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A MUNKA ELŐZMÉNYEI, A KITŰZÖTT CÉLOK

Az utóbbi évtizedekben a hagyományos növénynemesítés az új fajták előállítása során 

egyre  inkább  támaszkodhat  a  biotechnológiai  kutatások  eredményeire  is.  Az  egyes 

növényfajok  genomjának  szekvenálása  csak  az  első  lépés  a  növényélettani  folyamatok 

molekuláris  hátterének  megértéséhez.  A  következő  lépcső  az  izolált  gének  funkciójának 

vizsgálata  knock-out  mutánsokban  (T-DNS,  transzpozon  mutagenezis)  vagy transzgénikus 

növényekben.  Az  így  szerzett  ismeretek  lehetővé  tehetik  az  egyes  tulajdonságok  célzott 

megváltoztatását, javítását, új fajták előállítását. Ennek legfontosabb területei a terméshozam 

növelés,  beltartalmi  értékek  javítása,  ipari  alapanyagok  és  speciális  molekulák  előállítása, 

hatékonyabb  vízfelhasználás,  jobb  post-harvest  minőség,  biotikus  és  abiotikus 

stresszrezisztencia lehetnek.

A dísznövények nemesítésében is kiemelt szerepet kaphat a biotechnológia, mivel a 

genetikai háttér a keresztezéses nemesítésben az új  tulajdonságok kialakítására korlátozott, 

illetve sok dísznövény steril.

A  szegfű  a  rózsa,  a  gerbera  és  a  krizantém  mellett  a  legkedveltebb  vágott  virág 

világszerte. A nemesítési programok legfontosabb célja a vázaélet, a károsítókkal szembeni 

rezisztencia, az illatanyagok növelése, a virágszín- és szerkezet javítása, módosítása. A szegfű 

életfolyamatainak genetikai hátterét még alig vizsgálták. Ezen a területen elsősorban az etilén 

szerepét tisztázták a virágok öregedés-élettanában, valamint a virágok pigment és illatanyag 

szintézisének  molekuláris  hátterét,  rezisztencia  génekkel  kapcsolt  markereket,  illetve  a 

virágok szerkezetével kapcsolt molekuláris markereket írtak le.

A  növények  a  szénhidrátokat  a  napfény,  a  légköri  CO2 és  a  víz  felhasználásával 

folyamatosan megújuló erőforrásainkká tették. Ezért napjainkra a szénhidrát anyagcserével és 

a  benne résztvevő enzimekkel  és  szabályozó molekulákkal  kapcsolatban sok új  eredmény 

született.

Az  egyik  ilyen  új  mérföldkő  a  fruktóz  2,6-biszfoszfát  (fru  2,6P2)  felfedezése  és 

funkciójának megismerése volt a növényekben. Szignál metabolitként központi szerepet tölt 

be a fotoszintetikus CO2 fixációjában és a szacharóz szintézis koordinálásában, valamint a 

megkötött szén elosztásának szabályozásában a keményítő és a szacharóz szintézis között. A 

fru  2,6P2  gátolja  szacharóz  szintézis  egyik  kulcsenzimét  a  citoplazmás  fruktóz  1,6-

biszfoszfatáz  aktivitását.  Potenciális  aktivátora a  pirofoszfát  függő foszfotranszferáznak és 

közvetett módon fokozza a kloroplasztiszban a keményítő szintézis kulcsenzimének az ADP-

glükóz pirofoszforiláznak a működését. 
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A szegfű  szénhidrát  anyagcseréjéről  kevés  információ  áll  rendelkezésünkre,  annak 

ellenére,  hogy  produktivitásának  az  egyik  legfontosabb  tényezője  a  fotoszintézis  és  a 

szénhidrát  anyagcsere.  A  szénhidrát  összetétel  és  az  elérhető  szacharóz  mennyisége 

befolyásolhatja a növények növekedését, a virágzási időt és az anyanövényenkénti virágzó 

hajtások számát is, vágott virágként pedig a vázaélettartamot.

