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Roviditések listaja

A: Adenin

ABA: Abszcizinsav (Abscisic acid)

ABAR: Abszcizinsav receptor (Abscisic receptor)

ABF: ABA-reszponziv transzkripcios faktor (ABA-responsive transcription factor)
ABI4: Abszcizinsav érzéketlen 4 (Abscisic Acid Insensitive 4)

ABI5: Abszcizinsav érzéketlen 5 (Abscisic Acid Insensitive 5)

ACC: 1l-aminociklopropan-1-karbonsav (1-Aminocyclopropane-1-carboxylate)
ACO: ACC oxidaz (1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase)

ACS: ACC szintaz (1-Aminocyclopropane-1-carboxylate synthase)

AGP-az: ADP-gliikoz pirofoszforilaz (ADP-glucose pyrophosphorylase)

ALC: ALCATRAZ

AREB: ABA-érzékeny elemkotd fehérje (ABA-responsive element-binding protein)
ARF: Auxin-valasz faktor (Auxin response factor)

AtGAPDH: Arabidopsis thaliana (L.) gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (Arabidopsis
thaliana (L.) glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

AtSPR: Arabidopsis thaliana (L.) SPIRAL

AtSPR1-like2: Arabidopsis thaliana (L.) SPIRAL1-like2

AtSPT: Arabidopsis thaliana (L.) SPATULA

AUX: Auxin

AUXRE: Auxin valaszért felelés motivum (Auxin responsive element)

bHLH: Bazikus hélix-hurok-hélix (Basic-helix-loop-helix)

bp: Bazispar

BR: Brasszinoszteroidok (Brassinosteroids)

CaMV35S: Karfiol mozaikvirus promoter

Cm": Kloramfenikol-rezisztencia (Chloramphenicol resistance)

CNR: Szintelen nem ér6 (Colorless non-ripening)

CRC: CRABS CLAW

CRE: Cis-szabalyozo elem (Cis-acting replication element)

CTRL1: Konstitiv harmas valasz 1 (Constitutive Triple Responsel)

CUC1: CUP-SHAPED COTYLEDON 1

CUC2: CUP-SHAPED COTYLEDON 2

EIL: EIN3-like fehérjék (EIN3-like protein)



EIN2: Etilénre érzéketlen 2 (Ethylene Insensitive 2)

EIN3: Etilénre érzéketlen 3 (Ethylene Insensitive 3)

ERF: Etilén-valasz faktor (Ethylene Response Factor)

ETR: Etilén receptorok (Ethylene receptor)

FaACOLl1: Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta ACC oxidaz 1 (Fragaria x ananassa Duch.
cv. Elsanta 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase 1)

FaACO2: Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta ACC oxidaz 2 (Fragaria x ananassa Duch.
cv. Elsanta 1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid oxidase 2)

FaOMT: Fragaria x ananassa Duch. O-metiltranszferaz (Fragaria X ananassa Duch. O-
methyltransferase)

FaPAOS5: Fragaria x ananassa Duch. poliamin oxidaz 5 (Fragaria x ananassa Duch.
polyamine oxidase 5)

FaSPT: Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta SPATULA

FVGAPDH: Fragaria vesca L. gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (Fragaria vesca L.
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

FVSPR: Fragaria vesca L. SPIRAL

FvSPR1-likel: Fragaria vesca L. SPIRAL1-likel

FvSPR1-like2: Fragaria vesca L. SPIRAL1-like2

FvSPT: Fragaria vesca L. SPATULA

GAs: Gibberellin

gDNS: Genomi DNS

GFP: Zo6ld fluoreszcens fehérje (Green fluorescent protein)

GOl: Célgén (Gene of interest)

GUS: B-D-gliikkuronidaz (B-glucuronidase)

HEC1: HECATE 1

IAA: Indol-3-ecetsav (Indole-3-acetic acid)

IND: INDEHISCENT

JA: Jazmonsav (Jasmonic acid)

kb: Kilébazis

LB: Luria-Bertani

LFC: Logarithmic fold change

Met: Metionin

MtSPR1-like2: Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom SPIRAL1-like2

MtSPT: Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom SPATULA



NbGAPDH: Nicotiana benthamiana L. gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (Nicotiana
benthamiana L. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
NOR: Nem ér6 (Non-ripening)
PCR: Polimeraz-lancreakci6 (Polymerase chain reaction)
PPC2: 2C tipusu fehérje foszfataz (Protein phosphatase 2C)
PYL.: Pirabaktin rezisztencia-szerii (Pyrabactin resistance like)
PYR: Pirabaktin rezisztencia (Pyrabactin resistance)
gPCR: Kvantitativ polimeraz-lancreakcio (Quantitative polymerase chain reaction)
RCAR: Abszcizinsav receptor szabalyozé komponense (Regulatory component of ABA
receptor)
Ri: Gyokér-indukalod plazmid
RIN: Erésgatlo (Ripening inhibitor)
RIPK1: Receptorokkal kélcsonhatasba 1ép6 szerin/treonin-protein kinaz 1 (Receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase 1)
RT-gPCR: Reverz transzkripcios kvantitativ polimeraz-lancreakcié (Quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction)
SAM: S-adenozil-L-metionin (S-adenosyl-L-methionine)
SGFP: Szintetikus z6ld fluoreszcens fehérje
SIRNS: Kis interferald6 RNS (Small intering RNA)
SNF1: Nem erjeszt6 szachar6z 1 (Sucrose non-fermenting 1)
SNRK2: SNF1-hez kapcsolodo protein kinaz 2 (SNF1-related protein kinase 2)
SPR1: SPIRAL1
SPR2: SPIRAL2
SPR3: SPIRAL3
SPT: SPATULA
T: Timin
TAE: Tris-acetate-EDTA (Tris-acetate-EDTA)
T-DNS: Transzfer DNS
TF: Transzkripcios faktor (Transcription factor)
TFBS: Transzkripcios faktor kotéhelyek (Transcription factor binding site)
Ti: Tumorindukal6 (Tumor-inducing)
TSS: Transzkripcios start hely (Transcription start site)
vir: Virulencia
WT: Vad tipus (Wild type)
YFP: Sarga fluorescens fehérje (Yellow fluorescent protein)
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1. Bevezetés és célkitiizés

A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és Biotechnologiai Intézet és
jogelddje korabbi kutatasai soran Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta (szamdca) receptakulum
(vacok) és aszmag szovetek mRNS transzkriptumait tanulmanyoztak. A cDNS-AFLP modszerrel
génexpresszios intenzitas valtozast mutaté géneket azonositottak a gyiimdlcsérés zold, fehér,
rozsaszin és piros érési fazisaiban. A 130 transzkriptumbdl részleges cDNS-t izolaltak és
szekvenaltak.

A szekvenalt transzkriptumok kozott szerepeltek a SPATULA ¢és SPIRAL gének is. A
SPATULA ¢és SPIRAL gének tanulményozésa szamos publikacioban fellelhetd, ugyanakkor ezen
gének szerepe teljes mértékben nem tisztazott. Az Arabidopsis thaliana (L.)-ban a SPATULA gén
szerepet jatszik az Osszes szovet fejlddésében, és egy transzkripcids faktort kodol, amely a nagy
bazikus hélix-hurok-hélix (bHLH) csalad tagja (HEIM és mtsai., 2003, TOLEDO-ORTIZ és
mtsai., 2003).

Az Arabidopsis thaliana (L.)-bol szarmaz6 SPATULA gén fontos szerepet tolt be a
termélevél és becd fejlédésében, ezen kivill olyan szovetekben is mutat expressziot, ahol a
fejlodést és a szovetek abszcisszidjat segiti eld6. Az Arabidopsis thaliana (L.) SPATULA (AtSPT)
a levél méretet is szabalyozza, tovabba megmutatkozik a becék (gyiimolcsok) levalasi zonaiban,
fejlédé portokokban, embridkban, a gyokércsicsok borszovetében is.

A SPIRAL1 (SPR1) és SPIRAL2 (SPR2) géneket mutans Arabidopsis novényekben
azonositottak eldszor, ahol a gydkerek jobbra csavarodnak, nem balra. Az sprl mutans névények
abnormalis helikalis gyokérndvekedést mutattak, mely kiegésziilt a hipokotil abnormalis
fejlodésével is. Az spr2 mutans novények esetében a levélnyél és viragszirmok is csavarodottak
voltak. Az spr2 mutansok gyokér epidermalis sejtjeiben a bazalis elongacidos zonaban 1évé
mikrotubulusok kortikalis tombjei abnormalisan helikalisak voltak.

Genomi szinten a transzkripciondlis szabalyozasban azonosithatdak fontos szerepet beto1to
regulator elemek (transzkripcios faktorok, enhancerek, silencerek). A transzkripcids faktorok a
DNS-hez kotédve a genetikai informacid DNS-r6l RNS-re torténd atirasat szabalyozé fehérjék.

Céljaink kozott szerepelt, hogy a Fragaria vesca L. SPATULA (FvSPT), Fragaria vesca
L. SPIRAL1-likel (FvSPR1-likel) és Fragaria vesca L. SPIRAL1-like2 (FVvSPR1-like2) gének
prométer régidin TF (transzkripcids faktor) kotéhely és CRE (cis-szabalyozo elem) szekvenciakat
azonositsunk, melyeket a paradicsom (Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom) és a ladfi (A.
thaliana (L.) Heynh.) SPATULA és Arabidopsis thaliana (L.) SPIRAL (AtSPR) gének promoter
régidival hasonlitsuk Ossze. Az Osszehasonlitas in silico elemzésekkel kivantuk elvégezni a

JASPAR és PLACE adatbazisokban.



Tovabbi terveink kozott szerepelt, hogy az in silico promoter elemzések alapjan elkészitsiik
az FVSPT, FvSPR1-likel és FVSPR1-like2 gének promotereinek delécids vonalait, és azokat SGFP
(szintetikus zold fluoreszcens fehérje) riporter génnel fuzionaltatva meghatarozzuk a riporter gén
expresszidjanak intenzitasat a dohany novény (Nicotiana benthamiana L.) levelében és Solanum
lycopersicum L. cv. Micro Tom bogydtermésben tranziens expresszio hatasara.

Az FvSPT, FvSPR1-likel ¢és FvSPR1-like2 gének funkcionalis jellemzéséhez
komplementacios tesztet terveztiink elvégezni az Arabidopsis thaliana (L.) Col-0 spt és sprl-2

mutans ndvényeken.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Klimaktérikus és nem klimaktérikus gyiimolcsérés

A novények fizioldgiai allapota és a termés betakaritas utani eltarthatosaga, valamint a
romlasuk egymassal dsszefliggésben vannak. Mindegyik folyamatot a gytimdlcsérés befolyasolja,
mely az érés utolsé fazisa. A gyiimdlcsérés kiilonbozo fizioldgiai, biokémiai, valamint fejlédési
valtozasokkal jar, amelyek iranyitottan és genetikailag szabalyozottan mennek végbe (BARRY és
GIOVANNONI, 2007). Az érés soran a gyimolcsok altalaban két kiilonbozo 1égzési mintat
mutatnak, ami alapjan klimaktérikus és nem klimaktérikus csoportokba soroljak 6ket (ABELES
¢és mtsai., 2012).

A klimaktérikus gyiimolcsok fejlodése soran az érés kezdetéig fokozatosan csokken a
1égzésintenzitas a ndvekedési iddszak végéig, majd utana hirtelen megemelkedik az érés kezdetén
és egy csucs elérése utdn Ujra lassti csOkkenést tapasztalhatunk a légzésintenzitasban. Az
emelkedés el6tti minimumot preklimaktérikus minimumnak, az ez utani legnagyobb
légzésintenzitast pedig klimaktérikus maximumnak nevezziik, mely minden névényfaj esetében
eltér.

A klimaktérikus gytimdlcsok érése folyaman hirtelen beindul az etilén termelése. Az etilén
egy novényi hormon, mely a novényi fejlédési folyamatok és a kornyezeti reakciok széles skalajat
szabalyozza (YANG, 1985).

Az etilén novényi hormon termelésének szabdlyozédsat elsdsorban a klimaktérikus
novények gyiimdlcsérése soran lehet a legjobban modellezni. A nem klimaktérikus novényekkel
ellentétben, a klimaktérikus gylimolcsérést egy légzési csucs és ezzel parhuzamosan az
etiléntermelés hirtelen torténd megnovekedése kiséri (ALEXANDER és GRIERSON, 2002). Az
etilén termelésben kimutathatd csucs az tireged$ szervekre jellemz6 autokatalitikusan serkentett
bioszintézis eredménye. Az etilén bioszintézis megismerésének elengedhetetlen 1épése volt az
ACC szintaz (ACS) és ACC oxidaz (ACO) enzimek és azokat kodolo gének felfedezése. Az etilén
termelésének csokkentése az ACO és ACS gének kilitésével, a paradicsom gytimolcsérésének erds
gatlasat eredményezte (GRAY ¢és mtsai.,, 1992). Az etilén tobb érésben szerepet jatszd gén
szabalyozasaban részt vesz, ugyanakkor kevésbé kutatott teriilet az etilén fliggetlen szabalyozas a
klimaktérikus novények esetében. Szamos kutatdocsoport alkalmazza a paradicsomot, mint
modellndvényt a klimaktérikus gylimolesérés tanulmanyozasara, mivel a genomja nem til nagy,
a fejlédésbeli mutansok jol karakterizaltak, konnyen transzformalhatd és rovid életciklussal
rendelkezik (ZEGZOUTI és mtsai., 1999).

A nem klimaktérikus 1égzésli gylimolcsok 1égzésintenzitasa folyamatosan csokken,
utoérésre nem képesek. Az etiléntermelésben az érés folyaman nincs jelentdés novekedés a
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respiracios gorbén (ALEXANDER és GRIERSON, 2002). A nem klimaktérikus gylimolcsok érési
folyamatainak mechanizmusa egyelére még nem teljesen ismert a kutatok szamara.

Egyre tobb tanulmany jelenik meg arrdl, hogy ez a csoportositds nem megfeleld, mivel mig
példaul a banant (Musa balbisiana Colla), az avokadot (Persea americana Mill.) és a almat (Malus
x domestica Borkh.) is be lehet sorolni a klimaktérikus csoportba, illetve a sz616t (Vitis vinifera
L.) és az ananaszt (Ananas comosus (L.) a nem klimaktérikus csoportba, addig a sargadinnye
(Cucumis melo L.) klimaktérikus és nem klimaktérikus viselkedést is mutat (SALADIE és mtsai.,
2015). Hasonl6 jelleget mutat a kivi (Actinidia chinensis var. deliciosa) is, mivel az érés elsd
szakasza fliggetlen az etilént6l, mig a masodik szakasz mar fligg t6le (MCATEE ¢és mtsai., 2015).

Osszességében kijelenthetd, hogy a gyiimélcsérést mind a klimaktérikus és nem
klimaktérikus ndvényekben a ndvényi hormonok (etilén, abszcizinsav, auxin, jazmonsav (JA),
brasszinoszteroid, szalicilsav és melatonin), transzkripcios és kornyezeti faktorok szabalyozzak.
Az etilén kulcsfontossagu szabalyoz6 elem a klimaktérikus gylimolcsérés folyamataiban, mig az
ABA (abszcizinsav) a nem klimaktérikus gyiimolcsok érési folyamatiban jatszik kdzponti
szerepet. A TF-ek, mint példaul az ERF, WRKY, MYB és bHLH a gyiimolcsérés folyamatiban
aktivalodnak (KOU és mtsai., 2021a). A NAC TF fontos szerepet jatszik az etilén szintézisben és

etilén jelatadasban a paradicsom gylimolcsérése soran (YANG és mtsai., 2021).

2.2. A gyiimolcsérés molekularis genetikai hattere

2.2.1. A szamdca gyiimolcsérésének genetikai szabalyozasa

A szamoca nem klimaktérikus novény, bar kis mennyiségben képes endogén etilént
termelni, az érés folyaman nem az etilén koncentraci6 a meghataroz6. A szamoca virag
sziromhullasa soran is kimutathato az etilén jelenléte (KNEE és mtsai., 1977). A megemelkedett
etilén szint pozitiv visszacsatoldsi mechanizmus szabalyozéasa alatt all, ennek idébeni
megnyilvanulasa azonben kiilonbozik a klimaktérikus névények autokatalitikus etilén termelésétol
(TISZA ¢és mtsai., 2010). Az etilén bioszintézisében résztvevd géneket mar a szamodcdban is
izolaltak, és ezek expresszids mintazatit megvizsgalva megdallapitottak, hogy ezek a gének a
viragban és a gylimolcsérés folyaman is miikddnek (BALOGH és mtsai., 2005).

A nem klimaktérikus gyiimdlcsérés modellndvényeként széles korben hasznalt a szamoca.
Kiilsé etilén kezelésnek nincs befolyasa a szamdca zold gytimolcsének érésére (GIVEN és mtsai.,
1988). Ugyanakkor szamos publikacio igazolja azt, hogy az etilénnek fontos szerepe van a nem
klimaktérikus gylimolcsok érésének szabalyozasaban, mint példdul a szamoca és a sz6ld
(CHERVIN ¢és mtsai., 2004, MERCHANTE ¢és mtsai., 2013). A szamoca gylimolcsérése kozben

az etilén koncentraci6 ingadozésa figyelhetd meg: a zdldérés soran tapasztalt emelkedett etilén
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koncentracio lecsokkent a fehér érésben majd Gijra megnétt a piros érés stadiumaban (IANNETTA
¢és mtsai., 2006). A FaACO1 (Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta ACC oxidadz 1) és FAaACO2
(Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta ACC oxidaz 2) gének expresszidjat kozvetlen szabalyozza
az etilén (SUN és mtsai., 2012). Mindkét gén esetében nagyobb génexpresszio figyelheté meg a
viragban, mig Kisebb a fejlédé termésben. A FaACOl1l gén expresszidjanak novekedése
tapasztaltak a génkifejez6désben a rozsaszin és piros érésben 1évo gyiimolcsben. A FAACO?2 a
zoldérést kovetden kisebb intenzitast mutat, mint a FaACO1, ugyanakkor ez az intenzitas
folyamatosan novekszik a fehér érés stadiumatol kezdve (1. abra) (TRAINOTTI és mtsai., 2005).
A két f6 gén esetében, amelyek az etilén bioszintézisében részt vesznek (ACS és ACO),
megallapitottak, hogy a génkifejezodés fejlodési allapot és szovetspecifikus. A legnagyobb
expressziot a zold szamodca termésben figyeltek meg (MERCHANTE ¢és mtsai., 2013).
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1. abra: Szamoca abszcizinsav-fiiggd (ABA-fiiggd) érésének molekularis genetikai folyamatai.
A szimbdlumok (— és —) jeldlik a serkentést, valamint a gatlast. A szaggatott vonallal jelolt
szabalyozasi irany feltételezett szabalyozas, amely tovabbi tudomanyos bizonyitast igényel.
Abszcizinsav (ABA); abszcizinsav receptor (ABAR); receptorokkal kdlcsonhatasba 1€p6
szerin/treonin-protein kinaz 1 (RIPK1); abszcizinsav érzéketlen 4/5 (ABI4/5); pirabaktin
rezisztencia (PYR); pirabaktin rezisztencia-szerii (PYL); abszcizinsav receptor szabalyozo
komponense (RCAR); 2C tipust fehérje foszfataz (PP2C); SNF1-hez kapcsolodo protein kinaz 2
(SNRK2); ABA-érzékeny elemkoto fehérje (AREB); ABA-reszponziv transzkripcios faktor
(ABF); ACC oxidaz (ACO); ACC szintaz (ACS) (Sajat abra)

A mezifuran fontos Osszetevije a szamoca gyiimolcs aromajanak, amelyet a Fragaria x
ananassa Duch. O-metiltranszferaz gén (FaOMT) szabalyoz. A FaOMT prométerében ABA
fliggd elemeket azonositottak, ami az ABA és az etilén szintézisben szerepet jatsz6 gének
kapcsolatat igazoljdk (MERCHANTE és mtsai., 2013). A nem klimaktérikus gylimolcsoket
Osszehasonlitva a klimaktérikus gylimdlcsokkel, megallapithatd, hogy az érési folyamataik féleg

ABA 4ltal szabalyozottak az etiléntd]l fliggetleniil (BAI ¢s mtsai.,, 2021). A szamoca
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gylimolcsérésében az ABA, az IAA (indol-3-ecetsav), valamint az etilén és a poliaminok
kolcsonhatasa fontos szerepet jatszik (GUO és mitsai., 2018, BAI és mtsai., 2021). A poliamin
oxidaz 5 (FaPAO5) negativ szabalyozdja a szamodca gyliimdlcsérésének és a novényi poliamin
szintek, mint jelatvivok hatdssal vannak az ABA szabalyozasara (MO ¢és mtsai., 2020). ZHU ¢s
mtsai. (2020) megfigyelték, hogy az ABA nélkiilozhetetlen pozitiv szabalyozoja a
gylimolesérésnek ¢és az etilén termelés indukcidjanak a mandarinban (Citrus reticulata
cv. Suavissima). Az ABA szabalyzasa Arabidopsis novényekben valt ismeretessé, amelyeket két
f6 szabalyzasi utvonal iranyit. Az egyik az ABA-PYR (pirabaktin rezisztencia)/PYL (pirabaktin
rezisztencia-szeri))/RCAR (abszcizinsav receptor szabalyozdé komponense)- 2C tipusu fehérje
foszfataz (PP2C; 2C tipusu fehérje foszfataz)-SNF1(nem erjeszté szacharoz 1)-hez kapcsolodo
protein kinaz 2 (SnRK2) (FUIJII és mtsai., 2009), mig a masik az ABA-ABAR (abszcizinsav
receptor) -RIPK1 (receptorokkal kolcsonhatasba 1épé szerin/treonin-protein kindz 1)-ABI14/5
(abszcizinsav érzéketlen 4/5) utvonal (SHANG és mtsai., 2010). A PYR1-PP2C-SnRK2 utvonal
esetében az ABA szabdlyozza ¢és inditja a PYRI1 és PP2C kozotti kolcsonhatast, amely a PP2C
gatlasat és az SnRK?2 aktivaciojat eredményezi, ami pedig az ABA jelatvitelhez vezet az utélagos
faktorok foszforilaciojan keresztiil, mint amilyen az AREB (ABA-érzékeny elemkotd
fehérje)/ABF (ABA-reszponziv transzkripciods faktor) bZIP-tipust transzkripcios faktor (FUJII és
mtsai., 2009, UMEZAWA ¢és mtsai., 2010). A masik utvonalban az ABA stimulalja az ABAR-
WRKY kolcsonhatast és csokkenti az ABI4/5 gén gatlasat a WRKY40 expresszidjanak gatlasaval
(SHANG ¢s mtsai., 2010). Az ABA hianyakor a PP2C inaktivalja az SnRK2-t kdzvetlen
defoszforilacioval. A kornyezeti vagy fejlédési allapotok sordn az ABA indukdlja a
PYR/PYL/RCAR ¢és PP2C kolcsonhatast, amely a PP2C gatlasat és SnRK2 aktivaciojat
eredményezi (UMEZAWA és mtsai., 2010). A szamoca esetében két f-gliikoziddz, a FaBG3 és a
FaBG1 gének az endogén ABA folyamatokat szabalyozzak (FIGUEROA és mtsai., 2021).

DELGADO ¢és mtsai. (2018) megfigyelték, hogy a szamoca termésének metil-
jazmonsavval torténé kezelése utan a FAMYC2 és a FaJAZ1 gének expresszioja indukalodik, ami
antocianok felhalmozodasat eredményezi a szamodca termésében. A jazmonsav hatdssal van a
termés szinére, izére és puhasdgara (ZHANG és mtsai.,, 2014b, COELHO ¢és mtsai., 2019,
FRESNO és MUNNE-BOSCH, 2021). Az ABA, IAA és JA kolcsonhatasa fontos szerepet jatszik
a gylimdlcsérésben, amely szabalyozasi rendszernek a mélyebb megismerése hozzajarulhat mind
a klimaktérikus és nem klimaktérikus gylimolcsok érési mechanizmusainak a megértéséhez
(BOTTCHER és mtsai., 2015).

A brasszinoszteroidok (BR) a nem klimaktérikus szamoca termés érésében fontos szerepet
jatszanak. A BR miikddésbe 1épése soran a FaBRI1 indukalodik, ami a FaBIN2 és FaBRZ1 gének

expresszidinak novekedését eredményezi (AYUB és mtsai., 2018a). A BR csokkenti a fenolos
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vegyliiletek mennyiségét és az oxidativ stresszt, valamint ndveli az antioxidans aktivitast a szaméca
termésében (AYUB és mtsai., 2018b). Az exogén BR szignifikdnsan ndveli a termés tomegét,
cukor és antocidn tartalmat a szamocéban, valamint csokkenti a szerves savak mennyiségét

(ZHENG és mtsai., 2020).

2.2.2. A paradicsom gyiimolcsérésének genetikai szabalyozasa

A paradicsom klimaktérikus ndvény, amely gytimolcsének érésében fontos szerepet jatszik
az etilén (KOU ¢és mtsai., 2021c). A novények esetében az 1-aminociklopropan-1-karbonsav
(ACC) az etilén prekurzora, amely metioninb6l (Met) alakul ki. Az S-adenozilmetionint (SAM) a
SAM-szintaz enzim szintetizdlja (FLUHR ¢és MATTOO, 1996). A SAM ACC ¢és 5’-
metiltioadenozin vegyiiletekké alakul az ACS enzim révén. Az 5’-metiltioadenozin ujra hasznosul
Met-¢ a Met vagy masnéven Yang ciklusban az ujabb etilén bioszintézishez (VAN DE POEL ¢és
mtsai., 2012). Az ACC tovabb alakul etilénné¢ az ACO révén. Az ACS és ACO enzimek
aktivitasanak szabalyozédsa hatassal van a gyiimolcsérés sebességére az etilén altal szabalyozott
érési folyamatokban (2. abra) (CARA és GIOVANNONI, 2008). Az ACS és ACO géncsaladnak
szamos tagja van, amelyek az etilén termelését kétféle modon szabalyozzak a ndvényekben
(LELIEVRE ¢és mtsai., 1997). Paradicsomban az egyik méd soran etilén jelenlétében a novény
gatolja a jovobeni etilén termelést vagy annak bioszintézisét (BARRY és GIOVANNONI, 2007).
A masik moédot automatikus katalitikus folyamat jellemzi, mely sordn etilén jelenlétében

fokozodik az etilén szintézis (YOKOTANI és mtsai., 2009).
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2. abra: Paradicsom etilén-fiiggd érésének molekularis genetikai folyamatai. A — szimbolum
jeloli a serkentést. S-adenozil-L-metionin (SAM); 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC);
Etilén receptorok (ETR); Etilén-valasz faktor (ERF) (Sajat abra)

Az etilén receptorokat (ETR) a paradicsomban Osszesen hét gén kodolja, név szerint
LeETR1-7 (KLEE, 2002). A LeETR4-6 gének magas expressziojat figyelték meg virdgban és
gyiimolcsben, mig a vegetativ szovetekben alacsony intenzitast mértek (TIEMAN ¢és KLEE,
1999). Az ETR-ek membran fehérjék, amelyek az endoplazmatikus retikulumhoz kapcsolédnak
¢s negativ szabdlyozassal hatnak az etilén jelatviteli itban (SEYMOUR ¢és mtsai., 2013). A
jelatviteli utban az etilén receptorok negativ szabalyozojaként egy masik gént is azonositottak, a
Constitutive Triple Response 1 (CTR1) gént, amely az ETR-ek szabalyozasaban vesz részt
(KIEBER és mtsai., 1993). Paradicsomban négy CTR homolégot (SICTR1-4) izolaltak, melyek
Arabidopsis-ban (LIN és mtsai., 2008). Az Ethylene Insensitive 2 (EIN2) gén szabalyozza az etilén
jelatadast transzkripcios faktorokon keresztiil, mint amilyen az Ethylene Insensitive 3 (EIN3). Az
EIN3 ¢és EIN3-like fehérjék (EIL) csaladja a DNS-kotoé fehérjékhez tartoznak és az etilén-valasz
elemhez kotddnek, amelyek az etilén-érzékeny gének szabalyozasaban jatszanak szerepet
(YOKOTANI és mtsai.,, 2009). Az etilén-valasz faktorok (ERF), mint az ERF1, novényi
transzkripcids szabalyozok és szerepet jatszanak az EIN3 szabalyozésdban, valamint szdmos

etilén-valasz gént aktivalnak az Arabidopsis novényben (YU és mtsai., 2004).
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Az etilén-ABA interakcidonak fontos szerepe van a klimaktérikus gylimdlcsérésben. Az
ABA felhalmozddik a klimaktérikus gylimolcsben mieldtt az etilén termelddés megkezdddne
(ALVAREZ-FLOREZ és mtsai., 2017). Az ABA indukélja az etilén bioszintézist, az etilén
bioszintézis génjeinek feliilszabalyozasaval, amelyek serkentik az etilén altal szabalyozott érési
folyamatokat (MENG és mtsai., 2016) és szinergistaként jatszik szerepet a paradicsom szinének
kialakitasaban (LIU és mtsai., 2015b). Etilén hianyaban az exogén ABA nincs hatassal a
paradicsom szinének fejlddésére. A paradicsom érése sordn az ABA szinergistaként hat az
etilénnel kozvetlen vagy kozvetve a flavonoid bioszintézisre a paradicsom érése soran (WU ¢s
mtsai., 2018a). A gyiimélcs puhasagat olyan szinergistaként aktivaldodd enzimek kolcsonhatasai
okozzak, mint példaul a celluldz, galaktozidaz, pektin metil észteradz, pektin lidz, poliglakturonaz,
xilogliikén transzuronidaz, dilataz és hidrolaz (IQBAL és mtsai., 2017). Az ABA kozvetleniil részt
vesz a sejtfal katabolizmuséban, azzal, hogy szabalyozza az ebben résztvevd enzimek és gének
miikodését a paradicsom termésének érése soran (KOU és mtsai., 2021d) . Az ABA utvonalak
szorosan kapcsolodnak TF-ekhez. A paradicsom TF SINACI1 gatolja az SIACS2, SIACS4, SIACO1
¢és SIPSY1 gének expressziojat és szabalyozzak a paradicsom termés érését az etilén-ABA-fiiggd
utvonalakon keresztiil (MENG ¢és mtsai., 2016). Az SINOR-likel és SINAC4 pozitiv szabalyozdja
a paradicsom termés szinének kialakitasaban (GAO és mtsai., 2018, ZHANG és mtsai., 2018). Az
ABA B-gliikozidaz DKBGI1 szabélyozza az ABA szintet a paradicsomban, az ABA-gliik6z észter
hidrolizise révén és résztvesz az ABA 4altal iranyitott érés szabalyozasaban is (LIANG és mtsai.,
2020). Az SIPYL9 gén részt vesz az ABA jelatviteli Gtvonalban és annak szabalyozasaban a
paradicsom termés érése soran (KAI és mtsai., 2019). Az ABA valaszelem koto faktor (SIAREB1)
egy ABA jelatviteli utvonalhoz kothetd TF. Kutatasok azt igazoltak, hogy az SIAREB1 indukalja
az etilén bioszintézisben résztvevd géneket, amelyek az ABA jelatvitelt kozvetitik. Mind az
SIAREB1 ¢és NOR (non-ripening) expresszioja ABA szabalyozas alatt all. A paradicsom
termésének érése soran az SIAREB1 transzkripcidjanak maximumat a NOR el6tt éri el. Az
SIAREB1-NOR szabalyozas kulcsfontossagu az ABA-indukalt etilén szintézis szabalyozasaban a
paradicsom termésének érése soran (MOU és mtsai., 2018).

