kertészet
liveghazaban végeztiik el. A transzgénikus novényeket a kertészeti kontroll novényekkel azonos

koriilmények kozott termesztettiik €s veliik 6sszehasonlitva értékeltiik.

4.5.1. Viragzas, virdagszin, viragmorfologia

Uveghazi termesztési viszonyok kozodtt az alacsonyabb fru 2,6P2 szinttel rendelkezé
novények az intenzivebb nodvekedés hatdsara 4 éves megfigyelés alapjan atlagosan 2 héttel
kordbban viragoztak, mint a kertészeti kontroll névények. Ez a tulajdonsag technologiai
szempontbol fontos lehet, mivel igy egységnyi teriiletrdl évente tobb virdgzo hajtast kaphatunk. A
4.4.6 fejezetben bemutattuk, hogy az alacsonyabb fru 2,6P2 hatdsdra az intenzivebb ndvekedésii
novények internddium hosszisaga is megnovekedett. EU szabvany hatarozza meg a virag feje és az
5. nédusz tavolsagat €s a kereskedelemben szintén eldnyben részesitik a hosszl szarat.

A tobb fru 2,6P2-ot tartalmazd ndvények virdgzasi ideje megegyezett a kertészeti
kontrolléval. Viragzé allapotban azonban semmilyen fenotipusos kiillonbséget nem figyeltiink meg a

kiilonb6z6 transzgénikus vonalak €s a kontroll kozott (25. abra).

25. abra: A teljesen kifejlett transzgénikus (F406, P228) és kontroll vonalak (K)

A sziromlevelek novekedését ¢és fejlddését befolydsolja a rendelkezésre 4llo szachar6z
mennyisége (YAKIMOVA et al., 1997), azonban szegfiiben a transzformacio, illetve a szénhidrat
anyagcsere modositasa nem befolyésolta a viragok szinét, illatat és morfologiai tulajdonsagait sem

(26. abra). Ezeket a vizsgalatokat szubjektiv modon biraltuk el.
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fru 2,6P2 szint csokkentés; P228: fru 2,6P2 szint novelés).

4.5.2. Vazaélettartam

A viragok postharvest ¢lettartamat jelentdésen befolyasolja metabolizalhatdé szénhidrat
tartalmuk (YAKIMOVA et al., 1997). A vagott virdgok képesek a vizbe adagolt egyszerli cukrokat
felvenni és a respirdcid soran felhasznalni (ICHIMURA, 1998). Ha gombadld szereket is
alkalmazunk, a vazaélettartam néhany nappal meghosszabbithato.

A transzgénikus ¢és kontroll szegfii ndvényeket Osszehasonlitva megvizsgaltuk annak
lehetdségét, hogy a szénhidrat Osszetétel modositdsa okozhat-e eltéréseket a vagott virdgok
vazaélettartamaban.

A transzgénikus novények vazaélettartamanak hosszat az azonos virdgzasi fazisban levo
kontrollhoz viszonyitva relativ értékként a 2. tablazatban mutatjuk be. A tablazat adatait
Osszehasonlitva a 23. abra adataival, megallapithatjuk, hogy a novények szénhidrat Osszetétele és
mennyisége nem befolyasolta szignifikansan a transzgénikus vonalak vazaélettartamat a kontrollhoz
viszonyitva. A kapott értékek ugyanazon a vonalon belill is valtoznak, amit befolydsolhat a szar

atméroje is.
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2. tablazat: A transzgénikus vonalak vazaélettartamanak relativ értéke. Ezt az értéket a transzgénikus és a

hozza parositott a kertészeti kontroll ndvény vazaélethossza kozotti kiillonbség alapjan hataroztuk meg.

