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Bevezetés és célkitiizés

A Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és
Biotechnoldgiai Intézet és jogelddje korabbi kutatdsai soran Fragaria X
ananassa Duch. cv. Elsanta (szamoca) receptakulum és aszmag szovetek
mRNS transzkriptumokat tanulmanyoztak.

A transzkriptumok kozott szerepeltek a SPATULA és SPIRAL gének
is. A SPATULA és SPIRAL gének tanulmanyozasa szamos publikacidban
fellelheté, ugyanakkor ezeknek a géneknek a tényleges funkcioja teljes
mértékben még nincsen tisztazva. Az Arabidopsis thaliana (L.)-ban a
SPATULA gén szerepet jatszik az Osszes szovet fejlédésében. Egy
transzkripcios faktort kodol, amely a nagy bazikus hélix-hurok-hélix (bHLH)
csalad tagja (HEIM és mtsai., 2003, TOLEDO-ORTIZ és mtsai., 2003).

A gyiimolesoket attol fliggden, hogy az etilén miként befolyasolja az
érési  folyamataikat, valamint respirdciés rata novekedés érésiik
eldérehaladtaval tapasztalhaté-e, az utéérdk (klimaktérikus) és a nem utoérok
(nem klimaktérikus) csoportjaba sorolhatjuk.

Az Arabidopsis thaliana (L.)-bol szarmazo SPATULA gén fontos
szerepet tolt be a termdlevél és becd fejlodésében, ezen kiviil olyan
szovetekben is mutat expressziot, ahol a fejlodést és a szovetek abszcissziojat
segiti el6. Az Arabidopsis thaliana (L.) SPATULA (AtSPT) a levél méretet is
szabalyozza, tovabba megmutatkozik a becdk (gyiimolcsok) levalasi
zOnaiban, fejlédo portokokban, embridkban, a gydkércsucsok bérszovetében
IS.

A SPIRAL1 (SPR1) és SPIRAL2 (SPR2) géneket mutans Arabidopsis
novényekben azonositottak eldszor, ahol a gyokerek jobbra csavarodnak, nem
balra. Az sprl mutans novények abnormalis helikalis gyokérnovekedést

mutattak, mely kiegésziilt a hipokotil abnormalis fejlodésével is. Az spr2
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mutans novények esetében a levélnyél és viragszirmok is csavarodott allapotot
mutattak. Az spr2 mutansok gyokér epidermalis sejtjeiben a bazalis
elongécidés zonaban 1évé mikrotubulusok kortikalis tombjei abnormalisan
helikalisak voltak.

Genomi szinten a transzkripcids szabalyozasban azonosithatoak fontos
szerepet betoltd regulator elemek (transzkripcios faktorok, enhancerek,
silencerek). A transzkripcioés faktorok a DNS-hez kotédve a genetikai
informacido DNS-r6]1 RNS-re torténd atirasat szabalyozo 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 promoter régioin TF (transzkripcios
faktor) és CRE (cis-szabalyozo elem) szekvenciakat azonositsunk, melyeket a
paradicsom (Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom) és A. thaliana (L.)
SPATULA ¢és Arabidopsis thaliana (L.) SPIRAL (AtSPR) gének promoter
régidival hasonlitsunk Ossze. Az Osszehasonlitast 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 protereinek delécidos vonalait, és azokat SGFP (szintetikus zold
fluoreszcens fehérje) riporter génnel fuzionaltatva meghatarozzuk a riporter
gén expressziojanak intenzitasat a dohany novény (Nicotiana benthamiana L.)
levelében és Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom bogyodtermésben
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 sprl1-2 mutans ndévényeken.



Anyag és modszer
A felhasznalt névényanyag

A kisérleteink soran az FVSPT, FVSPR1-likel és FVSPR1-like2 géneket
és promotereiket a Fragaria vesca L. cv. Riigen diploid szamocabdl izolaltuk.
A promoter delécids vonalak létrehozasa sordn az SGFP riporter génnel
fazionaltatott FVSPT, FvSPR1-likel ¢s FvSPR1-like2 géneket tranziens
expresszioval a dohany ndvény leveleiben és Micro Tom bogy6 termésében
expresszaltattuk. A komplementacios tesztekhez az Arabidopsis thaliana (L.)

spt és sprl-2 mutans névényeket hasznaltuk.

Az Arabidopsis thaliana (L.), szaméca és dohany novények nevelési
koriilményei

A novények magjait altalanos viragfoldbe vetettiik el, 6 cm atméroji
cserepekbe. Az A. thaliana (L.) novényeket a HIDVEGI és mtsai. (2020) altal
leirt médon neveltiik. A szamodca és dohany névényeket a HIDVEGI és mtsai.

(2021) alapjan neveltiik.