A  fru  2,6P2  szénhidrát-anyagcserében  betöltött  szabályozó  szerepét  korábban  már 

különböző  modellnövényekben  (dohány,  Arabidopsis,  burgonya)  vizsgálták.  Ezekben  a 

növényekben az alapvető funkciója hasonló volt,  azonban bizonyos eltérések rámutattak a 

fajok  közötti  különbségekre  is.  Transzgénikus  dohányban  a  fru  2,6P2  koncentrációjának 

növelése  a  szacharóz  szintézis  rovására  fokozta  a  keményítő  akkumulációját  és  éjszaka 

csökkentette a tranziens keményítő lebontásának mértékét a kloroplasztiszban.  Arabidopsis-

ban, burgonyában és dohányban a fru 2,6P2 mennyiségének csökkentése a szacharóz szintézis 

irányába  tolta  el  a  szénhidrát  anyagcserét.  Arabidopsis-ban  20-30%-kal  nőtt  a  szacharóz 

tartalom és késleltette a keményítő felhalmozódását. Burgonyában és dohányban ez az extra 

szacharóz hidrolizált és hexózok formájában akkumulálódott a levelekben. Ezek a kísérletek 

is igazolták, hogy a fru 2,6P2 szignál metabolit endogén koncentrációjának módosításával (az 

ún.  kulcsenzim  stratégia  mellett)  képesek  lehetünk  a  szénhidrát  anyagcsere  komplex 

befolyásolására és célzott módosítására.

A fenti ismeretek alapján szegfű kísérleti rendszerünkben a következő célokat tűztük ki:

 a  fruktóz  2,6-biszfoszfát  szabályozó  szerepének  tisztázása  a  szegfű  szénhidrát 

anyagcseréjében;

 ennek  érdekében  olyan  transzgénikus  szegfűvonalak  előállítása,  amelyekben 

géntechnológiai  úton  módosítjuk  a  fruktóz  2,6-biszfoszfát  koncentrációját  a 

lebontásáért és szintéziséért felelős gének heterológ expressziójával;

 a  transzgénikus  szegfűvonalak  biokémiai  (szénhidrát  komponensek,  enzim 

aktivitások) és élettani (fotoszintézis, növekedés) jellemzése;

 a szénhidrát anyagcserében módosított szegfűk fontosabb gazdasági tulajdonságainak 

értékelése (virágzás, virágszín, vázaélettartam).
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

Improved White Sim (IWS) fajtát transzformáltunk olyan patkány máj eredetű cDNS-

sel  (6-foszfofrukto-2-kináz/fruktóz  2,6-biszfoszfatáz),  amely  a  fru2,6P2  szintéziséért  és 

lebontásáért felelős enzimeket kódolja. A transzformációra két speciálisan módosított kódoló 

régiót  használtunk fel.  Az egyik  enzim csak 6-foszfofrukto-2-kináz  (kináz  konstrukció),  a 

másik  enzim  csak  fruktóz  2,6-biszfoszfatáz  (biszfoszfatáz  konstrukció)  aktivitással 

rendelkezett.

A hajtások regenerációját és szelekcióját követően a transzformáció sikerét PCR-rel, 

Southern  hibridizációval  és  RT-PCR-rel  bizonyítottuk.  A  biokémiai  és  az  élettani 

vizsgálatokra  a  kontroll  és  a  bizonyítottan  transzgénikus  növényeket  földbe  ültettük  és 

klímakamrában neveltük.  A vázaélettartam és  a  virágzási  idő értékelésére  a  növényeket  a 

kertészeti kontrollokkal együtt üvegházban neveltük.

A fru  2,6P2  NaOH-os  extrakcióját  BALL és  REES (1988),  meghatározását  pedig 

VAN SCHAFTINGEN et  al.  (1982)  és  STITT (1990)  módszerei  szerint  végeztük el.  Az 

enzimek  extrakcióját  és  aktivitásuk  mérését  KRUGER  és  BEEVERS  (1984),  MÜLLER-

RÖBER et al. (1992), BURRELL et al. (1994), SCOTT et al. (1995), TRETHEWEY et al 

(1998) és VERAMENDI et al. (2002) szerint végeztük el.

