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1 BEVEZETES

A csonthéjas gylimolcsoket vilagszerte ismerik és kedvelik a
fogyasztok, elsésorban finom iziik és frissitd hatasuk miatt. Sarga
sziniiket a karotinoidok, a pirosat az antocianin vegyiiletek adjak,
melyek mas, szintelen polifenolos vegyiiletekkel egyiitt jelentds
antioxidans kapacitassal rendelkeznek. Ezek egészségvédo, és
szdmos betegség kialakulasaval szemben megnyilvanuld gatld
hatasat széles korben igazoltdk, €s napjainkban is folyamatosan
jelennek meg Gjabb és ujabb bizonyitékok. Mindebbdl az kovetkezik,
hogy hazankban és vilagszerte egyarant szemléletvaltasra van
sziikség: a gylimolcs nem pusztan élvezeti cikként fogyaszthato, de
szerepét az egészség tervszerli megoérzésében is hangsulyoznunk kell.

Ez adja a gyiimdlcsok taplalkozasbeli szerepének jelentdségét,
melyre vilagszerte felfigyeltek. Magyarorszag ezen a teriileten nem
mutat  kelld0  aktivitdst,  jollehet  gylimdlcsfajtaink  az
egészségmegOrzes terén kedvezo, olykor kiemelkedd
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A beltartalmi érték jellemzése soran
a jol ismert refrakcio, cukor/sav arany stb. mellé fel kell vegyiik az
antioxidans hatast jellemz6 paramétereket is. A bogydsgyiimolcsoket
ugyan értékesebbnek vélik ebbdl a szempontbol, de a csonthéjas
gyiimolcsok jelent6sége sem elhanyagolhato, kiilondsen, ha
bebizonyosodna, hogy vannak olyan genotipusok, amelyek ebbdl a
szempontbdl 6sszemérhetok a bogydsgyiimolcsokkel.

Az egészséges ¢élelmiszerek iranti kereslet rohamosan
novekszik. A kiilonleges, nagy antioxidans kapacitasu gyiimolcsok
(bodza, feketeribiszke, som, homoktévis stb.) mellett a
legnépszeriibb gyiimdlcsoktol is egyre inkabb elvarjuk, hogy
szolgaljak egészségiinket. Ennek hatasara a nemesitési célok kozott
megjelent egy 10j, korabban nem kovetett tulajdonsag. A fokozott
egészségi hatasu gyiimolcsoket termd  genotipusok ugyanis
eloallithatok lehetnek hagyomanyos modszerekkel. Az 1j cél koré
szervezO0d6 nemesitést funkcionalis nemesitésnek nevezik, és
vilagszerte egyre intenzivebben alkalmazzak szamos gylimolcsfaj
esetében.

E stratégia els6 és legfontosabb 1épése megismerni, hogy a
javitani kivant tulajdonsag (a gylimolcs antioxidans kapacitasa)
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szempontjabdl milyen mértékli variabilitds 4ll rendelkezésre a
nemesitéshez felhasznalhatd novényanyagban. A funkciondlis
nemesitési program elinditasahoz nagy antioxidans kapacitasu, donor
genotipusokra van sziikség. Ilyen genotipusokat jo eséllyel
taldlhatunk a kordbban ebbdl a szempontbol nem jellemzett fajtak
(pl. tijfajtak) vizsgalataval. Valodszinlileg azonban a régi fajtak
szamos értékmérd tulajdonsagan javitani kell ahhoz, hogy arutermé
iiltetvényekben gazdasadgosan termeszthetok legyenek.

Ezek a vizsgalatok érdekes informaciokkal gazdagithatjdk a
csonthéjas gylimolcsokkel kapcsolatos elméleti  ismereteinket,
ugyanakkor kozvetleniill és haladéktalanul felhasznalhatok a
gyakorlatban 1j, kedvezd egészségi hatasti gyiimolcsot termd fajtak
eléallitasa érdekében. Nemzetkozi szinten kétségkiviil oriasi kereslet
mutatkozik ilyen fajtakra, és az igény a tragikus egészségi allapota
magyar tarsadalom esetében sem lehet kétséges. Magyarorszagon
valamennyi csonthéjas gytimolcsfaj termesztése hosszi multra tekint
vissza, igy a torténelmi és tajfajtak altal képviselt génvagyon
feltehetéen ebbdl a szempontbol is boven rejt még kiaknazatlan
lehetoségeket. Ha a genetikai tartalékok megismerését tettek
kovetnék, Magyarorszag talan jelentés gazdasagi eredményeket
¢érhetne el a gylimolcsalapu, egészségtamogato élelmiszerek piacan.
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2 CELKITUZES

A gyiimOlcsok antioxidans kapacitasanak jellemzésére

forditott kozel egy évtizedes munkank a bogydsgyiimolcsok és az
alma Magyarorszagon termesztett vilagfajtainak és hazai fajtainak
vizsgalataval vette kezdetét. Ezt kovetden a jelen értekezésben
bemutatott kisérletek az ebbdl a szempontbdl sokkal kevésbé ismert
csonthéjas gylimolcsdk vizsgalatara 6sszpontositottak, mely munkat
az alabbi kutatési célok mentén valdsitottuk meg:

1)
2)
3)
4)

5)

A csonthéjas gylimdlesok atlagos antioxidans kapacitasanak
Osszehasonlitasa.

A jelentdsebb gazdasagi értékli és néhany kiilonleges
csonthéjas gylimolcs antioxidans hatasaban megnyilvanuld
intraspecifikus variabilitas jellemzése.

A variabilitas hatterében 4116 tényez6k azonositasa.
Kiemelked6 antioxidans kapacitast, Gn. szupergylimolcsot
termo fajtak/genotipusok azonositasa.

A kiemelkedo antioxidans kapacitdsban szerepet jatszo
vegyiiletcsoportok azonositasa.