Az etilén és auxin szorosan kapcsolodik a gylimolesérés és az oregedés (Szeneszcencia)
folyamataihoz. Tanulmanyok igazoltak, hogy az etilén €s auxin kozotti kdlecsonhatas leginkabb a
klimaktérikus gyiimdlcsérés folyaman figyelhetd meg. Az auxin részt vesz a gyiimdlcsfejlddésben
¢s a gyiimolcsérés gatlasaban (IQBAL és mtsai., 2017). Etilén szabalyozza az auxin bedramlasi
vektor fehérjét kodold gén (SILAX1) és az auxin kiaramlasi vektor fehérje gén (SIPIN7)
expressziojat (LI és mtsai., 2017). Az auxin szerepet jatszik a sejtfal lebontasaban, a karotinok
metabolizmusaban (SU ¢és mtsai., 2015a), valamint az energia anyagcseréjében és a gylimolcs

izéért felelds aromaanyagok anyagcseréjében, amely folyamatok a gyiimdlcséréshez vezetnek
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(WU és mtsai., 2018b). Az SIPIN7, SISAURG9, SIIAA13, SIIAA29 és SIMYB86 gének esetében
tanulmanyok igazoltak, hogy az auxin és etilén kdlcsonhatas ezen gének szabalyozasa alatt all (LI
és mtsai., 2017). Az auxin sejten beliili folyamatait az AUX (auxin)/IAA transzkripcios
modulatorok szabalyozzak az auxin valasz faktor (ARF) TF-ekhez k6tédve (BUSATTO és mtsai.,
2017). Az ARF az auxin jelatvitel kozponti eleme. Az SIIAA3, SIIAA4, SIIAA9, SIIAALS és
SIHAA27 gének szorosan kothetdek az auxin szintli gyiimolcsérési folyamatokhoz (CRUZ és
mtsai., 2018). Tanulmanyok azt bizonyitottak, hogy az ARF2, ARF4, ARF5, IAA3 és 1AA27
kulcsfontossagli elemei az auxin és etilén kozotti interakcids folyamatoknak. Az SIARF2A gén az
auxin, etilén és ABA jelatviteli folyamatok szabalyozasaban vesz részt a gylimdlcsérés soran
(KOU ¢és mtsai., 2021b). Az SIARF2A gén csendesitése soran az ETR expressziojahoz kdthetd,
ERF gének ¢és etilén bioszintézishez kothetd gének alulszabalyozottak voltak. Alulszabalyozottak
non-ripening) és NOR (HAO és mtsai., 2015). Az SIARF7 negativ szabalyozdja a gylimdlcsérés
folyamatainak, ugyanakkor a mogotte 1évé molekuldris genetikai folyamatok még nem tisztazottak
(KUMAR ¢és mtsai., 2013, HU és mtsai., 2018). Az SIIAA3 pozitivan szabalyozza az ERF gének
expressziojat, amely az etilén hatasara indukalodik a gyiimdlesérés folyaman (LI és mtsai., 2017).
Az SIERF.B3 gén szabalyozza az etilén valaszt, gyiimolcsérést és auxin-etilén interakciokat,
szabalyozas még nem ismert (LIU és mtsai., 2018).

Az etilén Utvonalon keresztiil szamos TF és azokat kodoldo gének vesznek részt a
gyimdlcsérés folyamataiban. Az SIMYB70 negativan szabalyozza a gyiimolcsérés folyamatait az
etilén bioszintézis génjeinek gatlasaval (CAO ¢és mtsai., 2020). Az SIGRAS4, amely a GRAS
csaladhoz tartozd TF-eket kodolja, serkenti a paradicsom termésének érését. A termésérés
serkentését az etilén bioszintézis, valamint az SIMADS1 gén expresszidjanak szabalyozasaval éri
el (LIU és mtsai., 2021). Az SIFERL (MADS-box TF célgén) pozitiv szabalyozdja az etilén
termelésnek és a gylimodlcsérésnek, valamint az SISAM1 génnel kdlcsonhatasba 1ép az etilén
bioszintézis utvonaldban. A kolcsonhatds eredménye a SAM és etilén termelésének novekedése
(JT és mtsai., 2020). Az SIHY5, a bZIP TF-ek csaladjaba tartoz6 TF, amely részt vesz a
gyliimolcsérés folyamataiban, mivel szabalyozza az etilén jelatvitelben és a karotinok
bioszintézisében részt vevo gének expressziojat (WANG ¢és mtsai., 2021).

A klimaktérikus  gylimolcsérés ~ folyamataiban  fontos  hormoncsoport a
polihidroxiszteroidok kozé tartozé brasszinoszteroidok (BR). HU és mtsai. (2020) megfigyelték,
hogy a BR bioszintézis kulcsenzimét kodolo gén (SICYP90B3) szabalyozza a paradicsom
termésének érését az etilén-fiiggd utvonalon keresztiil. Az SICYP90B3 gén fontos szerepet jatszik

a gytimolcs allaganak, izének és beltartalméanak kialakitasaban.
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A gibberellin (GA3) novényi hormon negativ szabalyozoja a gyiimolcsérés és etilén
bioszintézis folyamatainak a paradicsom termésben. Az endogén GAs koncentracidja csokken,
amikor a z61d bogydtermésben fokozddik az etilén termelés az érési folyamat kezdetekor. A GA3

szint csOkkenését az SIGA20x1 gén tultermelése okozza (LI és mtsai., 2019).

2.3. ASPATULA gén

Az elmult évtizedekben szamos gént sikeriilt azonositani, melyek a nem klimaktérikus
gyiimolcsok fejlodésében €s érésében vesznek részt, koztiik a bHLH fehérjéket kodoléo SPATULA
(SPT) géneket. Az alapveté bazikus bHLH fehérjék a novények TF-jeinek egyik legnagyobb
csaladjat alkotjak (BAILEY ¢és mtsai.,, 2003), ¢és mindhdrom eukariota birodalomban
megtalalhatok (RIECHMANN és mtsai.,, 2000, LEDENT ¢és VERVOORT, 2001). A bHLH
fehérjéket a bHLH domén jellemzi, amely koriilbeliil 60 aminosav hosszusagu, €s egy bazikus
DNS-k6t6 doménbdl, majd egy hélix-hurok-hélix dimerizacios doménbdl all (ZHANG és mtsai.,
2013).

A kukorica (Zea mays L.) Lc fehérje volt az els6 ndvényi bHLH fehérje, melyet publikaltak
(LUDWIG és mtsai.,, 1989). Az Arabidopsis esetében Osszesen 162 bHLH gént sikertilt
azonositani. A SPT egy 15 génbdl allo csoportba tartozik, amelyekben a bHLH C-terminalis régio
konzervalt (HEIM és mtsai., 2003, TOLEDO-ORTIZ és mtsai., 2003).

A SPATULA gén, amelyek szabalyozzak a morfogenezist, kiilondsen a viragok
organogenezisét (ALVAREZ ¢s SMYTH, 1999). Az SPT gén szerepet jatszik még a magok
csirdzasaban, a termések ¢€s levelek fejlodésében (PENFIELD ¢és mtsai., 2005, ICHIHASHI ¢és
mtsai., 2010, TISZA és mtsai., 2010, TANI és mtsai., 2011). Bar az AtSPT gén szabalyz6 hatasa
minden szdvetben megnyilvanul, leginkdbb a virdgzas és a termésfejlddés soran vizsgaltak
(HEISLER és mtsai., 2001, GROSZMANN ¢és mtsai., 2008).

A szamoca esetében ma is folynak a kutatdsok a gének és funkcidik meghatdrozasara.
SANCHEZ-GOMEZ és mtsai. (2022) Ssszesen 92 gént gyijtottek Gssze az elmult évtizedbél,
amelyeket a szamoca fejlodésénél és érésénél azonositottak. A FaSPT (Fragaria x ananassa Duch.
cv. Elsanta SPATULA) is kozte szerepelt (ALVAREZ és SMYTH, 1999), amely hasonlosagot
mutat az A. thaliana (L.)-ban azonositott AtSPT génnel (TISZA és mtsai., 2010).

Az A. thaliana (L.)-bol szarmaz6 SPATULA gén fontos szerepet tolt be a termdlevél és
becé fejlodésében, ezen kiviil mas szovetekben is mutat expressziot, ahol a fejlodést és a szovetek
abszcisszigjat segiti el6 (HEISLER és mtsai., 2001, GROSZMANN ¢és mtsai., 2008). Az AtSPT a
levél méretet is szabalyozza (ICHIHASHI ¢és mtsai., 2010), tovabba megmutatkozik a becok
(gytimolcsok) levalasi  zonaiban, fejlédé portokokban, embridkban, a gyodkércsucsok
bérszovetében is (GROSZMANN és mtsai., 2008). GIRIN és mtsai. (2011) kutatasaikkal
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Osszefiiggésbe hoztak az SPT gén miikddését egy masik bHLH transzkripcios faktort kodold
INDEHISCENT (IND) génnel. Az IND bHLH fehérje nélkiilozhetetlen a gyiimolcsfejlédésben és
a maghozasban (LILJEGREN ¢és mtsai., 2004). Az SPT és IND transzkripcids faktorok genetikai
¢és fehérje-fehérje kapcsolatokon keresztiili interakcidja fontos szerepet jatszik a gynoecium- €s
gyiimolcsfejlodésben. Az IND kozvetlentil indukalja az SPT expressziojat. Az SPT és IND
funkcidi részben auxin szabdlyozés alatt allnak a termétdj (gynoeceum)- és gyiimolcsfejlodés
soran, amely azt feltételezi, hogy egylittmitkddve kapcsolédnak a szabalyozo szekvencidkhoz
(GIRIN ¢és mtsai., 2011). Az SPT negativ kdlcsonhatasban all a CUP-SHAPED COTYLEDON 1
(CUC1) és CUC2 (CUP-SHAPED COTYLEDON?2) génekkel a termé (carpel) fejlédése soran. Az
SPT, CUC1 ¢s CUC2 kozotti ellentétes kolcsonhatas szabalyozza a termdtaj domén-specifikus
struktura kialakulasat (NAHAR ¢és mtsai., 2012). GROSZMANN ¢és mtsai. (2011) az ALCATRAZ
(ALC) és SPT gének expresszios atfedését fedezték fel a termdtaj korai és a becOtermés fal,
alvalaszfal (replum) kései fejlodésében. Az SPT elengedhetetlen a korai termétaj fejlédéséhez,
mig az ALC a kés6bbi dehiszcencids zona fejlédésében.

SCHUSTER és mtsai. (2015) igazoltak, hogy a HECATE 1 (HEC1) bHLH transzkripcios
faktor, amely auxin és citokinin szabalyozas alatt all a reproduktiv szovetek fejlédése soran,
interakcioban all az SPT-vel. A HECI és SPT interakcid szabalyozza a termd fejlodését a
termétajban. Az A. thaliana (L.) termétajanak fejlddésében az SPT-IND-HEC interakciok fontos
szerepet jatszanak (ZUNIGA-MAYO és mtsai., 2019).

A funkci6 vesztett SPT mutans A. thaliana (L.) tanulmanyozasa soran bizonyitottak, hogy
az Arabidopsis virag két szarnya nem olvad 0ssze, a sziklevelek nagyobbak lesznek, hosszabb a
hipokotil, mig a talzott mértékii expresszio hatasara kisebb méretti becok fejlédtek (ALVAREZ és
SMYTH, 1999). Az SPT és CRABS CLAW (CRC) génekben mutans A. thaliana (L.) névényekben
a termotaj fejlodése megallt. A termdtd) hosszanti irdnyaban az atlagtol kevesebb, de nagyobb
méretli sejtek voltak megfigyelhetéek. A crc mutans ndvény termdtajaban minden tipusu sejt
kifejlodott (vad és mutansok) és a vaszkularis differencialodas korabban toértént meg (ALVAREZ
¢s SMYTH, 2002).

Ezenkiviil a gyokérmerisztéma mérete nagyobb a megndvekedett osztodas miatt, ami
hosszabb elsddleges gyokérhez vezet (MAKKENA és LAMB, 2013). Az ind és spt mutans A.
thaliana (L.) ndvények kombinacidja drasztikusan novelte mindkét mutans fenotipusos
abnormitasait (GIRIN és mtsai., 2011).

TISZA ¢s mtsai. (2010) a FaSPT kutatdsai soran azt figyelték meg, hogy a gén
szeneszcenciaval és stresszvalaszokkal kapcsolatos folyamatokat is szabalyozhat, mivel az auxin,
etilén és mechanikai sebzés hatasara a FaSPT expresszidja csokken. Megallapitottak azt is, hogy

a gyiimolcsfejlodés elorehaladtaval a zold és fehér szamocakbol szarmazo receptakulumokban €s
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aszmagokban noétt a FaSPT transzkriptum mennyisége. Eltéré szovettipusokban végzett
expresszios kisérleteikkel igazoltak, hogy a gén a sziromlevelekben expresszal a legnagyobb

mértékben.

2.4. A SPIRAL gén

Az SPR géncsalddot harom f6 (SPR1, SPR2 és SPR3) ¢és 6t alcsoportba osztjak fel, SPR1-
1-SPR1-5 (SMYTH, 2016). A SPR1 és SPR2 géneket a mutans Arabidopsis novényekben
azonositottak eldszor, ahol a gydkerek jobbra csavarodnak, nem balra. Az sprl mutans névények
abnormalis helikalis gyokérndvekedést mutattak, mely kiegésziilt a hipokotil abnormalis
fejlodésével is. Az spr2 mutans ndvények esetében a levélnyél és viragszirmok is csavarodott
allapotot mutattak. Az spr2 mutédnsok gyokér epidermalis sejtjeiben a bazalis elongacios zonaban
1év6 mikrotubulusok kortikalis tombjei abnormalisan helikalisak voltak (FURUTANI és mtsai.,
2000).

Szamos mikrotubulushoz kapcsolddo fehérje is szerepet jatszik a helikalis névekedésben.
Az SPR1 esetében kimutattdk, hogy egy olyan fehérjét kodol, amely a mikrotubulusok névekvd
végén lokalizalodik (NAKAJIMA és mtsai., 2004). Az SPR2 mikrotubulusokhoz kapcsolodnak a
fehérje-fehérje interakciot kivaltdo domeének révén (BUSCHMANN és mtsai., 2004). Az SPR3
(SPIRAL3) gén esetében a mikrotubulusok magképzédéséhez sziikséges y-tubulin-t tartalmazo
komplex fehérje komponensét kodolja, amely egy jobb-iranyt helikalis gyokérndvekedést
eredményez (NAKAMURA és HASHIMOTO, 2009). A FvSPR (Fragaria vesca L. SPIRAL) gén
indukalja és szabalyozza a sejtmegnytlast és a ndvényi szervek fejléddését. Az FVSPR gén 69%-0s

hasonlésagot mutat az ortolog AtSPR génnel.

2.5. Transzformacios technikak

2.5.1. Az Agrobacterium tumefaciens kozvetitette transzformacio

Az Agrobacterium tumefaciens az Agrobacterium nemzetséghez tartoz6 ndvény-patogén
gram negativ baktérium, amely foként kétszik{i fajokat képes megfertézni. Az Agrobacterium
nemzetségeébe tartoz6 mas torzsek képesek egyszikii, kétszikiit (ANDERSON és MOORE, 1979,
BARON ¢s mtsai., 2001) és gomba (BUNDOCK ¢és mtsai., 1995, DE GROOT ¢és mtsai., 1998)
fajokat is megfertézni. Az A. tumefaciens baktériummal torténd kutatasok 1907-6ta folynak,
amiota a Bacterium tumefaciens felfedezése megtortént (SMITH és TOWNSEND, 1907). A
baktérium a Ti (tumor inducing) plazmidja segitségével képes bejuttatni a benne 1év6 géneket (T-
DNS régi6) a névény genomjaba (3. abra). A fertdzni képes fajokat a Ti plazmid hatarozza meg
(LOPER ¢és KADO, 1979). Szamos vir (virulencia) 16kusz fordulhat elé a Ti plazmidon, mint

példaul a virC (YANOFSKY és mtsai., 1985) és virF (MELCHERS és mtsai., 1990), amelyek
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meghatarozzak, hogy mely fajokat képes fertézni. A virH 10kusz jelenlétében az Agrobacterium
képes fertézni a kukoricat (JARCHOW és mtsai., 1991). Mas vir gének, mint amilyen példaul a

virG, ,hipervirulenciat” okoznak az egyes torzsekben (HOOD és mtsai., 1986).

crcr

crer

atjutasa és integralodasa a novény génallomanyaba jelenti. A transzfer DNS-t (T-DNS) a Ti vagy
Ri plazmidban T-régionak (T-DNS régio) nevezziik. A T-régio a nativ Ti vagy Ri plazmidban
kortlbeliil 10 — 30 kbp nagysagu (BARKER ¢és mtsai., 1983). Ez a méret koriilbeliil csak a 10%-a
a Ti plazmid méretének. A legtobb Ti plazmid csak egy T-régiot tartalmaz, ugyanakkor
el6fordulnak olyan Ti plazmidok, amelyek tobb T-régioval is rendelkezhetnek (SUZUKI és mtsai.,
2000). A T-DNS bejutasat a baktériumbol a novényi sejtbe a Ti plazmidban 1évé vir gének
aktivitdsa szabdlyozza (GARFINKEL és NESTER, 1980). A T-régi6 a T-DNS hatarold
szekvenciai kozott helyezkedik el (3. abra). Ezek a hatarold szekvencidk 25 bp hosszuak és
homolégok (JOUANIN ¢és mtsai., 1989). A T-DNS hatérold szekvenciai meghatarozzak a T-DNS
szekvenciajat, mivel ezek a hatarold szekvencidk felismerdhelyek a VirD1/VirD2 restrikcios
endonukledzoknak, amelyek kivagjak a Ti plazmidbol a T-DNS régiot. A hatarolo régiok nem csak
a VirD1/VirD2 specifikus endonukledzok felismerShelyeiként szolgédlnak, hanem kovalens
kotohelyként is szolgalnak a VirD2 fehérjének. A Ti és Ri plazmidok esetében a T-DNS hatarolo
szakaszai duplaszalt DNS-t alkotnak. A duplaszali DNS hasitashoz sziikség van a VirD1 és VirD2
fehérjékre in vitro (SCHEIFFELE és mtsai., 1995) és in vivo (YANOFSKY ¢és mtsai., 1986)
koriilmények kozott is. In vitro, a VirD2 fehérje onmagaban csak az egyszalu T-DNS hatarolo
szekvenciat tudja hasitani (JASPER és mtsai., 1994). A hatarol6 régiok hasitasa a VirD2 fehérje
szoros kovalens kotésével jar, a tirozin 29-en keresztiil (VOGEL és DAS, 1992), a létrejovo
egyszali T-DNS molekula 5' végéhez kapcsolodva, amelyet T-szalnak hivnak
(DURRENBERGER és mtsai., 1989). Kordbbi tanulményok igazoltik, hogy a T-DNS hatérolé
szekvencidk mentén torténd hasitasi folyamatokat elésegiti a VirCl fehérje (TORO ¢és mtsai.,
1989). A virCl és virC2 gének funkcidi fontosak a virulenciahoz, mivel az ezen génekre mutans
Agrobacterium torzsek elvesztik fertézoképességiiket szamos novényfajban (STACHEL és
NESTER, 1986).

A VirA ¢és VirG fehérjék egy kétkomponensii szenzoros jelatviteli genetikai szabalyozo
rendszer tagjaiként miikddnek. A VirA egy periplazmatikus antenna, amely érzékeli bizonyos
novényi fenolos vegyliletek jelenlétét, amelyek a sebzéskor indukalodnak (WINANS, 1991). A
ChvE monoszacharid transzporterrel egyiittmiikodve és a megfeleld fenol- és cukormolekulak
jelenlétében a VirA autofoszforilalja, majd transzfoszforilalja a VirG fehérjét (JIN és mtsai.,

1990). A VirG nem foszforilalt formaban inaktiv, a foszforilacid soran azonban a fehérje segit
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aktivalni vagy novelni a vir gének transzkripcidjanak szintjét, valdszinlileg a vir-box
szekvenciakkal vald kolcsonhatas révén, amelyek a vir gén promotereinek alkotorészét képezik
(DAS és PAZOUR, 1989). A VirD4 fehérjével egyiitt a 11 VirB fehérje egy IV. tipusu szekrécios
rendszert alkot, amely a T-DNS és szamos mas Vir fehérje, koztiik a VirE2 és VirF atviteléhez
sziikséges (CHRISTIE ¢és mtsai., 1988, VERGUNST ¢és mtsai., 2000). A VirD4 |, linker’-ként
szolgalhat a T-DNS/VirD2 komplex és a VirB altal kodolt szekrécids apparatus kdlcsonhatasanak
elosegitésére (HAMILTON ¢és mtsai., 2000). A VirD2 és VirE2 fehérjék alapvetd és talan
kiegészit6 szerepet jatszanak az Agrobacterium altal kozvetitett transzformacioban. Errdl a két
fehérjérdl azt feltételezik, hogy a T-szallal egy ,,T-komplexet” alkot, amely a T-DNS atviteli
formaja (HOWARD ¢és CITOVSKY, 1990). Ugyanakkor ez a feltevés tovabbra is vitatott, hogy
ténylegesen Osszeall-e a komplex. CITOVSKY és mtsai. (1992) kimutattak, hogy a VirE2 képes
mikodni egy noévényi sejtben: a transzgénikus VIirE2-t expresszald dohanyndvények
,komplementalni” tudjak a fertézést egy VirE2 mutans Agrobacterium torzsben. Szamos
laboratériumi kisérlet bizonyitotta, hogy a VirE2 atjuthat a novényi sejtbe T-szal hidnyaban
(BINNS ¢és mtsai., 1995, LEE és mtsai., 1999), és lehetséges, hogy a VirE2 komplexet képez a T-
szallal akar a baktérium, akar a névényi sejten beliil. A T-szal 5' végéhez valo kapcsolodasa miatt
a VirD2 ,célba juttatd” fehérjeként szolgalhat, amely a T-szalat a IV-es tipust exportkésziilékhez
vezeti, illetve azon keresztiil vezeti. A novényi sejtben a VirD2 a transzformacios folyamat tovabbi
1épéseiben is miikddhet. A VirD2 nukledris lokalizacios szignal szekvenciakat tartalmaz, amelyek
segithetnek iranyitani a hozza kapcsolodé T-DNS-t a novényi sejtmaghoz (HOWARD és mitsai.,
1992, CITOVSKY ¢és mtsai., 1994, MYSORE ¢és mtsai., 1998). A VirD2 fontos szerepet jatszhat
befolyésoljak a T-DNS integracidjanak hatékonysagat (TINLAND ¢és mtsai., 1995, MYSORE ¢és
mtsai., 1998).

A VIrE2 szerepe a T-DNS nuklearis transzportban szintén vitatott. A VirE2 egy nem
szekvencia-specifikus egyszalt DNS-koté6  fehérje (CHRISTIE és mtsai.,, 1988). Az
Agrobacterium sejtekben a VirE2 valoszinlileg kolcsonhatasba 1ép a VirEl molekularis
chaperone-al, ezért eléfordulhat, hogy nem all rendelkezésre a T-szalak megkotésére (DENG és
mtsai., 1999). A kutatasok azt igazoljak, hogy a VirE2 nem képes a megkotott egyszala DNS-t
sem ndveényi, sem dallati sejtek magjaihoz irdnyitani, amelyek permeabilizaltak a DNS-felvétel
befolyasolasa érdekében (ZHOU és CHRISTIE, 1999). A VirE2 megvédheti a T-szalakat a
nukleolitikus lebomléstol, amely a ndvényi citoplazmaban és esetleg a sejtmagban is el6fordulhat
(ROSSI és mtsai., 1993, YOUNG ¢és mtsai., 2001).

Bar a Ti plazmid altal kodolt vir gének szerepét gyakran elsédleges fontossagtinak tartjak

a transzformacioban, szamos Agrobacterium kromoszomalis gén is nélkiilozhetetlen ehhez a
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folyamathoz. A kromoszomalis gének szerepét elészor a teljes Agrobacterium genom
véletlenszerli inszercids mutagenezisével allapitottadk meg (GARFINKEL és NESTER, 1980).
Ezen gének funkcidi kozé tartozik az exopoliszacharid termelés, modositas és szekrécio
(pscAlexoC, chvA és chvB) (DOUGLAS és mtsai., 1982, DOUGLAS ¢és mtsai.,, 1985,
CANGELOSI ¢és mtsai., 1987, THOMASHOW ¢és mtsai., 1987, CANGELOSI és mtsai., 1989),
szerepet jatszanak tovabba a baktériumok novényi sejtekhez vald kotédésében (att gének)
(MATTHYSSE, 1987), a szénhidratanyagcserében, ezen beliil a cukortranszporterek részt vesznek
a vir gének indukcidjaban (chvE) (DOTY és mtsai., 1993), a vir gén indukcio szabalyozasaban
(chvD) (LIU és mtsai., 1999) és a T-DNS transzportban (acvB) (KALOGERAKI és WINANS,
1995) .

A T-DNS régioba be lehet épiteni az altalunk valasztott géneket (GOI: gene of interest). A

géntranszformacios kutatasokban gyakran alkalmazzak az Agrobacterium kozvetitette

transzformaciot.
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3. abra: A lefegyverzett Ti plazmid (pTi) szerkezete (Sajat abra)
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MCCORMICK ¢és mtsai. (1986) elsOként végezték el sikeresen az
Agrobacteriumkdozvetitette transzformaciot paradicsom ndvényben. Azota szamos protokollt
dolgoztak ki kiilonboz6 fajokra explantatumoknal (GERSZBERG és mtsai., 2015). A sikeres
transzforméciohoz a protokoll szempontjabodl tobb szabalyozhatd paramétert is optimalizalni kell.
Ezek a tényezOk lehetnek az acetosziringon koncentracidja, az Agrobacterium torzs, a tenyészet
denzitdsa, a vektorkonstrukcio felépitése €s a tapoldat osszetétele (GERSZBERG és mtsai., 2015).
Az Agrobacterium kozvetitette transzformaciot mas kutatasokban is sikeresen optimalizaltak,
melyben stabil transzformaciot hoztak 1étre (EL-SIDDIG és mtsai., 2011).

A novényi transzformacié nem mindig eredményez hatékony transzgén-expressziot. A
szakirodalomban tobb példa is fellelhetd a transzgének valtozd expresszids szintjére, amelyek
gyakran nem korrelaltak a transzgén kopiaszaméval (PEACH és VELTEN, 1991). A hatékonysag
csOkkenését kezdetben a pozicidhatdsoknak tulajdonitottdk, azaz a genomon beliili poziciot,
amelybe a T-DNS integralodott. A T-DNS kiilonb6z6 tavolsagokban integralodhat a transzkripciot
aktivalo elemekhez vagy fokozokhoz, ami a T-DNS altal hordozott transzgének aktivalodasat
(vagy ezek hianyat) eredményezheti (SUNDARESAN ¢és mitsai.,, 1995). A pozicidhatasok
feltételezett problémaira megoldas lehet a T-DNS integraldsa a ndvényi genom ismert,
transzkripcionalisan aktiv régioiba. A névényekben azonban a homolog rekombinacioval végzett
génbevitel a legjobb esetben is rendkiviil hatastalan volt (RISSEEUW és mtsai.,, 1995). A
helyspecifikus integracios rendszerek, példaul a Cre-lox alkalmazésa alternativ megoldasként
transzgének is valtozo szintli expressziot mutattak a fliggetlen transzformansokban. A transzgén
elcsendesitése ezekben az esetekben a transzgén DNS metilacidjabol szarmazhatott (DAY és
mtsai., 2000). Ilyen metilacioval Osszefiiggd elcsendesitésrél korabban beszamoltak a
természetben eléforduldé T-DNS génekrél (HEPBURN ¢és mtsai., 1983, VANSLOGTEREN ¢és
mtsai., 1984). igy a transzkripcios elcsendesités, a transzgének a névényi genom DNS-metilaciora
fogékony régidiba torténd integraciojabol fakadhat, amely a névényi transzformacios folyamat
természetes kovetkezménye lehet.