A Fragaria vesca L. cv. ’Riigen’ novény SPATULA (FvSPT) és SPIRAL

(FVSPR) génjeinek azonositasa és felszaporitasa PCR technikaval

A BALOGH ¢és mtsai. (2005) és TISZA ¢és mtsai. (2010) altal
azonositott FaSPATULA és FaSPRIAL1-likel és FaSPIRAL1-like2 géneket
hasznaltuk fel in silico elemzéseinkhez. A Fragaria vesca L. SPIRAL1-likel
(FVSPR1-likel; XM_004297177; LOC01307108), SPIRAL1-like2 (FVSPR1-
like2; XM_004299243; L0OC101309836), Arabidopsis thaliana (L.)
SPIRAL1-like2 (AtSPR1-like2; BT024676), F. vesca L. SPATULA (FVSPT,;
XM 004287975 és AY679615) és A. thaliana (L.) SPATULA (AtSPT,;

crer

HIDVEGI és mtsai. (2020) altal leirtak szerint végeztiik el.



A genomi DNS-t (gDNS) a F. vesca L. cv. Riigen névénybdl
izolaltunk, majd PCR technikéval felszaporitottuk az FVSPT, az FVSPR1-1 és
FVPSR1-2 géneket és promoétereiket a HIDVEGI és mtsai. (2020) éltal leirtak

szerint.

Az FVSPT, FVSPR1-likel és FvSPR1-like2 gének és promotereik

klonozasa binaris vektorba

A tisztitott PCR termékeket a pDONR221 entry vektorba (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), majd a pGWB401 binaris vektorba
(NAKAGAWA és mtsai., 2007) klonoztuk. A pGWBA401 vektort hasznaltuk
az A. thaliana (L.) spt (NASC ID: N857133) és spr1-2 (NASC ID: N6547)
mutans novények (Col) transzformélasara (HIDVEGI és mtsai., 2020).

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

Az sprl-1/sprl-2 és spt mutans A. thaliana (L.) novények genetikai

crcr

Az Arabidopsis thaliana (L.) novények T3 és T4 generacioinak RT-gPCR
vizsgalata

Az A. thaliana (L.) névények Tz és T4 generacioit RT-gPCR (valos
idejii  kvantitativ polimeraz-lancreakcido) modszerrel vizsgaltuk meg

(HIDVEGI és mtsai., 2020).

Az Arabidopsis thaliana (L.) névények Ts és T4 generaciéinak fenotipusos
vizsgalatai

Az A. thaliana (L.) vadtipusu, mutans és transzformans névények T3
és T4 generacid egyedei esetében meghataroztuk a habitus, a gyokér, a becd
¢s a mag/becd szamat (haromszoros bioldgiai és technikai ismétlésben) a

HIDVEGI és mtsai. (2020) altal kozolt modszer alapjan.



A promoterek in silico analizise

Az 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, Fragaria vesca FVSPT
(XM_004287975; LOC101290893), FvSPR1-likel (XM_004297177;
LOCO01307108) és FVSPR1-like2 (XM _004299243; LOC101309836) gének
promotereihez, az A. thaliana (L.) AtSPT (BT024676) és AtSPR1-like2
(BT026462) gének promoétereinek in silico elemzését a HIDVEGI és mtsai.
(2021) altal leirtak szerint végeztiik el.

A prométer deléciés 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)
delécids vonalakat a start kodon elétti régiokrol. A PCR reakci6 utan a PCR

termékeket a HIDVEGI és mtsai. (2021) 4ltal leirtak szerint azonositottuk.
TOPQO® és gateway® LR klonozas

Az FvSPT500, FvSPT1000, FvSPT2000 ¢és FvSPT3000 delécios
vonalakat az FvSPT prométerrégiordl és az FvSPR500, FvSPR1000 és
FvSPR2000 deléciés vonalakat az FvSPR promoterrégiorol a pENTR™
Directional TOPO® vektorba iranyitottan klénoztuk a HIDVEGI és mtsai.
(2021) altal leirtak szerint. A pGWB604 (NAKAGAWA és mtsai., 2007)
(GenBank: AB543113.1) binaris vektorba épitettiik a promoterrégiokat
(HIDVEGI és mtsai,, 2021). Klénozassal az FvSPR500::pGWB604,
FvSPR1000::pGWB604, FvSPR2000::pGWB604, FvSPT500::pGWB604,
FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604, és FYSPT3000::pGWB604

vektorkonstrukciokat hoztuk létre.



A prométer deléciés vonalak Agrobacterium kozvetitett transzformacioja

A transzformaciohoz Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzsét
(Intact Genomics, Creve Coeur, MI, USA) hasznéltuk a HIDVEGI és mtsai.
(2021) altal alkalmazott modszer alapjan. A BERGKESSEL ¢és GUTHRIE
(2013) tanulmany alapjaul szolgalé protokoll szerint kolonia PCR-t

hasznaltunk a pozitiv kolonidk kivalasztasahoz.
Az agroinfiltracié paradicsomba és dohanyba

A vektorkonstrukciot tartalmazé A. tumefaciens kolonidkat
paradicsom bogyodtermésbe és dohany levélbe agroinjektaltuk a HIDVEGI és
mtsai. (2021) altal leirtak szerint. A transzformans novényeket 3 nappal az
agroinjektalas utan a HIDVEGI és mtsai. (2021) altal kozolt modszerrel
szelektaltuk. Csak az sGFP pozitiv novényegyedeket vizsgaltuk RT-qPCR

modszerrel.
A GFP fluoresszencia kimutatasa UV fénnyel

A GFP fluoreszencia meglétét a HIDVEGI és mtsai. (2021) altal kozolt
modszerrel azonositottuk.
Az sSGFP expresszié mennyiségi meghataroziasa qPCR modszerrel

Azon ndvényegyedek esetében, ahol UV fénnyel sikeresen detektaltuk
az sGFP jelenlétét, azokat qPCR modszerrel is megvizsgaltuk a WANG ¢és
mtsai. (2004), valamint a HIDVEGI és mtsai. (2021) altal kozolt médszerek

alapjan.