Két gyiimolcsfaj, a kajszi és a meggy esetében szélesebb

mintakoron, tobb év soran elvégzett, részletesebb vizsgalatokra is
lehetéségiink nyilt. Ezek a kisérletek a kovetkezd {6 célok koré
szervezddtek:

6)
7)

8)

9)

Felmérni a kajszi antioxidans kapacitdsanak valtozasat az
érés folyaman, eltérd gylimolesrészek és genotipusok szerint.
A  kajszi ¢és a meggy flavonoid-bioszintézisében
feltételezhetGen szerepet jatszo gének azonositasa.
Jellemezni néhany flavonoid-bioszintézis gén expressziojat a
kajszi és a meggy érése soran két eltérd antioxidans
kapacitasu gylimolcsot term6 genotipus esetében.
Kivalasztani azokat a géneket, melyek szerepe vélelmezhetd
az eltérd antioxidans kapacitas kialakitasaban.

10) El6zetesen felmérni a szupergyiimdlcsként —ajanlhato

meggyfajtak potencialis kurativ hatasat.
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Munkéank hosszu tdva célja, hogy hozzdjaruljon a csonthéjas
gylimolcsok egészségtudatos taplalkozasban betoltott szerepének
megismeréséhez, és felhasznalasukkal 0j, meghatarozott egészségi
hasznossagu, vagy bizonyos terapias célokat tamogaté élelmiszerek
kialakitasara is sor keriilhessen. Nem titkolt célja volt munkanknak,
hogy alatamasszuk a még jelenleg is hozzaférheté genetikai
variabilitds meg6rzésének sziikségszerliségét ¢&s ésszertiségét.
Szamos fajtarol deriilhet ki, hogy olyan értékeket is hordoz, melyeket
még fel sem ismertiink, ahogyan ez nem egyszer meg is tortént. A
gylimolcsfak genetikai alapjait vagyontargyként kell kezelniink, és
meglrizniink a kovetkezd generdciok szamara. Jelen munkaban
ennek az értékmentésnek egy aspektusat kivanom bemutatni.
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 Novényanyag

A vizsgalatokhoz kilenc faj 6sszesen 133 fajtajat hasznaltuk
fel. A génexpresszid vizsgalatahoz a kajszi- ¢s meggy-gytimolcsoket
két-két fajtarol 6t kiillonbozo érési stadiumban szedtiik le.

3.2 A fizikai-kémiai paraméterek meghatarozasa

A friss gyiimolcsok méretét (magassag, varratra merdlegesen
¢s varrattal parhuzamosan mért atmérd), tdmegét €s szinparamétereit
10-35 ismétlésben rogzitettik. A tomegértékeket g-ban két
tizedesjegy-pontossaggal vettiik fel, a méreteket digitalis tolomérével
mm-ben rogzitettiik két tizedesjegy-pontossaggal. Az eredményeket
egy tizedesjegyre kerekitve tiintettiik fel. A gyliim6lcsokbdl préselt 1€
oldhaté szarazanyag-tartalmat (%) digitalis refraktométerrel
(ATAGO Corporation, Tokio, Japan) mértiik 3—10 ismétlésben. A
titralhatd savtartalmat kajszi és meggy homogenizalt gyiimolcsébol
(10 g) hataroztuk meg 10-szeres higitast kovetéen. A 10 ml
extraktumot 0,1 M NaOH-dal titraltuk, mintanként két parhuzamos
titralast végeztiink. A savtartalmat almasav %-ban fejeztiik ki. A
meggy gylimodlcshomogenizatum pH-jat HANNA pH212 digitalis
pH-mérével (Woonsocket, USA) hataroztuk meg.

A gyiim0lcsdk szinét jellemz6é CIELAB szinkoordinatakat
Konica Minolta CR-410 tipusu (Tokio, Japan) szinmérd késziilék
hasznalataval hataroztuk meg.

3.3 Extrakcio

A gytimolcskivonatokat kdzel 100 g friss tomegii, magozott, de
a héjatdl meg nem fosztott gyiimdlesbol készitettik. A
homogenizalast tumixgéppel (Bosch MMRO0800, Stuttgart,
Németorszag; 350 W, 4°C, 2x2 perc) végeztik, majd a
gyimolcspépet centrifugaltuk (Mikro 22 R, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Németorszag; 18750 g, 20 perc, 4°C), a vizsgalatokhoz a
feliiluszot hasznaltuk. Sziikség esetén az iilepitett
gylimodlcshomogenizatumot ~ Eppendorf-csévekben  -32  °C-on
taroltuk.
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A kajszi és meggy kiilonb6zd érési allapotti gylimolcseit -
80°C-on taroltuk, majd liofilizaltuk (Scanvac CoolSafe™ 110-4,
Lynge, Dania; -110 ©°C-os jégcsapda, 3-4 nap), folyékony
nitrogénben eldorzsoltik, majd ismét liofilizaltuk (-110 °C-os
jégesapda, 2-3 nap). Az antioxidans kapacitds mérése sordn a
mintakat Milli-Q (MQ) vizben (18,2 MQcm) szuszpendaltuk az
alabbiak szerint: 10 mg elporitott minta + 1 ml MQ viz. Mintanként
harom parhuzamos kivonast és mérést végeztiink. Centrifugalast
kovetdéen (Mikro 22 R; 8.000g, 10 perc, 23°C) a feliiluszot 0j
csovekbe pipettaztuk. A méréseket Nicolet Evolution 300 BB
(Thermo Electron Corporation, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag)
tipusu spektrofotométeren végeztiik.

A minta-el6készitésnek  megfeleléen az  antioxidans
paramétereket vagy az iilepitett gyiimélespép feliiliszojanak egy liter
térfogatara szamitva adtam meg, vagy a magozott, de héjatol meg
nem fosztott gyiimolcs friss (100 g) illetve szaraz (1 g) tomegére
vonatkoztatva.

3.4 Osszes antioxidans Kkapacitais mérése FRAP-
modszerrel

Az 0sszes antioxidans kapacitast, az un. FRAP-értéket
(Ferric Reducing Antioxidant Power) Benzie és Strain (1996, Anal.
Biochem., 239: 70-76) modszerével mértik (A=593 nm). Az
eredményeket mmol  aszkorbinsav  egyenérték/L  {ilepitett
gylimdlcshomogenizatum, illetve mmol aszkorbinsav egyenérték/100
g friss illetve 1 g szaraz tomeg mértékegységben adtuk meg.