Késdbbi tanulmanyok igazoltdk, hogy a transzgén csendesitése ,transzkripcids”
mechanizmusokbdl ered, amelyek altaldban a transzgén promoterének metilacidjaval jarnak egytitt
(MEYER, 2000), valamint azt is, hogy a transzgén csendesitése gyakran ,,poszt-
transzkripcionalis”, azaz a transzgén atirodik, de a keletkezd RNS instabil (MEINS, 2000). Az
ilyen poszt-transzkripcionalis géncsendesités gyakran tobb transzgén kopiaval jar egy sejten beliil.
A kozvetlen DNS-transzfer mddszerekkel (példaul a polietilénglikol vagy a liposzoma altal
kozvetitett transzformécid, elektroporacié vagy részecskebombdazas) eldallitott transzgenikus

novények gyakran a transzgén nagyszamu masolatat integraljadk tandem vagy forditott ismétl6do
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tombokbe, akar tobb, akar egyetlen 10kuszba (KOHLI és mtsai., 1999). Bar az Agrobacterium altal
kozvetitett transzformdacid altaldban alacsonyabb kopiaszdmot eredményez az integralt

srer

integralva (JORGENSEN ¢és mtsai., 1987).

2.5.2. Az in planta transzformaciés technikak

Az Arabidopsis thaliana (L.) volt az elsé névény, amit sikeresen transzformaltak in planta
transzformécioval, amely nem igényel semmilyen szovettenyésztési és novényregeneralasi [épést.
Az els6 sikeres in planta transzformaciot FELDMANN ¢és MARKS (1987) irtak le
tanulmanyukban. BECHTOLD ¢és PELLETIER (1998) tovabbfejlesztették ezt a modszert, amely
soran a transzformacié sikerességét novelték. Tovabbi tanulmanyok igazoltak, hogy az
Arabidopsis tobbféle in planta transzformaciés modszerrel is sikeresen transzformalhat6, mint
példaul a vakuum infiltraci6 (CLOUGH ¢és BENT, 1998), csirdz6 ndvények transzformacidja
(FELDMANN és MARKS, 1987), valamint a viragbemartasos (,,floral dip”) médszer (CLOUGH
¢s BENT, 1998). CLOUGH ¢és BENT (1998) kisérletiik soran megallapitottak, hogy a tdpanyagok,
hormonok, a baktériumsiiriség nem befolyésoljak a transzformécio szintjét.

A novény egészségiigyi allapota és a virdgzasi szakasz azonban befolyasoljak a
transzformaci6 eredményességét (DESFEUX és mtsai., 2000). A modszer alkalmazasanak harom
feltétele van:

1. Megfeleld viragzasi szakasz és novényegyed kivalasztisa: legtobb bontatlan virdgbimbo-

fiirttel rendelkez6 novény.

2. Megfeleld cukorkoncentracié kivalasztasa, mert a szacharoz, illetve gliikoz

koncentracioja kulcsszerepet jatszik a baktérium a novénybe torténd beszivargasaban.

3. Feliiletaktiv anyag (Silwet L-77) vagy a vdkuum hasznalata, mert ezek eldsegitik a

baktériumok ndvényi feliileten torténd megtapadast.

A martogatas utan a viragos noveényeket 12-24 6raig le kell fedni (mlianyaggal) és inkubalni
kell. Azért fontos, hogy milanyaggal fedjék le, mert az tartja a felszini vizet, és a baktérium
egyszeriibben elérheti a célsejteket. A hossza ideig tartd merités azonban destabilizalhatja a
viragfiirtoket.

A virdgbemartdsos modszer hatranyai koz¢ tartozik, hogy alacsony a transzformacids
hatékonysag (koriilbeliil 3%), sok virdg és mag sziikséges hozza. Jelenleg ezt a modszert az

Arabidopsis thaliana (L.) (CLOUGH és BENT, 1998) mellett tobb novényfaj esetében is sikeresen
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alkalmazzak, mint példaul a paradicsom (Solanum lycopersicum L.) (YASMEEN és mtsai., 2009)
és a buza (Triticum aestivum L.) (ZALE és mtsai., 2009) esetében.

DESFEUX ¢és mtsai. (2000) viragbemartasos modszert alkalmazva, néivara reprodukcios
szoveteket céloztak a transzformdcid soran, melynél 4%-ra tudtdk ndvelni a transzformécio

sikerességét. TJOKROKUSUMO és mtsai. (2000) vakuum infiltraciot alkalmaztak Petunia
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genomjaba, ami a kivant tulajdonsadgokkal rendelkez6 haszonndvények létrehozasdhoz vezet. A
tranziens expresszid esetében a gén bejuttatasa utan rovid idon beliil expresszalodik, ez az oka az
agroinfiltacios modszer alkalmazasanak. Agroinfiltraciot els6ként leveleken alkalmaztak, példaul
a Nicotiana benthamiana L., a Solanum lycopersicum L. és az Arabidopsis thaliana (L.)
novényeknél (WROBLEWSKI és mtsai., 2005, ORZAEZ ¢és mtsai., 2006). Az Agrobacterium
a sejtmagban, igy biztositva az expresszid lehetdségét.

ORZAEZ és mtsai. (2006) uj modszert fejlesztettek ki a ndvények termésein és levelein at
torténd tranziens expressziora agroinfiltracioval (agroinjekcio) az Agrobacterium kozvetlen
injektalasaval. A transzgén expresszidjat bizonyitottak, melyben a paradicsom cv. Micro Tom
gylimolcesbe egy binaris vektorban CaMV35S (karfiol mozaikvirus promoéter) promoétert GUS (-
gliikuronidaz), és YFP (sdrga fluorescens fehérje) riporter génekkel flzionaltattak, majd
miitkodtettek. Amikor metilénkéket adtak az Agrobacterium tenyészetekhez, a szovetekben kapott

kék szinnel jelezték, hogy a baktériumtenyészeteket sikeresen injektaltak a gytimdlesbe.

2.6. A promoter és elemzésének technikai

2.6.1. A promoter szerepe a novényi génregulacioban

A promoéter a génregulacid kdzponti vezérldegysége, amely a gén transzkripciods start hely
(TSS) el6tt 5° irdnyban helyezkedik el. A promdteren az RNS polimeraz fehérje komplexhez
sziikséges kotohelyek taldlhatoak, amelyek elengedhetetlenek a génatirds folyamatahoz
(GRIFFITHS és mtsai., 2000). Eukariota szervezetekben az RNS polimeraz I az rRNS prekurzorat
szintetizalja, az RNS polimeraz II az mRNS prekurzorat és az RNS polimeraz III a tRNS, 5S-
rRNS prekurzorait szintetizaljak. Novényekben az RNS polimeraz [V és V jatszik fontos szerepet
a miRNS-ek szintézisében, amelyek a géncsenditésben vesznek részt (HAAG és PIKAARD, 2011).

Szerkezetileg a promoter disztalis és proximalis régiora oszthatd. A proximalis régid a TSS
melletti régiot foglalja magéba, amely koriilbeliil -250-t61 +250-ig taldlhato. A promoter tovabbi
régidja elengedhetetlen a megfeleld transzkripcié meginditdsdhoz, ezen rész foglalja magéba a

TSS-t a -35 és +35 nukleotid kozotti régiokkal. Ez a régio rendszerint konzervalddott régiokat
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tartalmaz (pl.: T (timin) /A (adenin) vagy A/T), amely koriilbeliil 25-30 bp (bazispar) tavolsagra
helyezkednek el a TSS-t61, melyet TATA-box-nak neveziink. A proximalis promoter régié elemei
a cis-elemek, melyek koriilbeliil 100 (CCAAT-box) és 200 bp (GC-box) kdzott helyezkednek el a
TSS elétt (BUTLER és KADONAGA, 2002). A TATA-box volt az els6 elem, amit azonositottak
eukariota szervezetekben (GOLDBERG, 1979) mint transzkripcios faktor kot6helyet. A TATA-
box A és T nukleotidokbdl all6 konszenzus szekvencia, amelyek koriilbeliil 8 bp nagysagu.
Rendszerint a -80 bp régioban helyezkedik el. Konnyen mutalodik, igy a promoter
hatékonysaganak f6 szabalyozodja és meghatarozdja. Az Arabidopsis thaliana (L.) névényen
végzett kutatas igazolta, hogy a CAAT-box meghatarozza a transzkripcio hatékonysagat (TIWARI
¢és mtsai., 2010).

A konstitutiv promoterek altal szabalyozott gének aktivak a legtobb sejtben a fejlédés soran,
ugyanakkor a génexpresszids intenzitasuk eltérd lehet a kiilonbozd sejttipusokban (PARK és
mtsai., 2010). A n6vényi transzgénikus kisérletekben a CaM V35S széles korben hasznaljak, mivel
a legtobb szovetben és fejlodési szakaszban aktiv (RANJAN ¢és mtsai., 2011). A CaMV35S
expresszioja gyakran alacsony a reproduktiv szovetekben, ami limitélja a felhasznalasat. Emiatt a
kutatok szdmos novényi konstitutiv promotert azonositottak sikeresen, mint amilyen a rizs (Oryza
sativa L.) poliubiquitin gén prométere (LU és mtsai., 2008), APX, SCP1, PGD1, R1G1B és EIF5
promoterek (PARK és mtsai., 2010, PARK ¢és mtsai., 2012), ibAGP1 burgonya promoéter (KWAK
¢és mtsai., 2007), az Arabidopsis B-karotin hidroxilaz gén promotere (LIANG ¢és mtsai., 2009).

A szovetspecifikus promoéterek mikodésének megertéséhez elengedhetetlen a
génexpresszioban és a szoveti differencialddasban szerepet jatszé mechanizmusok megértése. A
szovetspecifikus promoterek felfedezése eldrelépés volt a ndvényi biotechnologiai fejlesztésekben,
mivel ezek a promoterek indukaljak a transzgének expressziojat olyan specifikus szovetekben,
ahol ezek a promoterek aktivak (NAIN és mtsai., 2008). Sikeresen azonositottadk az AGP-az (ADP-
gliikoz pirofoszforilaz) enzimet kodold gén promoterét az endospermiumbol, amely csak a dohany
magjaiban expresszal (CHEN ¢és mtsai., 2007). MARRACCINI és mtsai. (1999) azonositottdk a
11S promoterét, amely a magban 1év0 tartalék fehérjék génexpresszidjat szabalyozza (LI és mtsai.,
2005), sikeresen izolaltak a gyapot (Gossypium hirsutum L.) ACT1 prométerét, amely a gyapotszal
hosszat hatarozza meg. YE és mtsai. (2012) azonositottdk a PDX1 promotert, amely csak a z61ld
ndvényi szovetekben expresszal.

A génexpresszio szabalyozasahoz két tipusu szabalyozo elemre van sziikség: a transz-
szabalyozo faktorokra €s a cisz-szabalyozo elemekre, amelyek a tanszkripcid iniciacios komplexét
szabalyozzak. YILMAZ és mtsai. (2011) tanulmanyukban megallapitottak, hogy az Arabidopsis

thaliana (L.) genomjaban a fehérjét kodold gének 6%-a TF-eket kodol.
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A transz-szabalyoz6 faktorok szabalyozzak a gén expressziojat a gén aktivacio (aktivator
vagy ko-aktivator) vagy represszié (represszor vagy ko-represszor) hatasa révén (TAATIJES és
mtsai., 2002, KAPLAN és mtsai., 2003). Az aktivator aktivalja a transzkripciot a fehérje egy masik
osztalyanak, a ko-aktivatornak az aktivalasaval, amely részt vesz a transzkripcio szabalyozasaban
az aktivatorral és mas TF-ekkel a fehérje-fehérje kolcsonhatason keresztiil (HAHN és YOUNG,
2011). A represszor ellensulyozza az aktivator hatasat azaltal, hogy blokkolja a transzkripciot mas
represszor molekuldkkal valé kolcsonhatason keresztiil (GASTON ¢s JAYARAMAN, 2003). Az
aktivatorok modulator szerkezettel rendelkeznek, amelyek a szekvencia-specifikus DNS-ko6té
fehérjékbol all (ALBERTS és mtsai., 2002). Az aktivatorok szabalyozzak a génexpressziot a core
promoterhez, a proximalis promoterekhez és az 5’ fehérjékre nem atir6do régiokhoz (UTR-ekhez)
vagy enhanszerekhez kotve. Az aktivatorok elsddleges célpontjai a ko-aktivatorok, amelyek
fokozzak a génexpressziot a transzkripcids komplex-el valo kozvetlen érintkezés vagy a kromatin
modositas révén (BANNISTER és KOUZARIDES, 2011, SRIVASTAVA és mtsai., 2016).

A Kko-aktivator fehérjékbol jellemzden hianyzik a szekvencia-specifikus DNS-kotés, de
hidat képeznek az aktivatorok és a transzkripcidos komplex kozott, valamint részt vesznek a
transzkripcio szabalyozasaban (NAAR és mtsai., 2001). A ko-aktivatorok szerepet jatszanak a gén
szabalyozasaban a kromatin Gjrarendezédésen keresztiil is (KADONAGA, 2004).

A represszorok, olyan DNS-ko6t6 fehérjék, amelyek a silencer-hez kotédnek és gatoljak a
gén transzkripcidjat a represszor doménjén keresztiil (GASTON ¢és JAYARAMAN, 2003). A
represszor tobbféleképpen is ellatja funkcigjat: blokkolja a kozeli aktivator kotddését, vagy
kozvetleniil verseng ugyanazért a kotShelyért, fenntartja a repressziv kromatin szerkezetét,
blokkolva az enhanszer és az inzuldtor kélcsonhatasat (LODISH és mtsai., 2000).

A ko-represszorok azok a nem DNS-ko6té fehérjemolekulak, amelyek gatoljak a
transzkripciot fehérje-fehérje kolcsonhatasokon keresztil (HAHN és YOUNG, 2011). Részt
vesznek a kromatin szerkezetének atrendezOodésében, valamint kotddnek az aktivatorhoz/ko-
aktivatorhoz, igy megakadalyozzak, hogy a DNS-hez kotddjenek. A ko-represszor szamos
kiilonb6zé mechanizmust hasznal, beleértve a ko-aktivatorral vald versengést, a transzkripcios
komplex interferenciat, a hiszton-deacetildz aktivitassal rendelkez6 komplexek kialakitasat és a
DNS-metilaciot (JEPSEN és ROSENFELD, 2002).

A cis-regulal6 elemek a nem kodold DNS-szekvenciak rovid szakaszai, amelyeket a transz-
szabalyozo faktor (aktivator vagy represszor) hasznal. Ez a szakasz tartalmazza a gén megfeleld
spatiotemporalis expressziojahoz sziikséges TF-ek kotohelyét (NARLIKAR és OVCHARENKO,
2009). Az A. thaliana (L.) novényben szamos cis-regulalé elemet azonositottak. Ilyen példaul az
M46RE, amely az AtC3H14 gén egyik cis-regulalo eleme. Az M46RE-t a MYB46 ismeri fel,

amelynek 8 nukleotidos RKTWGGTR motivuma van. Ez a motivum sziikséges a MYB46-valasz
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transzkripciohoz (KIM és mtsai., 2012). Tovabbi szabalyoz6 elemek példaul a cis-aktivalod elem
és cis-repressziv elem, amely a LEAFY COTYLEDONS 2 (LEC2) gén transzkripcidjanak
szabalyozasaban vesznek részt (BERGER ¢és mtsai., 2011). A cis-elemek kombinatorikus
kolcsonhatasat a fény altal szabalyozott promoter esetében is kimutattak az A. thaliana (L.)
novényben. Szamos olyan konszenzus szekvenciat azonositottak, amelyek a fényben vald nagyobb
aktivitashoz sziikségesek a fotoszintézissel tarsult sejtmagi gének promotereiben (példaul rbcS és
cab), ezeket fényre reagald elemeknek (light responsive elements) nevezik (PUENTE és mtsai.,
1996). Az SBP2 promoter szovetspecifikussaganak meghatarozasa a disztalis Cis-szabalyozo A
doménben talalhatd, amely modularis szerkezetbe szervezddott, hogy elnyomja a promoter
aktivitasat a szallitészoveteken kiviili szovetekben (FREITAS és mtsai., 2007).

Az inszulétorok (hatarolé elemek), azok a DNS-szekvenciak, amelyek megakadalyozzak a
génszabalyozast azaltal, hogy korlatozzdk az enhanszer/silencer és a promoter kozotti
kolesonhatast (RAAB ¢és KAMAKAKA, 2010). A gén expresszidja blokkolhatd, ha egy inszulator
keriil a promoter €s a gén enhanszere kozé, amelyet ,,enhancer-blokkoldénak™ neveziink. Valamint
lehet ,,csendesité gat”, ha a promoter €s a silencer kozé kertiil az inszulator (MAJUMDER és CAL,
2003, MAKSIMENKO ¢és mtsai., 2008).

Az enhancerek voltak az els6 olyan DNS-szekvencidk kozott, amelyekrdl kideriilt, hogy
szovetspecifitast mutatnak, valamint a géntranszkripcié hossza tava aktivatoraiként azonositottak
a magasabb rendii eukaridtdkban (SERFLING ¢s mtsai., 1985). Az altaluk szabalyozott génhez
képest messzire (akar tobb tiz vagy szaz kb-ig) elhelyezkedhet, valamint orientaciotol fiiggetlen
modon szabalyozhatnak (KLEINJAN és VAN HEYNINGEN, 2005). Kukoricdban egy tavoli
enhanszer szekvencia, amely a tbl gént6l 5'-iranyban >41 kb-nal upstream helyezkedik el,
szabalyozza annak expressziojat (CLARK ¢és mtsai., 2006). A transzlacios start kodontol
koriilbeliil -470 és -2808 bp-nal upstream talalhatd tobb enhanszer régid kritikus fontossagu az

AtKP1 gén aktivalasa szempontjabol (LAI és mtsai., 2009).

2.6.2. Az in silico promoter adatbazisok

A DNS szekvencidk predikcidjara és elemzésére szolgalo in silico algoritmusok ugy
mikodnek, hogy megprobaljak feltarni az ismert kotohelyek szekvenciajat és elhelyezkedését,
amelyek segitségével azonosithatoak a promoter szekvencidk, illeszthetdek egy adott ismeretlen
¢és prediktalé algoritmus vagy adatbazis érhet6 el. Az in silico elemzéseket mindig laboratoriumi
kisérletekkel igazoljuk vagy ellendrizziik (KOMARNYTSKY és BORISJUK, 2003).

A TRANSFAC (Transzkripcios faktor adatbazis) egy online elérhetd TF adatbazis, amely

specifikus kotéhelyeken alapszik az eukaridta szervezetekben. A pozici6 specifikus sulymatrixok
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alapjan azonosithatéak a TF-ek. Az adatbazis szdmos publikacidval validalt DNS szekvenciat
tartalmaz, melyet laboratoriumi kisérletekkel is igazoltak (WINGENDER és mtsai., 1996). A
JASPAR az online elérhetd legfejlettebb adatbazis, Gsszesen 741 ndvényi TF-et tartalmaz
(STORMO, 2013), amelyeket pozicid specifikus frekvencia matrixokba rendeztek (NAIN és
mtsai., 2011).

A cis-szabalyozo6 elemek azonositasara a PLACE online adatbazis a legelterjedtebb. A
PLACE nukleotid szekvencia motivumokat tartalmaz. A motivumok mar publikalt n6vényi gének

promoter régioirdl szarmaznak (HIGO és mtsai., 1999).

2.6.3. A prométer deléciés vonalak

A promoter bashing modszer egy molekularis biologidban alkalmazott médszer, amit arra
hasznalnak, hogy meghatarozzak promoteren talalhato TF és cis-szabalyozd elemek helyzetét
(KOMARNYTSKY ¢és BORISJUK, 2003). Génklonozas modszerével a PCR-el felszaporitott
régiot riporter génnel fuzionaljdk (BOULIN és mtsai., 2006). A riportergén expresszidjat
alkalmazzak a genetikai szabalyozo elem jelenlétének azonositasara. A transzformaci6 utan rovid
ideig expresszalodod konstrukcidt nevezziik tranziens expresszionak. A sikeres genetikai
tarnszformécio azonositasara konnyen alkalmazhaté modszer. Tranziens expresszio sordn riporter
gént és marker gént hasznalnak indikatorként az azonnali expresszié azonositdsara a sejtekben és
szovetekben. Altalaban S-D-glitkuronidiz ~gént (JEFFERSON és mtsai., 1987) és a green
fluorescent protein (GFP; z6ld fluoreszcens fehérje) gént (CHALFIE, 1995) alkalmazzak a
tranziens expresszidhoz. A GUS kék szinii expresszidja hisztokémiai reakcioval detektalhatd, mig
a z0ld szinnel expresszalo GFP UV fénnyel mutathato ki.

A promoéter bashing mddszer sordn a promoter szekvenciabol egyre hosszabb szakaszokat
szaporitanak fel 5’iranyba haladva, ezzel meghatarozva a TF motivumokat (CHALFIE és KAIN,
2005). A riporter gén expresszid mértékét a specifikus gén promoter régio delécios vonalai

szabalyozzak.

2.7. Gateway™ binaris vektor rendszer

A Gateway™ klonozd rendszer (Invitrogen, Gaithersburg, MD, USA) a A fag Altal
kozvetitett helyspecifikus rekombinédcios reakcion alapul (WALHOUT és mtsai., 2000). A
rekombinacids helyekkel (att) szegélyezett DNS-fragmentumok atvihetdek olyan vektorba,
amelyek kompatibilis rekombinaciés helyeket (attB x attP vagy attL x attR) tartalmaznak a
Gateway™ BP Clonase™ vagy az LR Clonase™ Enzyme Mix (Invitrogen) segitségével. Az
integraci6 soran az A fag attP helye (242 bp) és az Escherichia coli attB helye (25 bp)

rekombinalodik, és a A fag genom integralodik az E. coli genomba. Ennek eredményeként a A fag
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genomjat az attL (100 bp) és attR (168 bp) helyek szegélyezik (BP reakcio). A forditott reakcioban
a fag DNS-t kivagjak az E. coli genombol az attL és az attR helyek kozotti rekombinacioval (LR
reakcio).

A BP reakcidhoz két fehérjére van sziikség, a fag integrazra (Int) és az E. coli integracios
gazdafaktorra (IHF). E két fehérje keverékét a Gateway'" rendszerben BP klonaznak nevezik. Az
LR reakcioban Int, IHF és még egy fag fehérje, excizionaz (Xis) sziikséges, és ezt a keveréket LR
klonaznak nevezik. A Gateway klonozasi mddszer ezeket az att helyeket és klondzokat hasznalja
a plazmid in vitro megalkotasahoz (HARTLEY és mtsai., 2000, WALHOUT ¢és mtsai., 2000).

A Gateway™ rendszer korai verzidjaban négy par modositott att helyet hoztak létre az
iranyitott klénozéashoz. Ezek az attB1l ¢s az attB2, az attP1 és az attP2, az attL.1 és az attL2, az
attR1 és az attR2, és a rekombinacios reakcid csak attB1l és attP1, attB2 és attP2, attL1 és attR1
vagy attL2 és attR2 kombinacidja esetén fordulhat eld, mivel ez szigortian fiigg az att
szekvenciaktol (HARTLEY és mtsai., 2000, WALHOUT és mtsai., 2000). Ezen att helyek mellett
a ccdB-t, amelynek fehérje terméke gatolja a DNS-girazt, és egy kloramfenikol-rezisztencia (Cm")
markert hasznalnak a Gateway™ vektorok szelekciojara.

Nagyszam Gateway™ klonozassal kompatibilis binaris vektort (Destination vector)
fejlesztettek ki tobb laboratoriumban, és ezeket a KARIMI ¢és mitsai. (2007) foglaltdk Ossze
tanulmanyukban. Koziilik a pW (KARIMI és mtsai.,, 2002), a pMDC (CURTIS ¢és
GROSSNIKLAUS, 2003, BRAND ¢s mtsai., 2006) ¢s a pEarleyGate (EARLEY és mtsai., 2006)
sorozatok sokféle vektort tartalmaznak szamos célra. A pW sorozat vektorai a karfiol mozaikvirus
35S promoterével taltermeltetésre vagy antiszensz expressziohoz, a luciferaz, GUS vagy GFP-
GUS segitségével pedig promoter elemzésekhez alkalmazhatoak. A pW sorozat a hairpin RNS-t
az RNSi-hez tortén6 expresszalasara szolgald vektort is tartalmaz. A pMDC széria vektorai a 35S-
sel torténd tultermeléshez, a hdsokk-prométerrel vagy Osztrogén kezeléssel indukélhato
expressziohoz, a GFP-6xHis-t vagy GUS-t hasznalé promoterelemzéshez, valamint a GFP-vel,
GFP-6xHis-szel vagy GUS-szal torténd génfiizidkhoz alkalmazhatoak. A pEarleyGate egy Basta
rezisztenciat hordozo sorozat (EARLEY ¢és mtsai., 2006).

A promoter analizishez hasznalt vektorok altalanos szerkezete attR1-Cm'-ccdB-attR2-tag-
terminator, és az attL1-promoter-attL2 ,,entry” klonnal végzett LR reakcid utan attBl-promoter-
attB2-tag-terminator konstrukciot eredményeznek. A jeldlt fuzios fehérjék expresszalasara
szolgald vektorok altalanos szerkezete: promoter-attR1-Cm'-ccdB-attR2-tag-terminator (C-
termindlis fazidokhoz) vagy promoter-tag-attR1-Cm'-ccdB-attR2-terminator (N-termindlis
faziokhoz), valamint az attL 1-ORF-attL2 ,,entry” klonnal végzett LR reakcié utan a promoter-
attB1-ORF-attB2-tag-terminatort vagy a promoter-tag-attB1-ORF-attB2-terminatort
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eredményezik ugy, hogy a jelolés hozzaadddik az N-termindlis részhez (NAKAGAWA ¢és mtsai.,
2007).

Az RNSi (RNS-interferencia) vektorai (KARIMI és mtsai., 2002, HELLIWELL ¢és
WATERHOUSE, 2003, HILSON ¢és mtsai., 2004, MIKI ¢s SHIMAMOTO, 2004) altalaban
rendelkeznek egy Gateway™ kazettaval, amely a promdter-attR1-ccdB-attR2-linker-attR2-ccdB-
attR1-terminator részekbdl allnak. Az attL1-trigger-attL2-vel végzett LR-reakcid soran a trigger
szekvencia mindkét helyre ellentétes iranyban épiil be, ami egy promoter-attB1-trigger-attB2-
linker-attB2-komplementer trigger-attB1-terminator konstrukciot eredményez. A hairpin RNS-t
ebbdl a konstrukciobol expresszaljak, amit siRNS-¢ (kis interferalo RNS, small interfering RNA)

alakitanak at a géncsendesités céljabol.
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3. Anyag és modszer

3.1. A felhasznalt névényanyag

A kisérleteink soran az FVSPT, FVSPR1-likel és FVSPR1-like2 géneket és promotereiket a
Fragaria vesca L. cv. Riigen diploid szamocabodl izolaltuk. A promoter deléciés vonalak
létrehozasa soran az SGFP riporter génnel fazionaltatott FVSPT, FVSPR1-likel és FVSPR1-like2
géneket tranziens expresszioval a dohany (Nicotiana tabacum L.) névény leveleiben és
paradicsom (Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom) bogyo termésében expresszaltattuk. A
komplementacios tesztekhez a ladfi (Arabidopsis thaliana L.) spt és spr1-2 mutans ndvényeket

hasznaltuk.
3.2. A novények nevelési koriilményei

3.2.1. Az Arabidopsis thaliana (L.) novények nevelési koriilményei

A ndvények magjait altalanos viragfoldbe vetettiik el, 6 cm atmérdji cserepekbe. Az A.
thaliana (L.) magokat elvetésiik utan 4°C-on 4 napig inkubaltuk a hiitében. A névényeket 22°C-
on klimakamraban (Binder KBWF 240, Tuttlingen, Németorszag) neveltiik 8 6rads megvilagitas és
37 umol m? st fényerdsség mellett, melyet Biolux fénycsévekkel (Osram L58W, Markham,
Kanada) biztositottunk. Az A. thaliana (L.) névényeken megjelend elsé viragokat eltavolitottuk
(koriilbeliil 14-16 nappal a csirazas utan) (SMYTH és mtsai., 1990). Az els6 viragok megjelenése
utan 16 oras megvilagitast biztositottunk a névényeknek 37 umol m2 s? fényerdsség és 22°C

hémérséklet mellett.
3.2.2. A szaméca, a paradicsom és a dohany névények nevelési koriilményei

A ndvényeke magjait egyenként 50 mm atmérdjh Jiffy-7® tézegkorongokba vetettiik el. A
magoncokat klimakamraban (Binder KBWF 240, Tuttlingen, Németorszag) neveltiik 22°C-n, 8
oras megvilagitas és 37 umol m? s fényerésség mellett (Biolux fénycsé: Osram L58W,
Markham, Kanada). Amikor a novények gyokerei atszotték a tézegkorongot és legaldbb két
teljesen kifejlodott leveles allapotba keriiltek, akkor iiltettik a ndvényeket 9 cm atmérdji
cserepekbe altalanos viragfoldbe. A cserepes novények nevelési koriilményei azonosak voltak a

tézegkorongba nevelt ndvényekével.
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3.3. A Fragaria vesca L. cv. ’Riigen’ novény SPATULA (FvSPT) és SPIRAL (FVSPR)

génjeinek azonositasa és felszaporitasa PCR technikaval

A komplementacios tesztekhez hasznalt Fragaria x ananassa Duch. cv. Elsanta SPATULA
(FaSPT), SPIRAL1-likel (FaSPR1-likel) és SPIRAL1-like2 (FaSPR1-like2) gének kodold
szekvenciait BALOGH ¢és mtsai. (2005) ¢és TISZA ¢és mtsai. (2010) azonositottak cDNS-AFLP
modszerrel. A Fragaria vesca L. SPIRAL1-likel (FvSPR1-likel; XM_004297177;
LOC01307108), SPIRAL1-like2 (FvSPR1-like2; XM_004299243; LOC101309836), Arabidopsis
thaliana (L.) SPIRAL1-like2 (AtSPR1-like2; BT024676), F. vesca L. SPATULA (FvSPT;
XM 004287975 és AY679615) és A. thaliana (L.) SPATULA (AtSPT; BT026462) gének

srer

¢s algoritmust hasznaltuk. A primerek tervezéséhez és promoter elemzéséhez a ,,Fragaria vesca
L. Whole Genome v2.0al assembly & annotation” genomot hasznaltuk a GDR
(http://www.rosaceae.org/) weboldalrol a CLC Main Workbench v7.0 programmal.