Eredmények és megvitatasuk

A prométer szekvencia elemzés

A promoter szekvencia elemzés sordn Osszehasonlitottuk a
JASPAR2020 és a PLACE 30.0 altal kapott adatokat. Az adatok
Osszehasonlitasa utan kiilonbozo feltételezett TFBS-eket és CRE-ket
elemeztiink az AtSPR1-like2, AtSPT, FvSPR1-likel, FVSPR1-like2, FvSPT,
MtSPR1-like2 ¢és MISPT gének promoéter szekvenciaiban. Sikeresen
azonositottunk 222, 364, 117, 186, 323, 473 és 484 transzkripcios faktor
kotéhelyet (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 promoter szekvenciaiban.

Osszehasonlitottuk a paradicsom viragzasaval, gyiimolcsfejlodésével
és érésével kapcsolatos kiilonbozd promoter régiokat (TF és CRE) S.
lycopersicum, A. thaliana (L.) és F. vesca L. névényekben. Az MtSPR1-like2,
FvSPR1-like2, FvSPR1-like2, FvSPR1-likel, FvSPR1-likel, AtSPR1-like2,
MtSPT, FVSPT és AtSPT gének prométer szekvenciaiban 16, 25, 7, 5, 34, 24
és 29 TFBS volt (HIDVEGI és mtsai., 2021).

Az MtSPR1-like2, FvSPR1-like2, FvSPR1-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).

A szamoca ¢és paradicsom gyiimolcsérése etilén szabalyozasa alatt all,
amely meghatarozza a szinét a zold (éretlen) és piros (érett) atmenetek kdzott
(TISZA és mtsai., 2010, LI és mtsai., 2017). Az auxin és etilén egyensuly
befolyasolhatja a gytimolcsérés folyamatait (SU és mtsai., 2015). Az FVSPR1-
like2 és FVSPT gének promoterein azonositottunk ARF1, ARF2, ARF34,

ARF5, ARF8, ATHB15, ATHB20, ATHB53, CAMTAL, EDT1, HAT2,
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KANI1, KUA1, MYB124, MYB73, OBP3, RVEI, SGRS5, TGA1A és TGA2
kotShelyeket (HIDVEGI és mtsai., 2021). Az auxin-valasz faktorok (ARF)
specifikusan az 5’-TGTCTC-3" DNS szekvencia helyekhez tudnak kotddni az
auxin responsive promoter elemek mentén (AuxRE; MAJER et al., 2012). Az
ARF TF-eket A. thaliana (L.) novényekben azonositottak elészér (MAYER
és mtsai., 1999, ELLIS és mtsai.,, 2005, NAGPAL és mtsai., 2005,
VIDAURRE és mtsai.,, 2007, ZHANG ¢és mtsai., 2014). Azonositottunk
ARFAT ¢s SURECOREATSULTRI11 cis-regulalo elemeket is, amelyek ARF
kotohelyli szekvenciakat tartalmaznak (MARUYAMA-NAKASHITA ¢és
mtsai.,, 2005) az FvSPR1-like2 ¢és FvSPT gének prométerein. Az
AUXRETGAIGMGH3 CRE egy kotohely az AuxRE fehérjékhez, amelyek
az ARF-eket szabalyozzak (GUILFOYLE és mtsai., 1998). Az auxin és etilén
egyensuly fenntartdsahoz és szabalyozasahoz kothetd ATHB, EDT1, HAT?2,
KANI1, KUA1, MYB, OBP, RVEI1, SGRS, és TGA2 TF-cket eldszor 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 ¢és 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 CAMTA1 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 ¢és mtsai., 2014), CMTA3 (BOUCHE és mtsai., 2002),
DREB26 (KRISHNASWAMY és mtsai., 2011), ERF13 (SINGH ¢s mtsai.,
2002), KUAL (LU és mtsai., 2014), MYB59 (LI és mtsai., 2006), PIF5
(KHANNA ¢s mtsai., 2007), WRKY25 (LI és mtsai., 2011) és WRKY8
(CHEN ¢és mtsai., 2013) helyeket azonositottuk az FVSPR1-like2 és FVSPT
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gének promoterein. Az AGL42 egy MADS-box TF, amely a viragzasi idot
szabalyozza, valamint eldsegiti a viragzas folyamatat. Azok a gének, melyeket
az AGLA42 szabalyoz, leggyakrabban a levelekben, virdgbimbokban,
szirmokban és az A. thaliana (L.) becdiben expresszalnak (DORCA-
FORNELL és mtsai., 2011). Az AGL42 TF-et azonositottuk az MtSPR1-like2,
AtSPR1-like2, MtSPT, FVSPT és AtSPT gének promoterein.