3.5 Osszes antioxidians Kkapacitdis meghatarozasa
TEAC-médszerrel

Az 0sszes antioxidans kapacitast TEAC moédszerrel (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) Miller és mts. (1993, Clin. Sci., 84:
407-412) alapjan is meghataroztuk. Az eredményeket mmol trolox
egyenértékben fejeztiik ki.
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3.6 DPPH gyokfogo kapacitas

Az 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) stabil szabadgyokkel
szembeni semlegesité hatast Blois (1958, Nature, 4617: 1198-1200)
modszerével végeztiik, a Hatano és mts. (1988, Chem. Pharm. Bull.,
36: 2090-2097) altal javasolt modositasok figyelembevételével. Az
abszorbanciat spektrofotométerrel (A=517 nm) mértiik. A méréshez a
tomény, a 10-szeresre illetve 100-szorosra higitott gyiimolcs-
feliiluszot hasznaltuk. A legjellemzobb eltéréseket a 10-szeresre
higitott mintak esetén mértiik, igy ezt a higitast hasznaltuk a tovabbi
vizsgalatokhoz.

3.7 A teljes gyokfogé kapacitas meghatarozasa kemi-
lumineszcencias médszerrel

A minték teljes gyokfogo kapacitasat Lumat 9501 késziilékkel
(Berthold, Bad Wildbad, Németorszag) kemilumineszcencias
modszerrel (A = 420 nm) hataroztuk meg (Blazovics és mts., 1999,
Clin. Chem., 45: 895-896). Az emittalt fényt 390 és 620 nm kozott
detektaltuk. Az emittalt fotonokat 30 s idGintervallumon at
gyljtottiik, az eredményeket az RLU %-ban fejeztik ki (RLU =
relative light unit), ami a kdvetkez6 képlet alapjan szamolhato: RLU
% = RLUminta * 100 / RLUvak.

3.8 Fotokemilumineszcencids mérés Photochem készii-

lékkel

A viz- (ACW) ¢és zsiroldhato (ACL) antioxidans kapacitas
meghatarozasa a Popov és Lewin (1994, Free Radical Bio. Med., 17:
267-271 és 1996, J. Biochem. Bioph. Meth., 31: 1-8) altal leirt
fotokemilumineszcencia elvén tortént. Az eredményeket vizoldhatod
antioxidans kapacitds esetében mmol aszkorbinsav/L, mig
zsiroldhat6 antioxidans kapacitas esetében mmol trolox/L adtuk meg.

3.9 Az Osszes polifenol-tartalom (TPC) meghatirozasa

Az 0Osszes polifenol-tartalom mennyiségét (A=760 nm) a
Singleton és Rossi (1965, Am. J. Enol. Viticult., 16: 144-158) altal
leirt modszer alapjan, Folin-Cicolteu reagens hasznalataval
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hataroztuk meg. Az eredményeket mg galluszsav egyenértékben
fejeztiik ki.

3.10 Az osszes monomer antocianintartalom meghata-
rozasa

A mérést 200 mg mintabol, Lee és mts. (2005, J. AOAC Int.,
88: 1269-1278) modszere alapjan két eltéré kémhatason (pH 1,0 és
pH 4,5), illetve két kiilonb6z6 hullamhosszon (520 és 700 nm-en)
végeztiik el. Az eredményeket mg cianidin-3-gliikkozid egyenértékre
szamitottuk ki.

3.11 A C-vitamin-tartalom meghatarozasa

A C-vitamin mennyiségi meghatarozasa a BCE Alkalmazott
Kémia Tanszéken kidolgozott mddszer alapjan tortént (Engel és mts.,
2010, Acta Aliment. Hung., 39: 48-58). Az clvalasztas és a
mennyiségi meghatarozas HPLC-DAD rendszerrel (Agilent, Santa
Clara, USA) tortént. Az eredményeket mg/100 g friss gyiimolcs
értékben fejeztiik ki.

3.12  DNS-izolalas

A genomi DNS-t kajszi- és meggylevelekb6l DNeasy Plant
Mini Kittel vontuk ki (Qiagen, Hilden, Németorszag) a gyartd
utasitasait (Plant Tissue Protocol) kovetve.

3.13  RNS-izolalas

Az RNS-kivonashoz a forrd borsavas extrakciot alkalmaztuk
(Wan és Wilkins, 1994, Anal. Biochem., 223: 7-12). Az RNS DN-az
(Fermentas Life Sciences, Burlington, Kanada) emésztését a gyartod
utasitasai szerint hajtottuk végre. Az RNS- és cDNS-szuszpenzio
mennyiségi és mindségi ellendrzését Nano Drop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, USA) spektrofotométerrel
vegeztik.
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3.14 CDNS-szintézis

A tisztitott RNS reverz transzkripciojat RevertAid™ First
Strand cDNA Synthesis kittel (Fermentas) végeztiik. Minden
reakcioba azonos mennyiségli, 1 pg RNS-t mértiink be. A szintézis
soran kiilon oligo(dT)g vagy random hexamer primert alkalmaztunk.
A cDNS-szintézis reakcidi soran reakcionként 20 U RiboLock
ribonukledz inhibitort valamint 200 U M-MuLV reverz transzkriptaz
enzimet hasznaltunk fel. A PCR és qPCR soran reakcionként
hozzavetdleg 50 ng cDNS-t hasznaltunk fel.

3.15  Primertervezés a flavonoid-bioszintézis gének PCR-
amplifikalasara

Az NCBI GenBank ¢és EST adatbazisaibol letoltott
szekvencidk illesztése alapjan az alabbi enzimeket kodold génekre
manualisan terveztiink primereket: PAL (fenilalanin-ammonia-lidz),
C4H (fahéjsav-4-hidroxilaz), 4CL (4-kumaroil-CoA-ligaz), CHS
(kalkon-szintaz), CHI (kalkon-izomerdz), F3H (flavanon-3-
hidroxildz), F3’H (flavonoid-3 -hidroxildz), F3°5°H (flavonoid-3’5 -
hidroxilaz), DFR (dihidroflavonol-4-reduktdz), ANS (antocianidin-
szintdz), ANR (antocianidin-reduktdz), LAR (leukoantocianidin-
reduktaz), UFGT (UDP-gliikoz.flavonoid-3-O-gliikoziltranszferaz),
FLS  (flavonol-szintiz) és  GAPDH  (glicerinaldehid-3-P-
dehidrogendz). A PAL génre a korabban cseresznyére tervezett
primerpart hasznaltuk (Sonneveld és mts., 2003, Theor. Appl. Genet.,
107: 1059-1070).