Genomi DNS-t (gDNS) 100 mg fagyasztott (-80°C) F. vesca L. cv. Riigen novénybol

izolaltunk NucleoSpin Plant II kittel (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) a gyartoi utasitasok
szerint. A SPT gén és prométere (6600 bp), az SPR1-1 és SPR1-2 gének és promotereik (9647 bp
¢s 2443 bp) felszaporitasa GoTaq Long PCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA)
enzimmel tortént PCR (polimeraz-lancreakcio) technikéval. Osszesen 100 ng gDNS-t hasznaltunk
templatként 50 pL végtérfogatban a PCR mixhez. A PCR mix 25 pL térfogata GoTaq Long PCR
Master Mix (2x)-et és 40 pmol primerpart (1. tablazat) tartalmazott. A PCR-hez
elédenaturacioként 95°C-on alkalmaztunk 2 percig, majd 35 cikluson keresztiil 95°C-on 30
masodperc denaturaciot, 65°C-on 7 perc kapcsolodas és meghosszabbitas, végiil 72°C-on 10 perc
végsd meghosszabbitds. A PCR termékeket 1,0 %-os agar6z gélen valasztottuk el
gélelektroforézissel 1x TAE (Tris-acetate-EDTA) pufferben (SAMBROOK és mtsai., 1989) és
UV fénnyel (302 nm) detektaltuk 0,1 %-os etidium-bromiddal jel6lve. Molekulatomeg markerként
1 kb (kilobazis) Plus DNA Ladder-t (ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) hasznaltuk. A
PCR termékeket Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kittel (Promega, Madison, W1, USA)

1zolaltuk vissza az agar6z gélbol.
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3.4. Az FVSPT, FvSPR1-likel és FVSPR1-like2 gének és promdtereik klonozasa binaris
vektorba

A tisztitott PCR termékeket a pPDONR221 entry vektorba (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) klénoztuk a gyart6 utasitasai szerint. A pGWB401 vektort (NAKAGAWA ¢és mtsai.,
2007, TANAKA és mtsai., 2011) hasznaltuk az A. thaliana (L.) spt és spr mutans névények (Col)
transzformaldsara. Az sprl-2 Col mutins (NASC ID: N6547) novénynek jobb oldali helikalis
gyokérnovekedést, sejt megnyuldst és abnormalis funkcidji kortikalis mikrotubulus mitkddést
produkalnak, melyet az SPR1-like2 allél (At1g69230; GenBank: BT26462) mutacioja okozza egy
T-DNS inszercioval. Az spt Col mutans (NASC ID: N857133) egy T-DNS inszerciot tartalmaz az
SPT génben (At4g36930; GenBank: BT024676) a 4-es kromoszéman.

3.5. Az Arabidopsis thaliana (L.) transzformacioja Agrobacterium tumefaciens-el.

Az sprl-1/sprl-2 és spt mutans novények genetikai tarnszformacioja az A. thaliana (L.)
novények masodlagos virdgzatanak megjelenésekor tortént (koriilbeliill 1 honappal a magok
csirazasa utan). Az A. tumefaciens GV3101 torzsével floral dip (CLOUGH ¢és BENT, 1998)
modszerrel kertiltek transzformalasra a novények, amit megismételtiink a harmadlagos viragzatok
megjelenésekor. A magokat begyljtottiik az érett novényekrdl. A sikeresen transzformalt
novényeket kanamicin (Duchefa, Haarlem, Hollandia) oldattal kezeltiik. Az A. thaliana (L.)
permeteztiik le, majd ezt megismételtiik 3 nappal, 1 héttel €s 2 héttel az el6z6 kezelés utan. Azokat
anovényegyedeket, amelyek talélték a négy kanamicin kezelést, direkt PCR modszerrel vizsgaltuk
meg specifikus primerekkel. A direkt PCR-hez Phire Plant Direct PCR Kitet (ThermoFisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA) hasznaltunk. A PCR mix 6sszetételéhez 10 pL térfogati Phire
Plant PCR Buffer-t (2x), 40 pmol primerpart, 0,4 pL tarfogat Phire Hot Start Il DNA Polymerase
enzimet és 0,5 puL térfogatd novényi lizatumot mértink ki. A PCR-hez 98°C 5 perc
elddenaturaciot, 40 cikluson keresztiil 98°C 5 masodperc denaturaciot, 60°C 5 masodperc
kapcsolodasi fazist, 72°C 20 masodperc meghosszabbitasi fazist és 72°C 1 perc végso
meghosszabbitasi fazist alkalmaztunk. A PCR termékeket elektroforézissel valasztottuk el, mint a
c¢DNS klonokhoz is alkalmaztunk. A pozitiv direkt PCR eredményt adott T1 névényegyedeket

klimakamréaban neveltiik T4 generacioig.
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1. Tablazat: A transzformacios kisérletekhez hasznalt primerek adatai

_ Primer ] )
Primer neve (g Szekvencia (5' - 3') Amplikon hossza
pozicioja
forward TGCAGATGGCTCAACTCAA
FVSPR1 280 bp
reverse ACCTGGGAAAGGGTGGAGTA
forward TGTATGAATTACGTAACCAT
FVSPR2 178 bp
reverse TTCTCTTTCGACACTCGTC

forward | ACTATTTAAAATTAAAAGAA
FVSPT 197 bp

reverse ATTAGGAAATCCACTCAGACA

forward AGGTTGTGCTGGTAATGGAA
FVGAPDH 218 bp

reverse ATTGCAGTGGTGGATACCTT

3.6. Az Arabidopsis thaliana (L.) novények Ts és T4 generaciéinak RT-qPCR vizsgalata

Az A. thaliana (L.) novények Tz és Tas generacioit RT-gPCR (valos idejii kvantitativ
polimeraz-lancreakcid) modszerrel vizsgaltuk meg, hogy az FVSPT, FVSPR1-likel és FvSPR1-
like2 gének milyen intenzitassal miikodnek a transzgénikus ndévényekben. Az RT-gPCR
vizsgalatokhoz total RNS-t izolaltunk Direct-zol™ (Zymo Research, Irvinie, CA, USA) kittel
TRIzol reagensben lizalt névénymintakbol, a gyartdi utasitisok szerint. A tisztitott RNS-ek
mennyiségét és mindségét Implen n50 mikrokapillaris spektofotométerrel (Implen, Miinchen,
Németroszag), agardz gélelktroforézissel €s Agilent Bioanalyzer 2100 késziilékkel (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) ellendriztiik. A cDNS szintézishez 120 ng totdl RNS-t
hasznaltunk a FIREScript RT cDNA Synthesis Mix-hez (Solis BioDyne, Tartu, Esztorszag). A
gPCR (kvantitativ polimeraz-lancreakcid) reakcidhoz 5 x HOT FIREPol EvaGreen gqPCR
Supermix-et (Solis BioDyne, Tartu, Esztorszig) hasznaltunk az ABI 7300 real-time PCR
rendszeren (ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) a gyartéi utasitasok szerint.
Normalizacios referenciaként FVGAPDH (Fragaria vesca L. gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz) és AtGAPDH (Arabidopsis thaliana (L.) gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz)
primereket hasznaltunk, melyeket a héztartasi gének optimalis expresszios szintjei alapjan
valasztottunk ki (EXPOSITO-RODRIGUEZ és mtsai., 2008, LIU és mtsai., 2012, LIU és mtsai.,
2020).
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Az RT-qPCR eredmények kiértékeléséhez a 244t modszert alkalmaztuk (LIVAK és
SCHMITTGEN, 2001). A szignifikansan eltér6é génexpresszioju novényegyedek kivalasztasahoz

Student’s t-tesztet hasznéltunk a GraphPad Prism 9.0 programmal (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) (p <0,05).

3.7. Az Arabidopsis thaliana (L.) novények T3 és T4 generacidinak fenotipusos vizsgalatai

Az A. thaliana (L.) vadtipust, mutans és transzformans novények Tz és Ts generaciod
egyedei esetében meghataroztuk a habitus, a gyokér, a becd (haromszoros bioldgiai €s technikai
ismétlésben) és a mag/becd szamat (haromszoros bioldgiai és technikai ismétlésben). A becd
hosszat T3 és T4 generacié novényegyedeinél SMZ-BL sztereomikroszkoppal (Motic, Hong
Kong, Kina) mértiik meg. Az eredmények statisztikai értékelésére az SPSS v22 (SPSS Inc., IBM
Corp., Armonk, NY, USA) programot hasznaltuk. ANOVA analizissel és Tukey teszt

alkalmazasaval kimutattuk a kontrolltdl szignifikansan eltéré novényegyedeket (p < 0,001).
3.8. A proméoterek in silico analizise

A Micro Tom genom tanulmanyozasahoz a Tomato Genome Consortium teljes genom
szekvenalasabol szarmazé eredményeket hasznaltuk a S. lycopersicum L. cv. Micro Tom
SPATULA (MtSPT) (Gene ID: 101,266,791, NC 015439.3) és SPIRAL1-like2 (MtSPR1-like2)
(Gene ID: 101,257,849, NC 015440.3) gének esetében. Az erdei szamodca genom
tanulmanyozasahoz az Fragaria vesca Whole Genome v2.0al assembly & annotation
(http://www.rosacea.org/) hasznaltuk az FVSPT (XM_004287975; LOC101290893), FvSPR1-
likel (XM_004297177; LOC01307108) és FvSPR1-like2 (XM_004299243; LOC101309836)
gének promotereihez. Az A. thaliana (L.) teljes genom szekvenalast (SWARBRECK és mtsai.,
2008) hasznaltuk az AtSPT (BT024676) és AtSPR1-like2 (BT026462) gének promotereinek
elemzéséhez. Az FVSPR1-likel, FVSPR1-like2 és FVSPT géneket azonositottuk a promotereikkel

egylitt, majd A. thaliana (L.) és S. lycopersicum L. szekvencidkra illesztettik homolog
szekvencidkat keresve, melyhez az NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

algoritmust hasznaltuk. A sikeresen azonositott promoter régiokat JASPAR2020 (FORNES és
mtsai., 2020) és PLACE 30.0 (HIGO ¢és mtsai., 1999) adatbazisokon vizsgaltuk meg transzkripcios

kotohelyeket és cis-regulalo elemek keresése végett.
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3.9. A promoter delécios vonalak felszaporitasa PCR technikaval

A start kodon el6tti régiokat azonositva az FVSPT (3100 bp) és FVSPR1-like2 (2800 bp)
gének promotereinek esetében PCR technikaval készitettiik el az 500 bp (FvSPR500, FvSPT500),
1000 bp (FvSPR1000, FvSPT1000), 2000 bp (FvSPR2000, FvSPT2000) és 3000 bp (FvSPT3000)
deléciods vonalakat a start kodon el6tti régiokrol (4.abra). A PCR reakciot GoTaq Long PCR Master
Mix-et (Promega, Madison, WI, USA) hasznaltuk. A gDNS-bdl 100 ng mennyiséget hasznaltunk
templat DNS-ként 50 uL végtérfogatban. A PCR-hez 25 uL mennyiséget a GoTaq Long PCR
Master Mix-bdl (2x) és 30 pmol mennyiséget mértiink ki a primerekbdl (2. tablazat). A PCR
koriilményeként 95°C 2 perc elédenaturaciot, 35 ciklus 95°C 30 masodperc denaturaciot, 65°C 1
perc (500 bp és 1000 bp promoter delécios vonalak esetében) vagy 3 perc (2000 bp és 3000 bp
promoter delécios vonalak esetében) kapcsolodasi és meghosszabbitasi fazist és 72°C 10 perc
veégsO meghosszabbitasi fazist alkalmaztunk. A PCR termékeket 1,0 %-o0s agar6z gélen és 1X TAE
pufferben valasztottuk el elektroforézissel. A PCR termékeket UV fénnyel (302 nm) 0,1%-0s
etidium-bromiddal megfestve detektaltuk VWR® Smart3 géldokumentéacios rendszerben (IBI
Scientific, Dubuque, 1A, USA).

a 2800 bp ATG

-2000 bp
B 3100 bp el
-500 bp
-1000 bp
-2000 bp
—
-3000 bp

4. abra: Prométer delécios vonalak felépitése. Az ATG jeloli a start kodont. A: Fragaria vesca
L. SPIRAL (FvSPR) gén promoter delécids vonalainak szerkezete. B: Fragaria vesca L.

SPATULA (FVSPT) gén promoter delécids vonalainak szerkezete (Sajat kép)
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2. Tablazat: A promoter delécios vonalak felszaporitasahoz és az RT-gPCR

vizsgalatokhoz hasznalt primerek adatai

) Primer )
Primer neve o Szekvencia (5' - 3")
pozicioja
FvSPR1-like2:500 forward CACCGACATGGTTTCGTGCTTTTG
FvSPR1-like2:1000 forward CACCACATCAGCCCACCTCACA
FvSPR1-like2:2000 forward CACCCTGGTTGTTCTCTGTGTCCT
FvSPR1-like2 reverse AATCGAGAGATGAACCCC
FvSPT:500 forward CACCAGTGGTTCCAACGTATTG
FvSPT:1000 forward CACCGTTTCCCAAGTGTCCGTA
FvSPT:2000 forward CACCTTTGTAGGTCCTGATTG
FvSPT:3000 forward CACCGTTTAAAGTCCACAGT
FvSPT reverse GGTTACCTTTCCAGTCCATTT
forward GTAAAACGACGGCCAG
M13
reverse CAGGAAACAGCTATGAC
forward TCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG
FvGAPDH
reverse AGCAGGCAGAACCTTTCCGACAG
forward AGCTCAAGGGAATTCTCGATG
NbGAPDH
reverse AACCTTAACCATGTCATCTCCC
forward GGCTGCAATCAAGGAGGAA
MtGAPDH
reverse AAATCAATCACACGGGAACTG
forward GAGCTGAAGGGCATCGACTT
sGFP
reverse TTCTGCTTGTCGGCCATGAT
forward CCACCACCACGACGCACAAGTCT
GV3101/GlyA

reverse

TGCCGAGACGGACACCCGAC
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3.10. TOPQ® és gateway® LR klénozas

Az FvSPT500, FvSPT1000, FvSPT2000 és FvSPT3000 delécids vonalakat az FvSPT
prométerrégiordl és az FvSPR500, FvSPR1000 és FvSPR2000 delécios vonalakat az FVSPR
promoterrégiorol a pENTR™ Directional TOPO® vektorba iranyitottan klonoztuk a pENTR™
Directional TOPO® Cloning Kittel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a gyartoi utasitas szerint. Az
osszeszerelt TOPO® vektort One Shot® TOP10 Escherichia coli torzsbe klonoztuk a One-Shot
Chemical transformation protokoll hasznalataval (Invitrogen pENTR™ Directional TOPO®
Cloning Kit hasznalati utmutatdja szerint). Az E. coli térzseket Luria-Bertani (LB) (BERTANI,
Hollandia). A pozitiv kolénidk (melyek tartalmazzdk megfeleld orientacidban a delécios
vonalakat) szelekcidjara kolonia PCR-t alkalmaztunk. A PCR-hez M13 univerzalis primerpart
hasznéltunk (Invitrogen pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kit hasznalati itmutatoja szerint).
Az E. coli koloniakat, amelyek tartalmaztak a vektorkonstrukciot, egy éjszakan at (overnight)
felnott kolonidkat steril fogpiszkaloval 5 mL folyékony LB taptalajba oltottuk at 5 uL kanamicin
(100 mg/mL) jelenlétében. A folyékony LB taptalajt egy éjszakan 4t razattuk 37°C hémérsékleten
és 140 rpm sebességgel. A plazmid DNS-t az E. coli torzsekbdl a PureYield™ Plasmid Miniprep
Kittel (Promega, Madison, WI, USA) izolaltuk a gyart6i utasitds szerint. Az izolalt plazmidot
pGWB604 (NAKAGAWA és mtsai., 2007) (GenBank: AB543113.1) binaris vektorba épitettiik a
Gateway® LR Clonase™ IT Enzyme Mix (Invitrogen) segitségével a gyartoi utasitisok szerint. A
pGWB604 binaris vektor SGFP (NIWA, 2003) génjét tartalmazza. Pozitiv kontrollként pGWB405
binaris vektort (NAKAGAWA és mtsai., 2007) (GenBank: AB294429.1) hasznaltunk CaMV35S
promoterrel és SGFP génnel a tranziens expresszidohoz. Klonozéassal az FYSPR500::pGWB604,
FvSPR1000::pGWB604, FvSPR2000::pGWB604, FvSPT500::pGWB604,
FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604, és FvSPT3000::pGWB604

vektorkonstrukcidkat hoztuk 1étre.
3.11. A prométer deléciés vonalak Agrobacterium kozvetitett transzformacioja

A transzformaciohoz Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzsét (Intact Genomics, Creve
Coeur, MI, USA) hasznaltuk. A torzseket LB taptalajon 10 ug/mL gentamicin (10 mg/mL
torzsoldat; Duchefa) jelenlétében inkubaltuk 28°C hémérsékleten 2 napig. Egy koloniat steril
fogpiszkaloval atoltottunk 5 mL folyékony LB taptalajba 5 uL gentamicin (10 mg/mL torzsoldat;

Duchefa) szelekcios agens jelenlétében, valamint egy éjszakan at 140 rpm és 28°C héfokon
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razattuk. A kultarat 30 percig jégen inkubaltuk és 10 percig 4000 rpm 4°C héfokon centrifugaltuk.
A feliiluszot eltavolitottuk és 5 mL 20 mM CaCl; oldatban szuszpendaltuk a kultarat jégen. Majd
ujra centrifugaltuk 5 percig 4000 rpm fordulaton 4°C homérsékleten. A feliilluszot ismételten
eltavolitottuk, majd 1 mL 20 mM CaCl; oldatban szuszpendaltuk a kultarat jégen. A 200 uL
végtérfogat kultrat 1,5 mL centrifugacsovekben (Eppendorf, Hamburg, Németorszag)
elohiitottiik transzformalashoz. A plazmid DNS-t (3 plL, 500 ng) hozzaadtuk a pGWB604
vektorral a kultarakhoz és 20 percig jégen tartottuk az elegyet, majd 5 percre folyékony nitrogénbe
helyeztiik, illetéleg 37°C hémérsékletre 5 percre, ezzel kivaltva a héstresszt. Az elegyhez 1 mL
folyékony LB taptalajt adtunk és 28°C hémérsékleten 140 rpm sebességen 3-4 orat razattuk. Az
elegyb6l 100-150 uL mennyiséget szilard LB taptalajra szélesztettiink 10 ug/mL gentamicin (10
mg/mL torzsoldat; Duchefa) és 50 pg/mL spektinomicin (50 mg/mL torzsoldat; Duchefa)
szelekcios agensek jelenlétében. A BERGKESSEL és GUTHRIE (2013) tanulmany alapjaul

szolgald protokoll szerint kolonia PCR-t hasznaltunk a pozitiv kolonidk kivalasztasahoz.
3.12. Az agroinfiltracié paradicsomba és dohanyba

A vektorkonstrukciot tartalmazo A. tumefaciens koloniakat 5 mL folyékony LB taptalajban
5 uL gentamicin (10 mg/mL tdrzsoldat) és 5 pL spektinomicin (50 mg/mL tdrzsoldat) szelekcios
agens jelenlétében egy éjszakan at 28°C hémérsékleten 140 rpm razattuk. A kultarakat 50 mL
indit6 folyékony taptalajba oltottuk at (10,5 g KaHPOg4, 4,5 g KH2PO4, 1 g (NH4)2SO4, 0,5 g Na-
citrat, 1 g glikoz, 1 g fruktéz, 4 mL glicerin, 0,12 g MgSOs4, 1,95 g MES (10 mM); pH 5,6)
(SINGER és mtsai., 2012), valamint 100 uM acetosziringon (Duchefa) oldatot adtunk hozza. A
tenyészeteket 5-6 oran keresztiil razattuk 140 rpm 30°C homérsékleten. Inkubacio utan 4000 rpm
fordulaton, 4°C homérsékleten 10 percig tilepitettiik a kultirakat. A feliiluszot eltavolitottuk, majd
infiltracios oldatban (10 mM MgSOs, 10 mM MES; pH 5,6) szuszpendaltuk a kulttrakat 200 uM
acetosziringon hozzaadasaval (SINGER és mtsai., 2012). Zold és piros érésben 1évo paradicsom
bogyoterméseket (kora: 60 nap a csirazastol; mintaszam: 20 bogyotermés/vektor konstrukcio, 2
bogydtermés/novény) ¢és dohdnyleveleket (kora: 45 nap a csirdzas utdn; mintaszam: 20
levél/vektor konstrukcio, 2 levél/ndvény) agroinjektaltuk 1 mL fecskenddvel (Z683531; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MI, USA) és 0,5 x 1,6 mm tiivel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA). A
novényeket 3 nappal az agroinjektalas utdn Phire Plant Direct PCR Kittel (ThermoFisher
Scientific) direkt PCR mddszerrel vizsgaltuk meg. A primerparokként SGFP és GlyA specifikus
primereket alkalmaztunk a vektorkonstrukcio és A. tumefaciens azonositasara. A PCR-hez 10 uL
térfogata Phire Plant Buffert, 40 pmol primerpart, 0,4 uL térfogati Phire HotStart II DNA

polimeraz enzimet 0,5 uL ndvény szuszpenziot mértiink dssze. A PCR koriilményekként 98°C 5
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perc elddenaturaciot, 40 ciklus 98°C 5 masodperc elédenaturaciot, 60°C 5 masodperc kapcsolddasi
fazist, 72°C 20 masodperc meghosszabbitasi fazist és 72°C 1 perc végsé meghosszabbitasi fazist
alkalmaztunk. A PCR termékeket agar6z gélelektroforézissel valasztottuk el. Csak az sGFP

pozitiv novényegyedeket vizsgaltuk RT-qPCR modszerrel.
3.13. A GFP fluoresszencia kimutatasa UV fénnyel

A GFP fluoresszencia meglétét FastGene® blue/green LED lampaval (FG-11; NIPPON
Genetics, Tokyo, Japan) allapitottuk meg 489 nm gerjesztés és 520 nm emisszid mellett. Hairom
nappal az agroinjekcid utan ellendriztik a GFP fluoreszencia meglétét a paradicsom
bogyotermések ¢és a dohanylevelek esetében. A lampat minden esetben koriilbeliil 10 cm-re
tartottuk a vizsgalt novénytdl. Fotézashoz sarga UV szlir6t (NIPPON Genetics, Tokyo, Japan)

hasznaltunk, az UV lila fényének kisziiréséhez.
3.14. Az sGFP expresszio mennyiségi meghatarozasa qPCR moddszerrel

Azon ndvényegyedek esetében, ahol UV fénnyel sikeresen detektaltuk az sGFP jelenlétét,
azokat qPCR moddszerrel is megvizsgaltuk (WANG ¢s mtsai., 2004). Totdl RNS-t izolaltunk a
novényekbdl Direct-zol™ (Zymo Research, Irvine, CA, USA) kittel és TRIzol reagens lizis
pufferrel, a gyartdi utasitasok szerint. A totdl RNS mindségének ellendrzése megegyezett az A.
thaliana (L.) novények T3 és T4 generacidinak RT-qPCR vizsgalatainal végzett ellendrzéssel. A
cDNS szintézis és az RT-qPCR koriilményei megegyeztek az A. thaliana (L.) novények Tz és Ta
generacidinak RT-qPCR koriilményeivel. Az RT-qPCR vizsgalatoknal referencia génként az
MtGAPDH (At1g13440), FvGAPDH (ID07104) és NbGAPDH (Nicotiana benthamiana L.
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz) (At1g12900) géneket hasznaltuk.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. A promoter szekvencia elemzés

A promoter szekvencia elemzés soran dsszehasonlitottuk a JASPAR2020 és a PLACE 30.0
altal kapott adatokat. Az adatok 6sszehasonlitdsa utan kiilonbozo feltételezett TFBS-eket €s CRE-
ket elemeztiink az AtSPR1-like2, AtSPT, FvSPR1-likel, FYSPR1-like2, FVvSPT, MtSPR1-like2 és
MtSPT gének promoter szekvenciaiban. Sikeresen azonositottunk 222, 364, 117, 186, 323, 473 és
484 transzkripcios faktor kotdhelyet (TFBS), valamint talaltunk 473, 645, 248, 30, 548, 733 és
719 CRE-t az AtSPR1-like2, AtSPT, FvSPR1-likel, FvSPR1-like2, FvSPT, MtSPR1-like2 és
MtSPT gének promoéter szekvencidiban (HIDVEGI és mtsai., 2021).

Osszehasonlitottuk a paradicsom virdgzasdval, gyiimolcsfejlodésével és érésével
kapcsolatos kiilonboz6 promoter régiokat (TF és CRE) S. lycopersicum, A. thaliana (L.) és F.
vesca L. novényekben. A 3. tdblazat a TFBS gyakorisagat mutatja a viragzasban és a gylimolcs
érésében szerepet jatszo promoter szekvenciakban. Az MtSPR1-like2, FVSPR1-like2, FVSPR1-
like2, FVSPR1-likel, FvSPR1-likel, AtSPR1-like2, MtSPT, FVSPT és AtSPT gének promoter
szekvenciaiban 16, 25, 7, 5, 34, 24 és 29 TFBS volt (HIDVEGI €s mtsai., 2021).
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tablazat: A transzkripcios faktor kotOhelyek eloszlasa az MtSPR1-like2, FVSPR1-
likel, FVSPR1-like2, AtSPR1-like2, MtSPT, FVSPT és AtSPT gének promoter

régidiban
Eloszlas

TFBS - - - -

liez | lier | lie2 | iikep | MSPT|FUSPT | AtSPT
ARF1 1
ARF2 2 1 1 1 2
ARF34 1
ARF5 1
ARF8 1
ARR10 4 2 3 1 1
ARR11 1 2
ARR14 2
ARR18 1
ARR2 1 1
ATHB15 1
ATHB20 1 1 1
ATHB23 1 1 6 2 2
ATHB53 1 1 1 2
BEE2 2 2
CAMTAL 1
CMTA3 2 1
DREB26 1
EDT1 2 1
ERF13 1
FaEOBII 1
HAT2 1 1 1 1 2 2
KAN1 1 4 2 2 4 2 3
KUA1 2
MYB124 1 1
MYB59 1 1 1 1
MYB73 1
OBP3 1
OsRR22 1
PIF5 1 1 1 1
RVE1 1
SGR5 1
SPT 7 2
TGA1A 1 1 1
TGA2 1
WRKY25 2 1 2 2
WRKYS8 3 1 2 2 2
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A 4. tablazat a CRE-k gyakorisagat mutatja a promoter szekvencidkban, amelyek szerepet
jatszottak a viragzasban és a gyiimolcs érésében. Az MtSPR1-like2, FvSPR1-like2, FYSPR1-like2,
FvSPR1-likel, AtSPR1-like2, MtSPT, FVSPT ¢és AtSPT gének szekvenciaiban 11, 25, 6, 1, 27, 26
és 16 CRE volt. A PLACE 30.0 adatbazis alapjan az auxin, etilén, GAs ¢és citokinin altal
szabalyozott CRE-ket osztalyoztuk. Az etilén esetében 1, auxinnal 8 és GAs-nal 1 CRE-t
azonositottunk (HIDVEGI és mtsai., 2021).

4. tablazat: A cis-regulalé elemek eloszlasa az MtSPR1-like2, FVSPR1-like2, FVSPR1-
likel, AtSPR1-like2, FVvSPT, AtSPT és MtSPT gének promotereiben

Eloszlas
CRE - - - -
e e e I e
ARFAT 1 3 2
ASFIMOTIFCAMV 2 5 1 3 4 1
AUXRETGALGMGHS3 1 1 1
CACGCAATGMGH3 1
CARGATCONSENSUS 2
CATATGGMSAUR 6 2
CRTDREHVCBF2 2
DAGMAUX28 1
ERELEE4 2 2 1 1 4
GARE10SREP1 1
GAREAT 2 6 3 3 2
NTBBF1ARROLB 2 3 1 9 4 4
SEBFCONSSTPR10A 3 2
SURECOREATSULTR11 3 4 1 8 4 1

A JASPAR2020 osszesen 572 profilt tartalmaz a TFBS-okrdl, amelyek kifejezetten a
novényfajokban azonosithatdbak (STORMO, 2013). A szamoca és paradicsom gylimdlcsérése
etilén szabalyozasa alatt all, amely meghatarozza a szinét a z6ld (éretlen) €s piros (érett) atmenetek
kozott (TISZA é€s mtsai., 2010, LI és mtsai., 2017). Az auxin és etilén egyensuly befolyéasolhatja
a gylimolcsérés folyamatait (SU és mtsai., 2015b). Az FVSPR1-like2 és FVSPT gének promoterein
azonositottunk ARF1, ARF2, ARF34, ARF5, ARF8, ATHB15, ATHB20, ATHB53, CAMTAL,
EDTI1, HAT2, KANI, KUAI, MYB124, MYB73, OBP3, RVEIl, SGRS5, TGA1A ¢és TGA2
kotéhelyeket. Az auxin-valasz faktorok (ARF) specifikusan az 5’-TGTCTC-3’ DNS szekvencia
helyekhez tudnak ko6tddni az auxin responsive promoter elemek mentén (AuxRE; MAJER et al.,
2012). Az ARF TF-eket A. thaliana (L.) névényekben azonositottak elészor (MAYER és mtsai.,
1999, ELLIS és mtsai., 2005, NAGPAL ¢és mtsai., 2005, VIDAURRE ¢és mtsai., 2007, ZHANG ¢és
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mtsai., 2014a). Azonositottunk ARFAT és SURECOREATSULTRI11 cis-regulald elemeket is,
amelyek ARF kotohelyli szekvencidkat tartalmaznak (MARUYAMA-NAKASHITA és mtsai.,
2005) az FvSPR1-like2 ¢és FVSPT gének promoterein. Az AUXRETGA1IGMGH3 CRE egy
kotéhely az AuxRE fehérjékhez, amelyek az ARF-eket szabalyozzak (GUILFOYLE és mtsai.,
1998). Az auxin és etilén egyensuly fenntartasahoz és szabalyozasahoz kotheté ATHB, EDTI,
HAT2, KAN1, KUA1, MYB, OBP, RVEI1, SGRS, és TGA2 TF-eket elészor A. thaliana (L.)
novényekben azonositottak (SAWA és mtsai., 2002, JOHNSON és mtsai., 2003, KANG ¢és mtsai.,
2003, MATTSSON ¢és mtsai., 2003, BOWMAN, 2004, HAWKER és BOWMAN, 2004, SON ¢s
mtsai., 2004, PRIGGE és mtsai., 2005, MORITA ¢és mtsai.,, 2006, KIM és mtsai., 2013,
MEISSNER ¢és mtsai., 2013, LU és mtsai., 2014, CAI és mtsai., 2015, CHEN ¢és mtsai., 2015) mig
a CAMTAL TF-et repcében (Brassica napus L.) (BOUCHE és mtsai., 2002) és a TGA1A TF-et
dohany névényben (Nicotiana tabacum L.) (PASCUZZI és mtsai., 1998).

