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Bevezetés és célkitűzés 

A Magyar Agrár- és Élettudományi Egyetem Genetika és 

Biotechnológiai Intézet és jogelődje korábbi kutatásai során Fragaria x 

ananassa Duch. cv. Elsanta (szamóca) receptákulum és aszmag szövetek 

mRNS transzkriptumokat tanulmányozták.  

A transzkriptumok között szerepeltek a SPATULA és SPIRAL gének 

is. A SPATULA és SPIRAL gének tanulmányozása számos publikációban 

fellelhető, ugyanakkor ezeknek a géneknek a tényleges funkciója teljes 

mértékben még nincsen tisztázva. Az Arabidopsis thaliana (L.)-ban a 

SPATULA gén szerepet játszik az összes szövet fejlődésében. Egy 

transzkripciós faktort kódol, amely a nagy bázikus hélix-hurok-hélix (bHLH) 

család tagja (HEIM és mtsai., 2003, TOLEDO-ORTIZ és mtsai., 2003).  

A gyümölcsöket attól függően, hogy az etilén miként befolyásolja az 

érési folyamataikat, valamint respirációs ráta növekedés érésük 

előrehaladtával tapasztalható-e, az utóérők (klimaktérikus) és a nem utóérők 

(nem klimaktérikus) csoportjába sorolhatjuk.  

Az Arabidopsis thaliana (L.)-ból származó SPATULA gén fontos 

szerepet tölt be a termőlevél és becő fejlődésében, ezen kívül olyan 

szövetekben is mutat expressziót, ahol a fejlődést és a szövetek abszcisszióját 

segíti elő.  Az Arabidopsis thaliana (L.) SPATULA (AtSPT) a levél méretet is 

szabályozza, továbbá megmutatkozik a becők (gyümölcsök) leválási 

zónáiban, fejlődő portokokban, embriókban, a gyökércsúcsok bőrszövetében 

is. 

A SPIRAL1 (SPR1) és SPIRAL2 (SPR2) géneket mutáns Arabidopsis 

növényekben azonosították először, ahol a gyökerek jobbra csavarodnak, nem 

balra. Az spr1 mutáns növények abnormális helikális gyökérnövekedést 

mutattak, mely kiegészült a hipokotil abnormális fejlődésével is. Az spr2 
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mutáns növények esetében a levélnyél és virágszirmok is csavarodott állapotot 

mutattak. Az spr2 mutánsok gyökér epidermális sejtjeiben a bazális 

elongációs zónában lévő mikrotubulusok kortikális tömbjei abnormálisan 

helikálisak voltak. 

Genomi szinten a transzkripciós szabályozásban azonosíthatóak fontos 

szerepet betöltő regulátor elemek (transzkripciós faktorok, enhancerek, 

silencerek). A transzkripciós faktorok a DNS-hez kötődve a genetikai 

információ DNS-ről RNS-re történő átírását szabályozó fehérjék. 

Céljaink között szerepelt, hogy a Fragaria vesca L. SPATULA 

(FvSPT), Fragaria vesca L. SPIRAL1-like1 (FvSPR1-like1) és Fragaria vesca 

L. SPIRAL1-like2 (FvSPR1-like2) gének promóter régióin TF (transzkripciós 

faktor) és CRE (cis-szabályozó elem) szekvenciákat azonosítsunk, melyeket a 

paradicsom (Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom) és A. thaliana (L.) 

SPATULA és Arabidopsis thaliana (L.) SPIRAL (AtSPR) gének promóter 

régióival hasonlítsunk össze. Az összehasonlítást in silico elemzésekkel 

kívántuk elvégezni a JASPAR és PLACE adatbázisokban. 

 További terveink között szerepelt, hogy az in silico promóter 

elemzések alapján elkészítsük az FvSPT, FvSPR1-like1 és FvSPR1-like2 

gének protereinek deléciós vonalait, és azokat sGFP (szintetikus zöld 

fluoreszcens fehérje) riporter génnel fúzionáltatva meghatározzuk a riporter 

gén expressziójának intenzitását a dohány növény (Nicotiana benthamiana L.) 

levelében és Solanum lycopersicum L. cv. Micro Tom bogyótermésben 

tranziens expresszió hatására. 