Az ARR1, ATHB34, BEE2, FUS3, MYB33, MYR2, SOCI1, SRMI1 ¢és
STZ TF-eket azonositottunk az FYSPR1-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) TFBS-eket az FVSPR1-like2 és
FVSPT géne promoterein. A gibberellin szabalyozasaban résztvevé TF-ek
motivumait és miikodését elsésorban A. thaliana (L.) és Oryza sativa L.
novényekben igazoltdk az ARRI (SAKAI ¢és mtsai.,, 2001), ATHB34
(HENRIKSSON ¢s mtsai., 2005), BEE2 (FRIEDRICHSEN ¢és mtsai., 2002),
FUS3 (TSUCHIYA ¢és mtsai., 2004), MYB33 (GOCAL ¢s 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 és mtsai., 2003), ARR14 (MASON ¢és
mtsai., 2004), ARR18 (LIANG és mtsai., 2012) és OsRR22 (TSAI és mtsai.,
2012) TF-ok esetében.

A promoter delécids vonalak létrehozasa

In silico moédszerekkel sikeresen azonositottuk a promoter régiokat,
mely utan PCR modszerrel felszaporitottuk a rovidebb promoter-szakaszokat.
A PCR termékeket binaris vektorba klonoztuk, ezzel kialakitva az
FvSPR500::pGWB604, FvSPR1000:pGWB604, FvSPR2000::pGWB604,
FvSPT500::pGWB604, FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 és
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FVSPT3000::pGWB604 delécidos vonal konstrukciokat. A sikeres E. coli
transzforméciokat kolonia PCR-el ellendriztiik delécids vonal specifikus
primerekkel.

Azokat az E. coli kolonidkat, amelyekben a megfeleld méreti
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.

Az sGFP gén fluoresszencia az FVSPR2000::pGWB604,
FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604, FYSPT3000::pGWB604 ¢és
CaMV35S::sGFP  (pGWB405) dohany vonalak esetében volt csak
detektalhatd UV fénnyel (1. abra). A paradicsom zold bogyoterméseiben az
SGFP azonosithato volt az FYSPR2000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604,
FvSPT3000::pGWB604 ¢és CaMV35S::sGFP (pGWB405) vonalakban (2.

abra).

1. abra: Az sGFP riportergén azonositdsa UV fénnyel dohany novényekben.
A: Vektorkonstrukci6 nélkiili A. tumefaciens, B: Kontroll kezeletlen névény,
C: CaMV35S::sGFP (pGWB405), D: FVYSPR500::pGWB604,

E: FYSPR1000::pGWB604, F: FvSPR2000::pGWB604,

G: FvSPT500::pGWB604, H: FvSPT1000::pGWB604,

I: FvSPT2000::pGWB604, J: FvSPT3000::pGWB604
13



2. abra: Az SGFP ripotergén expresszidja UV fénnyel megvilagitott
transzformans paradicsom novény bogyoterméseiben. A: Kontroll kezeletlen
novény, B: CaMV35S::sGFP (pGWB405), C: FvSPR2000::pGWB604,
D: FvSPT1000::pGWB604, E: FvSPT2000::pGWB604,

F: FvSPT3000::pGWB604

A promaéter deléciés vonalak RT-qPCR vizsgalata

Az RT-qPCR modszerrel sikeresen azonositottuk az SGFP gén
jelenlétét, meghataroztuk az expresszidjanak intenzitasat a paradicsom
bogyoterméseiben 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)
értekek -3,8, -7,29, -3,33 ¢és 1,34 voltak az FvSPR2000::pGWB604,
FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 és FvSPT3000::pGWB604

vonalak esetében (3. abra).
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3. abra: A dohanylevelekben detektalt SGFP gén LFC értékei. Csillaggal (*)
jelolt értékek statisztikailag szignifikansan (p < 0,001) eltéréek voltak a

kontrollhoz mérten

A paradicsom bogyotermésben az SGFP génexpresszids intenzitasa
0,026, 0,024  ¢és 1,028  volt az FvSPR2000::pGWB604,
FvSPT2000::pGWB604 ¢és FvSPT3000::pGWB604 vonalakban a AACt
értékek alapjan. Az expressziés LFC értékek -5,28, -5,36 és 0,04 voltak az
FvSPR2000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 és FvSPT3000::pGWB604
vonalakban a CaMV35S::sGFP pozitiv kontrollhoz viszonyitva (4. abra).
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4. abra: Paradicsom bogydtermésében detektalhato SGFP gén LFC értékei.
A csillaggal (¥) jelolt értékek statisztikailag szignifikansan (p < 0,001)

eltéréek voltak a kontrollhoz képest

Az FvSPR2000::pGWB604, FvSPT1000::pGWB604 és
FvSPT2000::pGWB604 vonalak AACt értékei statisztikailag szignifikansak (p
< 0,05) a kontrollhoz képest. Ugyanakkor az FvSPT3000::pGWB604 AACt
értékei voltak statisztikailag szignifikansak (p < 0,05) a pozitiv kontrollhoz
viszonyitva (CaMV35S::sGFP) a dohany novény leveleiben, de a paradicsom
bogyoban nem.