Az AGL42 (DORCA-FORNELL és mtsai., 2011), ARR2 (WEIRAUCH ¢s mtsai., 2014),
CMTA3 (BOUCHE ¢és mtsai., 2002), DREB26 (KRISHNASWAMY és mtsai., 2011), ERF13
(SINGH és mtsai., 2002), KUA1 (LU ¢és mtsai., 2014), MYB59 (LI és mtsai., 2006), PIF5
(KHANNA ¢és mtsai., 2007), WRKY25 (LI és mtsai., 2011) és WRKY®8 (CHEN ¢és mtsai., 2013)
helyeket azonositottuk az FVSPR1-like2 és FVSPT gének promoterein. Az AGL42 egy MADS-box
TF, amely a viragzasi idot szabalyozza, valamint eldsegiti a virdgzas folyamatat. Azok a gének,
melyeket az AGL42 szabalyoz, leggyakrabban a levelekben, viragbimbokban, szirmokban és az
A. thaliana (L.) becbiben expresszalnak (DORCA-FORNELL és mtsai., 2011). Az AGL42 TF-et
azonositottuk az MtSPR1-like2, AtSPR1-like2, MtSPT, FVSPT és AtSPT gének promoterein.

Az ARRI1, ATHB34, BEE2, FUS3, MYB33, MYR2, SOC1, SRM1 és STZ TF-eket
azonositottunk az FVSPR1-like2 és FVSPT gének promoterein. A GAREIOSREPI CRE
szabalyozza a gibberellin-responsive elemeket a MYB33 TF-al egyiitt (SUTOH és YAMAUCHI,
2003). Emellett azonositottunk ARR10 (HWANG és SHEEN, 2001), ARR11, ARR14, ARR18 és
OsRR22 (TSAI és mtsai., 2012) helyeket az FvSPR1-like2 és FVSPT géne promoterein. A
gibberellin szabalyozasaban résztvevo TF-ek motivumait és miikodését elsésorban A. thaliana (L.)
¢s Oryza sativa L. novényekben igazoltak az ARRI (SAKAI és mtsai., 2001), ATHB34
(HENRIKSSON és mtsai., 2005), BEE2 (FRIEDRICHSEN és mtsai., 2002), FUS3 (TSUCHIYA
¢és mtsai., 2004), MYB33 (GOCAL és mtsai., 2001), MYR2 (ZHAO és mtsai., 2011), SOC1 (LEE
¢és mtsai., 2008), SRM1 (WANG és mtsai., 2015) és STZ (MITTLER és mtsai., 2006), ARR10
(HWANG és SHEEN, 2001), ARR11 (IMAMURA ¢s mtsai., 2003), ARR14 (MASON ¢és mtsai.,
2004), ARR18 (LIANG ¢és mtsai., 2012) és OsRR22 (TSAI és mtsai., 2012) TF-0k esetében.
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4.2. A promoter delécios vonalak létrehozasa

In silico modszerekkel sikeresen azonositottuk a promoter régiokat, mely utan PCR

modszerrel felszaporitottuk a rovidebb promdter-szakaszokat (5. abra).

500 1000 2000 3000 M

5. abra: A: FVSPR (Fragaria vesca L. SPIRAL) és B: FVSPT (Fragaria vesca L. SPATULA) gén
promoter-szakaszainak futtatasa gélben. M: DNA ladder 100 bp plus (Thermo Fisher Scientific)

molekulatdmeg marker

A PCR termékeket bindris vektorba klonoztuk, ezzel kialakitva az FYSPR500::pGWB604,
FVSPR1000:pGWBG604, FvSPR2000::pGWB604, FvSPT500::pGWB604,
FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 ¢és FvSPT3000::pGWB604 delécidos vonal
konstrukciokat. A sikeres E. coli transzformaciokat kolonia PCR-el ellendriztiik delécids vonal

specifikus primerekkel (6. abra).
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6. abra: Kolonia PCR eredményei. M: DNA ladder 100 bp plus (Thermo Fisher Scientific)

molekulatdomeg marker. A szamok (1-24) az egyes koloniakat jelolik

Azokat az E. coli kolonidkat, amelyekben a megfelelé méretii fragmentum szaporodott fel
a PCR soran, kivalasztottuk plazmid izolalashoz, hogy A. tumefaciens baktériumba klonozzuk a
delécids konstrukciokat. Az A. tumefaciens baktériumokat is kolonia PCR modszerrel vizsgaltuk

meg, hogy kivalasszuk a pozitiv kolonidkat (7. abra).
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7. abra: A. tumefaciens kolonia PCR eredményei. M: DNA ladder 100 bp plus (Thermo Fisher

Scientific) molekulatomeg marker. A szamok (1-17) az egyes koloniakat jelolik

Az SGFP gén fluoresszencia az FVSPR2000::pGWB604, FvSPT1000::pGWB604,
FvSPT2000::pGWB604, FvSPT3000::pGWB604 ¢és CaMV35S::sGFP (pGWB405) dohany
vonalak esetében volt csak detektdlhaté UV lampaval (8. éabra). A paradicsom zold
bogydterméseiben az sGFP azonosithat6 volt az FvSPR2000::pGWB604,
FvSPT2000::pGWB604, FvSPT3000::pGWB604 és CaMV35S::sGFP (pGWB405) vonalakban
(9. abra).
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8. abra: Az sGFP riportergén azonositdsa UV fénnyel dohany névényekben.
A: Vektorkonstrukcio nélkiili A. tumefaciens, B: Kontroll kezeletlen névény,
C: CaMV35S::sGFP (pGWB405), D: FvSPR500::pGWB604, E: FYSPR1000::pGWB604,
F: FvSPR2000::pGWB604, G: FvSPT500::pGWB604, H: FVYSPT1000::pGWB604,
I: FvSPT2000::pGWB604, J: FvSPT3000::pGWB604
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9. abra: Transzformans paradicsom ndvény bogydterméseiben azonositott SGFP ripotergén UV
fénnyel megvilagitva. A: Kontroll kezeletlen novény, B: CaMV35S::sGFP (pGWB405),
C: FVSPR2000::pGWB604, D: FvSPT1000::pGWB604, E: FYSPT2000::pGWB604,
F: FYSPT3000::pGWB604

4.3. A promoter delécios vonalak RT-qPCR vizsgalata

Az RT-qPCR modszerrel sikeresen azonositottuk az SGFP gén jelenlétét, meghataroztuk
az expressziojanak intenzitasat a paradicsom bogyodterméseiben és a dohany leveleiben. A
dohanylevelekben az SGFP génexpresszios intenzitasa 0,072, 0,006, 0,099 és 2,532 volt az
FvSPR2000::pGWB604, FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 és
FvSPT3000::pGWB604 vonalak esetében, a CaMV35S::SGFP pozitiv kontrollhoz viszonyitva. Az
expresszios logarithmic fold change (LFC) értékek -3,8, -7,29, -3,33 és 1,34 voltak az
FvSPR2000::pGWB604, FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 €s
FvSPT3000::pGWB604 vonalak esetében (10. abra).
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10. abra: A dohanylevelekben detektalt SGFP gén LFC értékei. Csillaggal (*) jelolt értékek

statisztikailag szignifikansan (p < 0,05) eltéréek voltak a kontrollhoz képest

A paradicsom bogydtermésben az SGFP génexpresszios intenzitasa 0,026, 0,024 ¢és 1,028
volt az FvSPR2000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 ¢és FvSPT3000::pGWB604 vonalakban a
AACt értékek alapjan. Az expresszios LFC értékek -5,28, -536 ¢és 0,04 voltak az
FvSPR2000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 ¢és FvSPT3000::pGWB604 vonalakban a
CaMV35S::sGFP pozitiv kontrollhoz viszonyitva (11. abra).
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11. abra: Paradicsom bogyo6termésében detektalhaté SGFP gén LFC értékei.
Csillaggal (*) jelolt értékek statisztikailag szignifikansan (p < 0,001) eltéréek voltak a
kontrollhoz képest. Az FYSPR2000::pGWB604, FvSPT1000::pGWB604 és
FvSPT2000::pGWB604 vonalak AACt értékei statisztikailag szignifikansan eltéréek (p < 0,05) a
kontrollhoz képest. Ugyanakkor az FvSPT3000::pGWB604 AACt értékei voltak statisztikailag
szignifikansan eltéréek (p < 0,05) a pozitiv kontrollhoz viszonyitva (CaMV35S::sGFP) a dohany

novény leveleiben, de a paradicsom bogyoban nem

A kisérlet az FVSPR1-like2 és FVSPT gének promotereire iranyult elsésorban, amelyek
fontos szerepet jatszanak a sejtek fejlodésében, viragzasaban és a gyiimolces fejlodésében
(NAKAJIMA ¢és mtsai., 2004, REYES-OLALDE ¢és mtsai., 2017, HIDVEGI és mtsai., 2020). A
tranziens expressziot meghatarozza a ripotergén (SGFP) kizardlagos expresszioja az infiltralt
teriileten, valamint az expresszios kazetta (vektor konstrukcio) osszetétele, az Agrobacterium torzs
¢és a tenyészet denzitasa szintén befolyédsolhatja a ripotergén expressziojat (TYURIN és mtsai.,
2020).

Az FvSPR500::pGWB604 ¢s FvSPR1000::pGWB604 konstrukciok nem miikodtek a
dohéanylevelekben, mig az FvSPR2000::pGWB604 miikodott. Az FvSPR2000::pGWB604
konstrukcioban az SGFP expresszalt a paradicsom gylimolesben. Sikeresen azonositottunk ARF1,

ARF2, ARFS és ARF8 TF kotohelyeket az FVSPR1-like2 gén prométerének -1067 bp és -1059 bp
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kozotti delécids vonalan. Ezek a TF-ek nem voltak azonosithatdak a -500 és -1 bp kozotti és -501
¢és -1000 bp kozotti delécios vonalakban. A TF-ek ARF csaladja fontos szerepet jatszik az ARF-
iranyitott auxin szabalyozasban a gylimdlcstermések érése soran (LIU és mtsai., 2015a). Talan ez
magyarazatot szolgalhat arra, hogy miért csak az FVSPR2000::pGWB604 konstrukcié tudta
indukalni az SGFP expresszidjat a dohanylevelekben és a paradicsom bogydtermésekben. Az
FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 ¢s FvSPT3000::pGWB604  konstrukcidok
miikddtek dohanylevélben, ugyanakkor az FYSPT1000::pGWB604 konstrukcié nem miikddott a
paradicsom bogyotermésben. Az FVSPT500::pGWB604 konstrukcié nem miikodott paradicsom
bogyotermésben ¢és a dohanyleveleiben. Az FYSPT1000::pGWB604 konstrukcionak alacsonyabb
SGFP expresszidja volt, mint az FvSPT2000::pGWB604 konstrukcionak. Ezt a génexpresszios
intenzitas kiilonbséget a MYB59, WRKY25 és WRKY8 TF kotohelyek okozhatjak, amelyet az
etilén szabdlyoz (LI és mtsai., 2006, CHEN ¢s mtsai., 2013). Az etilén-auxin interakcid fontos
szerepet jatszhat az FVSPT gén promoterének szabalyozasdban, ami a paradicsomban antagonista
hatast okoz az etilén €és auxin kozott a paradicsom bogydtermésének érése soran (LI és mtsai.,
2017). Az FvSPT1000::pGWB604 konstrukcioban nincs MYB59, WRKY25 és WRKYS8 TF
kotohelyek, mert ezek csak a -1256 és -1248, -1609 és -1602 és -1610 és -1602 kozott
helyezkednek el, amelyek csak az FvSPT2000::pGWB604 konstrukcioban talalhatoak meg. Az
FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 ¢s FvSPT3000::pGWB604  konstrukcidok
mikddtek a dohéanyleveleiben, de az FvSPT1000::pGWB604 konstrukci6 nem miikodott a

paradicsom bogyotermésben.
4.4. Az A. thaliana (L.) spt és spr1-2 mutans novények komplementacios tesztje

A gyltimolcsérésben feltételezhetéen fontos szerepet jatszo6 F. vesca L. FvSPT, FvSPR1-
likel és FVSPR1-like2 géneket sikeresen izolaltuk (BALOGH és mtsai., 2005, POLGARI és
mtsai., 2010). Kisérletiink soran az A. thaliana (L.) spt és sprl-2 mutans ndévényeket
komplementaltunk az F. vesca SPT és SPR génjeivel. Az in silico elemzések soran azonositottuk
a promoter régiokat és géneket az FVSPT, FYSPR1-likel és FYSPR1-like2 gének esetében, amelyek
homologiat mutattak az At1g69230 és At4g36930 génekkel az F. vesca L. genomszekvencia
alapjan (htttp://www.rosaceae.orq) (SHULAEV ¢és mtsai., 2011). A homologia 84,03%, 69,45%
és 74,24% volt az FvSPT (XM _004287975) ¢és AtSPT (At4g36930), FvSPR1-likel
(XM_004297177) és AtSPR1-like2 (At1g69230), valamint az FvSPR1-like2 (XM_004299243) és
AtSPR1-like2 (At1g69230) kozott (12. és 13. abra).
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12. abra: Homologia az FVSPT (Fragaria vesca L. SPATULA) (XM_004287975), FVSPT cDNS
(AY679615) és AtSPT (Arabidopsis thaliana (L.) SPATULA) (BT026462) gének kozott (CLC
Main Workbench v7)
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13. abra: Homologia az FVSPR1-likel (Fragaria vesca L. FVSPR1-likel) (XM_004297177),
FVSPR (Fragaria vesca L. SPIRAL) (AY695666), AtSPR1-like2 (BT024676) és FVSPR1-like2
(XM_004299243) gének kozott (CLC Main Workbench v7)
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A PCR modszer alkalmazasaval sikeresen felszaporitottuk az FVSPT (6600 bp), FVSPR1-
likel (9647 bp) és az FYSPR1-like2 (2443 bp) géneket és promotereiket. Az FVSPT::pGWB401,
FvSPR1-likel::pGWB401 ¢és FvSPR1-like2::pGWB401 vektorkonstrukciok Osszeépitése utan

kolonia PCR-el igazoltuk a gének és promotereik megfeleld beépiilését (14. abra).

MT2554 5671 8 Y

14, abra: E. coli kolonia PCR eredménye. M: DNA ladder 100 bp plus (Thermo Fisher

Scientific) molekulatomeg marker

Az A. thaliana (L.) spt és spr mutans névényeket (60 névényegyed/vektorkonstrukcio)
,floral dip” modszerrel transzformaltuk. A transzformalt ndvényegyedeket kanamicin szelekcios
agenssel kezeltiik 3 napos, 1 hetes és 2 hetes allapotban a transzformacio elvégzése utan, 100
mg/mL, 200 mg/mL és 400 mg/mL koncentracioval. A szelekcios kezelést talélé A. thaliana (L.)
novényegyedeket direkt PCR moddszerrel is megvizsgaltuk, igazolva, hogy a promoter és gén

megfelelden talalhatdo meg a ndvényben (15. abra).
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15. abra: Direkt PCR eredményei az A. thaliana (L.) novényekbdl. M: DNA ladder 100 bp plus
(Thermo Fisher Scientific) molekulatomeg marker. A szamok (1-40) az egyes novényegyedeket
jelolik. Az 500 bp-nal felszaporodott fragmentum jeldli a transzgénikus A. thaliana (L.)

novényegyedeket

Az atlagos transzformacids hatékonysag 7,6%-os volt a masodlagos viragzatok ismételt
Hfloral dip” transzformaciéval. A 6 hetes transzformans ndvények fenotipusos tulajdonsagait
Osszehasonlitottuk a vadtipust Col-0 A. thaliana (L.) novényekéivel. Az spt mutans novények

statisztikailag szignifikansan kisebbek voltak, mint a vadtipus (16. abra).
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16. abra: 8 hetes A. thaliana (L.) névények habitusa. A: Col-0 vadtipus, B: spr mutans,
C: spt mutans és D: FVSPT1-like2::pGWB401 komplementalt nvények

Az FVSPT::pGWB604 transzformans novényegyedek szignifikdnsan magasabbak voltak,
mint az spt mutans névényegyedek, mig a vadtipushoz képest nem mutattak eltérést (16. abra).
Ezzel igazoltuk, hogy az spt mutans névényt komplementalni lehetett az F. vesca L. novény SPT

génjével és promoterével.
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17. abra: A. thaliana (L.) névények bec6inek dsszehasonlitasa. A: Col-0 vadtipust novény,

B: FVSPT::pGWB401 komplementalt ndvény, C: spt mutans ndévény

A bec6hossz vizsgalata soran a vadtipus, Spt, Spr mutans és komplementalt ndvényeket
hasonlitottuk 6ssze (atlagosan 12 darab becé/névényegyed) (17. abra). Az 6sszehasonlitas soran
az spt mutans névénynek volt a legrovidebb becéhossza (3,8 mm), mig a vadtipusnak ¢és az
FvSPT/FvSPR1-likel/FVSPR1-like2 komplementalt vonalaknak szignifikansan hosszabb
becotermésiik volt (12,8 — 13,3 mm). Az spr mutans ndvényhez viszonyitva csak az FVSPR1-likel

komplementalt névény esetében volt szignifikans becéhossz novekedés (18. abra).
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18. abra: A. thaliana (L.) n6vények becéhossza (mm). Col WT (vad tipus): Col-0 vaditpus, spt
mutans: spatula mutans, spr mutans: spiral mutans, FVvSPT: FVSPT::pGWB401 komplementalt
Col-0, FvSPR1-1: FvSPR1-likel::pGWB401 komplementalt Col-0 és FVSPR1-2: FVvSPR1-
like2::pGWB401 komplementalt Col-0. Az oszlopokban 1év6 szamok melletti betiik jelolik a
statisztikailag szignifikansan eltér6 egyedeket a Col-0 vadtipusti ndvényekhez képest az

ANOVA (p < 0,001) analizis soran (80 novényegyed/kisérlet/vonal és harom bioldgiai ismétlés)

Az spt mutans novényegyedek Kisebb mag/becé (7,7) aranyt produkaltak, mint a vadtipus
(47,7) (19. abra). Az spr mutans novényegyedek szignifikansan révidebb becoket novesztettek a
vadtipushoz képest (18. abra) és szignifikansan kisebb mag/becé aranyt is produkaltak (37,5) mint
a vadtipus (47,7) (19. abra). A becoénkénti magszam az FVSPT::pGWB401 komplementalt
novényegyedekben a vartnak megfeleléen szignifikdnsan nagyobb volt, mint az spt mutans
novényegyedekben, de szignifikansan kevesebb mag fejlodott egy becében, mint a vadtipusban

(19. abra).
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19. abra: Az A. thaliana (L.) nvények atlagos meghozama beconként. Columbia WT: Col-0
vadtipus, spt mutans: spatula mutans, spr mutans: spiral mutans, FvSPT: FVSPT::pGWB401
komplementalt Col-0, FYSPR1-1: FvSPR1-likel::pGWB401 komplementalt Col-0, FVSPR1-2:
FvSPR1-like2::pGWB401 komplementalt Col-0. Az oszlopokban 1évé szamok melletti betitk
jelolik a statisztikailag szignifikdnsan eltérd egyedeket a Col-0 vadtipusu névényekhez képest az

ANOVA (p < 0,001) analizis soran (80 novényegyed/kisérlet/vonal és harom bioldgiai ismétlés)

Az FvSPR1-likel::pGWB401 és FvSPR1-like2::pGWB401 komplementalt novények
terméseiben szignifikansabb nagyobb volt a magszam, mint az Spr mutans ndévényekben,

ugyanakkor szignifikansan kevesebb, mint a vadtipusban (19. abra).
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20. abra: A gyokér fejlodési eltérései az 1 hetes A. thaliana (L.) magoncokban.
A: FVSPR1-like2::pGWB401 komplementalt Col-0, B: Col-0 vadtipus, C: spr mutans,
D: FVSPR1-likel:: pGWB401 komplementalt (Mérce: 5 mm)
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21. abra: A gyokér fejlodés eltérései a 2 hetes A. thaliana (L.) novényekben. A: spr mutdns,
B:FvSPR1-likel:: pGWB401 komplementalt C: FVSPR1-like2::pGWB401 komplementalt Col-0,
D: Col-0 vadtipus (Mérce: 5 mm)

A vadtipus ¢és sSpr mutins ndvényegyedek kozott a gyokérndvekedési kiilonbségek
megfigyelhetéek a 20. és a 21. abran. Az spr mutaciot egyediil az FVSPR1-like2::pGWB401
vektorkonstrukci6 tudta helyreallitani (20. és 21. abra). Az FVSPR1-likel novények esetében
hasonl¢ helikalis gyokérndvekedés volt megfigyelhetd, mint amilyennel az Spr mutans ndvény is
rendelkezik. A jelenlegi kutatasok azt igazoljak, hogy harom recessziv A. thaliana (L.) spr mutans
novény létezik, spril-1, spri-2 és sprl-3 (NAKAJIMA és mtsai., 2006). Kutatasainkhoz az sprl-2
mutans novényeket hasznaltuk, igy varhatéan ezt a mutaciot csak az FVSPR1-like2::pGWB401
konstrukcio tudja komplementalni, mig az FVSPR1-likel::pGWB401 konstrukcié nem. Ezzel
kisérletben igazolhatd, hogy az FVSPR1-likel és az FVSPR1-like2 gének nem azonos funkcioval
rendelkeznek. A komplementalt A. thaliana (L.) névények esetében RT-qPCR modszerrel
igazoltuk és mértilk meg az FVSPT, FYSPR1-likel és FVSPR1-like2 gének expresszios intenzitasat.
A primereket exon-exon hatarra terveztiik, amely kiilonb6z6 méretli fragmentumokat szaporit fel

gDNS-bdl és ¢cDNS-bdl. Az RT-qPCR eredményeink igazoljak, hogy az FvSPT::pGWB401,
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FVSPR1-likel::pGWB401 és FVSPR1-like2::pGWB401 konstrukciok mitkddnek és expresszalnak
a komplementalt A. thaliana (L.) névényekben.

Eredményeink igazoltak, hogy az oktoploid F. x ananassa Duch. cv. Elsanta szamdcabol
CDNS-AFLP modszerrel izolalt FaSPT ¢és FaSPR gének (BALOGH és mtsai., 2005) nemcsak az
AtSPT, AtSPR1-likel és AtSPR1-like2 génekkel mutatnak hasonlosagot, hanem a diploid szamoca
(F. vesca L.) FVvSPT, FvSPR1-likel és FvSPR1-like2 génekkel is, valamint képesek
komplementalni az A. thaliana (L.) spt és sprl-2 mutans névényeket, a fenotipusos elvaltozasaikat
a vadtipushoz képest, hasonloan HEISLER és mtsai. (2001) eredményeihez, ahol az AtSPT2 allél
fenotipusos elvaltozasokat kozoltek az A. thaliana (L.) SPR1-1, SPR1-2 és SPR1-3 mutaciok
esetében a gyokér fejlddésében (FURUTANI és mtsai., 2000). Kutatasunkkal ugyanakkor

igazoltuk, hogy az spr1-2 mutaciot csakis az FVSPR1-like2 génnel lehetséges komplementalni.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Kutatisaink soran Osszehasonlitottuk az AtSPR1-likel, AtSPT, FvSPR1-likel, FvSPR1-
like2, FVSPT, MtSPR1-like2 és MISPT gének promotereit a JASPAR2020 és PLACE 30.0
adatbazisok alapjan. Erésspecifikus gének révén elsdsorban a viragzassal, gyiimolcsfejlédéssel és
éréssel kapcsolatos promoter régiokat azonositottunk (TFBS és CRE). A CRE-k funkcioit tekintve
auxin, etilén, GAz ¢és citokinin hormonok altal voltak szabalyozva. Kutatasaink soran az FVSPR1-
like2 gén promoter régidjan ARF specifikus kotShelyeket, valamint ARFAT ¢és
SUPERCOREATSULTR11 cis-regulalé elemeket azonositottunk, melyek az auxin szabalyozasa
alatt allnak. Az FvSPR1-like2 ¢és FVSPT gének promoter régioin AGL42 kot6helyet
azonositottunk, amely a szakirodalomban fellelhetd adatok alapjan a virdgbimboban ¢s
szirmokban expresszaldodd géneket szabalyozza az A. thaliana (L.) novényben. Ugyanezen
AGL42-t azonositottuk az FVSPR1-like2 és FVSPT génekkel homologiat mutatd MtSPR1-like2,
AtSPR1-like2, MtSPT és AtSPT gének promoterein.

Az FVSPR ¢és FVSPT gének promoterein azonositottuk a MYB59, WRKY25 és WRKY8
kotohelyeket, melyek a szakirodalom szerint etilén szabdlyozasa alatt vannak. A tudomanyos
publikaciok azt igazoljak, hogy az etilén-auxin interakcid fontos szerepet jatszik a gyiimdlcsérés
soran. Kutatdsunk is azt igazolta, hogy az FVSPT gén promoterének deléciés vonalaival
fuzionaltatott SGFP riporter gén nem kapcsolt be, ha az etilén szabélyozésa alatt 1év6 kotdhelyek
(MYB59, WRKY25 ¢s WRKY8) nem voltak megtalalhatéak a szekvenciaban.

Kutatasaink soran sikeresen komplementaltuk az spt és sprl-2 mutans A. thaliana (L.)
novényeket az FVSPT és FVSPR1-like2 génekkel. A homoldgia 84,03% és 74,23% volt az FVSPT
¢s AtSPT, valamint FvSPR1-like2 ¢és AtSPR1-like2 gének kozott. A mutans gének
komplementalasanak sikerességét biztositotta a nagyobb aranyu homologia is. A floral dip”
transzformécidos modszer atlagos hatékonysaga 7,6% volt a masodlagos viragzatok ismételt
transzformaciojaval. A fellelheté szakirodalomnak megfeleléen varhaté transzformacios
hatékonysagi eredményeket kaptunk az A. thaliana (L.) esetében. Az FvSPT::pGWB604
transzforméns névényegyedek azonos magassagot €s becOhosszt, magszdm/becd aranyt mutattak
a Col-0 WT (vad tipus) novényekkel. Az FvSPR1-like2::pGWB604 transzformans
novényegyedek esetében volt csak megfigyelheté a WT és spr mutans novények kozotti gyokér
novekedési kiilonbségek helyreallitasa. A jelenlegi kutatdsok azt igazoljak, hogy harom recessziv
A. thaliana (L.) spr mutans névény létezik, sprl-1, sprl-2 és sprl-3. Az sprl-1, sprl-2 és sprl-3
mutaciok a szakirodalom szerint ugyanolyan fenotipusos elvaltozdsokat okoznak a gyokér
fejlodésében, ugyanakkor kutatasainkkal igazoltuk, hogy az sprl-2 mutaciot az FVSPR1-like2
génnel komplementalhatd, mig az FVSPR1-likel génnel nem.
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Az elmult években a transzgénikus modszerek és technikdk gyors fejlodésnek indultak
szamos gén funkcionalis jellemzése révén. Molekularis genetikai kutatoknak szamos lehetésége
van szovetspecifikus promotereket izolalniuk, mely a transzgén mitkodését hatékonyabba teszi. A
transzKkripcids szabalyozas megértésének legfontosabb eszkodze a transzkripcids faktorok és cis-
regulalé elemek azonositdsa a promoter régioban. Szdmos adatbazis érhetd el ezen régiok
azonositasdhoz és szabalyozasanak megértéséhez, melyek kiilonbdzd novényfajokat osszesitenek
referenciaként. Az Gjabb prométerek és azok szabalyozo régidinak azonositdsa fontos teriilete a
mezOgazdasagi cégeknek és kutatdinak, ami ujabb lehetdséget teremthet a szovet- és sejt-
specifikus promoterek hasznalatara a genetikailag modositott kulturndvények jabb

generacidjaban.
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6. Uj tudomanyos eredmények

1. A diploid szamoca (Fragaria vesca L.) FVSPT, FvSPR1-likel és FvSPR1-like2 gének
promoter régiojaban, valamint az AtSPT, AtSPR1-like2, MtSPT és MtSPR1-like2 gének
prométer régidiban azonositottunk in silico modszerekkel TFBS és CRE szabalyozo
elemeket. Ezeket a szabalyozo elemeket funkcionalisan hozza tudtuk rendelni auxin, etilén,
GAs ¢és citokinin hormonok altal szabalyozott régiokhoz, amelyek a viragbimboban és

szirmokban expresszalodé géneket szabalyozza.