A PCR-hez 50 ng DNS-t vagy cDNS-t hasznaltunk 25 pl
vegtérfogatban. A PCR-elegy 0Osszetétele az alabbi volt: 10%
reakciopuffer (Fermentas), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,3 uM
az adott primerekbdl és 1 U Taq DNS-polimeraz (Fermentas). A
PCR soran alkalmazott homérsekleti ciklus a kovetkezd 1épésekbol
allt: 95 °C 2 min, 35 ciklus soran 95 °C 30's, 53—60 °C (a primer
PCR Peltier Thermal Cycler PTC-200 (MJ Research, Waltham,
USA) tipusu késziilékben tortént.



dc_634 12

3.16 A PCR-termékek ellenérzése gélelektroforézissel

A PCR-termékek elektroforézisét 1 %-os, a qPCR termékek
elektroforézisét 2,5 %-os agarozgélben végeztik (1,5 h 100 V). A
nukleinsavakat etidium-bromid (Merck, Whitehouse Station, USA)
fluoreszcens festékkel mutattuk ki, 1-kb+ DNS-markert (Promega,
Madison, USA) és GeneRuler Low Range DNS-markert (Fermentas)
hasznaltunk.

3.17 A PCR-termékek tisztitasa, klonozasa és szekvena-
lasa

A megfeleld6 méreti PCR-termékek agardzgélbdl torténd
izolalasat QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) segitségével
végeztik. A klonozashoz a pGEM-T Easy Vector Systemet
(Promega) hasznaltuk. A klonozott fragmentumokat JM109
kompetens sejtekbe transzformaltuk.

A plazmidokat Rapid Plasmid DNA Mini-Prep Kittel
(Biobasic, = Markham,  Kanada) izolaltuk.  Szekvenciajuk
meghatarozasa ABI PRISM 54 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem, Foster City, USA) automata DNS-szekvenatorral tortént.
Valamennyi vizsgalt gén esetében harom klon szekvendldsat
végeztiik el mindkét iranyban.

3.18 Valoés idejii PCR
3.18.1 A gPCR primerek tervezése

Valos idejii qPCR kisérleteink soran az RP-I1 (RNS-polimerdz
I) referenciagént hasznaltuk. Az optimalis tapadasi homérsékletet
gradiens PCR segitségével hataroztuk meg. A célgének tobbségét
sajat tervezésli primerparokkal vizsgaltuk. A célgének expresszios
vizsgalatdhoz hasznalt, specifikus primereket egy bizonyos qPCR
protokollhoz, ,,assay”-hez terveztilk. Az assay soran minden qPCR
paraméter (hdmérséklet, idétartam) azonos volt.

3.18.2 A gPCR-reakcidelegy 0sszeallitasa

A valos idejii PCR kisérleteket Rotor Gene 6000 késziilékben
(Corbett Research, Qiagen) végeztiik. Munkank soran az EvaGreen®
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(Biotium, Hayward, USA) nem szekvencia-specifikus fluoreszcens
festéket hasznaltuk. Kisérleteinkben MyTaq"™ HS Mix (2x) komplex
DNS-polimeraz oldatot (Bioline, London, Anglia) hasznaltunk. A
20 pl-es  végtérfogati reakcidelegy az alabbi  Gsszetevoket
tartalmazta: 2x MyTaq'™ HS Master Mix, 20x EvaGreen®
(Biotium), 0,6 uM az adott primerekbdl és 50 ng cDNS.

A gPCR soran alkalmazott hdmérsékleti ciklus a kdvetkezo
1épésekbdl allt: 95 °C 2 min, 40 ciklus soran 95 °C 8 s, 60 °C 8 s és
72°C 8s. Az olvadaspont-analizis (,,Melting Analysis”) soran —
72 °C 90 s elteltével — a homérséklet 70 °C-rol 95 °C-ra emelkedett
0,25 °C-onként, a detektalas homérsékletenként 5 s eltelte utan
tortént. A valasztott csatorna: Melt A on Green volt. Valamennyi
valds idejii PCR-reakciot harom (sziikség esetén tobb) ismétlésben
végeztink el.

3.18.3 Az adatok kiértékelése

A valés ideji PCR-adatokat a Rotor-Gene 6000 Series
Software 1.7 segitségével rogzitettiik. Az adatok kiértékeléséhez a
,Comparative Quantitation Analysis” funkciot valasztottuk, mely a
PCR-gorbék TOP (,,Take Off Point”) értékéhez meghatarozza a
PCR-hatékonysagot (E) is.

3.18.4 Adatok illesztése (,,data pooling™)

Minden lehetséges laboratériumi miiveletet, pl. RNS-izolalas,
CDNS-szintézis stb. azonos korilmények kozott végeztink el.
Kiszamitottuk a legnagyobb ¢és legkisebb expressziot mutatdé mintdk
esetén az E'O" hatvanyértéket. Ezeket a TOP és E értékeket
betaplaltuk a REST 2009 (,,Relative Expression Software Tool”)
VV2.0.13) programba, mely az egyes mintasorozatok relativ
expresszios értékeit ezekhez viszonyitva allapitotta meg.

3.19  Statisztikai értékelés

A gylmolcsfajok antioxidans kapacitasanak és Osszes
polifenol-tartalmanak Osszehasonlitasdhoz Welch-probat
hasznaltunk.
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A fajtdk antioxiddns paramétereinek Osszehasonlitasara
— a normalitds és szordshomogenitds vizsgalatat kovetden -—
egytényezds varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink. A kdzépérték-
Osszehasonlito tesztek koziil a Duncan-féle analizist végeztik el. A
csoporton beliilli  varianciak egyezOségét a Levene-teszttel
ellendriztiik. A genotipus illetve évjarat befolyasolo hatasat a kajszi-
¢s meggyfajtadk antioxidans kapacitasara és 0Osszes polifenol-
tartalmara kéttényezds varianciaanalizissel vizsgaltuk.