A Kkisérlet az FVSPR1-like2 és FVSPT gének promotereire iranyult
elsésorban, amelyek fontos szerepet jatszanak a sejtek fejlédésében,
viragzasadban és a gylimolcs fejlodésében (NAKAJIMA ¢és mtsai., 2004,
REYES-OLALDE és mtsai., 2017, HIDVEGI és mtsai., 2020). A tranziens
expressziot meghatarozza a ripotergén (SGFP) kizarolagos expresszidja az
infiltralt teriileten, valamint az expresszios kazetta (vektor konstrukcio)
Osszetétele, de az Agrobacterium torzs és denzitasa is befolyasolhatja a

ripotergén expresszidjat (TYURIN ¢és mtsai., 2020).
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Az FvSPR500::pGWB604 ¢és FvSPR1000::pGWB604 konstrukciok
nem mikddtek a dohéanylevelekben, mig az FvSPR2000::pGWB604
miikddott. Az FVSPR2000::pGWB604 konstrukcidban az SGFP expresszalt a
paradicsom gyiimolcsben. Sikeresen azonositottunk ARF1, ARF2, ARFS és
ARF8 TFBS-eket az FVSPR1-like2 gén promoéterének -1067 bp és -1059 bp
kozotti delécids vonalan. Ezek a TFBS-ek nem voltak azonosithatdak a -500
és -1 bp kozotti és -501 és -1000 bp kodzotti delécids vonalakban. A TFBS-ek
AREF csaladja fontos szerepet jatszik az ARF-iranyitott auxin szabalyozasban
a gylimoélcstermések érése soran (LIU és mtsai., 2015). Taldn ez magyarazatot
szolgalhat arra, hogy miért csak az FYSPR2000::pGWB604 konstrukcié tudta
indukélni az SGFP expresszidjat a dohanylevelekben és paradicsom
bogyotermésekben. Az FVSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 ¢s
FvSPT3000::pGWB604 konstrukciok miikodtek dohanylevélben, ugyanakkor
az FvSPT1000::pGWB604 konstrukcid6 nem miikodott a paradicsom
bogyotermésben. Az FvSPT500::pGWB604 konstrukci6 nem miikodott
paradicsom bogyotermésben és a dohényleveleiben. Az
FvSPT1000::pGWB604 konstrukcionak alacsonyabb SGFP expresszidja volt,
mint az FvSPT2000::pGWB604 konstrukcionak. Ezt a génexpresszios
intenzitas-kiilonbséget a MYB59, WRKY25 ¢és WRKYS TFBS-ek
okozhatjdk, amelyet az etilén szabalyoz (LI és mtsai., 2006, CHEN ¢és mtsai.,
2013). Az etilén-auxin interakcid fontos szerepet jatszhat az FVSPT gén
promoterének szabalyozasaban, ami antagonista hatdst okoz az etilén és auxin
kozott a paradicsom bogydtermésének érése soran (LI és mtsai., 2017). Az
FvSPT1000::pGWB604 konstrukcioban nincsenek MYBS59, WRKY25 és
WRKY8 TFBS-ek, mert ezek csak a -1256 és -1248, -1609 és -1602 és -1610
és -1602 kozott helyezkednek el, amelyek csak az FvSPT2000::pGWB604
konstrukcioban talalhatdak meg. Az FvSPT1000::pGWB604,
FvSPT2000::pGWB604 ¢s FYSPT3000::pGWB604 konstrukciok miikodtek a
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dohanyleveleiben, de az FVSPT1000::pGWB604 konstrukciéo nem mitkodott a

paradicsom bogyotermésben.

Az A. thaliana (L.) spt és sprl-2 mutians novények komplementacios
tesztje

Sikeresen izolaltuk a F. vesca L. FVSPT, FVSPR1-likel és FVvSPR1-
like2 géneket (BALOGH és mtsai., 2005, POLGARI és mtsai., 2010), melyek
a gylimolcsérésben fontos szerepet jatszanak. Kisérletiink soran az A. thaliana
(L.) spt és spr1-2 mutans ndvényeket komplementaltunk az F. vesca SPT ¢és
SPR génjeivel. Az in silico elemzések soran azonositottuk a promoter régiokat
¢és géneket az FVSPT, FVSPR1-likel és FVSPR1-like2 gének esetében, amelyek
homolégiat mutattak az At1g69230 és At4g36930 génekkel az F. vesca L.
genomszekvencia alapjan (htttp://www.rosaceae.org) (SHULAEV és mtsai.,
2011). A homologia 84,03%, 69,45% és 74,24% volt az FvSPT
(XM_004287975) és AtSPT (At4g36930), FYSPR1-likel (XM_004297177) és
AtSPR1-like2 (At1g69230), valamint az FVSPR1-like2 (XM_004299243) ¢és
AtSPR1-like2 (At1g69230) kozott (5. és 6. abra).