 Az FvSPT, FvSPR1-like1 és FvSPR1-like2 gének funkcionális 

jellemzéséhez komplementációs tesztet terveztünk elvégezni az Arabidopsis 

thaliana (L.) Col-0 spt és spr1-2 mutáns növényeken. 
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Anyag és módszer  

A felhasznált növényanyag  

A kísérleteink során az FvSPT, FvSPR1-like1 és FvSPR1-like2 géneket 

és promótereiket a Fragaria vesca L. cv. Rügen diploid szamócából izoláltuk. 

A promóter deléciós vonalak létrehozása során az sGFP riporter génnel 

fúzionáltatott FvSPT, FvSPR1-like1 és FvSPR1-like2 géneket tranziens 

expresszióval a dohány növény leveleiben és Micro Tom bogyó termésében 

expresszáltattuk. A komplementációs tesztekhez az Arabidopsis thaliana (L.) 

spt és spr1-2 mutáns növényeket használtuk.  

Az Arabidopsis thaliana (L.), szamóca és dohány növények nevelési 

körülményei 

A növények magjait általános virágföldbe vetettük el, 6 cm átmérőjű 

cserepekbe. Az A. thaliana (L.)  növényeket a HIDVÉGI és mtsai. (2020) által 

leírt módon neveltük. A szamóca és dohány növényeket a HIDVÉGI és mtsai. 

(2021) alapján neveltük. 

A Fragaria vesca L. cv. ’Rügen’ növény SPATULA (FvSPT) és SPIRAL 

(FvSPR) génjeinek azonosítása és felszaporítása PCR technikával 

A BALOGH és mtsai. (2005) és TISZA és mtsai. (2010) által 

azonosított FaSPATULA és FaSPRIAL1-like1 és FaSPIRAL1-like2 géneket 

használtuk fel in silico elemzéseinkhez. A Fragaria vesca L. SPIRAL1-like1 

(FvSPR1-like1; 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 homológiájának azonosítását és a primerek tervezését a 

HIDVÉGI és mtsai. (2020) által leírtak szerint végeztük el.  
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A genomi DNS-t (gDNS) a F. vesca L. cv. Rügen növényből 

izoláltunk, majd PCR technikával felszaporítottuk az FvSPT, az FvSPR1-1 és 

FvPSR1-2 géneket és promótereiket a HIDVÉGI és mtsai. (2020) által leírtak 

szerint.  

 Az FvSPT, FvSPR1-like1 és FvSPR1-like2 gének és promótereik 

klónozása bináris vektorba 

A tisztított PCR termékeket a pDONR221 entry vektorba (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA), majd a pGWB401 bináris vektorba  

(NAKAGAWA és mtsai., 2007) klónoztuk. A pGWB401 vektort használtuk 

az A. thaliana (L.) spt (NASC ID: N857133) és spr1-2  (NASC ID: N6547) 

mutáns növények (Col) transzformálására (HIDVÉGI és mtsai., 2020). 

Az Arabidopsis thaliana (L.) transzformációja Agrobacterium 

tumefaciens-el. 

Az spr1-1/spr1-2 és spt mutáns A. thaliana (L.) növények genetikai 

tarnszformációját a HIDVÉGI és mtsai. (2020) szerint végeztük el. 

Az Arabidopsis thaliana (L.) növények T3 és T4 generációinak RT-qPCR 

vizsgálata 

Az A. thaliana (L.) növények T3 és T4 generációit RT-qPCR (valós 

idejű kvantitatív polimeráz-láncreakció) módszerrel vizsgáltuk meg 

(HIDVÉGI és mtsai., 2020). 

Az Arabidopsis thaliana (L.) növények T3 és T4 generációinak fenotípusos 

vizsgálatai 

Az A. thaliana (L.) vadtípusú, mutáns és transzformáns növények T3 

és T4 generáció egyedei esetében meghatároztuk a habitus, a gyökér, a becő 

és a mag/becő számát (háromszoros biológiai és technikai ismétlésben) a 

HIDVÉGI és mtsai. (2020) által közölt módszer alapján. 
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A promóterek in silico analízise 

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-like1 (XM_004297177; 

LOC01307108) és FvSPR1-like2 (XM_004299243; LOC101309836) gének 

promótereihez, az A. thaliana (L.) AtSPT (BT024676) és AtSPR1-like2 

(BT026462) gének promótereinek in silico elemzését a HIDVÉGI és mtsai. 

(2021) által leírtak szerint végeztük el. 