Vonal Vézaélettartam (relativ érték)

A kontrolltol valo eltérés (nap)
F401 +1 0 -3 +2 -1 0 -1 +2
F402 +3 +1 0 -2 +3 -2
F406 +2 +1 -1 -2 -1 +2 -2
F407 -1 +2 0 -1 0 +4
F431 +1 +3 +1 +1
P201 +3 -1 +1 -1 -1 -2 +1
P205 0 -1 0 -1
P207 -1 -2 +2 +1 -1 0
P228 +1 +2 +2 +1 0 -1 +2

4.5.3. Szarszilardsag

A vagott szegfll szarszilardsaga a szallithatosag €s a tarolhatosag miatt rendkiviil fontos. Az

etiléntermelés antiszensz gatlasaval sikeriilt a szartorésre hajlamos Bibor fajta szarszilardsagat

novelni (VERES et al., 2005b). Az altalunk felhasznalt IWS fajta azonban nem hajlamos a

szartorésre ¢s a szénhidrattartalom modositasa nem befolyasolta ezt a tulajdonsagot. Az atalakitott

mechanikai szakitdszilardsagot mérd késziilékkel a legtobb ndduszt nem sikeriilt eltorniink

(27.4bra).
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27. abra: Az IWS szegfii szartérésvizsgalata a mechanikai szakitoszilardsagot mérd késziilékkel

4.6. Uj tudomanyos eredmények

-Transzgénikus szegfli vonalakat allitottunk elé azzal a céllal, hogy meghatdrozzuk a fru 2,6P2
mennyiségi valtoztatasa hogyan hat a szegfii szénhidrat anyagcseréjére.

-Bizonyitottuk, hogy szegfiiben a fru 2,6P2 mennyiségének csokkentése a szénhidrat anyagcserét a
szachar6z szintézis iranyaba tolja el és a nagyobb mértékii szachardéz felhalmozas hatasara a
novények 2-3 héttel kordbban virdgoznak, ami ndvelheti termesztési értékiiket.

-Bizonyitottuk, hogy a fru 2,6P2 koncentracidé novelése pedig nagymértékii keményitd
akkumulaciohoz vezet.

-Megallapitottuk, hogy szegfiiben a szachardz-tartalom és a novekedési rata egyenes aranyban all
egymassal.

-Kimutattuk, hogy szegfliben a fru 2,6P2 koncentracié és a fotoszintézis rata, valamint névények

parologtatasa kozott forditott kapesolat all fenn.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A fru 2,6P2 szabalyozd szerepének vizsgalatara transzgénikus szegfli vonalakat allitottunk
eld az emlds eredetli 6PF2K/fru 2,6P4z cDNS beépitésével. Az enzimaktivitds (FBPaz, PFP,
uton torténd valtoztatasa lehetdve tette a szegfil szénhidrat anyagceseréjének komplex modositasat.

A fru 2,6P2 mennyiségének redukcidja aktivalta a szachardz szintézist és egyidejlileg gatolta a
keményitd felhalmozddasat. Mivel a szachardz a szén €s az energia transzport forméja, a névények
ezt a tobbletet a novekedésiikre és a fejlodésiikre hasznaltak fel és ennek kovetkeztében 2-3 héttel
korabban virdgoztak, mint a kontroll nem transzformalt novények. Ezzel parhuzamosan nétt a
fotoszintézis rata és a sztomak nyitottsaga is. A parologtatds novekedése szarazabb Okoldgiai
koriilmények kozott hatranyos lehet, azonban megfelelé vizellatottsag esetén az intenzivebb
fotoszintézis, a gyorsabb ndvekedés és a gyorsabb viragzas mint Uj tulajdonsdg eldnyos lehet a
termesztésben, mivel évente egységnyi feliiletrdl tobb viragzo hajtast kaphatunk.

csokkentette a szachardz szintézis mértékét. Ezek a transzgénikus ndvények egyedfejlodésiik
kezdetén az alacsonyabb szachar6z szint miatt a kontrollhoz képest lassabban novekedtek. Ezzel
szemben a viragzasi idejiikben mar nem figyeltiink meg kiilonbségeket, aminek oka feltehetéen az
lehet, hogy a nagymértékli keményitd felhalmozddas aktivalta a lebontd enzimeket, ndvelve a
konnyen metabolizdlhatd mono- ¢és oligoszacharidok mennyiségét, amelyet ndvekedésiikre,
fejlodésiikre forditottak.