A szignifikans kiilonbségeket P < 0,05 szinten hataroztuk meg.
Az antioxidans hatast jellemzO paraméterek kozotti Osszefliggés-
vizsgalathoz a Pearson-féle korrelacios koefficiens értékét hataroztuk
meg. A korrelacios egylitthato szignifikancidjat t-probaval hataroztuk
meg.

A relativ szoras értékét az alabbi képlet alapjan szamitottuk:
CV =100 * s/X, ahol s = szoras, X = szamtani kozépérték. A
statisztikai kiértékeléshez az SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, USA)
programcsomagot hasznaltuk.

3.20 Bioinformatikai elemzés

Az NCBI és EST adatbazisokbol letoltott nukleotid- és
aminosav-szekvenciakat a BioEdit v.7.0.9.0 programmal illesztettiik.
A primereket az IDT Oligo Analyzer szoftver (www.idtdna.com)
hasznalataval ellendriztiik.

A homoldgiakeresés soran az NCBI blastn programot
hasznaltuk. Az azonositott kajszi és meggy szekvenciakat keres6
szekvenciaként hasznalva blastx keresést (BLOSUMG62 paraméterrel)
hajtottunk végre az Gszibarackgenomon a Phytozome v9.0 szoftver
hasznalataval.
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4 EREDMENYEK

4.1 A csonthéjas gyiimolcsok antioxidans
kapacitasanak osszehasonlitasa

Vizsgalatainkat kilenc kiilonb6zé csonthéjas faj eltéré szamu
(7 cseresznyeszilva, 15 japanszilva, 17 6szibarack, 40 kajszi, 26
cseresznye, 18 meggy, 7 kokény, két eurdpai szilva x kdkény hibrid,
két eurdpai szilva és egy kokényszilva) genotipusan végeztiik el.

e ¥
‘391‘\\‘ W o5
of

[

35,0
A c 4 100{ B d
M
30,0 _ _ * * - - .
Mintaszdm N o Mintaszdm M
50l | @ 020 ¥ 1s O o2 .
| 2150 ' E 2150
= W s1-100 — l s51-100 e
) 20,0 £
< B <100 a,b 5 B <100 o
= O 50 b,c 8 8
£ 150 * o> *
1S * £ *
* *
10,0 * b
o
a 25 4 C
c
504 a b ., a,b
) T
0,04 = - . 0,0 ==
T T T T T T T T T T T T T T
PR SN R R Y ° o 1 N
A o o (¥ 6‘6915‘* \‘@QQ NS a
o4 '

NS ol O 3 1.
N o T g S
S A& W A
R e o SN

651&\\)66
1. abra. A csonthéjas gyiimolcsok antioxidans kapacitdsanak (A) és Gsszes
polifenol-tartalmanak (B) boxplot diagramja. A box kozepén lathaté vonal a
k6zéps6 érték (median). A box als6 része az elsé kvartilis, fels6 része a
harmadik kvartilis értékét mutatja meg, a kilégd vonalak az adathalmaz
terjedelmét. A kordk és csillagok a szélséértékeket mutatjak. A Welch-teszt
alapjan a kiilonbozd betlivel jelolt fajok atlaga egymastol szignifikansan (P
<0,05) kiilonbozik.

A szignifikanciavizsgalat alapjan az antioxidans kapacitas
szempontjabdl a fajokat a cseresznyeszilva = észibarack < kajszi <
Jjapanszilva = cseresznye < meggy < kdkény sorrendbe allithatjuk (1.
abra). Az 0Osszes polifenol-tartalom szerint 1is  hasonld
(cseresznyeszilva < Gszibarack < kajszi < japanszilva = cseresznye <
meggy < kokény) sorrendet kaptunk.
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A fajon beliili, intraspecifikus variabilitds mértéke szintén
jelentdsen eltért az egyes fajok esetében: kokény (4,6x) < cseresznye
(9x) < cseresznyeszilva (11x) < meggy (15x) < japanszilva (16x) <
kajszi (22x) < Oszibarack (33x). Az 0Gsszes polifenol-tartalom
esetében: cseresznyeszilva (3x) < cseresznye (4,5x) < kokény (6x) <
Oszibarack (8x) < meggy (9x) < japanszilva (14x) < kajszi (35x). A
variabilids  jelentds mértékben a kiugré értéket mutato
genotipusoknak k6szonhetd.

Minden faj esetében taldltunk kiemelkedd értékeket. A
cseresznyeszilva esetében a PC4 genotipus, a japanszilva esetében a
‘Super Giant’ fajta, az Gszibarack esetében a ‘Vérbarack’, a kajszi
esetében a Preventa hibrid, a cseresznye esetében a feketecseresznye
szelektalt klon, a meggy esetében a ‘Pipacs 1’ és ‘Fanal’ fajtak,
illetve a VN-1 jelii szelektalt klon, mig a kokénynél az S2 genotipus
mutatott kiemelkedéen nagy antioxiddns kapacitast €s 0Osszes
polifenol-tartalmat.

Eredetiiket tekintve csak elvétve talalunk koztiik keresztezéses
nemesitési programbol szarmazd fajtdkat (pl. néhany ukran
cseresznye), bar ezek pedigréjében szamos esetben ismeretlen, illetve
ukran eredetii tajfajtak is szerepelnek, ami magyarazatul szolgalhat e
fajtak mas orszagokbol szarmazd fajtaktol valo eltérésére. A
kiemelked6 antioxidans kapacitasti gylimolcsot termd genotipusok
leggyakrabban régota ismert, tajszelekciobol szarmazo fajtak (pl.
‘Vérbarack’ és ‘Pipacs 1°), vagy szelektalt magoncok (PC4, VN-1,
S2, feketecseresznye) kozott voltak megtalalhatok.