5. 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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6. abra: Homologia az FYSPR1-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)

Sikeresen felszaporitottuk PCR modszerrel az FVSPT (6600 bp),
FVvSPR1-likel (9647 bp) ¢és az FvSPR1-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.

Az A. thaliana (L.) spt és spr mutans ndvényeket (60
novényegyed/vektorkonstrukcid) floral dip modszerrel transzformaltuk. A
transzformalt novényegyedeket kanamicin szelekcios agenssel kezeltik 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
tulélo A. thaliana (L.) ndvényegyedeket direkt PCR modszerrel is
megvizsgaltuk, igazolva, hogy a promoter és gén megfelelden taldlhaté meg a
novényben.

Az atlagos transzformaciés hatékonysag 7,6%-o0s volt a masodlagos
viragzatok ismételt floral dip transzformacioval. A 6 hetes transzformans

novények fenotipusos tulajdonsagait dsszehasonlitottuk a vadtipusu Col-0 A.
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thaliana (L.) noévényekéivel. Az spt mutans novények statisztikailag

szignifikansan kisebbek voltak, mint a vadtipus.

7. abra: 8 hetes A. thaliana (L.) novények habitusa. A: Col-0 vadtipus, B:
spr mutans, C: spt mutans és D: FVSPT1-like2::pGWB401 komplementalt
ndvények.

Az FVSPT::pGWB604 transzformans ndvényegyedek szignifikdnsan
magasabbak voltak, mint az spt mutans névényegyedek, mig a vadtipushoz
képest azonosak voltak (7. abra). Ezzel igazoltuk, hogy az spt mutans novényt

komplementalni lehetett az F. vesca L. ndvény SPT génjével és promdterével.

8. abra: A. thaliana (L.) novények bec6inek 6sszehasonlitasa. A: Col-0
vadtipust névény, B: FVSPT::pGWB401 komplementalt ndvény, C: spt

mutans novény.
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A becOhossz  Osszehasonlitasakor  (atlagosan 12 darab
becd/novényegyed) a vadtipus, spt, Spr mutans és komplementalt névényeket
hasonlitottuk 0Ossze (8. abra). Az Osszehasonlitds soran az spt mutans
novénynek volt a legrovidebb bec6hossza (3,8 mm), mig a vadtipusnak és az
FVSPT/FvSPR1-likel/FvSPR1-like2 komplementalt vonalaknak
szignifikansan hosszabb becdjik volt (12,8 — 13,3 mm). Az spr mutans
novényhez viszonyitva csak az FVSPR1-likel komplementalt nGvény esetében

volt szignifikans becéhossz novekedés (9. abra).

12
10
8
6
4
2

0
Columbia WT  spf mutins spr mutins FvSPT FvSPRI-1 FvSPR1-2

(mm)

Atlag becShossz

9. abra: A. thaliana (L.) névények becéhossza (mm). Col WT (vad tipus):
Col-0 vaditpus, spt mutans: spatula mutans, spr mutans: spiral mutans,
FVSPT: FVSPT::pGWB401 komplementalt Col-0, FvSPR1-1: FVSPR1-

likel::pGWB401 komplementalt Col-0 és FVSPR1-2: FVSPR1-
like2::pGWB401 komplementalt Col-0. Az oszlopokban 1év6 szamok
melletti betiik jelolik a statisztikailag szignifikansan eltéré egyedeket a Col-0
vadtipust névényekhez képest az ANOVA (p < 0,001) analizis soran. 80

novényegyed/kisérlet/vonal és harom bioldgiai ismétlés

Az spt mutans novényegyedek kisebb mag/becd (7,7) aranyt produkaltak,
mint a vadtipus (47,7) (10. abra). Az spr mutans novényegyedek
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szignifikdnsan rovidebb becOket novesztettek a vadtipushoz képest (9. abra)
¢és szignifikansan kisebb mag/becé aranyt is produkaltak (37,5) mint a
vadtipus (47,7) (10. abra). A magszam az FVSPT::pGWB401 komplementalt
novényegyedekben a vartnak megfelelden szignifikansan nagyobb volt, mint
az spt mutdns novényegyedekben, de szignifikdnsan kevesebb, mint a

vadtipusban (10. abra).

w I I I I I
0
0

Columbia WT plmm FvSPT FvSPR1-1 FvSPRI-2

&

g

(=

Atlag magszam/ becod

10. abra: A mag/becé atlaganak grafikonja. Columbia WT: Col-0 vadtipus,
spt mutans: spatula mutans, spr mutans: spiral mutans, FVSPT:
FVSPT::pGWB401 komplementalt Col-0, FVSPR1-1: FVSPR1-

likel::pGWB401 komplementalt Col-0, FVSPR1-2: FVSPR1-
like2::pGWB401 komplementalt Col-0. Az oszlopokban 1év6 szamok
melletti betiik jelolik a statisztikailag szignifikansan eltéré egyedeket a Col-0
vadtipust 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 novényekben szignifikansabb nagyobb volt a magszam, mint
az spr mutans novényekben, ugyanakkor szignifikansan kevesebb, mint a
vadtipusban (10. abra).
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11. abra: Gyokér eltérései 1 hetes A. thaliana (L.) névényekben.
A: FVSPR1-like2::pGWB401 komplementalt Col-0, B: Col-0 vadtipus,
C: spr mutans, D: FVvSPR1-likel:: pGWB401 komplementalt (Mérce: 5 mm)