A szacharóz, keményítő, glükóz és fruktóz extrakcióját és mennyiségi meghatározását 

a Boehringer Mannheim Test-Combinations kitjeivel végeztük el a cég előírásai szerint. A 

foszforilált intermediereket MICHAL (1984a, 1984b) módszere szerint határoztuk meg

A fotoszintézis rátát, sztóma konduktanciát, transpirációs rátát és az intracelluláris CO2 

mennyiségét  LI-6400 gázcsere mérő készülékkel  (LI-COR, Lincoln,  NE, USA) határoztuk 

meg. A teljes klorofill meghatározását spektrofotometriásan végeztük el PORRA et al. (1989) 

leírása alapján. A vázaélettartam vizsgálatokat VERES et al. (2005) szerint végeztük el.

A  statisztikai  értékelést  a  Microsoft® Office  Excel  2003  (Microsoft  Corporation, 

Seattle, USA) program Student t-tesztjével végeztük el. Az adatok szignifikáns eltéréseit P < 

0,05 megbízhatóság mellett értékeltük.
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EREDMÉNYEK

A  fruktóz  2,6-biszfoszfát  mint  szignál  metabolit  koordinálja  a  növények  CO2 

asszimilációs  rátáját,  és  a  megkötött  szén elosztását  a  szacharóz  és  a  keményítő  szintézis 

között.  Munkánk  célja  a  fru  2,6P2  szabályozó  szerepének  meghatározása  volt  a  szegfű 

(Dianthus  caryophyllus L.)  szénhidrát  anyagcseréjében,  a  metabolit  koncentrációjának 

genetikai módosításával. Erre a célra két, módosított patkánymáj eredetű bifunkcionális enzim 

cDNS  (6PF2K/fru2,6P2áz)  bevitelével  transzgénikus  szegfű  vonalakat  állítottunk  elő.  A 

regenerált  hajtások szelekcióját  követően a  transzgén integrációját  és  működését  PCR-rel, 

Southern hibridizációval és RT-PCR-rel bizonyítottuk. Eredményeinket az 1. ábrán foglaltuk 

össze.

Fruktóz 2,6-biszfoszfát

A fru 2,6P2 koncentrációját befolyásolja a megvilágítás, ezért mérését a fotoperiódus 

különböző időpontjaiban végeztük el. A megvilágítás kezdetén az első 30 percben a fru 2,6P2 

mennyisége  mind  a  nem  transzformált  kontrollban  mind  a  transzgénikus  vonalakban 

nagymértékben lecsökkent.  Az első fél  órát  követően a fru 2,6P2 mennyisége valamennyi 

növényben folyamatosan növekedett, de eltérő mértékben. A második órában a kináz génnel 

transzformált vonalakban a fru 2,6P2 mennyisége két-háromszor nagyobb volt, mint a nem 

transzformált kontroll és a biszfoszfatázt expresszáló transzgénikus növényekben. A kontroll 

és a biszfoszfatáz gént tartalmazó növények között csak a negyedik órától figyeltünk meg 

szignifikáns  eltéréseket  a  fru  2,6P2  mennyiségében.  Ebben  az  időpontban  a  funkcionális 

kinázt expresszáló növényekben a fru 2,6P2 koncentrációja 45-85%-kal növekedett  a nem 

transzformált kontrollhoz képest. A funkcionális biszfoszfatázzal (fru 2,6P2áz) transzformált 

növényekben a fru 2,6P2 tartalom 45-70%-kal csökkent.

Szénhidrát anyagcsere

A fent  leírt  változások a  fru  2,6P2 mennyiségében hatással  voltak a  kulcsenzimek 

aktivitására,  valamint  a  szacharóz  és  a  keményítő  metabolizmusra.  A  fru  2,6P2 

koncentrációjának redukciója – a fruktóz 1,6-biszfoszfatáz (FBPáz) aktivációján keresztül – 

két-háromszorosára növelte a szacharóz mennyiségét.  Ennek hatására a trióz foszfátok (3-

foszfoglicerinsav,  dihidroxiaceton  foszfát)  mennyisége  csökkent,  míg  a  hexóz  foszfátoké 

(fruktóz 6-foszfát, glükóz 6-foszfát) növekedett. A keményítő akkumulációja 14-37%-kal volt 

alacsonyabb, mint a kontroll növényekben.
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Ezzel  szemben  a  magasabb  fru  2,6P2  szinttel  rendelkező  növényekben  általában 

ellentétes  hatást  figyeltünk  meg  az  enzim  aktivitásokban,  a  szénhidrát  és  foszforilált 

intermedierek  koncentrációjában,  mint  a  redukált  fru  2,6P2  tartalmú  növényekben.  A  fru 

2,6P2 koncentrációjának növelése gátolta az FBPáz aktivitását és stimulálta az ADP-glükóz 

pirofoszforilázt (AGPáz), amely 30-40%-kal csökkentette a szacharóz és 32-40%-kal növelte 

a keményítő mennyiségét a nem transzformált kontrollhoz viszonyítva.