Korabban mar leirtdk, hogy a vagott virdgok szaranak szénhidrat tartalma és a vazaban vald
eltarthatdsag pozitiv korreladcioban all egymassal. A transzgénikus vonalak vazaélettartama azonban
szignifikansan nem tért el a kontroll novényekétdl. Ennek két oka lehet:

1. az eltér6 fotoszintézis rata ellenére a respiraciora felhasznalhatd Osszes szénhidrat mennyisége
valtozatlan.

2. a csokkentett mennyiségi fru 2,6P2 tartalmazé novények a nagyobb mértékli parologtatas miatt
gyorsabban elhasznaljdk az intenzivebb fotoszintézis sordn megkotott tobblet szenet.

A megfigyelt és leirt biokémiai és élettani valtozasok nem voltak hatdssal a viragok
esztétikai és diszitd tulajdonsagaira: viragszin, illatossag, szarszilardsag.

Eredményeinket a dohdnyban, Arabidopsis-ban és burgonyéaban kapott eredményekkel
lehet az agrondmiailag fontos novényfajok szénhidrat metabolizmusanak befolyasolésara.
Javasoljuk olyan 1) vektorkonstrukciok eldallitasat, amelyekben

1. A konstitutiv CaM V35S promotert lecserélését szovet- €s szervspecifikus promoterekre;
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2. A CaMV35S, illetve a szovet- vagy szervspecifius promotert tartalmazd bifunkcionalis
enzim cDNS konstrukcidhoz a szénhidrat transzportban szerepet jatszé gének hozzakapcsolasat
annak meghatarozasara, hogy a levelekben megtermelt tobblet szénhidrat eljuttathato-e a raktarozo
szovetekbe, szervekbe.

Ezekkel a vektorkonstrukcidkkal transzformalt novények elemzései eldsegithetik a fotoszintetikus

szénhidrat metabolizmus mélyrehatobb megismerését.
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6. OSSZEFOGLALAS

A fruktoz 2,6-biszfoszfat, mint szignal metabolit koordinalja a névények CO, asszimilacids
ratajat, és a megkotott szén elosztasat a szachardz és a kemeényitod szintézis kozott. Munkank célja a
fru 2,6P2 szabalyoz6 szerepének meghatarozasa volt a szegfli (Dianthus caryophyllus L.) szénhidrat
modositott patkdnymdj eredetli bifunkciondlis enzim cDNS (6PF2K/fru2,6P24z) bevitelével
transzgénikus szegfli vonalakat allitottunk eld. A regeneralt hajtasok szelekciojat kovetden a
transzgén integracidjat €és miikodését PCR-rel, Southern hibridizacioval ¢és RT-PCR-rel
bizonyitottuk.

A funkciondlis kinazt (6PF2K) expresszalé ndvényekben a fru 2,6P2 koncentracioja 45-
85%-kal novekedett a nem transzformalt kontrollhoz képest. A funkcionalis biszfoszfatazzal (fru
2,6P24z) transzformalt ndvényekben a fru 2,6P2 tartalom 45-70%-kal cs6kkent. Ezek a valtozasok a
fru 2,6P2 mennyiségében hatéssal voltak a kulcsenzimek aktivitdsara, valamint a szachar6z és a
keményité metabolizmusra.
keresztiil — két-hdromszorosara novelte a szachar6z mennyiségét. Ennek hatasara a tridz foszfatok
(3-foszfoglicerinsav, dihidroxiaceton foszfat) mennyisége csokkent, mig a hexdéz foszfatoké
(fruktoz 6-foszfat, gliikkoz 6-foszfat) novekedett. A keményitd akkumulacidja 14-37%-kal volt
alacsonyabb, mint a kontroll névényekben.

Ezzel szemben a magasabb fru 2,6P2 szinttel rendelkezd ndvényekben éltalaban ellentétes
hatast figyeltlink meg az enzim aktivitdsokban, a szénhidrat és foszforilalt intermedierek
novelése gatolta az FBPaz aktivitasat és stimulalta az ADP-gliikoz pirofoszforilazt, amely 30-40%-
kal csokkentette a szacharoz és 32-40%-kal novelte a keményité mennyiségét a nem transzformalt
kontrollhoz viszonyitva.