A B © D
m q'ﬁ

!
Ve
N

12. abra: Gyokér eltérései 2 hetes A. thaliana (L.) névényekben.
A: spr mutdns, B:FVSPR1-likel:: pGWB401 komplementalt
C: FvSPR1-like2::pGWB401 komplementalt Col-0,

D: Col-0 vadtipus (Mérce: 5 mm)

A vadtipus €s spr mutans novényegyedek kozott a gyokér ndvekedési
kiilonbségek megfigyelhetoek a 11. és a 12. abran. Az Spr mutaciot egyediil
az FVSPR1-like2::pGWB401 vektorkonstrukci6 tudta helyreallitani (11. és12.
abra). Az FvSPR1-likel novények esetében hasonld  helikalis

gyokérnovekedés volt megfigyelhetd, mint amilyennel az Spr mutans névény
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is rendelkezik. A kutatasok azt igazoljak, hogy harom recessziv A. thaliana
(L.) spr mutans novény létezik, sprl-1, sprl-2 és sprl-3 (NAKAJIMA és
mtsai., 2006). Kutatasainkhoz az sprl-2 mutans ndvényeket hasznaltuk, igy
varhatoan ezt a mutaciot csak az FVSPR1-like2::pGWB401 konstrukcié tudja
komplementalni, mig az FVSPR1-likel::pGWB401 konstrukcié nem. Ezzel
kisérletben igazolhato, hogy az FVSPR1-likel és az FVSPR1-like2 gének nem
azonos funkcioval rendelkeznek. A komplementalt A. thaliana (L.) ndvények
esetében RT-qPCR mddszerrel igazoltuk és mértiik meg az FVSPT, FVSPR1-
likel és FVSPR1-like2 gének expresszios intenzitasat. A primereket exon-exon
hatarra terveztiik, amely kiillonb6z6 méretii fragmentumokat szaporit fel
gDNS-b6l és ¢cDNS-bdl. Az RT-qPCR eredményeink igazoljak, hogy az
FVSPT::pGWB401, FvSPR1-likel::pGWB401 és FvSPR1-like2::pGWB401
konstrukciok mitkddnek és expresszalnak a komplementalt A. thaliana (L.)
novényekben.

Eredményeink igazoltak, hogy az oktoploid F. X ananassa Duch. cv.
Elsanta szamo6cabol cDNS-AFLP modszerrel izolalt FaSPT és FaSPR gének
(BALOGH és mtsai., 2005) nemcsak az AtSPT, AtSPR1-likel és AtSPR1-like2
génekkel mutatnak hasonlésagot, hanem a diploid szaméca (F. vesca L.)
FVvSPT, FvSPR1-likel és FvSPR1-like2 génekkel is, valamint képesek
komplementalni az A. thaliana (L.) spt és sprl-2 mutans novényeket, a
fenotipusos elvaltozasaikat a vadtipushoz képest, HEISLER ¢s mtsai. (2001)
komplementaltak. A szakirodalom azt igazolja, hogy az SPR1-1, SPR1-2 ¢és
SPR1-3 mutacidk ugyanazon fenotipusos elvaltozasokat okozzak a gyokér
fejlodésében az A. thaliana (L.) novény esetében (FURUTANI és mtsai.,
2000). Kutatasunkkal ugyanakkor igazoltuk, hogy az sprl-2 mutaciot csakis

az FVSPR1-like2 génnel lehetséges komplementalni.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Kutatidsaink sordn 0Osszehasonlitottuk az AtSPR1-likel, AtSPT,
FvSPR1-likel, FvSPR1-like2, FvSPT, MtSPR1-like2 ¢és MtSPT gének
prométereit a JASPAR2020 ¢és PLACE 30.0 adatbéazisok alapjan.
Erésspecifikus gének révén elsésorban a viragzassal, gyiimolesfejlédéssel és
éréssel kapcsolatos promoter régiokat azonositottunk (TFBS és CRE). A
CRE-k funkecioit tekintve auxin, etilén, GAs3 és citokinin hormonok altal voltak
specifikus TFBS-eket, valamint ARFAT és SUPERCOREATSULTRI11 cis-
regulaléd elemeket azonositottunk, melyek az auxin szabalyozasa alatt allnak.
Az FvSPR1-like2 és FVSPT gének promoter régidin AGL42 TFBS-t
azonositottunk, amely a szakirodalomban fellelheté adatok alapjan a
viragbimboban és szirmokban expresszalodo géneket szabalyozza az A.
thaliana (L.) névényben. Ugyanezen AGL42-t azonositottuk az FVSPR1-like2
és FVSPT génekkel homologiat mutato MtSPR1-like2, AtSPR1-like2, MtSPT
¢és AtSPT gének promoterein.