Bizonyos esetekben (pl. Preventa és ‘Super Giant’) a
kiemelkedd genotipusok pedigréjében kiilonboz6 fajok részvétele is
feltételezhetd. Mindezek alapjan a korlatozott genetikai variabilitasa
ndvényanyag (alapitdé klonok, értékes magoncok) felhasznalasaval
folytatott keresztezéses nemesitési folyamat soran jelentds mértékben
csokkenhetett mindazon tulajdonsagok valtozékonysaga, melynek
fenntartasara/ megoérzésére nem iranyult szelekcids nyomas.
Kiilonosen szembetind mindez az &szibarack esetében, ahol a hatast
a faj 6ntermékenyiilé fenotipusa is felerésiti (Hegedis és mts., 2006,
J. Am. Soc. Hortic. Sci., 131: 738-743; Scorza és mts., 1985, J. Am.
Soc. Hortic. Sci., 110: 547-552), ami a beltenyésztésre is lehetdséget
adott a nemesités soran. A szupergyliimolcsok eldallitasat célzo
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nemesitési programokban varhatéan jelentds szerepe lesz majd a
tajszelekcionak, vagy a fajok kozotti hibridizacionak.

4.2 Az antioxidans paramétereket befolyasolo tényezok

A kéttényezds varianciaanalizis kimutatta, hogy a kajszi és
meggy antioxidans kapacitasanak kialakitdsaban a genotipus
meghataroz6 jelentdségli. A meleg és szaraz idGjaras 2007-ben
nagyobb  polifenol-tartalmat  idézett el6  tobb  kajszifajta
gylimolcsében. Rendkiviil fontos, hogy a Preventa gyiimdlcsének
nagy polifenol-tartalmaban minddssze 21 % kiilonbség volt a két év
kozott, ami azt mutatja, hogy a gylimélcs kiemelkedd polifenol-
tartalma stabil tulajdonsag, az iddjarasi kiilonbségek csak kis
mértékben befolyasoljak annak megnyilvanulasat.

Még kifejezettebben jelentkezett mindez a ‘Pipacs 1’
meggyfajta esetében, melynek FRAP- és TPC-értékei rendkiviil kis
eltérést mutattak a vizsgalt négy év soran. A legnagyobb mértékii
varabilitast a VN-1 és ‘Kantorjanosi’ genotipusok mutattak, melyben
a tél eleji és a majusi szarazsag mellett nagyobb antioxidans
kapacitas és polifenol-tartalom mutatkozott. A nagyobb majusi és
juniusi maximum hémérséklet és a napsiitéses o6rak szama tobb fajta
esetében (‘Pandy 279°, ‘Kantorjanosi’, ‘Ujfehértoi fiirtds’, VN-1
stb.) fokozottabb antioxidans kapacitassal és Osszes polifenol-
tartalommal tarsult.

A Preventa ¢és ‘Gonci magyarkajszi’ gylimolcsének érése soran
az aszkorbinsav-felhalmozodas dinamikaja nagyon hasonlé volt, ami
arra utal, hogy a folyamat kevésbé fiigg a genotipustdl és a
kornyezeti hatasoktol, inkabb az érés fizioldgiai kdvetkezményeként
alakul ki.

Igazoltuk, hogy a Preventa és a ‘Gonci magyarkajszi’
gylimolcshéjat nagyobb antioxidans kapacitas jellemzi, mint a
gylimolcshust. A gylimdlesok érése soran az antioxidans kapacitas a
‘Gonci magyarkajszi’ esetén altalaban csokkend, mig a Preventa
esetén novekvo tendenciat mutatott.
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4.3 Az antioxidans kapacitast kialakito fo vegyiiletcso-
portok azonositasa

Kimutattuk, hogy a C-vitamin- és az antocianintartalom kisebb
mértékben befolyasolja az antioxidans kapacitast, mint az 0sszes
polifenol-tartalom. Ugyanakkor a szintelen polifenoloknak oriasi
jelentdségiik van bizonyos gylimdlcsok (pl. ‘Pipacs 1°, ‘Preventa’ és
‘Melitoploszkaja krapcsataja) esetében.

4.4 A Prunus fajok gyiimolecsének flavonoid-
bioszintézisében feltehetden szerepet jatszé gének
azonositasa

A kajszigyltimolesokbol (‘Gonci magyarkajszi’, Preventa,
‘Ceglédi arany’, ‘Harcot’, ‘Aurora’ és 18/61-es hibrid) a flavonoid-
bioszintézis alabbi kandidans génjeinek parcidlis szekvencidjat
hataroztuk meg: PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H, F3'H, F3'5’H,
DFR, ANS, ANR, LAR ¢és UFGT. A meggy gylimolcs (VN-1 és
‘Pipacs 1°) esetében a C4H, 4CL, CHI, F3H, F3’5’H, ANR, LAR és
UFGT gének részleges szekvenciajat adtuk meg. Ezenkiviil parcialis
GAPDH (kajszi) és MYB (meggy) génszekvenciakat is leirtunk.

A Kajszi F3’5’H és LAR kandidans gének esetében altalunk
meghatarozott szekvencidk a Prunus nemzetségen belill az elsé
megismert szekvencidk. A PAL gént kivéve valamennyi vizsgalt
génr6l munkank adta a kajszi faj esetében az els6
szekvenciaismeretet. A meggy 4CL, F3’5’H, LAR és MYB
génszekvencidk a Prunus nemzetségen belill elsé izben valtak
ismertté, a tobbi szekvencia pedig a faj esetében szamit ujdonsagnak.
Génexpresszios vizsgalatunk alapjan a kajszi 4CL, C3H, FLS és
UFGT gének és a meggy 4CL, FLS, ANR, LAR ¢és UFGT gének
funkcigja kétséges. Valamennyi itt azonositott gén funkcionalis
tesztelése fontos feladat bioldgiai szerepiik minden kétséget kizard
megismeréséhez.