A fru 2,6P2 moddositasa hatdssal volt a ndvényi gazcserére, a fotoszintézis ratara, a sztoma
konduktancidra ¢és a transpirdcids ratara. A transzgénikus szegfiikben kozvetlen kapcsolatot
figyeltiink meg a fru 2,6P2 mennyiség ¢€s a fotoszintézis rata kozott. A fru 2,6P2 csdkkenésének
hat4sara a novények maximalis fotoszintézis rataja 26-97%-kal nagyobb volt a nem transzformalt
kontrollénal, mig a fru 2,6P2 szint ndvelése 25-64%-kos csokkenést okozott.

A fotoszintézis rata valtozasa befolyasolta a sztomak nyitottsagat és a transpiracios ratat. Az
alacsonyabb fru 2,6P2 tartalommal rendelkezd ndvények sztoma konduktancidja nagyobb volt, ami

crer

alacsonyabb konduktancia értéket és kisebb mértékii parologtatast eredményezett.
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A modositott fru 2,6P2 tartalom jol lathatod fenotipusos valtozasokat okozott a kontrollhoz
képest a novények novekedésében és fejlodésében. A fru 2,6P2 koncentracié csokkentésének
hatdsara a transzgénikus novények gyorsabban novekedtek és két héttel korabban viragoztak, mint a
kontrollok. Az egyedfejlédés kezdetén a tobblet fru 2,6P2-t tartalmaz6 vonalak lassabban néttek a
nem transzformalt kontrollndl, hat honap elteltével azonban ezek a kiilonbségek megsziintek.
Eltéréseket figyeltiink meg az internodiumok hosszaban is. A kevesebb fru 2,6P2-ot tartalmazo
novények atlagos internddium hossza 4-5 cm volt a 2-3 cm-es kontrollhoz viszonyitva. A magasabb
fru 2,6P2 szinttel rendelkezd transzgénikus vonalak 4tlagos internddium hossza 1,5-2 cm volt. A
hosszaban nem figyeltiink meg valtozasokat.

A vizsgélatok soran kapott adataink megerdsitették a fru 2,6P2 kozponti szerepét a
szénhidrat metabolizmusban. A szigndl metabolit modositdsa szegfiiben €és a gazdaséagilag jelentds
novényfajokban egyik fontos eszkoz lehet a szénhidrat Osszetétel komplex befolyasolasara. A

disszertacioban ismertetett kisérletek 1épéseit €s fobb eredményeit a 26. abran foglaljuk 6ssze.
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SUMMARY

In plants, fructose 2,6-bisphosphate as signal metabolite coordinates the rate of CO,
assimilation and the partitioning of the fixed carbon between sucrose and starch synthesis. The aim
of our work was to examine the regulatory role of fructose 2,6-bisphosphate in carnation (Dianthus
caryophyllus L.). For this purpose the carbohydrate metabolism was genetically modified.
Transgenic plants harbouring two modified bifunctional enzyme complementary DNAs (6PF2K/fru
2,6Paz) of rat liver origin were generated. After selection of regenerated shoots, the integration and
functioning of the transgenes were verified by PCR, Southern hybridization and RT-PCR.

In plants expressing the functional kinase enzyme (6PF2K) gene the concentration of fru
2,6P2 increased 45% to 85% compared with the untransformed control. On the other hand
transformation with the functional bisphosphatase gene the fru 2,6P2 content was reduced to 45%
and 70%. These alterations in fru 2,6P2 amounts affected the key enzyme activities of sucrose and
starch metabolism.

The reduced fru 2,6P2 concentration - via activation of fructose 1,6-bisphosphatase
(FBPase) - caused 2-3 fold increase in the amount of sucrose. At the same time the decreased levels
of fru 2,6P2 reduced the amounts of triose phosphates (3-phosphoglycerate and dihydroxyacetone
phosphate) and increased the hexose phosphates (fructose 6-phosphate and glucose 6-phosphate).
The starch accumulations were 14-37% lower than in control plants.