2. Az FVSPT és FVSPR gének promoter delécios vonalait 1étrehozva, igazoltuk, hogy ezen
promoéter régiok SGFP riporter génnel fizionaltatva expresszalodnak a delécid nagysagatol
fliggden a dohdny ndvény levelében és cv. Micro Tom paradicsom ndvény bogyo
termésében. Az FVSPR gén prométer delécios vonalaival igazoltuk, hogy az SGFP riporter
gén nem kapcsol be, ha az auxin vagy etilén hormon szabalyozasahoz sziikséges TFBS

vagy CRE elemek hidnyoznak a promoter régioban.

3. Az A thaliana (L.) spt mutans novény esetében bizonyitottuk, hogy a diploid szamodca
FVSPT génje komplementdlni tudja a fenotipusosan jelentkezd alacsonyabb

ndvénymagassagot, becéhosszt €s beconkénti maghozamot.

4. Az A.thaliana (L.) sprl-2 mutans ndvény esetében bizonyitottuk, hogy a diploid szamdca
FvSPR1-likel gén nem képes komplementalni a fenotipusos elvaltozasokat, mig az
FVSPR1-like2 gén teljesen képes komplementalni a fenotipusosan jelentkezd gyokér

fejlodési elvaltozasokat.
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7. Osszefoglalas

Az FvSPR1-likel, FvSPR1-like2 és FVSPT gének promotercinek esetében sikeresen
azonositottunk in silico modszerekkel TFBS és CRE szabalyozo elemeket, amelyek auxin, etilén,
GAs ¢és citokinin szabalyozés alatt allnak, és a virdgzas, gylimolcsfejlodés és érés génjeit
szabalyozzak. Sikeresen azonositottunk homoldg TFBS és CRE szabalyozo6 elemeket az MtSPR1-
like2, AtSPR1-like2 és MtSPT gének promoter régidiban, amelyek atfedésben voltak az FVSPR1-
likel, FVSPR1-like2 és FVSPT gének promoter régioival.

In silico médszerekkel sikeresen azonositottuk az FVSPR és FVSPT gének prométer régioit,
melyek utdn PCR modszerrel elkészitettiik a promoter delécidés vonalakat, amelyeket SGFP
riporter génnel fuzionaltattunk. Az A. tumefaciens kézvetitette transzformacioval dohany névény
leveleiben, valamint cv. Micro Tom paradicsom bogyd termésében tranziens expresszidval
mikodtettiik a vektorkonstrukciokat. Az FvSPR500::pGWB604 és FvSPR1000::pGWB604
konstrukciok nem miikddtek a dohanylevelekben, mig az FvSPR2000::pGWB604 miikodott.
ARF8 TF helyeket azonositottunk, amelyek a -1067 bp és -1059 bp kozotti deléciés vonalon
helyezkedtek el, ugyanakkor ez nem volt megtalalhatd az FvSPR500::pGWB604 ¢és
FvSPR1000::pGWB604 konstrukcidkban. Az FvSPT500::pGWB604 konstrukciéo nem miikodott
a paradicsom bogyotermésben és a dohanyleveleiben. Az FvSPT1000:pGWB604 konstrukcid
SGFP expresszioja kisebb volt, mint az FvSPT2000::pGWB604 konstrukciok esetében. Ennek
magyarazata, hogy a MYBS59, WRKY25 és WRKYS8 TF helyek nem talalhatoak meg a delécios
vonalakban, amelyek szabalyozzak az FVSPT gén expressziojat a gyiimdlcs érése soran.

Kutatasaink soran izolaltuk az FvSPT, FvSPR1-likel és FvSPR1-like2 géneket és
promotereiket. A gének funkcionalis jellemzéséhez A. thaliana (L.) spt és sprl-2 mutéans
novényeket komplementaltunk az FvSPT, FvSPR1-likel és FvSPR1-like2 génekkel és
promotereikkel. A komplementalt FVSPT, FvSPR1-likel és FvSPR1-like2 gének expresszios
intenzitasat RT-qPCR modszerrel vizsgéltuk. Az RT-qPCR vizsgalatok igazoltdk, hogy az
FvSPT::pGWB401, FvSPR1-likel::pGWB604 ¢és FvSPRI1-like2::pGWB401 konstrukciok
expresszalodnak a komplementalt A. thaliana (L.) novényekben. Eredményeink igazoltak, hogy
az oktoploid F. x ananassa Duch. cv. Elsanta szamdcabol cDNS-AFLP modszerrel izolalt FaSPT
¢s FaSPR gének nem csak az A. thaliana (L.) AtSPT, AtSPR1-likel és AtSPR1-like2 génekkel
mutatnak hasonlosagot, hanem a diploid szamo6ca FVSPT, FVSPR1-likel és FVSPR1-like2 génekkel
is, valamint képesek komplementalni az A. thaliana (L.) spt és sprl-2 mutans ndvényeket.
Kutatasunkkal igazoltuk, hogy az sprl-2 mutaciot csakis az FVSPR1-like2 génnel lehetséges

komplementalni.
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8. Summary

In the case of promoters of FvSPR1-likel, FvSPR1-like2, and FvSPT genes, we
successfully identified TFBS and CRE regulatory elements using in silico methods, which are
regulated by auxin, ethylene, GAs, and cytokinin. Also, these genes regulate flowering,
development, and ripening processes. We successfully identified homologous TFBS and CRE
regulatory elements in the promoter regions of MtSPR1-like2, AtSPR1-like2, and MtSPT genes,
which overlapped with the promoter regions of FvSPR1-likel, FvSPR1-like2, and FVSPT genes.

Using in silico methods, we successfully identified the promoter regions of FVSPR and
FVSPT genes. We prepared the promoter deletion lines using PCR methods. We fused the promoter
deletion lines with the sGFP reporter gene. The vector constructs were operated by transient
expression in the leaves of the tobacco plant and in the fruit of the cv. Micro Tom tomato berry
with the A. tumefaciens-mediated transformation. Constructs of FvSPR500::pGWB604 and
FVSPR1000::pGWB604 did not function in tobacco leaves, whereas FVSPR2000::pGWB604
worked. We identified ARF1, ARF2, ARF5, and ARF8 TF binding sites in the promoter region of
the FVSPR1-like2 gene, which were located on the deletion line between -1067 bp and -1059 bp,
but these were not found in FYSPR500::pGWB604 and FvSPR1000::pGWB604 constructs. The
FVSPT500::pGWB604 construct did not function in tomato berry fruit and tobacco leaves. The
SGFP expression of the FvSPT1000::pGWB604 construct was lower than SGFP expression of the
FvSPT2000::pGWB604 construct. This is explained by the absence of MYB59, WRKY25, and
WRKY8 TF binding sites in the deletion lines, which regulate FVSPT gene expression during the
fruit development.

In our research, we isolated the FVSPT, FVSPR1-likel, and FVSPR1-like2 genes and their
promoters. For the functional characterization of the genes, spt and spr1-2 mutant of A. thaliana
(L.) plants were complemented with FvSPT, FvSPR1-likel, and FvSPR1-like2 genes and their
promoters. The expression intensity of complemented FVSPT, FvSPR1-likel, and FVSPR1-like2
genes were examined using RT-qPCR method. RT-qPCR tests confirmed that FVSPT::pGWB401,
FvSPR1-likel::pGWB401, and FvSPR1-like2::pGWB401 constructs were expressed in the
complemented A. thaliana (L.) plants. Our results confirmed that FaSPT and FaSPR genes isolated
from octoploid strawberry using cDNA-AFLP method show similarity not only with AtSPT,
AtSPR1-likel, and AtSPR1-like2 genes, but also with the FVSPT, FvSPR1-likel, and FVvSPR1-like2
genes of diploid strawberry. These genes are able to complement spt and spr1-2 mutant A. thaliana
(L.) plants. Our research proved that sprl-2 mutation can only be complemented with FVSPR1-

like2 gene.
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CDF2 -1550 -1541
DAG2 -1550 -1540
DOF1.8 -1550 -1541
DOF5.3 -1550 -1544
DOF5.6 -1550 -1543
PHYPADRAFT 140773 -1550 -1541
PHYPADRAFT 153324 -1550 -1542
PHYPADRAFT 38837 -1550 -1541
MYB24 -1598 -1590
MYB55 -1598 -1591
MYB4 -1599 -1592
AT3G24120 -1633 -1626
DOF5.3 -1636 -1630
DOF2.4 -1637 -1631
DOF5.6 -1637 -1630
PBF -1637 -1633
o o Dof3 -1638 -1633
8 8 PHYPADRAFT 153324 -1638 -1630
Q ﬁ AT1G47655 -1639 -1629
% % DOF1.8 -1639 -1630
Lf Lf PHYPADRAFT 140773 -1639 -1630
PHYPADRAFT 38837 -1639 -1630
STZ -1644 -1634
LHY1 -1659 -1650
At3g09600 -1661 -1650
DOF5.3 -1678 -1672
DOF2.4 -1679 -1673
DOF5.6 -1679 -1672
PBF -1679 -1675
DOF2.5 -1680 -1673
Dof3 -1680 -1675
PHYPADRAFT 153324 -1680 -1672
AT1G47655 -1681 -1671
DOF1.8 -1681 -1672
PHYPADRAFT 140773 -1681 -1672
PHYPADRAFT 38837 -1681 -1672
ZHD5 -1686 -1676
ZHD6 -1688 -1674
WRKY?2 -1694 -1687
WRKY75 -1694 -1687
WRKY40 -1695 -1686
WRKY48 -1695 -1686
WRKY8 -1695 -1687
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FVSPT

Név Start End
DOF5.3 -1696 -1690
DOF2.4 -1697 -1691
DOF5.6 -1697 -1690
PBF -1697 -1693
Dof3 -1698 -1693
PHYPADRAFT 140773 -1699 -1690
LHY1 -1720 -1711
RVEG6 -1721 -1711
SPL9 -1739 -1729
ATHB-51 -1743 -1736
ATHB-6 -1743 -1735
ATHB23 -1763 -1754
DOF5.3 -1769 -1763
DOF2.4 -1770 -1764
DOF5.6 -1770 -1763
DOF5.7 -1803 -1796
DOF2.4 -1808 -1802
DOF5.3 -1809 -1803
PHYPADRAFT 140773 -1809 -1800

-1823 -1816

AHL12 1823 | -1816

-1850 -1842

§ § GATALS -1851 -1843
Q ﬁ Dof3 -1874 -1869
% % PBF -1874 -1870
ks ks DOF2.4 -1876 -1870
DOF2.5 -1876 -1869

AT3G52440 -1877 -1867

DOF1.8 -1877 -1868

DOF5.3 -1877 -1871

DOF5.6 -1877 -1870

PHYPADRAFT 140773 -1877 -1868

PHYPADRAFT 153324 -1877 -1869

PHYPADRAFT 38837 -1877 -1868

AT1G47655 -1878 -1868

DOF5.7 -1884 -1877

-1886 -1880

DOF5.3 -1898 -1892

DOF5.6 -1898 -1891

STZ -1928 -1918

Dof3 -1929 -1924

PBF -1929 -1925

DOF2.4 -1931 -1925

DOF2.5 -1931 -1924

AT3G52440 -1932 -1922

DOF1.8 -1932 -1923

DOF5.3 -1932 -1926

DOF5.6 -1932 -1925
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FVSPT

Név Start End
PHYPADRAFT 140773 -1932 -1923

PHYPADRAFT 153324 -1932 -1924

PHYPADRAFT 38837 -1932 -1923

= AT1G47655 -1933 -1923

S -1951 -1944

E DOFS.7 -1952 -1945

%] DOF1.8 -1953 -1944

T DOF5.3 -1953 -1947
DOF5.6 -1953 -1946

PHYPADRAFT 140773 -1953 -1944

PHYPADRAFT 153324 -1953 -1945

STZ -2142 -2132

PHYPADRAFT 28324 -2184 -2177

PHYPADRAFT 182268 -2185 -2176

AT1G22810 -2186 -2172

ERF015 -2186 -2175

ERF019 -2187 -2173

TINY -2187 -2173

AT2G44940 -2188 -2174

AT3G57600 -2188 -2178

o RAP21 -2188 -2176
S AT4G16750 -2190 -2176
2 AT1G44830 -2191 -2177
o AT1G75490 -2191 -2177
T CEJ1 -2191 -2177
DREB26 -2197 -2178

AT3G24120 -2209 -2202

Dof3 -2223 -2218

PBF -2223 -2219

DOF2.4 -2225 -2219

DOF1.8 -2226 -2217

DOF5.3 -2226 -2220

DOF5.6 -2226 -2219

PHYPADRAFT 140773 -2226 -2217

GATAS -2242 -2234

AGL42 -2278 -2272

AT3G57600 -2330 -2320

-2411 -2404

ERF098 -2412 -2405

AGL55 -2441 -2436

Foxnl -2469 -2464

ARR10 -2494 -2487

Dof3 -2522 -2517

PBF -2522 -2518

PHYPADRAFT 140773 -2525 -2516

ERF069 -2545 -2537

ERF13 -2545 -2538

ERF7 -2547 -2538
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FVSPT

Név Start End

STZ -2584 -2574

DOF5.3 -2709 -2703

DOF2.4 -2710 -2704

DOF5.6 -2710 -2703

PHYPADRAFT 153324 -2711 -2703

DOF1.8 -2712 -2703

DOF5.7 -2712 -2705

PHYPADRAFT 140773 -2712 -2703

-2767 -2760

DOFS.7 -2768 -2761

DOF5.3 -2769 -2763

DOF5.6 -2769 -2762

PHYPADRAFT 140773 -2769 -2760

PHYPADRAFT 153324 -2769 -2761

ATHB-6 -2775 -2767

HAT2 -2776 -2766

HAT?22 -2776 -2767

DOF5.7 -2789 -2782

DOF5.3 -2791 -2785

o NACO055 -2795 -2788
S NACO080 -2795 -2788
ﬁ AGL55 -2820 -2815
% AGL42 -2825 -2819
T Dof3 -2880 -2875
PBF -2880 -2876

DOF2.4 -2882 -2876

DOF1.8 -2883 -2874

DOF5.3 -2883 -2877

DOF5.6 -2883 -2876

PHYPADRAFT 140773 -2883 -2874

PHYPADRAFT 153324 -2883 -2875

AT1G47655 -2884 -2874

GT-1 -2885 -2878

AHL20 -2904 -2897

-2904 -2897

AHL25 -2904 -2897

GT-1 -2911 -2904

AT-GTL1 -2912 -2901

DOF5.3 -2921 -2915

PHYPADRAFT 140773 -2924 -2915

DOF5.3 -2927 -2921

DOF5.6 -2928 -2921

DOF5.3 -2933 -2927

DOF5.7 -2936 -2929
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M2.2. FVSPR1-like2 gén promoterén elhelyezkezé TFBS

FVSPR1-like2
Név Start End
DOF5.3 -6 -1
DOF2.4 -7 -1
DOF5.6 -7 -1
PBF -7 -3
Dof3 -8 -3
PHYPADRAFT 153324 -8 -1
DOF1.8 -9 -1
PHYPADRAFT 140773 -9 -1
GATAI15 -126 -118
NAC078 -145 -134
DOF5.3 -179 -173
MY B4 -240 -233
DOF5.3 -253 -247
DOF2.4 -254 -248
DOF5.6 -254 -247
PBF -254 -250
DOF2.5 -255 -248
PHYPADRAFT 153324 -255 -247
CDF2 -256 -247
DOF1.8 -256 -247
S S o | PHYPADRAFT 140773 -256 -247
S S B | PHYPADRAFT 38837 -256 -247
@ | o | F [AT3G52440 -257 -247
@ @ L | DAG2 -257 -247
i i L. | DOF5.3 -267 -261
DOF2.4 -268 -262
DOF5.6 -268 -261
DOF5.3 -285 -279
DOF2.4 -286 -280
DOF5.6 -286 -279
MNB1A -286 -282
PBF -286 -282
Dof2 -287 -282
Dof3 -287 -282
PHYPADRAFT 153324 -287 -279
DOF1.8 -288 -279
PHYPADRAFT 140773 -288 -279
PHYPADRAFT 38837 -288 -279
DOF5.3 -291 -285
DOF5.7 -294 -287
PHYPADRAFT 140773 -294 -285
GATA10 -298 -291
GATALL -298 -291
GATA1L2 -298 -291
GATA12 -298 -291
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FvSPR1-like2

Név Start End
GATAS8 -299 -201

BHLH112 -310 -302

GATAI10 -373 -366

GATAllL -373 -366

GATAL2 -373 -366

GATAI2 -373 -366

GATAS8 -373 -365

DOF5.3 -400 -394

DOF2.4 -401 -395

DOF5.6 -401 -394

MNB1A -401 -397

o |PBF -401 -397

B | Dof2 -402 -397

X [Dof3 -402 -397

© | PHYPADRAFT 153324 -402 -394

L | DOF1.8 -403 -394
PHYPADRAFT 140773 -403 -394

ZHD5 -421 -411

DOF5.3 -465 -459

MNB1A -466 -462

PBF -466 -462

S |8 Dof2 -467 -462
S |3 Dof3 -467 -462
o o PHYPADRAFT 153324 -467 -459
s |2 DOF1.8 -468 -459
T | & PHYPADRAFT 140773 -468 -459
DOF5.3 -503 -497

MNB1A -504 -500

PBF -504 -500

Dof2 -505 -500

Dof3 -505 -500

PHYPADRAFT 153324 -505 -497

PHYPADRAFT 140773 -506 -497

MYB81 -598 -588

Dof2 -604 -599

MNBI1A -604 -600

PBF -604 -600

DOF2.4 -606 -600

DOF1.8 -607 -598

DOF5.3 -607 -601

DOF5.6 -607 -600

PHYPADRAFT 140773 -607 -598

PHYPADRAFT 153324 -607 -599

DOF5.3 -610 -604

MYB113 -659 -649

WRKY2 -739 -732

AlL7 -754 744
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FvVSPR1-like2

Név Start End
AlL7 -756 -746

ARR10 -774 -767

GATA10 -775 -768

GATAI11 -775 -768

GATA12 -775 -768

GATA12 -775 -768

GATAS -775 -767

GATAS -776 -768

GATA9 777 -767

AT3G24120 -785 -778

P0510F09.23 -790 -781

Foxnl -800 -795

P0510F09.23 -807 -798

MNB1A -828 -824

PBF -828 -824

Dof?2 -829 -824

Dof3 -829 -824

RAMOSA1 -858 -845

o RAMOSA1 -860 -847
S S RAMOSA1 -862 -849
I = RAMOSA1 -864 -851
o o BPC6 -865 -845
= D RAMOSA1 -866 -853
L MYBS81 -873 -863

Gaml -874 -865

DOF5.3 -881 -875

DOF2.4 -882 -876

DOF5.6 -882 -875

PBF -882 -878

Dof3 -883 -878

PHYPADRAFT 153324 -883 -875

DOF1.8 -884 -875

PHYPADRAFT 140773 -884 -875

PHYPADRAFT 38837 -884 -875

ARR10 -913 -906

GATA10 -914 -907

GATA10 -914 -907

GATAI12 -914 -907

GATA12 -914 -907

GATAS -914 -906

ARR10 -915 -908

GATAS -915 -907

GATA9 -915 -905

GATA9 -916 -906

DOF5.6 -958 -951

ARALYDRAFT 484486 -1000 -993

ARALYDRAFT 495258 -1000 -993
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FvVSPR1-like2

Név Start End
HMG-1 -1009 -1001
GATAI15 -1011 -1003
DOF5.7 -1013 -1006
DOF2.4 -1014 -1008
DOF5.3 -1015 -1009
DOF5.6 -1015 -1008
PHYPADRAFT 140773 -1015 -1006
PHYPADRAFT 153324 -1015 -1007
CCA1l -1024 -1017
EPR1 -1026 -1015
LCL1 -1026 -1017
LHY1 -1026 -1017
RVES5 -1027 -1017
RVEG6 -1027 -1017
RVE7 -1027 -1014
At3g09600 -1028 -1017
RVE1 -1028 -1015
AT3G10113 -1029 -1015
Dof?2 -1037 -1032
Dof3 -1037 -1032
MNB1A -1037 -1033
S PBF -1037 -1033
N DOF5.3 -1040 -1034
g PHYPADRAFT 140773 -1040 -1031
D PHYPADRAFT 153324 -1040 -1032
R Foxnl -1051 -1046
PHYPADRAFT 173530 -1061 -1054
PHYPADRAFT 28324 -1061 -1054
Gaml -1064 -1055
ARF1 -1067 -1060
ARF5 -1067 -1060
ARF8 -1067 -1059
ARF2 -1068 -1059
DREB2C -1068 -1061
ERF043 -1068 -1061
PHYPADRAFT 173530 -1068 -1061
PHYPADRAFT 28324 -1068 -1061
ERF039 -1069 -1059
PHYPADRAFT 182268 -1069 -1060
PHYPADRAFT 38837 -1072 -1060
DOF5.7 -1105 -1098
DOF2.4 -1106 -1100
DOF5.3 -1107 -1101
DOF5.6 -1107 -1100
PHYPADRAFT 140773 -1107 -1098
PHYPADRAFT 153324 -1107 -1099
MYBS81 -1186 -1176
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FvVSPR1-like2

Név Start End
AHL12 -1188 -1181
AHL12 -1188 -1181
AHL12 -1189 -1182
AHL12 -1189 -1182
ATHB-12 -1206 -1199
ATHB-16 -1206 -1199
ATHB-6 -1207 -1199
HAT1 -1207 -1198
HAT?2 -1208 -1198
HAT22 -1208 -1199
DOF5.7 -1220 -1213
DOF2.4 -1221 -1215
DOF5.3 -1222 -1216
DOF5.6 -1222 -1215
PHYPADRAFT 140773 -1222 -1213
MYBS81 -1246 -1236
MYB24 -1256 -1248
MYB59 -1257 -1250
P0510F09.23 -1258 -1249
AHL20 -1323 -1316
AHL25 -1323 -1316
S AHL25 -1323 -1316
N DOF5.3 -1333 -1327
g DOF5.6 -1334 -1327
D DOF5.3 -1357 -1351
R DOF2.4 -1358 -1352
DOF5.6 -1358 -1351
PBF -1358 -1354
Dof3 -1359 -1354
PHYPADRAFT 153324 -1359 -1351
AT1G47655 -1360 -1350
DOF1.8 -1360 -1351
PHYPADRAFT 140773 -1360 -1351
AT5G47660 -1364 -1354
DOF5.7 -1366 -1359
ATHB-6 -1381 -1373
AT3G24120 -1402 -1395
KAN1 -1403 -1396
DOF5.3 -1422 -1416
PHYPADRAFT 140773 -1422 -1413
GATAI15 -1591 -1583
WRKY2 -1609 -1602
WRKY25 -1609 -1602
WRKY75 -1609 -1602
WRKY21 -1610 -1601
WRKY?29 -1610 -1600
WRKY40 -1610 -1601
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FvVSPR1-like2

Név Start End
WRKY48 -1610 -1601
WRKY8 -1610 -1602
WRKY28 -1611 -1601
PBF -1612 -1608
WRKY30 -1612 -1603
DOF2.4 -1614 -1608
DOF1.8 -1615 -1606
DOF5.3 -1615 -1609
DOF5.6 -1615 -1608
PHYPADRAFT 140773 -1615 -1606
PHYPADRAFT 153324 -1615 -1607
PHYPADRAFT 38837 -1615 -1606
DOF5.3 -1621 -1615
DOF2.4 -1622 -1616
DOF5.6 -1622 -1615
PBF -1622 -1618
PHYPADRAFT 153324 -1623 -1615
DOF1.8 -1624 -1615
PHYPADRAFT 140773 -1624 -1615
PHYPADRAFT 38837 -1624 -1615
DOF5.3 -1675 -1669
S DOF2.4 -1676 -1670
N DOF5.6 -1676 -1669
g DOF5.3 -1694 -1688
D KAN1 -1701 -1694
R ATHB-16 -1736 -1729
ATHB-51 -1736 -1729
ATHB-6 -1736 -1728
ATHB-51 -1737 -1730
ATHB13 -1738 -1728
ATHB18 -1738 -1728
ATHB20 -1738 -1728
ATHB53 -1738 -1728
ATHB-6 -1738 -1730
KAN1 -1744 -1737
AHL12 -1757 -1750
AHL12 -1757 -1750
ATHB23 -1771 -1762
ARR10 -1856 -1849
GATAS -1856 -1848
Dof2 -1884 -1879
MNB1A -1884 -1880
PBF -1884 -1880
DOF5.3 -1913 -1907
DOF2.4 -1914 -1908
DOF5.6 -1914 -1907
PBF -1914 -1910
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FVSPRL 2

Név Start End
DOF2.5 -1915 -1908
Dof3 -1915 -1910
PHYPADRAFT 153324 -1915 -1907
AT1G47655 -1916 -1906
DOF1.8 -1916 -1907
PHYPADRAFT 140773 -1916 -1907
PHYPADRAFT 38837 -1916 -1907
AT3G52440 -1917 -1907
DAG2 -1917 -1907
DREBI1E -1938 -1931
KAN1 -1974 -1967
AHL12 -1975 -1968
AHL12 -1975 -1968
DOF5.3 -1988 -1982
DOF2.4 -1989 -1983
DOF5.6 -1989 -1982
PHYPADRAFT 140773 -1991 -1982
myb.Ph3 -2042 -2034
MYB52 -2042 -2032
GT-2 -2043 -2030
MYB33 -2043 -2031
S MYB70 -2043 -2033
N MYB73 -2043 -2032
g MYBS81 -2043 -2033
D DOF5.3 -2044 -2038
R MYB77 -2048 -2034
POPTR_0002s00440g -2055 -2049
SPL12 -2055 -2048
SPL4 -2055 -2047
Dof2 -2061 -2056
Dof3 -2061 -2056
MNB1A -2061 -2057
PBF -2061 -2057
DOF5.3 -2064 -2058
DOF5.6 -2064 -2057
PHYPADRAFT 140773 -2064 -2055
DOF5.3 -2074 -2068
DOF5.3 -2112 -2106
DOF2.4 -2113 -2107
DOF5.6 -2113 -2106
PHYPADRAFT 153324 -2114 -2106
DOF1.8 -2115 -2106
PHYPADRAFT 140773 -2115 -2106
OBP3 -2116 -2096
DOF5.3 -2117 -2111
DOF2.4 -2118 -2112
DOF5.6 -2118 -2111
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FVSPRL 2

Név Start End
MNB1A -2118 -2114
PBF -2118 -2114
Dof2 -2119 -2114
Dof3 -2119 -2114
PHYPADRAFT 153324 -2119 -2111
PHYPADRAFT 140773 -2120 -2111
PHYPADRAFT 38837 -2120 -2111
Dof3 -2128 -2123
PBF -2128 -2124
DOF2.4 -2130 -2124
DOF1.8 -2131 -2122
DOF5.3 -2131 -2125
DOF5.6 -2131 -2124
PHYPADRAFT 140773 -2131 -2122
PHYPADRAFT 153324 -2131 -2123
PHYPADRAFT 38837 -2131 -2122
S HMG-1 -2193 -2185
N STZ -2231 -2221
g AT3G46070 -2234 -2220
D MYB81 -2259 -2249
R CMTA2 -2308 -2300
CMTA3 -2308 -2300
CAMTAL -2311 -2300
CMTA2 -2311 -2303
CMTA3 -2311 -2303
DOF5.3 -2312 -2306
P0510F09.23 -2317 -2308
AT1G72740 -2320 -2306
Dof2 -2396 -2391
Dof3 -2396 -2391
MNB1A -2396 -2392
PBF -2396 -2392
DOF5.3 -2416 -2410
MYB4 -2447 -2440
MYBS81 -2519 -2509
Foxnl -2524 -2519
MYB81 -2556 -2546
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M2.3. MtSPR1_2 gén promoterén elhelyezkezé TFBS

MtSPR1 2

Név Start End

AT3G24120 -15 -8

EFM -15 5

HHO3 15 5

HHOS5 -15 5

ARR2 -16 7

UIF1 -16 7

MYR2 -18 5

PHLI11 _18 5

DOF5.3 -50 44
PHYPADRAFT 140773 -50 41

Foxnl -79 -74

MYB124 79 -70

PBF 102 98

Dof3 103 98
ARF2 -130 121
Foxnl -149 -144
DOF5.3 _157 151
PHYPADRAFT 140773 157 -148
PBF 201 197
N At5g08520 217 205
- DOF5 .3 217 211
o NACO78 255 44
2 UIF1 -278 -269
= DOF5.3 281 275
PBF 334 -330
E2FA 372 363
PBF -406 _402
Dof3 407 402
Foxnl -439 -434
MNBI1A 443 439
PBF _443 439
Dof2 444 439
Dof3 _444 439
AT3G24120 _483 476
HHO3 483 473
Foxnl -508 -503
NAC078 516 -505
WRKY?2 -536 529
WRKY?25 536 529
WRKY62 536 529
WRKY63 -536 529
WRKY75 536 529
WRKY18 537 528
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MtSPR1 2

Név Start End
WRKY48 -537 -528
WRKYS -537 -529
PBF -550 -546
DOF2.4 -552 -546
DOF2.5 -552 -545
AT3G52440 -553 -543
DOF1.8 -553 -544
DOF5.3 -553 -547
DOF5.6 -553 -546
PHYPADRAFT 140773 -553 -544
PHYPADRAFT 153324 -553 -545
PHYPADRAFT 38837 -553 -544
ATHB23 -578 -569
ZHDI -581 -569
AGL42 -585 -579
DOF5.3 -593 -587
-602 -594