Fotoszintézis, gázcsere

A fru 2,6P2 módosítása hatással volt a növényi gázcserére, a fotoszintézis rátára, a 

sztóma  konduktanciára  és  a  transpirációs  rátára.  A  fru  2,6P2  csökkenésének  hatására  a 

növények  maximális  fotoszintézis  rátája  26-97%-kal  nagyobb  volt  a  nem  transzformált 

kontrollénál, míg a fru 2,6P2 szint növelése 25-64%-kos csökkenést okozott. A transzgénikus 

szegfűkben közvetlen kapcsolatot figyeltünk meg a fru 2,6P2 mennyiség és a fotoszintézis 

ráta között. A legkisebb fru 2,6P2-t tartalmazó növényeknek volt a legnagyobb a fotoszintézis 

rátája.  Ezzel  szemben  a  legmagasabb  fru  2,6P2  szinttel  rendelkező  növényeknél  volt  a 

legalacsonyabb a fotoszintézis ráta.

A fotoszintézis ráta változása befolyásolta a sztómák nyitottságát és a transpirációs 

rátát.  Az alacsonyabb  fru 2,6P2 tartalommal  rendelkező  növények  sztóma konduktanciája 

nagyobb volt, ami a kontrollhoz képest növelte a párologtatást. Ezzel szemben a fru 2,6P2 

koncentrációjának növelése alacsonyabb konduktancia értéket és kisebb mértékű párologtatást 

eredményezett. 

Növekedés, fejlődés

A  módosított  fru  2,6P2  tartalom  jól  látható  fenotípusos  változásokat  okozott  a 

kontrollhoz  képest  a  növények  növekedésében  és  fejlődésében.  A fru  2,6P2 koncentráció 

csökkentésének  hatására  a  transzgénikus  növények  gyorsabban  növekedtek  és  két  héttel 

korábban  virágoztak,  mint  a  kontrollok.  Az  egyedfejlődés  kezdetén  a  többlet  fru  2,6P2-t 

tartalmazó vonalak lassabban nőttek a nem transzformált kontrollnál, de a virágzási időben 

nem figyeltünk meg különbségeket. Eltéréseket figyeltünk meg az internódiumok hosszában 

is. A kevesebb fru 2,6P2-ot tartalmazó növények átlagos internódium hossza 4-5 cm volt a 2-

3 cm-es kontrollhoz viszonyítva.  A magasabb fru  2,6P2 szinttel  rendelkező transzgénikus 

vonalak átlagos internódium hossza 1,5-2 cm volt. A szénhidrát összetétel módosítása ellenére 

a virágok morfológiájában, színében és vázaélet hosszában nem figyeltünk meg változásokat.
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1. ábra: Szénhidrát anyagcserében módosított szegfű (IWS) géntechnológiai előállítása és 

biokémiai-élettani jellemzése. 
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Új tudományos eredmények

1. Transzgénikus szegfű vonalakat állítottunk elő azzal a céllal, hogy meghatározzuk a 

fru 2,6P2 mennyiségi változtatása hogyan hat a szegfű szénhidrát anyagcseréjére.

2. Bizonyítottuk, hogy szegfűben a fru 2,6P2 mennyiségének csökkentése a szénhidrát 

anyagcserét a szacharóz szintézis irányába tolja el és a nagyobb mértékű szacharóz 

felhalmozás  hatására  a  növények  2-3  héttel  korábban  virágoznak,  ami  növelheti 

termesztési értéküket.

3. Bizonyítottuk, hogy a fru 2,6P2 koncentráció növelése pedig nagymértékű keményítő 

akkumulációhoz vezet.

4. Az irodalmi adatoktól eltérően nem találtunk összefüggést a vázaélet hosszúsága és a 

szénhidrát összetétel között.