Different results were obtained in plants having higher fru 2,6P2 levels with regard to
enzyme activities, carbohydrate and phosphorylated intermediate concentrations than in plants with
reduced fru 2,6P2 levels. The elevated fru 2,6P2 inhibited the activity of FBP4z and stimulated the
ADP-glucose pyrophosphorylase. As a result, the sucrose content decreased by 30-40% and the
amount of starch increased by 32-40% compared to the untransformed control.

The effect of altered amount of fru 2,6P2 on gas exchange features, the rate of
photosynthesis, stomatal conductance and transpiration rate could be also observed.

Carnation plants having lower fru 2,6P2 contents showed 26-97% higher maximum
photosynthetic rates than the untransformed controls. Plants with elevated fru 2,6P2 possessed 25-
64% reduction in photosynthesis compared to the control. Direct proportionality was found between
the fru 2,6P2 concentration and the photosynthetic rate in the transgenic plants. Plants with the
lowest fru 2,6P2 content demonstrated the highest photosynthetic rate. Conversely, plant containing
the highest amount of fru 2,6P2 exhibited the lowest photosynthetic capacity.

Changes in the rate of photosynthesis reflected in the alterations of stomatal opening and

transpiration rates. Plants containing lower fru 2,6P2 had higher stomatal conductances and these
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resulted in elevated transpiration rates compared to the control. In contrast, plants with increased fru
2,6P2 content possessed a lower conductance value and transpiration rate than the control.

Phenotypic effect of the altered fru 2,6P2 content manifested itself in observable differences
in growth and development of transgenic and untransformed control plants. Plants with decreased
fru 2,6P2 grew faster and generally flowered 2 weeks earlier than the untransformed control. At an
early stage of growth the plants having higher fru 2,6P2 levels grew slower than controls but after 6
months this difference appeared to be insignificant. There were differences in the length of
internodes, too. Internodes of decreased fru 2,6P2 containing plants were 4 cm on average
compared to the 2.5-3 cm length in control and 1.5-2 cm in plants with higher fru 2,6P2 content.
Despite of the altered carbohydrate composition differences in flower morphology, colour and vase
life were not observed.

Data presented here, indicate the central role of fru 2,6P2 carbohydrate metabolism.
Modifications of this signal metabolite in carnation and the agronomically important plant species

provide a powerful tool to learn the photosynthetic carbohydrate metabolism.
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MZ2. Hibridizacios oldatok

Az 6sszes hibridizacios oldat készitéséhez bideszt vizet hasznalunk!
Blocking Stock Solution (BSS):

WU 10%-os legyen (100 ml):blokkolo6 reagens (10 g) Puffer I-ben oldva
Mikroban kell felodani — sterilezés — 4 °C-on kell tarolni
Moso puffer:

Puffer I + Tween20

Pufter I:

0,1 M maleinsav

0,15 M NaCl

bidesztvizzel oldjuk

autoklavozni kell

pH: 7,5 csak NaOH tablettaval

(11,61 g/1; 8,76 g/l)

Puffer II:

BSS + Puffer I (1:10)

Mindig frissen kell késziteni!!!!

Puffer III:

0,1 M TrisHCI (15,76 g/1)

0,1 M NaCl (5,844 g/1)

0,05 M MgCl, (10,15 g/l)

pH: 9,5 NaOH tablettaval

Nem kell autoklavozni

Puffer IV:

0,01 M Tris-HC1

0,00 1 M EDTA

pH: 8,0

RNS munkahoz vagy a kontroll reakcidhoz sziikséges



Hibridizacios puffer:

250 ml 10xSSC
50 ml 10%-o0s BSS

1 ml 10%-0s SDS

1 ml 10%-0s Na-laurosarcosine

Kimoso puffer:

I. 2xSSC+SDS 0.1% (ha szobahémérsékleten billegtetem)

I1. 0,1SSC+SDS 0.1% (68 °C-os vizflird6 esetében hasznalom)