4.5 A flavonoid-bioszintézis kandidans gének expresz-
szids valtozasa

A Preventa gylimolcshus és -hé az elsé érési fazisban
rendelkezett a legnagyobb transzkriptum-mennyiséggel az Osszes
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vizsgalt gén esetében. A ‘GoOnci magyarkajszi’-nal ez a tendencia
nem ennyire egyértelmii, hiszen az exokarpiumban ¢és a
mezokarpiumban a relativ transzkriptum-mennyiségek az els6 és a
masodik érési allapotban tetdztek. Ezek a relativ expresszios értékek
azonban tOkéletesen korrelalnak az Osszes polifenol-tartalom
valtozasaval: a Preventa gylimdlcshusdban a TPC nagymértékii
csokkenést mutatott az elsd két érési fazis kozott, mig a ‘Gonci
magyarkajszi’ gylimdlcshusénak polifenol-tartalma novekedett.

Jelent6s kiilonbség a két genotipus kozott, hogy a Preventa
gylimolcshusa, de  kilondsen  gyiimolcshéja  tobbszords
transzkriptum-tartalommal rendelkezik szamos gén (PAL, C4H,
CHS, CHI, F3H, F3’H, DFR, ANS, ANR és LAR) esetében a
gylimolcsérés korai szakaszaban a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz képest.
A Preventa gyiimolcseinek hus- és héjszovetében a PAL és CHS
enzimeket — a fenilpropanoid- és flavonoid-bioszintézis els6 enzimeit
— kodolo kandidans gének szintén tobbszords relativ expressziods
értekekkel rendelkeztek a ‘Gonci magyarkajszi’-hoz képest. Ezek a
jelentésen nagyobb expresszids értékek feltehetéen Osszefiiggésben
allnak a Preventa nagyobb antioxidans kapacitasaval.

A meggy — a kajszival ellentétben — altalaban a negyedik,
otodik érési fazisban rendelkezett a legnagyobb transzkriptum-
mennyiséggel a legtobb vizsgalt gén esetében. A ‘Pipacs 1’
gyiimdlcsében nagyobb antioxidans kapacitas értékeket és C-
vitamin-tartalmat, a VN-1 gylimdlcsében nagyobb
antocianintartalmat mutattunk ki. A VN-1 gyiimélcshéj nagy
a ‘Pipacs 1° gyilimdles kis antocianintartalmahoz a feltételezett
antocianin-bioszintézis gének kisebb mértékii expresszidja tarsult. A
‘Pipacs 1’ gyiimolcshéj kisebb PAL, C4H, CHS, CHI, DFR, F3’H és
ANS transzkriptum-tartalommal rendelkezett, mint a VN-1.

A MYB10 transzkripcids faktor expresszidjaban szembetiing
kiilonbség, hogy a VN-1 gylimdlcshéj valamennyi érési fazisban
tobbszords MYB10 expressziot mutat, mint a ‘Pipacs 1’
gylimolcshéja.
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4.6 A potencialis szupergyiimolesok varhato fiziologiai
hatasainak attekintése és elozetes tesztelése allatkisér-
letekben

Munkank kovetkez0 1épése a Preventa gyiimdlcs nagy
antioxidans kapacitasaért felelés polifenolos vegyliletek azonositasa.
A BCE Alkalmazott Kémia Tanszékkel kezdeményezett
egylittmtikodés elsé eredményeként a klorogénsav és a katechin
latszik a két meghatarozd vegyiiletcsoportnak.  Atlagosan
tizenegyszer nagyobb relativ katechintartalom volt mérhetd a
Preventa gylimoOlcshusaban, mint a ‘Gonci magyarkajszi’-éban. A
katechinrdl kimutattak, hogy ha gytimolcsfogyasztas révén keriil az
emberi szervezetbe, hatékonyan véd a felsé emésztészervi daganatok
kialakulasaval szemben. Mindezek alapjan a Preventa gylimolcsének
egészségre gyakorolt hatasa részletesebb vizsgalatokat érdemel.

A kiemelkedd antioxidans kapacitasu és polifenol-tartalmua
‘Pipacs 1’ és ‘Fanal’ meggy in Vvivo fiziologiai hatasanak vizsgalatat
a Semmelweis Egyetem Farmakognédzia Tanszékkel és az
Allattenyésztési €s Takarmanyozasi Kutatointézettel
egylttmiikodésben  kezdtik meg. Elsé  kisérleteinkben a
hiperlipidémiaval (alimentaris eredetii zsirmdj) szembeni hatést
teszteltiik Wistar patkany allatmodellen.

A meggyfogyasztas fajtanként igen eltéré kovetkezménnyel
jart: az ‘Ujfehértéi fiirtds’ nem okozott szignifikéns csokkenést, mig
a ‘Pipacs 1’ és ‘Fanal’ fajtdk hatdsdra mar 10 napos kezelést
kovetéen tobb mint 30 %-kal mérséklédott a vérplazma Osszes
koleszterinszintje. Az “Ujfehértoi fiirtds’ fogyasztasa csak
kismértékii, nem szignifikans csokkenést okozott az LDL-koleszterin
mennyiségében, mig a ‘Pipacs 1’ és ‘Fanal’ gylimoélcse ismét kozel
30 %-os mértékii csokkenést idézett el6. A majszovet hisztologiai
vizsgalata szintén igazolta a két fajta gylimolcsének kedvezd hatasat.

Tekintettel arra, hogy az ateroszklerozis kialakulasanak
meghatarozo kockazati tényezdje az LDL-koleszterin megemelkedett
mennyisége, a vizsgalatainkban kivalasztott fajtdknak, mint valdodi
»szupergyiimolcsoknek”, komoly szerepuk lehet egy
egészségtamogatd étrend kialakitasakor. A lehetdségek tarhazat
tovabb boviti, hogy a polifenolok szamos mas betegséggel szemben
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(pl. bizonyos daganatok, sziv- és érrendszeri betegségek) is védelmet
nyujthatnak, igy a vizsgélatokat széles kdrben tovabb kell folytatni.