5. Megállapítottuk, hogy szegfűben a szacharóz-tartalom és a növekedési ráta egyenes 

arányban áll egymással. 

6. Kimutattuk, hogy szegfűben a fru 2,6P2 koncentráció és a fotoszintézis ráta, valamint 

növények párologtatása között fordított kapcsolat áll fenn.

KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK

A  fru  2,6P2  szabályozó  szerepének  vizsgálatára  transzgénikus  szegfű  vonalakat 

állítottunk  elő  az  emlős  eredetű  6PF2K/fru  2,6Páz  cDNS beépítésével.  Az  enzimaktivitás 

(FBPáz,  PFP,  AGPáz)  mérési  eredményeink  azt  bizonyítják,  hogy  a  fru  2,6P2 

koncentrációjának géntechnológiai úton történő változtatása lehetővé tette a szegfű szénhidrát 

anyagcseréjének komplex módosítását.

A fru 2,6P2 mennyiségének redukciója aktiválta a szacharóz szintézist és egyidejűleg 

gátolta  a  keményítő  felhalmozódását.  Mivel  a  szacharóz  a  szén  és  az  energia  transzport 

formája, a növények ezt a többletet a növekedésükre és a fejlődésükre használták fel és ennek 

következtében 2-3 héttel korábban virágoztak, mint a kontroll nem transzformált növények. 

Ezzel  párhuzamosan  nőtt  a  fotoszintézis  ráta  és  a  sztómák nyitottsága  is.  A párologtatás 

növekedése  szárazabb  ökológiai  körülmények  között  hátrányos  lehet,  azonban  megfelelő 

vízellátottság  esetén  az  intenzívebb  fotoszintézis,  a  gyorsabb  növekedés  és  a  gyorsabb 

virágzás mint új tulajdonság előnyös lehet a termesztésben, mivel évente egységnyi felületről 

több virágzó hajtást kaphatunk.
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A fru 2,6P2 koncentrációjának növelése serkentette a keményítő felhalmozódását és 

csökkentette a szacharóz szintézis mértékét. Ezek a transzgénikus növények egyedfejlődésük 

kezdetén az alacsonyabb szacharóz szint miatt  a kontrollhoz képest lassabban növekedtek. 

Ezzel szemben a virágzási idejükben már nem figyeltünk meg különbségeket,  aminek oka 

feltehetően az lehet, hogy képesek voltak kompenzálni a mono- és oligoszacharidok kisebb 

mennyiségét.

Korábban már leírták, hogy a vágott virágok szárának szénhidrát tartalma és a vázában 

való  eltarthatóság  pozitív  korrelációban  áll  egymással.  A  transzgénikus  vonalak 

vázaélettartama azonban szignifikánsan nem tért el a kontroll növényekétől. Ennek két oka 

lehet:

1. az  eltérő  fotoszintézis  ráta  ellenére  a  respirációra  felhasználható  összes  szénhidrát 

mennyisége változatlan. 

2. a csökkentett mennyiségű fru 2,6P2 tartalmazó növények a nagyobb mértékű párologtatás 

miatt gyorsabban elhasználják az intenzívebb fotoszintézis során megkötött többlet szenet.

Eredményeinket a dohányban, Arabidopsis-ban és burgonyában kapott eredményekkel 

összehasonlítva megállapíthatjuk, hogy a fru 2,6P2 koncentrációjának módosítása hatékony 

eszköze  lehet  az  agronómiailag  fontos  növényfajok  szénhidrát  metabolizmusának 

befolyásolására. Javasoljuk olyan új vektorkonstrukciók előállítását, amelyekben

1. A konstitutív CaMV35S konstitutív promotert lecseréljük szövet- és szervspecifikus 

promoterekre.

2. A CaMV35S promotert  tartalmazó bifunkcionális enzim cDNS konstrukcióhoz a 

szénhidrát  transzportban  szerepet  játszó  gének  hozzákapcsolását  annak  meghatározására, 

hogy  a  levelekben  megtermelt  többlet  szénhidrát  eljuttatható-e  a  raktározó  szövetekbe, 

szervekbe.

Ezekkel  a  vektorkonstrukciókkal  transzformált  növények  elemzései  elősegíthetik  a 

fotoszintetikus szénhidrát metabolizmus mélyrehatóbb megismerését.
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