M3. Alapadatok

I. tablazat: A szachar6z mérések alapadatai (mg/g friss tomeg) (18/A 4bra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
6,314 2,421 2,201 0,814 1,358
3,996 4,209 0,873 0,756 1,687
4,704 3,433 1,901 0,873 1,581
I1. tablazat: A keményitd mérések alapadatai (mg/g friss tomeg) (18/B abra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
7,134 12,28 13,618 19,849 17,94
9,365 10,405 12,65 17,823 16,833
I11. tablazat: A gliikoz mérések alapadatai (mg/g friss tomeg) (18/C abra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
3,355 1,468 1,569 0,504 0,439
1,548 1,526 1,036 0,583 0,496
2,498 1,519 0,792 0,504 0,439
IV. tablazat: A frukt6z mérések alapadatai (mg/g friss tomeg) (18/D abra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
3,362 1,554 0,489 0,532 0,388
1,26 1,878 0,042 0,576 0,547
2,059 1,792 0,525 0,568 0,475

V. tablazat: A gliikoz 6-foszfat mérések alapadatai (nmol/g friss tomeg) (19/A édbra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
48,46 36,852 33,366 11,952 29,88
38,18 38,844 35,856 14,442 26,394

VL. tablazat: A fruktoz 6-foszfat mérések alapadatai (nmol/g friss tomeg) (19/B 4bra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
15,075 21,105 8,542 9,96 10,5
21 10,05 11,055 7,47 5,25
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VII. tablazat: A 3-foszfoglicerinsav mérések alapadatai (nmol/g friss tomeg) (19/C 4bra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
128,98 125,58 157,96 167,2 168,25
119,32 96,6 138,64 195,48 157,96

VIII. tablazat: A dihidroxiaceton-foszfat mérések alapadatai (nmol/g friss tomeg) (19/D abra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
19,32 14,625 24,15 48,75 29,25
14,49 24,375 33,81 38,64 34,125

IX. tablazat: A fruktoz 1,6-biszfoszfataz mérések alapadatai (mg/g friss tomeg/

min) (17/A abra)

F406 F407 Kontroll P207 P228&
770 410 448 288,1 266,8
731 676 401 309,5 249.7

X. tablazat: Pirofoszfat-fliggd foszfotranszferaz mérések alapadatai (mg/g friss tomeg/min) (17/B

abra)

F406 F407 Kontroll P207 P228

80,2 111,1 97,3 114 153,5

77,6 101,7 92,7 125 128,2

XI. tablazat: Az ADP-gliikoz pirofoszforilaz mérések alapadatai (mg/g friss tdmeg/min) (17/D

abra)