NAC028 <0 505
ERF008 -697 -690
DOF5.3 -707 -701
DOF2.4 -708 =702
DOF5.6 -708 =701
:| PBF -708 -704
o Dof3 -709 -704
7 PHYPADRAFT 153324 -709 -701
= AT1G47655 -710 -700
DOF1.8 2710 -701
PHYPADRAFT 140773 -710 =701
PHYPADRAFT 38837 -710 =701
AT5G47660 714 -704
AT1G76880 -719 -704
DOF5.3 2721 -715
DOF2.4 2722 -716
DOF5.6 2722 -715
DOF5.7 2722 -715
MNBIA 722 -718
PBF 2722 -718
Dof2 2723 -718
Dof3 2723 -718
PHYPADRAFT 153324 2723 -715
AT1G47655 724 -714
CDF2 -724 -715
DOF1.8 2724 -715
PHYPADRAFT 140773 724 -715
PHYPADRAFT 38837 2724 -715
Foxnl -746 -741
PBF -810 -806
Foxnl -836 -831
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MtSPR1 2

Név Start End

GATAI5 -849 -841

DOF5.3 -888 -882

MNBI1A -889 -885

PBF -889 -885

Dof2 -890 -885
PHYPADRAFT 153324 -890 -882
PHYPADRAFT 140773 -891 -882

Foxnl -912 -907

GATALIS 2921 913

Dof2 -946 -941

Dof3 -946 -941

MNBI1A -946 -942

PBF -946 -942

DOF1.8 -949 -940

DOF5.3 -949 -943

DOF5.6 -949 -942
PHYPADRAFT 140773 -949 -940
PHYPADRAFT 153324 -949 -941

Dof2 -967 -962

Dof3 -967 -962

MNBI1A -967 -963

N PBF -967 -963
) DOF5.3 -970 -964
o DOF5.6 -970 -963
7 PHYPADRAFT 140773 -970 -961
= DOF5.7 -1002 -995
DOF5.3 -1004 -998
PHYPADRAFT 140773 -1004 -995

GT-1 -1010 -1003

ARF2 -1054 -1045

AT3G24120 -1093 -1086

-1171 -1161

STZ -1243 -1233

AT3G46070 -1244 -1230

AT3G24120 -1245 -1238

-1246 -1239

AHLI2 -1246 -1239

KANI -1246 -1239

-1247 -1240

AHLI2 -1247 -1240

DOF5.3 -1263 -1257

DOF5.6 -1263 -1256

WRKY48 -1280 -1271

DREBIA -1291 -1282

GATALI5 -1322 -1314

NACO058 -1336 -1329

Dof2 -1367 -1362

Dof3 -1367 -1362
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MtSPR1 2

Név Start End
MNBIA 1367 | -1363

PBF 1367 | -1363

DOF5.3 1370 | -1364

AGL42 1416 | -1410

PBF 1542 | -1538

Dof3 1543 | -1538

GATAS 1568 | -1560

ERF008 1592 | -1585

AT3G57600 1596 | -1586

DOF5.3 1651 | -1645

DOF2.5 1655 | -1648

DOF5.3 1657 | -1651
PHYPADRAFT 140773 | -1657 | -1648

HMG-1 1679 | -1671

MYB4 1705 | -1698

Dof2 1730 | -1725

Dof3 1730 | -1725

MNBIA 1730 | -1726

1730 | -1726

PBE 1740 | -1736

Dof3 1741 | -1736

DOF5.3 1766 | -1760

:I DOF5.6 1767 | -1760
= PBF 1767 | -1763
o PHYPADRAFT 153324 | -1768 | -1760
= DOF1.8 -1769 -1760
PHYPADRAFT 140773 | -1769 | -1760

Dof3 1773 | -1768

PBF 1773 | -1769

21807 | -1799

GATAILS 1808 | -1800

Dof2 1824 | -1819

MNBIA 1824 | -1820

PBF 1824 | -1820

DOF2.4 1826 | -1820

DOF1.8 1827 | -1818

DOF5 3 1827 | -1821

DOF5.6 1827 | -1820
PHYPADRAFT 140773 | -1827 | -1818
PHYPADRAFT 153324 | -1827 | -1819

ATHB-6 1853 | -1845

HAT2 1854 | -1844

WRKY23 1878 | -1871

WRKY?2 1879 | -1872

WRKY25 1879 | -1872

WRKY43 1879 | -1870

WRKY62 1879 | -1872

WRKY63 1879 | -1872

113




MtSPR1 2

Név Start End
WRKY75 1879 | -1872

WRKYS 1879 | -1871

WRKY18 Z1880 | -1871

WRKY21 21880 | -1871

WRKY28 1880 | -1870

WRKY48 21880 | -1871

Dof3 “1911 21906

PBF “1911 21907

WRKY23 21991 21984

WRKY2 1992 | -1985

WRKY63 1992 | -1985

WRKY75 1992 | -1985

WRKYS 1992 | -1984

WRKY 18 1993 | -1984

WRKY21 1993 | -1984

~ WRKY48 1993 | -1984
- TGAIA 2018 22012
o bZIP910 2019 | -2013
2 NAC025 -2019 2012
= NAC92 2020 | -2009
TGA2 2020 | -2013

DOF5.3 2033 | 2027

DOF5.6 2033 | -2026
PHYPADRAFT 140773 2033 | -2024

PIF5 2047 | -2040

AHLI12 2082 | -2075

AHLI12 2082 | -2075

ATHB-16 2083 | -2076

ATHB-51 2083 | -2076

ATHB13 2084 | -2074

ATHBS53 2084 | -2074

ATHB-6 2084 | -2076

AGL42 2094 | -2088

DOF5.3 2110 | -2104
PHYPADRAFT 140773 2113 | -2104
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M2.4. FvSPR1_1 gén promoterén elhelyezkezéo TFBS

FVSPR1 1
Név Start End
Foxnl -23 -18
Foxnl -53 -48
AHL12 -90 -83
AHL12 -90 -83
Dof3 -128 -123
PBF 128 -124
DOF2.4 -130 -124
DOF1.8 -131 -122
DOF5.3 -131 -125
DOF5.6 -131 -124
PHYPADRAFT 140773 131 -122
PHYPADRAFT 153324 131 -123
PHYPADRAFT 38837 131 122
AT1G47655 132 122
myb.Ph3 137 -129
MYBS1 -138 -128
AGL55 203 -198
AT3G24120 213 206
ARR10 214 207
— KANI 214 207
- ARR10 2240 233
o Dof3 312 1307
D PBF 312 -308
L DOF2.4 314 -308
DOF1.8 315 -306
DOF5.3 315 -309
DOF5.6 315 308
PHYPADRAFT 140773 315 -306
PHYPADRAFT 153324 315 -307
PHYPADRAFT 38837 315 -306
AT3G24120 -353 346
P0510F09.23 384 375
bZIP910 -408 -402
TGA1A -409 403
bZIP14 410 401
KANI 416 -409
RAV(var.2) 472 461
GATAS 479 471
AT3G24120 -353 -346
P0510F09.23 384 375
bZIP910 -408 -402
TGA1A -409 -403
bZIP14 410 -401
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FVSPR1_1

Név Start End
KANI -416 -409
RAVI(var.2) -472 -461
GATAS -479 471
DOF5.3 -585 -579
PBF -602 -598
DOF2.4 -604 -598
DOF2.5 -604 -597
DOF1.8 -605 -596
DOF5.3 -605 -599
DOF5.6 -605 -598
PHYPADRAFT 140773 -605 -596
PHYPADRAFT 153324 -605 -597
PHYPADRAFT 38837 -605 -596
MNBIA 714 -710
PBF 714 -710
Dof2 715 -710
Dof3 715 -710
BHLH34 -734 -727
FUS3 -734 -725
MNBI1A -758 -754
PBF -758 -754
4 Dof2 -759 -754
- Dof3 -759 -754
o ARRI11 -789 -782
o DOF5.3 -793 -787
T PHYPADRAFT 140773 -793 -784
HMG-1 811 -803
Dof3 -812 -807
PBF -812 -308
SPL9 -813 -803
DOF2.4 -821 -815
DOF5.3 -822 -816
DOF5.6 -822 -815
PHYPADRAFT 140773 -822 -813
Foxnl -828 -823
ARF2 -837 -828
Foxnl 911 -906
Dof?2 927 922
MNBI1A 927 -923
PBF 927 -923
DOF5.3 930 924
PHYPADRAFT 140773 930 -921
PHYPADRAFT 153324 930 -922
MNBIA -946 942
PBF 946 942
Dof?2 947 942
Dof2 -949 -944
MNBI1A -949 -945
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FVSPR1_1

Név Start End
PBF -949 -945

NACO078 -955 944

GATAL5 -982 -974

GATAL5 983 975

Dof2 -996 991

Dof3 996 991

MNBIA 996 992

PBF -996 992

DOF5.3 -999 993
PHYPADRAFT 140773 -999 -990
PHYPADRAFT 153324 -999 991

GT-1 -1014 -1007

GT-1 -1016 -1009

WRKY75 -1099 -1092

Dof3 -1100 -1095

| PBF -1100 _1096
. WRKY40 _1100 _1091
7 WRKY48 -1100 -1091
T DOF2.4 -1102 -1096
DOF1.8 -1103 -1094

DOF5.3 -1103 -1097
DOF5.6 -1103 -1096
PHYPADRAFT 140773 -1103 -1094
PHYPADRAFT 153324 -1103 -1095
BHLH112 -1134 -1126

DOF5.3 -1144 -1138

PBF -1152 -1148

Dof3 -1153 -1148
NACO025 -1183 -1176

NACO083 -1184 -1175

NACO025 -1185 -1178
NAC043 -1185 -1176
NAC043 -1185 -1176

NACO083 -1186 -1177
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M2.5. AtSPR1_2 gén promoterén elhelyezkezé TFBS

AtSPR1 2

Név Start End

Foxnl -8 -3

DOF5.7 -56 49

DOF2.4 57 51

DOF1.8 58 49

DOF5.3 -58 52

DOF5.6 58 51

DOF5.7 -58 51
PHYPADRAFT 140773 58 49
PHYPADRAFT 153324 -58 -50

GATAS 81 73

Dof2 -85 -80

Dof3 -85 -80

MNBI1A -85 81

PBF -85 81

DOF2.4 87 81

DOF1.8 -88 79

dof4.5 -88 75

DOF5.3 -88 82

DOF5.6 -88 81

~ PHYPADRAFT 140773 -88 79
! PHYPADRAFT 153324 -88 -80
o MA1327.2ATHB23 -120 111
N ATHB-16 123 116
< ATHB-6 -123 -115
ATHBI13 125 115

DOF5.3 -126 120

DOF2.4 127 121

DOF5.6 127 120

PBF 127 123

DOF2.5 -128 121
PHYPADRAFT 153324 -128 120

DOF1.8 129 -120
PHYPADRAFT 140773 129 -120
PHYPADRAFT 38837 129 -120

AT3G52440 130 120

Dof3 -181 -176

PBF -181 177

247 240

247 240

AHL12 248 241

248 241

AT2G20110 250 236

PBF 268 264
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AtSPR1 2

Név Start End
DOF2.4 -270 -264
DOF2.5 -270 -263
CDF2 -271 -262
DOF1.8 271 -262
DOF5.3 -271 -265
DOF5.6 271 -264
DOF5.7 271 -264
PHYPADRAFT 140773 -271 -262
PHYPADRAFT 153324 271 -263
PHYPADRAFT 38837 -271 -262
Dof3 -366 -361
PBF -366 -362
DOF2.4 -368 -362
DOF2.5 -368 -361
DOF5.7 -368 -361
AT3G52440 -369 -359
CDF2 -369 -360
DAG2 -369 -359
DOF1.8 -369 -360
DOF5.3 -369 -363
DOF5.6 -369 -362
DOF5.7 -369 -362
N PHYPADRAFT 140773 -369 -360
. PHYPADRAFT 153324 -369 -361
7 PHYPADRAFT 38837 -369 -360
= AT1G47655 -370 -360
MA0974.2CDF3 -370 -359
GATA10 -499 -492
GATALlI -499 -492
-499 -492

GATA12 2499 19
GATAS -499 -491
GATA9 -500 -490
NACO078 -525 -514
DOF5.3 -558 -552
MA1327.2ATHB23 -562 -553
DOF5.3 -569 -563
DOF2.4 -570 -564
DOF5.6 -570 -563
PBF -570 -566
Dof3 -571 -566
PHYPADRAFT 153324 -571 -563
DOF1.8 -572 -563
PHYPADRAFT 140773 -572 -563
DOF5.3 -587 -581
AT3G24120 -592 -585
Foxnl -600 -595
DOF5.3 -626 -620
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AtSPR1 2

Név Start End
-633 626

AHLI12 -633 -626
ATHB-16 -634 -627
ATHB-51 -634 -627
ATHBI13 -635 -625
ATHB-6 -635 -627
DOF5.3 -641 -635
Foxnl -645 -640
-649 -644

KANI -661 -654
AT3G24120 -662 -655
EFM -662 -652
KAN2 -664 -650
MYR2 -665 -652
PHL11 -665 -652
PHL7 -665 -653
DOF2.4 -666 -660
DOF5.3 -667 -661
DOF5.6 -667 -660
DOF5.7 -667 -660
PHYPADRAFT 140773 -667 -658
PHYPADRAFT 153324 -667 -659
N Dof?2 -693 -688
. Dof3 -693 -688
o MNBIA -693 -689
= PBF -693 -689
DOF2.4 -695 -689
DOF1.8 -696 -687
DOF5.3 -696 -690
DOF5.6 -696 -689
PHYPADRAFT 140773 -696 -687
PHYPADRAFT 153324 -696 -688
PHYPADRAFT 38837 -696 -687
API -705 -693
SOC1 -705 -691
squamosa -705 -692
LEC2 714 -704
HAT2 =723 713
MYBS1 775 -765
AGL42 -843 -837
Dof2 -850 -845
Dof3 -850 -845
MNBIA -850 -846
PBF -850 -846
DOF2.4 -852 -846
DOF1.8 -853 -844
DOF5.3 -853 -847
DOF5.6 -853 -846
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AtSPR1 2

Név Start End
PHYPADRAFT 140773 -853 -844
PHYPADRAFT 153324 -853 -845
PHYPADRAFT 38837 -853 -844
bZIP910 -882 876
TGA2 -882 -875
TGAIA -883 877
Dof3 891 -886
PBF -891 -887
DOF2.4 -893 887
DOF1.8 -894 -885
DOF5.3 -894 -888
DOF5.6 -894 -887
PHYPADRAFT 140773 -894 -885
PHYPADRAFT 153324 894 886
ANAC050 -1011 -996
KANI 1057 1050
AT3G24120 -1058 -1051
DOF2.4 1065 1059
DOF1.8 -1066 1057
DOF5.3 -1066 -1060
DOF5.6 1066 1059
«~ PHYPADRAFT 140773 -1066 1057
o PHYPADRAFT 153324 1066 1058
o Dof2 -1087 | -1082
%) MNBIA -1087 1083
< PBF -1087 -1083
DOF5.7 -1094 -1087
DOF5.3 -1096 -1090
PHYPADRAFT 140773 -1096 -1087
Foxnl 1110 1105
MYB4 1124 1117
DOF5.3 1132 1126
PHYPADRAFT 140773 1135 1126
DOF5.3 -1141 -1135
DOF2.4 1142 1136
DOF5.6 1142 -1135
DOF5.7 1142 1135
MNBI1A 1142 1138
PBF 1142 -1138
Dof2 -1143 -1138
PHYPADRAFT 153324 1143 1135
CDF2 -1144 -1135
DOF1.8 1144 1135
PHYPADRAFT 140773 -1144 -1135
PHYPADRAFT 38837 1144 1135
Foxnl 1146 1141
DOF5.3 -1156 -1150
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M2.6. MtSPT gén promoterén elhelyezkezéo TFBS

MtSPT
Név Start End
DOF5.3 -8 -2
DOF2.4 -9 -3
DOF5.6 -9 -2
PBF -9 -5
PHYPADRAFT 153324 -10 -2
DOF1.8 -11 -2
PHYPADRAFT 140773 -11 -2
Dof3 -31 -26
PBF -31 -27
DOF2 .4 -33 -27
DOF2.5 -33 -26
CDEFE2 -34 -25
DOF1.8 -34 -25
DOF5.3 -34 -28
DOF5.6 -34 =27
PHYPADRAFT 140773 -34 -25
PHYPADRAFT 153324 -34 -26
PHYPADRAFT 38837 -34 -25
AT1G47655 -35 -25
ZHD5 -52 -42
E NACO025 -78 -71
n NACO028 -79 -71
= NACO058 -79 -72
NACO080 -79 -72
NACO083 -79 -70
-86 -79
AHL25 26 9
TCX3 -116 -103
DOF5.3 -132 -126
DOF2.4 -133 -127
DOF5.6 -133 -126
PHYPADRAFT 140773 -135 -126
DOF5.6 -146 -139
Foxnl -151 -146
MYB59 -215 -208
P0510F09.23 216 -207
MYB24 217 -209
-220 -213
AHLI2 -220 -213
GATAI15 -283 -275
AT3G24120 -290 -283
KANI1 -291 -284
AGL42 -293 -287

122




MtSPT

Név Start End
HMG-1 302 304
AT3G24120 318 311
DOF5.3 319 313
DOF2.4 7320 314
DOF5.6 1320 313
DOFS.7 322 315
343 1336

AHLI2 343 1336
ATHB-16 344 337
ATHB-51 344 337
ATHB13 345 335
ATHB20 345 335
ATHB-6 345 337
WRKY 12 375 368
WRKY23 375 368
WRKY30 375 7366
WRKY38 375 368
WRKY45 375 368
WRKY?2 376 2369
WRKY25 376 2369
WRKY63 376 7369
WRKY75 376 2369
= WRKYS 376 368
& WRKY 18 377 368
s WRKY21 377 368
WRKY?28 377 367
WRKY4S 377 368
WRKYS7 377 368
WRKY60 377 367
WRKY20 378 366
DOF5.7 1380 373
WRKY15 1380 365
DOF2.4 381 375
DOF5.7 381 374
DOF1.8 382 373
DOF5.3 382 376
DOF5.6 382 375
DOF5.7 382 375
PHYPADRAFT 140773 382 373
PHYPADRAFT 153324 | -382 374
PHYPADRAFT 38837 382 373
KANI 2390 1383
AT2G20110 304 1330
TCX3 1396 383
418 ~409

ATHB23 o o
ANL2 21 411
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MtSPT

Név Start End
EDTI 01 D)
HDGI 21 411
WRKY75 436 429
WRKYS 436 428
WRKY40 437 428
WRKY48 437 428
DOF5.3 452 446
ARRI1 529 522
AT3G24120 529 522
ARR10 530 523
ARR14 7530 523
MYB113 552 542
MYBS1 552 542
TCX3 7560 547

624 617

AHL12 624 617
624 617

AHL20 624 617
624 617

AHL25 624 617
624 615

ATHB23 o o2
- 628 621
7 AHL20 628 | 621
s 628 621
AHL25 628 621
ATHB23 628 619
ZHDI 628 616
ZHD5 628 618
AHL20 7629 622
2629 622

AHL25 7629 622
ZHDG6 7630 616
ATHB23 633 “624
EDTI 634 625
DOF5.7 2660 653
WRKY 18 678 2669
WRKY40 678 2669
PO510F09.23 714 705
MYB113 732 22
Dof3 743 738
PBF 743 739
DOF2.4 745 739
DOF1.8 746 737
DOF5.3 746 740
DOF5.6 746 739
PHYPADRAFT 140773 746 737

124




MtSPT

Név Start End
DOF5.3 746 740
DOF5.6 746 739
PHYPADRAFT 140773 746 737
PHYPADRAFT 153324 | -746 738
PHYPADRAFT 38837 746 737
AT3G24120 760 7762
KANI 770 763
EFM ) 7762
A3209600 358 847
LHY1 358 7349
ARR10 913 2906
ARRI 914 2905
AGL42 926 2920
GATAIS 931 923
KANI 972 2965
At1249010 7020 | -1006
KUAI 7020 | <1010
Atl 274840 7021 | -1011
At5258900 7021 | -1007
SRMI 021 | -1008
At1219000 7022 | -1009
At3g11280 022 | -1009
= AT3G10580 023 | -1009
& At5208520 023 | o101
s AT5G56840 023 | -1009
AT5G61620 023 | -1009
7048 | -1041

048 | -1041

AHL12 051 | -1044
051 | -1044

052 | -1045

052 | -1045

052 | -1045

AHL25 1052 | -1045
ATHB-16 052 | -1045
ATHB-51 052 | -1045
ATHB13 053 | -1043
ATHB-6 053 | -1045
1056 | -1049

AHL25 1056 | -1049
ERFOIS 1087 | -1080
ERFO08 1088 | -1081
PHYPADRAFT 173530 | -1088 | -1081
PHYPADRAFT 28324 1088 | -1081
DREBIA 1089 | -1080
PHYPADRAFT 182268 | -1089 | -1080
AHL20 1105 | -1098
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MtSPT

Név Start End
AHL25 -1105 -1098
-1109 -1102

ATHB-16 -1112 -1105
ATHB-6 -1113 -1105
ATHB-16 -1118 -1111
ATHB-51 -1118 -1111
ATHB-6 -1118 -1110
ATHBI13 -1120 -1110
DOF5.3 -1158 1152
PHYPADRAFT 140773 -1158 -1149
DOF1.8 -1167 -1158
DOF5.3 -1167 -1161
DOF5.6 -1167 -1160
PHYPADRAFT 140773 -1167 -1158
PHYPADRAFT 153324 -1167 -1159
ARF2 -1183 -1174
MYBI113 -1227 -1217
POPTR 0002500440g -1264 -1258
SPL3 -1265 -1258
SPL12 -1265 -1258
SPL4 -1266 -1258
SPL9 -1266 -1256
e SPL13 -1266 -1256
) DOF5.3 -1338 -1332
= DOF2.4 -1339 -1333
DOF5.6 -1339 -1332
DOF5.7 -1339 -1332
PHYPADRAFT 153324 -1340 -1332
DOF1.8 -1341 -1332
DOF5.7 -1341 -1334
PHYPADRAFT 140773 -1341 -1332
PHYPADRAFT 38837 -1341 -1332
AGLS55 -1369 -1364
-1376 -1369

AHLI2 -1376 -1369
BHLH112 -1414 -1406
bHLH130 -1415 -1405
LHY1 -1484 -1475
AT3G10113 -1486 -1472
ARR2 -1529 -1520
DOF5.3 -1532 -1526
-1537 -1530

AHLI2 -1537 -1530
AHL20 -1537 -1530
-1537 -1530

AHL25 -1537 -1530
ATHB-51 -1553 -1546
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MtSPT

Név Start End
ATHB6 1553 | -1545
AT3G24120 1568 | -1561
DOF5.3 1570 | -1564
MYB119 581 | -1571
DOF2.4 1597 | -1591
At5208520 1598 | -1586
DOF1.8 1598 | -1589
DOF5.3 1598 | -1592
DOF5.6 1598 | -1591
DOF5.7 1598 | -1591
PHYPADRAFT 140773 | -1598 | -1589
PHYPADRAFT 153324 | -1598 | -1590
DOFS.7 1664 | -1657
1666 | -1660

DOF>.3 1667 | -1661
DOF2.4 1668 | -1662
DOF5.6 1668 | -1661
PBF 1668 | -1664
Dof3 1669 | -1664
PHYPADRAFT 153324 | -1669 | -1661
DOF1.8 1670 | -1661
PHYPADRAFT 140773 | -1670 | -1661
= PHYPADRAFT 38837 670 | -1661
& Dof3 1681 | -1676
S PBF 1681 | -1677
DOF5.3 1684 | -1678
DOF5.6 684 | -1677
PHYPADRAFT 140773 | -1684 | -1675
Dof2 1709 | -1704
Dof3 1709 | -1704
MNBIA 1709 | -1705
PBF 1709 | -1705
ATHB-12 1747 | -1740
ATHB-16 747 | -1740
ATHB-6 1747 | -1739
HAT22 747 | 1738
HATI 1748 | -1739
HAT2 748 | -1738
MAO1103ATHB-5 1749 | -1738
1784 | -1776

GATALS 1785 | 1777
PIF5 1788 | -1781
PO510F09.23 1817 | -1808
DOF5.3 1825 | 1819
DOF2.4 1826 | -1820
DOF5.6 1826 | 1819
PBF 1826 | -1822
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MtSPT

Név Start End
DOF2.5 -1827 -1820
Dof3 -1827 -1822
PHYPADRAFT 153324 -1827 -1819
AT1G47655 -1828 -1818
DOF1.8 -1828 -1819
PHYPADRAFT 140773 -1828 -1819
PHYPADRAFT 38837 -1828 -1819
AT3G52440 -1829 -1819
ATHB-12 -1836 -1829
STZ -1848 -1838
WRKY?2 -1851 -1844
WRKY?25 -1851 -1844
WRKY75 -1851 -1844
WRKY18 -1852 -1843
WRKY40 -1852 -1843
WRKY48 -1852 -1843
KUALI -1860 -1850
At5g58900 -1861 -1847
DOF5.3 -1871 -1865
DOF2.4 -1872 -1866
DOF5.6 -1872 -1865
PHYPADRAFT 153324 -1873 -1865
E DOF5.7 -1874 -1867
N PHYPADRAFT 140773 -1874 -1865
= GATAI15 -1912 -1904
ATHB-16 -1918 -1911
ATHB-51 -1918 -1911
ATHB-6 -1918 -1910
ATHB4 -1919 -1910
ATHBI13 -1920 -1910
-1920 -1910

ATHBIS -1920 -1910
ATHB53 -1920 -1910
AHL20 -1922 -1915
-1922 -1915

AHL25 -1922 -1915
AT3G24120 -1928 -1921
-1990 -1983

GATAIL2 -1990 -1983
GATAS -1990 -1982
FUS3 -2011 -2002
ARRI11 -2065 -2058
ARRI10 -2066 -2059
ARR14 -2066 -2059
ARRI -2067 -2058
ARRI8 -2067 -2055
OsRR22 -2067 -2058
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M2.7. FVSPT gén promaéterén elhelyezkez6 TFBS

FvSPT

Név Start End
EDT1 -25 -16
PBF -76 =72
Dof3 =77 =72
MYB55 -114 -107
myb.Ph3 -128 -120
MYB70 -129 -119
MYB&81 -129 -119
MYB52 -130 -120
MYB65 -132 -120
NAC043 -134 -125
NACO078 -152 -141
SMZ -195 -188
ATHB-12 -229 =222
ATHB-16 -229 =222
ATHB-6 -229 =221
HAT22 -229 -220
ATHB-16 -230 -223
ATHB4 -230 -221
HATI1 -230 =221
HAT?2 -230 -220
ln__ ATHBI13 -231 =221
@ ATHBI18 -231 =221
LL ATHB4 -231 =222
MAO110.3ATHB-5 -231 -220
SPL4 -248 -240
SPL12 -248 -241
SPL9 -251 -241
PBF -378 -374
Dof3 -379 -374
PIF4 -398 -391
BHLH34 -399 -392
BIM1 -399 -390
-399 -392
MYC3 -399 -392
MY C4 -399 -392
PHYPADRAFT 48267 -399 -392
PIF3 -399 -390
PIF5 -399 -392
SPT -399 -391
UNEI10 -399 -392
-400 -391

BEE2 -400 -391
BIM2 -400 -391
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FVSPT

Név Start End
BIM2 400 391
400 391

BIM3 400 391
HBIL 400 1389
400 391

PHYPADRAFT 143875 100 Sor
400 391

PHYPADRAFT 72483 100 Soi
SPT 400 392
BEH3 401 391
BIMI 201 392
BZR2 401 391
DOF2.4 427 421
DOF5.3 428 a2
DOF5.6 428 421
LHYI 7506 497
NACO73 516 505
DOF5.3 536 7530
DOF5.6 537 7530
MNBIA 537 533
PBF 537 533
Dof2 538 533
- PHYPADRAFT 140773 7539 7530
% 564 2557
T AHLI2 564 7557
KANI 2600 7593
601 7594

AHLI2 601 7594
NAC058 637 2630
NAC080 637 2630
TI1118.17 637 2630
NAC028 638 2630
NAC92 2639 628
GATAIS 2630 672
SPLA 2700 692
SPL12 700 2693
AGLA2 710 704
DOF5.7 17 710
DOF5.3 774 768
DOF2.4 775 769
DOF5.6 775 768
MNBIA 775 771
PBF 775 771
Dof2 776 771
PHYPADRAFT 153324 776 768
DOF1.8 777 768
PHYPADRAFT 140773 777 768
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FVSPT

Név Start End
PBF -788 -784
Dof3 -789 -784
GATAIS -800 -792
MYB24 -855 -847
MYBI111 -856 -849
MYB4 -856 -849
MYB46 -856 -849
MYB59 -856 -849
FaEOBII -857 -848
MYB3 -858 -848
MYB57 -858 -845
MNBIA -882 -878
PBF -882 -878
Dof2 -883 -878
Dof3 -945 -940
PBF -945 -941
DOF2.4 -947 -941
DOF2.5 -947 -940
DOF1.8 -948 -939
DOF5.3 -948 -942
DOF5.6 -948 -941
PHYPADRAFT 140773 -948 -939

ln__ PHYPADRAFT 153324 -948 -940

@ PHYPADRAFT 38837 -948 -939

R AT1G47655 -949 -939
KANI1 -968 -961
AT3G24120 -969 -962
HHO3 -969 -959
MYR2 -972 -959
NACO025 -983 -976
NACO028 -984 -976
NACO058 -984 -977
NACO083 -984 -975
T11118.17 -984 -977
DOF5.3 -992 -986
MNBI1A -993 -989
PBF -993 -989
Dof2 -994 -989
DOF1.8 -995 -986
PHYPADRAFT 140773 -995 -986
P0510F09.23 -1004 -995
Dof2 -1006 -1001
MNBI1A -1006 -1002
PBF -1006 -1002
DOF2.4 -1008 -1002
DOF1.8 -1009 -1000
DOF5.3 -1009 -1003
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FVSPT