A ‘Pipacs 1’ gylimdlcsében kimutatott, jelentés mennyiségben
akkumulalodd  genisztein-glikokonjugatumok tovabbi izgalmas
lehetdségeket vetnek fel szamos betegség esetében. Ennek alapjan a
‘Pipacs 1’ meggyfajta gylimolcsével és az ebbdl késziil funkcionalis
¢lelmiszerekkel egy olyan lehetdség nyilna meg, mely 4altal
megvaldsithatd lenne a nagyobb mennyiségli geniszteinbevitel,
mindségében jszeriit modon.
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5 KIEMELT UJ TUDOMANYOS EREDME-
NYEK

1. Valamennyi vizsgalt csonthéjas gylimdlcsfaj  esetében
azonositottunk olyan fajtat/genotipust, melynek antioxidans
kapacitdsa és Osszes polifenol-tartalma jelentsen feliilmulja a
tobbi fajtara/genotipusra jellemzo értékeket. Ezek koz¢é tartozik a
PC4 cseresznyeszilva, a ‘Super Giant’ japanszilvafajta, a vérbéli
Oszibarack, a Preventa kajszihibrid, egy  szelektalt
feketecseresznye klon, néhany ukran cseresznyefajta (pl.
‘Kutuzovka’, ‘Kodrinszkaja’, ‘Melitopolszkaja krapcsataja’), a
meggy esetében a ‘Pipacs 1’ és ‘Fanal’ fajtak, illetve a VN-1 jelii
szelektalt klon, mig a kokénynél az S2 genotipus.

2. Igazoltuk, hogy mind a ‘Pipacs 1’ meggyfajta, mind a Preventa
kajszihibrid kiemelkedd antioxidans kapacitasa donté mértékben
a polifenolos vegylileteknek koszonheto.

3. Kajszi és meggy esetében tisztaztuk, hogy a genotipus mellett az
évjaratnak (homérséklet, csapadékmennyiség, napsiitéses orak
szama) is szignifikans befolyasold hatasa van, de az évjaratok
kozotti valtozékonysag mértéke is genotipustiiggo.

4. A Preventa és a ‘Pipacs 1’ kiemelkedd antioxidans hatasa stabil
tulajdonsag, az iddjarasi kiillonbségek csak kis mértékben
befolyasoljak.

5. Igazoltuk, hogy az antocianintartalmii gyiimdlcsdk antioxidans
kapacitasahoz az antocianinok mennyisége jelentdsen hozzajarul,
ugyanakkor a szintelen polifenoloknak is nagy jelentdsége van
bizonyos fajtdk esetében (pl. ‘Pipacs 1’ és ‘Melitopolszkaja
krapcsataja’).

6. Bebizonyitottuk, hogy a Preventa és a ‘Gonci magyarkajszi’
gyiimolcshéjat nagyobb antioxidans kapacitas jellemzi, mint a
gylimdlcsok mezokarpiumat. A gylimolcsok érése soran az
antioxidans kapacitas a ‘Gonci magyarkajszi’ esetén altalaban
csokkend, mig a Preventa esetén ndvekvo tendenciat mutatott.

7. Meghataroztuk 19 kajszi és 10 meggy gén részleges DNS-
szekvenciajat, mely gének szerepe a gylimoles flavonoid-
bioszintézisében valdszintisithetd.

20



10.

11.

dc_634 12

Igazoltuk, hogy a kajszi és meggy putativ flavonoid-bioszintézis
génjeinek expresszidja az érés soran eltérd tendencia mentén
valtozik: a kajszi esetében az éretlen (kisméretli, z06ld)
gylimOlcsben a legnagyobb, a meggy esetében a teljes érettség
eléréséig novekszik.

Kimutattuk, hogy a Preventa gylimolcs kiemelkedd antioxidans
kapacitasanak kialakitasahoz szamos gén (PAL, C4H, CHS, CHI,
F3H, F3'H, DFR, ANS, ANR ¢és LAR) hozzjarul, melyek a
legkorabbi érési allapotban jelentdsen nagyobb expressziot
mutatnak, mint a ‘Gonci magyarkajszi’ esetében. A MYB ¢és
MYBI10 transzkripcios faktorok szerepe valdsziniisitheté a
meggy  antocianin-bioszintézisének  transzkripcié  szinti
szabalyozasaban.

Elozetes vizsgalati eredményeink alapjan a ‘Pipacs 1’ és a
‘Fanal’ meggyfajtdk gyiimdlcse jo eséllyel lesz felhasznalhato
bizonyos betegségek (pl. hiperlipidémia) kezelése soran.
Kedvezé hatasuk feliilmulta az Ujfehértoi fiirtds’ gyiimoles
fogyasztasabol szarmazo védohatast.

A korlatozott  genetikai variabilitdsi. =~ novényanyag
felhasznalasaval folytatott keresztezéses nemesités a kedvelt
csonthéjas fajok esetében jelentdésen korlatozta a gyiimolcs
antioxidans hatdsaban megnyilvanuld genetikai variabilitast,
melynek fenntartasara / megérzésére nem iranyult szelekcios
nyomas. A szupergyiimolcsok nemesitését ennek megfelelden
elsdsorban a tajszelekciobol szarmazd klonok és a kozeli rokon
fajok donor genotipusként torténd hasznalatara ajanlott alapozni.

Munkank legfobb értéke, hogy jelentds genetikai variabilitast

tartunk fel a legtobb csonthéjas gyiimdlcsfaj esetében a gyiimdlcs
antioxidans tulajdonsagat jellemzd paraméterekben. Ennek alapjan
egyszerre nyilhat lehetdség a régi, eltinéfélben 1évé fajtak
megmentésére, az Uj fajtak nemesitésének tdmogatasara, és mindezek
Ujszer(l gazdasagi hasznositasara.
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4.2.1./B-09/1/KMR-2010-0005 palyazatok tamogattak. Koszonom a
Magyar Tudomédnyos Akadémia Bolyai Janos Kutatéi Osztondij
tamogatasat 2008—-2011 kozott és a 2012. évtdl kezdddden.

Koszonettel tartozom néhai Dr. Horvath Gabornak és néhai
Dr. Erdei Saranak, akikt6l a tudomanyos kutatomunka alapjait, és a
tudomanyos kdzlemények megirasanak mikéntjét tanultam meg.

Koszonom édesanyam, csalddom tamogatasat. Kiilon
koszonet feleségemnek, Dr. Halasz Julianak a szakmai segitségért,
a szeretetteljes csaladi hattérért, és ikergyermekeimnek, a haroméves
Julikanak és Donikanak tiirelmiikért, hogy szamos délutan eltlirték
kényszerti kimaradasom a kozos jatékbol.
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