F406 F407 Kontroll P207 P228

4,2 5,3 12,1 17,7 14,5

1,9 7,1 9,4 19,8 16,3

XII. tablazat: A 6-foszfofrukto-1-kindz mérések alapadatai (mg/g friss tomeg/min) (17/C 4bra)

F406 F407 Kontroll P207 P228

59,8 58,2 71,5 75,6 63,4

63,9 64,1 67,3 73,2 59,6

XIII. tablazat: A hexokindz mérések alapadatai (mg/g friss tdmeg/min) (17/E &bra)

F406 F407 Kontroll P207 P228

18,4 26,1 18,9 17,8 22,2

22,4 22,3 23,5 20,7 20,6

XIV. tablazat: A fruktoz 2,6-biszfoszfat mérések alapadatai (pmol/g friss tomeg) (16. abra)
0h 0,5h 2h 4h 6 h 8 h

F406 19,5 3.9 7.4 14,4 26,3 35,1
12,9 5,9 10,5 11 18 29,25

F407 13,4 7.9 8,9 21,1 19,6 35,8
21,1 10,5 10 15,7 29,3 46,7

Kontroll 34,1 14,4 14,9 30,2 43,8 63,3
35,9 10,5 12,8 23,1 53,7 55,8

P207 10,8 18 33,4 55,2 80,4 82,8
46,7 14,5 50,8 48,8 72,4 88,6

P228 49,3 15,1 39 43,3 55,3 78
53,6 14,4 55,2 37,7 60,3 67,6

XV. tablazat: A fotoszintézis rata mérések alapadatai (mikromol CO,/m*/s) (20/A 4bra)
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0,5h 2h 4h 6 h 8 h
F406 0,981 1,31 3,12 1,58 1,53
0,927 1,41 3,26 1,7 1,52
F407 0,409 0,671 1,87 1,03 0,81
0,256 0,636 2,21 1,19 0,965
Kontroll 0,249 0,573 1,23 0,954 0,683
0,112 0,517 1,2 0,429 0,592
P207 0,141 0,336 1,57 0,889 0,424
0,452 0,328 1,66 0,729 0,442
P228 0,239 0,541 0,645 0,423 0,508
0,256 0,449 0,586 0,535 0,661
XVL. tablazat: A sztoma konduktancia mérések alapadatai (mmol H,O/m?/s) (20/B 4bra)
0,5h 2h 4h 6h 8h
F406 5,4 25,9 61,4 44,8 39,3
5,37 25,6 55,8 38,7 34,6
F407 4,2 7,78 27,3 19,5 18,8
4,46 7,78 253 19,7 19
Kontroll 1,8 3,2 17,4 16,8 10,5
1,41 3,25 18,3 15,8 10,1
P207 4,4 2,57 5,28 5,38 7,96
2,44 2,69 4,2 4,62 7,51
P228 1,4 4,56 9,26 10,9 12
1,3 3,81 6,66 10,8 9,62
XVII. tablazat: A transpiracids rata mérések alapadatai (mmol H,O/m?/s) (20/C é4bra)
0,5h 2h 4h 6 h 8 h
F406 0,0757 0,598 1,35 1,17 0,916
0,07 0,594 1,22 1,05 0,84
F407 0,0603 0,188 0,691 0,602 0,467
0,0632 0,187 0,651 0,621 0,468
Kontroll 0,034 0,0783 0,44 0,475 0,338
0,0259 0,0844 0,471 0,436 0,314
P207 0,035 0,0624 0,133 0,154 0,207
0,0139 0,0629 0,112 0,13 0,197
P228 0,0361 0,137 0,233 0,263 0,356
0,0368 0,125 0,165 0,271 0,27

XVIIL. tablazat: Az intracellularis CO, mérések alapadatai (mikromol CO,/mol levegd) (20/D

abra)
0,5h 2h 4h 6 h 8h
F406 347 290 310 339 243
321 302 304 335 222
F407 375 254 312 286 253
343 239 313 278 216
Kontroll 359 169 318 280 369
322 152 310 279 358
P207 360 267 321 290 359
353 284 331 285 322
P228 359 296 304 240 390
320 303 350 219 363
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XIX. tablazat: A klorofill tartalom mérések alapadatai (mg/g friss tomeg) (21. abra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
0,8034 0,5751 0,6117 0,5388 0,6286
0,8555 0,5551 0,5944 0,6166 0,7502

XX. tablazat: A szachardz mérések alapadatai viragzo szegfiiben (mg/g friss tomeg) (23/A dbra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
5,976 5,681 5,16 5,39 5,73
5,92 7,731 5,005 6,15 5,819

XXI. tablazat: A

liikoz mérések alapadatai virdgzé szegfilben (mg/g friss tomeg) (23/C é4bra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
1,16 0,976 0,792 0,92 0,838
1,004 0,893 1,094 0,81 0,866

XXII. tablazat: A

fruktdz mérések ala

adatai viragz6 szegfiiben (mg/g friss tomeg) (23/D dbra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
0,672 0,82 0,777 0,736 0,728
0,708 0,896 0,799 0,82 0,812

XXIII tablazat: A

keményitd mérések

alapadatai viragzo szegfiiben (mg/g friss

tomeg) (23/B abra)

F406 F407 Kontroll P207 P228
7,035 10,05 12,95 15,08 16,14
8,54 11,55 15,75 14,49 14,95
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