Név Start End
DOF5.6 ~1009 ~1002
PHYPADRAFT 140773 ~1009 ~1000
PHYPADRAFT 153324 1009 -1001
PHYPADRAFT 38837 ~1009 ~1000
DOF5.3 -1020 -1014
MYB24 -1055 -1047
-1075 -1067

GATALS -1076 -1068
Dof3 -1082 -1077
PBF -1082 -1078
DOF2.4 -1084 -1078
DOF5.3 -1085 -1079
DOF5.6 -1085 -1078
PHYPADRAFT 140773 -1085 -1076
WRKY2 -1088 ~1081
WRKY63 -1088 ~1081
WRKY75 -1088 ~1081
WRKYS -1088 -1080
WRKY48 ~1089 ~1080
ZHD5 1099 ~1089
Dof3 -1100 -1095
PBF -1100 -1096
- DOF2.4 1102 ~1096
% DOF2.5 1102 -1095
T DOF1.8 -1103 -1094
DOF5.3 -1103 -1097
DOF5.6 -1103 -1096
PHYPADRAFT 140773 -1103 -1094
PHYPADRAFT 153324 -1103 -1095
PHYPADRAFT 38837 -1103 -1094
AT1G47655 1104 21094
LHY1 “1125 _1116
STZ “1141 “1131
Dof3 1142 1137
PBF 1142 “1138
DOF2.4 1144 “1138
DOF1.8 -1145 _1136
DOF5.3 -1145 “1139
DOF5.6 -1145 “1138
PHYPADRAFT 140773 -1145 “1136
PHYPADRAFT 153324 -1145 1137
PHYPADRAFT 38837 -1145 “1136
AT1G47655 -1146 _1136
“1181 1174

GATAIL2 “1181 1174
1197 “1189

myb.Ph3 -1197 “1189
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FVSPT

Név Start End
MYB52 -1197 -1187
MYB70 -1198 -1188
MYB&81 -1198 -1188
PBF -1245 -1241
DOF2.4 -1247 -1241
DOEF2.5 -1247 -1240
AT3G52440 -1248 -1238
CDF2 -1248 -1239
DAG2 -1248 -1238
DOF1.8 -1248 -1239
DOF5.3 -1248 -1242
DOF5.6 -1248 -1241
DOF5.7 -1248 -1241
OBP4 -1248 -1235
PHYPADRAFT 140773 -1248 -1239
PHYPADRAFT 153324 -1248 -1240
PHYPADRAFT 38837 -1248 -1239
AHL20 -1256 -1249
-1256 -1249

AHL25 -1256 -1249
DOF5.3 -1263 -1257
DOF5.6 -1264 -1257
ln__ PBF -1264 -1260
@ DOF1.8 -1266 -1257
LL PHYPADRAFT 140773 -1266 -1257
ATHB-16 -1276 -1269
DOF1.8 -1286 -1277
DOF5.3 -1286 -1280
PHYPADRAFT 140773 -1286 -1277
PHYPADRAFT 153324 -1286 -1278
DOF5.7 -1292 -1285
DOFS5.3 -1300 -1294
DOF2.4 -1301 -1295
DOF5.6 -1301 -1294
DOF5.7 -1301 -1294
PBF -1301 -1297
DOF2.5 -1302 -1295
Dof3 -1302 -1297
DOF5.7 -1302 -1295
PHYPADRAFT 153324 -1302 -1294
AT1G47655 -1303 -1293
CDF2 -1303 -1294
DOF1.8 -1303 -1294
PHYPADRAFT 140773 -1303 -1294
PHYPADRAFT 38837 -1303 -1294
AT3G52440 -1304 -1294
CDF3 -1304 -1293
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FVSPT

Név Start End
DAG2 1304 | -1294
Dof3 1307 | -1302
dofd 5 1307 | <1294
PBF 1307 | -1303
DOF2.4 1309 | <1303
DOF1.8 1310 | 1301
DOF5.3 1310 | <1304
DOF5.6 1310 | <1303
PHYPADRAFT 140773 | -1310 | -1301

1325 | -1318

1325 | -1318

AHLI12 1326 | <1319
1326 | <1319

1326 | <1319

AHL25 1326 | <1319
ATHB-16 1326 | 1319
ATHB-51 1326 | <1319
1338 | 1331

1338 | <1331

AHL25 1342 | -1335
1342 | <1335

1343 | <1336

= AHL12 1343 | <1336
s AHL20 1343 | <1336
T 1343 | 1336
AHL25 1343 | <1336
1347 | -1340

AHL20 1347 | -1340
1347 | -1340

AHL25 1347 | -1340
ATHB23 1347 | -1338
ATHB-16 1376 | -1369
ATHB-6 1377 | 21369
PBF 1409 | -1405
AHL20 418 | 1411
418 | o141

AHL25 418 | -1411
421 | -1414

421 | 1414

AHLI2 1422 | -1415
1422 | -1415

1422 | -1415

AHL25 1422 | -1415
ATHB-16 1422 | -1415
ATHB-51 1422 | -1415
ATHB13 1423 | -1413
PBF 1430 | <1426
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FVSPT

Név Start End
DOF2.4 -1432 -1426
DOF1.8 -1433 -1424
DOF5.3 -1433 -1427
DOF5.6 -1433 -1426
PHYPADRAFT 140773 -1433 -1424
PHYPADRAFT 153324 -1433 -1425
RVE5 -1449 -1439
Dof3 -1456 -1451
PBF -1456 -1452
AT3G24120 -1501 -1494
DOF2.4 -1549 -1543
AT3G52440 -1550 -1540
CDF2 -1550 -1541
DAG2 -1550 -1540
DOF1.8 -1550 -1541
DOF5.3 -1550 -1544
DOF5.6 -1550 -1543
PHYPADRAFT 140773 -1550 -1541
PHYPADRAFT 153324 -1550 -1542
PHYPADRAFT 38837 -1550 -1541
MYB24 -1598 -1590
MYB55 -1598 -1591

In__ MYB4 -1599 -1592
Q AT3G24120 -1633 -1626
R DOF5.3 -1636 -1630
DOF2.4 -1637 -1631
DOF5.6 -1637 -1630
PBF -1637 -1633
Dof3 -1638 -1633
PHYPADRAFT 153324 -1638 -1630
AT1G47655 -1639 -1629
DOF1.8 -1639 -1630
PHYPADRAFT 140773 -1639 -1630
PHYPADRAFT 38837 -1639 -1630
STZ -1644 -1634
LHY1 -1659 -1650
At3g09600 -1661 -1650
DOF5.3 -1678 -1672
DOF2.4 -1679 -1673
DOF5.6 -1679 -1672
PBF -1679 -1675
DOF2.5 -1680 -1673
Dof3 -1680 -1675
PHYPADRAFT 153324 -1680 -1672
AT1G47655 -1681 -1671
DOF1.8 -1681 -1672
PHYPADRAFT 140773 -1681 -1672
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FVSPT

Név Start End
PHYPADRAFT 38837 -1681 -1672
ZHD5 -1686 -1676
ZHD6 -1688 -1674
WRKY?2 -1694 -1687
WRKY75 -1694 -1687
WRKY40 -1695 -1686
WRKY48 -1695 -1686
WRKY8 -1695 -1687
DOF5.3 -1696 -1690
DOF2.4 -1697 -1691
DOF5.6 -1697 -1690
PBF -1697 -1693
Dof3 -1698 -1693
PHYPADRAFT 140773 -1699 -1690
LHY1 -1720 -1711
RVE6 -1721 -1711
SPL9 -1739 -1729
ATHB-51 -1743 -1736
ATHB-6 -1743 -1735
ATHB23 -1763 -1754
DOF5.3 -1769 -1763
DOF2.4 -1770 -1764

ln__ DOF5.6 -1770 -1763
Q DOF5.7 -1803 -1796
R DOF2.4 -1808 -1802
DOF5.3 -1809 -1803
PHYPADRAFT 140773 -1809 -1800

-1823 -1816

AHLI2 -1823 -1816

-1850 -1842

GATAIS -1851 -1843

Dof3 -1874 -1869

PBF -1874 -1870

DOF2.4 -1876 -1870

DOF2.5 -1876 -1869

AT3G52440 -1877 -1867

DOF1.8 -1877 -1868

DOF5.3 -1877 -1871

DOF5.6 -1877 -1870
PHYPADRAFT 140773 -1877 -1868
PHYPADRAFT 153324 -1877 -1869
PHYPADRAFT 38837 -1877 -1868

AT1G47655 -1878 -1868

DOF5.7 -1884 -1877

-1886 -1880

DOFS.3 -1898 -1892

DOF5.6 -1898 -1891
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FVSPT

Név Start End
STZ -1928 -1918
Dof3 -1929 -1924
PBF -1929 -1925
DOF2.4 -1931 -1925
DOF2.5 -1931 -1924
AT3G52440 -1932 -1922
DOF1.8 -1932 -1923
DOF5.3 -1932 -1926
DOF5.6 -1932 -1925
PHYPADRAFT 140773 -1932 -1923
PHYPADRAFT 153324 -1932 -1924
PHYPADRAFT 38837 -1932 -1923
AT1G47655 -1933 -1923

-1951 -1944

DOFS.7 -1952 -1945
DOF1.8 -1953 -1944
DOF5.3 -1953 -1947
DOF5.6 -1953 -1946
PHYPADRAFT 140773 -1953 -1944
PHYPADRAFT 153324 -1953 -1945
STZ -2142 -2132
PHYPADRAFT 28324 -2184 -2177
ln__ PHYPADRAFT 182268 -2185 -2176
Q AT1G22810 -2186 -2172
LL ERFO015 -2186 -2175
ERF019 -2187 -2173
TINY -2187 -2173
AT2G44940 -2188 -2174
AT3G57600 -2188 -2178
RAP21 -2188 -2176
AT4G16750 -2190 -2176
AT1G44830 -2191 -2177
AT1G75490 -2191 -2177
CEJ1 -2191 -2177
DREB26 -2197 -2178
AT3G24120 -2209 -2202
Dof3 -2223 -2218
PBF -2223 -2219
DOF2.4 -2225 -2219
DOF1.8 -2226 -2217
DOF5.3 -2226 -2220
DOF5.6 -2226 -2219
PHYPADRAFT 140773 -2226 -2217
GATAS -2242 -2234
AGL42 -2278 -2272
AT3G57600 -2330 -2320
ERF098 -2411 -2404
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FVSPT

Név Start End
ERF008 -2412 -2405
AGL55 -2441 -2436
Foxnl -2469 -2464
ARR10 -2494 -2487
Dof3 -2522 -2517
PBF -2522 -2518
PHYPADRAFT 140773 -2525 -2516
ERF069 -2545 -2537
ERF13 -2545 -2538
ERF7 -2547 -2538
STZ -2584 -2574
DOF5.3 -2709 -2703
DOF2.4 -2710 -2704
DOF5.6 -2710 -2703
PHYPADRAFT 153324 -2711 -2703
DOF1.8 -2712 -2703
DOF5.7 -2712 -2705
PHYPADRAFT 140773 -2712 -2703

-2767 -2760

DOFS.7 -2768 -2761

DOF5.3 -2769 -2763

DOF5.6 -2769 -2762

ln__ PHYPADRAFT 140773 -2769 -2760
Q PHYPADRAFT 153324 -2769 -2761
LL ATHB-6 -2775 -2767
HAT?2 -2776 -2766

HAT?22 -2776 -2767

DOF5.7 -2789 -2782

DOF5.3 -2791 -2785

NACO055 -2795 -2788

NAC080 -2795 -2788

AGL55 -2820 -2815

AGLA42 -2825 -2819

Dof3 -2880 -2875

PBF -2880 -2876

DOF2.4 -2882 -2876

DOF1.8 -2883 -2874

DOF5.3 -2883 -2877

DOF5.6 -2883 -2876
PHYPADRAFT 140773 -2883 -2874
PHYPADRAFT 153324 -2883 -2875

AT1G47655 -2884 -2874

GT-1 -2885 -2878

AHL20 -2904 -2897

-2904 -2897

AHL25 -2904 -2897

GT-1 -2911 -2904
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FVSPT

Név Start End
AT-GTL1 -2912 -2901
DOF5.3 -2921 -2915
PHYPADRAFT 140773 -2924 -2915
DOF5.3 -2927 -2921
DOF5.6 -2928 -2921
— DOF5.3 -2933 -2927
% DOF5.7 -2936 -2929
ks AT-GTL1 -2912 -2901
DOF5.3 -2921 -2915
PHYPADRAFT 140773 -2924 -2915
DOF5.3 -2927 -2921
DOF5.6 -2928 -2921
DOF5.3 -2933 -2927
DOF5.7 -2936 -2929
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M2.8. AtSPT gén prométerén elhelyezkez6é TFBS

AtSPT
Név Start End
LEC2 -40 -30
BIM1 -65 -56
CMTAS3 -65 -57
MYB124 -67 -58
CMTA2 -68 -60
REF6 -84 -74
AT-GTL1 -91 -80
ATHB-12 -95 -88
ATHB-16 -95 -88
ATHB18 -96 -86
ATHB-6 -96 -88
HAT1 -96 -87
HAT?2 -97 -87
HAT?22 -97 -88
MAO0110.3ATHB-5 -97 -86
DOF5.3 -115 -109
DOF2.4 -116 -110
DOF5.6 -116 -109
PBF -116 -112
Dof3 -117 -112
E PHYPADRAFT 153324 -117 -109
) DOF1.8 -118 -109
< PHYPADRAFT 140773 -118 -109
PHYPADRAFT 38837 -118 -109
STZ -123 -113
PBF -216 -212
DOF2.4 -218 -212
DOF1.8 -219 -210
DOF5.3 -219 -213
DOF5.6 -219 -212
PHYPADRAFT 140773 -219 -210
PHYPADRAFT 153324 -219 -211
PHYPADRAFT 38837 -219 -210
PIF4 -231 -224
BHLH34 -232 -225
BIM1 -232 -223
-232 -225
MYC3 -232 -225
MY C4 -232 -225
PHYPADRAFT 48267 -232 -225
PIF3 -232 -223
PIF5 -232 -225
SPT -232 -224
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AtSPT

Név Start End
UNEL0 232 225
233 2224

BEE2 233 224
233 2224

BIM2 233 224
233 2224

BIM3 233 2224
HBIL 233 222
233 2224

PHYPADRAFT_143875 — oo =
233 2224

PHYPADRAFT 72483 = =
SPT 233 2225
BEH3 234 2224
BIM1 234 225
BZR2 234 224
DOF2.4 1302 2296
DOF1.8 303 2294
DOF5.3 1303 297
DOF5.6 1303 2296
PHYPADRAFT 140773 | -303 2294
DOF5.3 361 1355
- DOF2.4 362 356
% DOF5.6 1362 1355
Z PBF 362 358
DOF2.5 1363 356
PHYPADRAFT 153324 | -363 1355
DOFL.8 364 355
PHYPADRAFT 140773 | -364 1355
PHYPADRAFT 38837 364 355
AT3G52440 365 1355
DAG? 365 355
OBP4 2368 355
KANL 370 1363
PBF 416 412
DOF5.3 465 459
PBF 470 466
DOF5.3 2496 2490
DOF2.4 497 491
DOF5.6 497 490
PBF 497 493
Dof3 498 493
PHYPADRAFT 153324 | -498 2490
DOFL.8 2499 490
PHYPADRAFT 140773 | -499 2490
ATHB23 544 535
ZHD1 547 535
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AtSPT

Név Start End
ATHB34 -552 -538
NACO028 -608 -600
NACO058 -608 -601
NAC92 -610 -599
ARF2 -613 -604
AT3G24120 -623 -616
WRKY75 -631 -624
WRKY40 -632 -623
WRKY48 -632 -623
Foxnl -644 -639
Dof3 -681 -676
PBF -681 -677

-709 -702

AHLI12 -709 -702
ATHB-16 -710 -703
ATHB-51 -710 -703
ATHB13 -711 -701
ATHB-6 -711 -703
PBF -715 -711
DOF2.4 =717 -711
AT3G52440 -718 -708
DOF1.8 -718 -709
E DOF5.3 -718 -712
%) DOF5.6 -718 -711
< PHYPADRAFT 140773 -718 -709
PHYPADRAFT 153324 -718 -710
PHYPADRAFT 38837 -718 -709
Dof2 -756 -751
Dof3 -756 -751
MNB1A -756 -752
PBF -756 -752
ZHD5 -788 -778
ATHB23 -789 -780
GATAI15 -824 -816
Dof2 -829 -824
MNB1A -829 -825
PBF -829 -825
DOF2.4 -831 -825
DOF1.8 -832 -823
DOF5.3 -832 -826
DOF5.6 -832 -825
PHYPADRAFT 140773 -832 -823
PHYPADRAFT 153324 -832 -824
AT3G24120 -865 -858
-866 -859

AHL12 -866 -859
KAN1 -866 -859

142




AtSPT

Név Start End
AGL42 -881 -875
ATHB15 -883 -869
ERF7 -909 -900
ERF069 -910 -902
PBF -917 -913
Dof3 -918 -913
PBF -931 -927
ARF34 -965 -953
DOF5.3 -979 -973

-998 -991

-998 -991

AHL12 -1021 -1014
-1021 -1014

-1029 -1021

GATALS -1030 -1022
DOF5.3 -1058 -1052
DOF2.4 -1059 -1053
DOF5.6 -1059 -1052
DOF5.7 -1059 -1052
PHYPADRAFT 153324 -1060 -1052
DOF1.8 -1061 -1052
PHYPADRAFT 140773 -1061 -1052
E DOF5.3 -1067 -1061
%) DOF2.4 -1068 -1062
< DOF5.6 -1068 -1061
PBF -1068 -1064
PHYPADRAFT 153324 -1069 -1061
DOF1.8 -1070 -1061
PHYPADRAFT 140773 -1070 -1061
AHL20 -1109 -1102
-1109 -1102

AHL25 -1109 -1102
SPL4 -1141 -1133
SPL12 -1141 -1134
AGLA42 -1174 -1168
-1179 -1172

AHL25 -1179 -1172
DOF5.3 -1232 -1226
DOF2.4 -1233 -1227
DOF5.6 -1233 -1226
MNB1A -1233 -1229
PBF -1233 -1229
Dof2 -1234 -1229
Dof3 -1234 -1229
PHYPADRAFT 153324 -1234 -1226
DOF1.8 -1235 -1226
PHYPADRAFT 140773 -1235 -1226
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AtSPT

Név Start End
DOF5.3 1256 | -1250
DOF5.6 1257 | -1250
MNB1A 1257 | 1253
PBF 1257 | -1253
Dof2 1258 | -1253
PHYPADRAFT 153324 | -1258 | -1250
DOFL.8 1250 | -1250
PHYPADRAFT 140773 | -1259 | -1250
Dof2 1284 | -1279
Dof3 1284 | -1279
MNB1A 1284 | -1280
PBF 1284 | -1280
DOF5.3 1287 | -1281
PHYPADRAFT 140773 | -1287 | -1278
PHYPADRAFT 153324 | -1287 | -1279
ATHB-51 1297 | -1290
ATHB-6 1297 | -1289

1298 | -1291

AHL12 1298 | -12901

1298 | -1201

AHL25 1298 | -1291

ATHB-16 1298 | -1201

- ATHB-51 1298 | -1291
% ATHB13 1299 | -1289
Z ATHB18 1299 | -1289
ATHB20 1299 | -1289

ATHB53 71299 | -1289

AHL20 1302 | -1295

1302 | -1295

AHL25 1302 | -1295

DOF5.3 1314 | -1308

1345 | -1338

AHLI2 1345 | -1338

1345 | -1338

AHL25 1345 | -1338

ATHB-16 1345 | -1338

1345 | -1338

ATHB-51 1346 | -1339

ATHB13 1347 | 1337

ATHB18 1347 | -1337

ATHB53 1347 | 1337

ATHB-6 1347 | -1339

ZHD3 1350 | -1337

PBF 1373 | -1369

Dof3 1374 | -1369
PHYPADRAFT 140773 | -1375 | -1366

DOF5.3 1457 | -1451
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AtSPT

Név Start End
DOF2.4 -1458 -1452
DOF5.6 -1458 -1451
DOF5.7 -1458 -1451
MNB1A -1458 -1454
PBF -1458 -1454
Dof?2 -1459 -1454
DOF2.5 -1459 -1452
Dof3 -1459 -1454
PHYPADRAFT 153324 -1459 -1451
CDF2 -1460 -1451
DOF1.8 -1460 -1451
PHYPADRAFT 140773 -1460 -1451
PHYPADRAFT 38837 -1460 -1451
GATA20 -1490 -1483
GATA19 -1491 -1481
KAN1 -1535 -1528
At1g49010 -1543 -1529
At3911280 -1545 -1532
At5g05790 -1546 -1532
DOF5.3 -1568 -1562
DOF2.4 -1569 -1563
DOF5.6 -1569 -1562

E Foxnl -1589 -1584
) GATAS -1630 -1622
< DOF5.3 -1636 -1630
ATHB-16 -1640 -1633

ATHB-51 -1640 -1633

ATHB-6 -1640 -1632

-1641 -1634

AHL12 -1641 -1634

ATHB13 -1642 -1632

Dof3 -1666 -1661

PBF -1666 -1662

DOF2.4 -1668 -1662

DOF2.5 -1668 -1661

DOF5.7 -1668 -1661

AT3G52440 -1669 -1659

CDF2 -1669 -1660

DOF1.8 -1669 -1660

DOF5.3 -1669 -1663

DOF5.6 -1669 -1662
PHYPADRAFT 140773 -1669 -1660
PHYPADRAFT 153324 -1669 -1661
PHYPADRAFT 38837 -1669 -1660

AT1G47655 -1670 -1660

CDF3 -1670 -1659

AT3G24120 -1684 -1677
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AtSPT

Név Start End
BHLH112 -1748 -1740
DOF5.3 -1766 -1760
ARF2 -1792 -1783
PBF -1800 -1796
Dof3 -1801 -1796
GATA15 -1832 -1824
DOF2.4 -1844 -1838
DOF1.8 -1845 -1836
DOF5.3 -1845 -1839
DOF5.6 -1845 -1838
PHYPADRAFT 140773 -1845 -1836
PHYPADRAFT 153324 -1845 -1837
DOF2.5 -1852 -1845
DOF5.7 -1852 -1845
DOF1.8 -1854 -1845
DOF5.3 -1854 -1848
DOF5.6 -1854 -1847
PHYPADRAFT 140773 -1854 -1845
DOF5.7 -1869 -1862
DOF2.4 -1870 -1864
DOF5.7 -1870 -1863
AT3G52440 -1871 -1861

E CDF2 -1871 -1862
) DAG?2 -1871 -1861
< DOF1.8 -1871 -1862
DOF5.3 -1871 -1865
DOF5.6 -1871 -1864
DOF5.7 -1871 -1864
PHYPADRAFT 140773 -1871 -1862
PHYPADRAFT 153324 -1871 -1863
PHYPADRAFT 38837 -1871 -1862
DOF2.4 -1876 -1870
DOF5.3 -1877 -1871
PHYPADRAFT 140773 -1877 -1868
PBF -1942 -1938
DOF5.3 -2003 -1997
DOF2.4 -2004 -1998
DOF5.6 -2004 -1997
DOF5.7 -2006 -1999
PHYPADRAFT 140773 -2006 -1997
LEC2 -2111 -2101
BHLH34 -2112 -2105
FUS3 -2112 -2103
DOF5.3 -2144 -2138
DOF5.7 -2147 -2140
REF6 -2203 -2193
MNB1A -2215 -2211
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Név Start End
PBF 2215 | -2211
2216 | -2211

Dof2 2218 | -2213
MNB1A 2218 | -2214
PBF 2218 | -2214
DOF2.4 2220 | -2214
CDF2 2221 | -2212
DOF1.8 2221 | -2212
DOF5.3 2221 | -2215
DOF5.6 2221 | -2214
DOF5.7 2221 | -2214
PHYPADRAFT 140773 | -2221 | -2212
PHYPADRAFT 153324 | -2221 | -2213
PHYPADRAFT 38837 2221 | -2212
DOF5.3 2228 | -2222
id1 2228 | -2217
PHYPADRAFT 140773 | -2228 | -2219
DOF2.4 2260 | -2254
DOF1.8 2261 | -2252
DOF5.3 2261 | -2255
DOF5.6 2261 | -2254
DOF5.7 2261 | -2254
= PHYPADRAFT 140773 | -2261 | -2252
7 PHYPADRAFT 153324 | -2261 | -2253
< DOF2.4 2293 | -2287
DOF1.8 2294 | -2285
DOF5.3 2294 | -2288
DOF5.6 2294 | -2287
PHYPADRAFT 140773 | -2294 | -2285
Dof2 2373 | -2368
Dof3 2373 | -2368
MNB1A 2373 | -2369
PBF 2373 | -2369
DOF2.4 2375 | -2369
DOF1.8 2376 | -2367
DOF5.3 2376 | -2370
DOF5.6 2376 | -2369
PHYPADRAFT 140773 | -2376 | -2367
PHYPADRAFT 153324 | -2376 | -2368
PHYPADRAFT 38837 2376 | -2367
AT1GA47655 2377 | -2367
Foxnl 2394 | -2389
ARALYDRAFT 493022 | -2517 | -2510
ARALYDRAFT 496250 | -2517 | -2510
TCP4 2517 | -2510
TCP5 2517 | -2510
GATAILS 2526 | -2518
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Név Start End
ARR10 -2533 -2526
-2554 -2546

GATALS -2555 -2547
TGA1A -2560 -2554
NAC92 -2562 -2551
BHLH112 -2591 -2583
MYB59 -2599 -2592
MYB24 -2601 -2593
ATHB-16 -2611 -2604
HAT?22 -2611 -2602
HAT1 -2612 -2603
HAT?2 -2612 -2602
DOF5.3 -2623 -2617
DOF2.4 -2624 -2618
DOF5.6 -2624 -2617
-2624 -2617

DOFS.7 2625 | -2618
PHYPADRAFT 140773 -2626 -2617
DOF5.3 -2638 -2632
DOF2.4 -2639 -2633
DOF5.6 -2639 -2632
PBF -2639 -2635
E Dof3 -2640 -2635
& PHYPADRAFT 153324 -2640 -2632
<C AT1G47655 -2641 -2631
DOF1.8 -2641 -2632
PHYPADRAFT 140773 -2641 -2632
PHYPADRAFT 38837 -2641 -2632
Dof2 -2664 -2659
Dof3 -2664 -2659
MNB1A -2664 -2660
PBF -2664 -2660
DOF5.3 -2667 -2661
DOF5.6 -2667 -2660
DOF5.3 -2700 -2694
DOF2.4 -2701 -2695
DOF5.6 -2701 -2694
DOF1.8 -2703 -2694
PHYPADRAFT 140773 2703 -2694
MYB113 -2715 -2705
PBF -2753 -2749
Dof3 -2754 -2749
DOF5.3 -2768 -2762
DOF2.4 -2769 -2763
DOF5.6 -2769 -2762
PBF -2769 -2765
Dof3 -2770 -2765
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AtSPT

Név Start End
DOF1.8 2771 -2762
PHYPADRAFT 140773 2771 -2762
NAC080 -2787 -2780
NAC025 -2788 -2781
NAC028 -2788 -2780
NAC083 -2789 -2780
ATHB-12 -2792 -2785
ATHB-6 -2792 -2784
HAT1 -2793 -2784
ATHB-16 -2812 -2805

-2813 -2805

ATHB-6 -2820 -2812
WRKY?2 -2831 -2824
WRKY25 -2831 -2824
WRKY62 -2831 -2824
WRKY63 -2831 -2824
WRKY75 -2831 -2824
WRKY18 -2832 -2823
WRKY21 -2832 -2823
WRKY23 -2832 -2825
WRKY48 -2832 -2823
WRKYS -2832 -2824
N WRKY28 -2833 -2823
7 WRKY43 -2833 -2824
< DOF5.3 -2856 -2850
DOF2.4 -2857 -2851
DOF5.6 -2857 -2850
PBF -2857 -2853
Dof3 -2858 -2853
PHYPADRAFT 153324 -2858 -2850
CDF2 -2859 -2850
DOF1.8 -2859 -2850
PHYPADRAFT 140773 -2859 -2850
PHYPADRAFT 38837 -2859 -2850
WRKY?2 -2873 -2866
WRKY25 -2873 -2866
WRKY63 -2873 -2866
WRKY75 -2873 -2866
WRKY18 -2874 -2865
WRKY48 -2874 -2865
WRKYS8 -2874 -2866
WRKY60 -2875 -2865
UIF1 -2920 -2911
Dof2 -2925 -2920
Dof3 -2925 -2920
MNB1A -2925 -2921
PBF -2925 -2921
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Név Start End
DOF5.3 -2928 -2922
DOF5.6 -2928 -2921
PHYPADRAFT 140773 -2928 -2919
PHYPADRAFT 153324 -2928 -2920
GT-1 -2930 -2923
SGR5 -2961 -2947
DOF5.3 -2964 -2958
— DOF2.4 -2965 -2959
% DOF5.6 -2965 -2958
= -2965 -2958
< DOFS.7 -2966 -2959
PHYPADRAFT 153324 -2966 -2958
DOF1.8 -2967 -2958
PHYPADRAFT 140773 -2967 -2958
WRKY?2 -2980 -2973
WRKY75 -2980 -2973
WRKY40 -2981 -2972
WRKY48 -2981 -2972
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Koszonetemet fejezem ki PhD témavezetomnek, Dr. Kiss Erzsébetnek, hogy
iranymutatasaval s tandcsaival segitette a kutatdsaimat, valamint a dolgozat elkésziilését.
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