Az FVSPR és FVSPT gének promoterein azonositottuk a MYBS9,
WRKY25 és WRKY8 TFBS-eket, melyek a szakirodalom szerint etilén
szabalyozasa alatt vannak. A tudomanyos publikéiciok azt igazoljak, hogy az
etilén-auxin interakcid fontos szerepet jatszik a gyiimolcsérés soran.
Kutatdsunk is azt igazolta, hogy az FVSPT gén promoterének delécios
vonalaival fuzionaltatott SGFP riporter gén nem kapcsolt be, ha az etilén
szabalyozasa alatt 1évé TFBS-ek (MYB59, WRKY25 és WRKY8) nem voltak
megtalalhatoak a szekvencidban.

Sikeresen komplementaltuk az spt és sprl-2 mutans A. thaliana (L.)
novényeket az FVSPT és FVSPR1-like2 génekkel. A homologia 84,03% ¢s
74,23% volt az FVSPT és AtSPT, valamint FVSPR1-like2 és AtSPR1-like2
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gének kozott. A mutans gének komplementalasanak sikerességét biztositotta
a nagyobb aranyu homoldégia is. A floral dip transzformacios modszer atlagos
hatékonysaga  7,6%  volt a  madasodlagos  virdgzatok  ismételt
transzformacios hatékonysagi eredményeket kaptunk az A. thaliana (L.)
esetében. Az FvSPT::pGWB604 transzformans ndvényegyedek azonos
magassagot és bec6hosszt, magszam/bec6 aranyt mutattak a Col-0 WT (vad
tipus) novényekkel. Az  FvSPRI-like2::pGWB604  transzformans
novényegyedek esetében volt csak megfigyelhetd a WT és spr mutans
novények kozotti gyokér novekedési kiilonbségek helyreallitasa. A jelenlegi
kutatasok azt igazoljak, hogy harom recessziv A. thaliana (L.) spr mutans
novény létezik, spril-1, spril-2 és sprl-3. Az spril-1, sprl-2 és sprl-3 mutaciok
a szakirodalom szerint ugyanolyan fenotipusos elvaltozdsokat okoznak a
gyokér fejlodésében, ugyanakkor kutatdsainkkal igazoltuk, hogy az spril-2
mutaciot az FVSPR1-like2 génnel komplementalhatd, mig az FVSPR1-likel
génnel nem.

Az elmult években a transzgénikus modszerek és technikak gyors
fejlodésnek indultak szamos gén funkcionalis jellemzése révén. Molekularis
genetikai kutatoknak szamos lehetdsége van szovetspecifikus promotereket
izolalniuk, mely a transzgén miikddését hatékonyabba teszi. A transzkripcios
szabalyozas megértésének legfontosabb eszkoze a transzkripcios faktorok és
cis-regulalé elemek azonositasa a promoter régioban. Szamos adatbazis érhetd
el ezen régiok azonositasahoz és szabalyozasdnak megértéséhez, melyek
kiilonb6z6 novényfajokat dsszesitenek referenciaként. Az Gjabb promoterek
¢és azok szabdlyozé régidinak azonositasa fontos teriilete a mezdgazdasagi
cégeknek és kutatdinak, ami jabb lehetéséget teremthet a szovet- és sejt-

specifikus promoterek hasznalatara a genetikailag modositott kulturnévények

crer
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6. Uj tudomanyos eredmények
1. A diploid szamoca (Fragaria vesca L.) FVSPT, FvSPR1-likel és

AtSPR1-like2, MtSPT ¢és MtSPR1-like2 gének promoter régidiban
azonositottuk in silico modszerekkel TFBS és CRE szabalyozo
elemeket. Ezeket a szabalyozo elemeket funkcionalisan hozza tudtuk
rendelni auxin, etilén, GAz és citokinin hormonok altal szabalyozott
régiokhoz, amelyek a virdgbimbdban és szirmokban expresszalodo
géneket szabalyozza.

2. Az FVSPT ¢és FVSPR gének promoter delécids vonalait 1étrehozva,
igazoltuk, hogy ezen promoéter régiok SGFP riporter génnel
fuzionaltatva expresszalodnak a delécio nagysagatol fliggden a dohany
novény levelében és Micro Tom paradicsom novény bogyo
termésében. Az FVSPR gén promoter delécios vonalaival igazoltuk,
hogy az sGFP riporter gén nem kapcsol be, ha az auxin vagy etilén
hormon szabalyozasahoz sziikséges TF vagy CRE elemek hianyoznak
a promater régiobol.

3. Az A thaliana (L.) spt mutans ndvény esetében bizonyitottuk, hogy a
diploid szamé6ca FVSPT génje komplementalni tudja a fenotipusosan
jelentkez6  alacsonyabb  ndvénymagassagot, becOhosszt ¢€s
becd/magszam aranyt.

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

komplementalni a gyokér fejlédési elvaltozasokat.
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