A promóter deléciós vonalak felszaporítása PCR technikával 

A start kodon előtti régiókat azonosítva az FvSPT (3100 bp) és 

FvSPR1-like2 (2800 bp) gének promótereinek esetében PCR technikával 

készítettük el az 500 bp (FvSPR500, FvSPT500), 1000 bp (FvSPR1000, 

FvSPT1000), 2000 bp (FvSPR2000, FvSPT2000) és 3000 bp (FvSPT3000) 

deléciós vonalakat a start kodon előtti régiókról. A PCR reakció után a PCR 

termékeket a HIDVÉGI és mtsai. (2021) által leírtak szerint azonosítottuk. 

TOPO és gateway LR klónozás 

Az FvSPT500, FvSPT1000, FvSPT2000 és FvSPT3000 deléciós 

vonalakat az FvSPT promóterrégióról és az FvSPR500, FvSPR1000 és 

FvSPR2000 deléciós vonalakat az FvSPR promóterrégióról a pENTR 

Directional TOPO vektorba irányítottan klónoztuk a HIDVÉGI és mtsai. 

(2021) által leírtak szerint. A pGWB604 (NAKAGAWA és mtsai., 2007) 

(GenBank: AB543113.1) bináris vektorba építettük a promóterrégiókat 

(HIDVÉGI és mtsai., 2021). Klónozással az FvSPR500::pGWB604, 

FvSPR1000::pGWB604, FvSPR2000::pGWB604, FvSPT500::pGWB604, 

FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604, és FvSPT3000::pGWB604 

vektorkonstrukciókat hoztuk létre. 
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A promóter deléciós vonalak Agrobacterium közvetített transzformációja 

A transzformációhoz Agrobacterium tumefaciens GV3101 törzsét 

(Intact Genomics, Creve Coeur, MI, USA) használtuk a HIDVÉGI és mtsai. 

(2021) által alkalmazott módszer alapján. A BERGKESSEL és GUTHRIE 

(2013) tanulmány alapjául szolgáló protokoll szerint kolónia PCR-t 

használtunk a pozitív kolóniák kiválasztásához. 

Az agroinfiltráció paradicsomba és dohányba 

A vektorkonstrukciót tartalmazó A. tumefaciens kolóniákat 

paradicsom bogyótermésbe és dohány levélbe agroinjektáltuk a HIDVÉGI és 

mtsai. (2021) által leírtak szerint. A transzformáns növényeket 3 nappal az 

agroinjektálás után a HIDVÉGI és mtsai. (2021) által közölt módszerrel 

szelektáltuk. Csak az sGFP pozitív növényegyedeket vizsgáltuk RT-qPCR 

módszerrel. 

A GFP fluoresszencia kimutatása UV fénnyel 

A GFP fluoreszencia meglétét a HIDVÉGI és mtsai. (2021) által közölt 

módszerrel azonosítottuk. 

Az sGFP expresszió mennyiségi meghatározása qPCR módszerrel 

Azon növényegyedek esetében, ahol UV fénnyel sikeresen detektáltuk 

az sGFP jelenlétét, azokat qPCR módszerrel is megvizsgáltuk a WANG és 

mtsai. (2004), valamint a HIDVÉGI és mtsai. (2021) által közölt módszerek 

alapján.  
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Eredmények és megvitatásuk  

A promóter szekvencia elemzés 

A promóter szekvencia elemzés során összehasonlítottuk a 

JASPAR2020 és a PLACE 30.0 által kapott adatokat. Az adatok 

összehasonlítása után különböző feltételezett TFBS-eket és CRE-ket 

elemeztünk az AtSPR1-like2, AtSPT, FvSPR1-like1, FvSPR1-like2, FvSPT, 

MtSPR1-like2 és MtSPT gének promóter szekvenciáiban. Sikeresen 

azonosítottunk 222, 364, 117, 186, 323, 473 és 484 transzkripciós faktor 

kötőhelyet (TFBS), valamint találtunk 473, 645, 248, 30, 548, 733 és 719 

CRE-t az AtSPR1-like2, AtSPT, FvSPR1-like1, FvSPR1-like2, FvSPT, 

MtSPR1-like2 és MtSPT gének promóter szekvenciáiban. 

Összehasonlítottuk a paradicsom virágzásával, gyümölcsfejlődésével 

és érésével kapcsolatos különböző promóter régiókat (TF és CRE) S. 

lycopersicum, A. thaliana (L.) és F. vesca L. növényekben. Az MtSPR1-like2, 

FvSPR1-like2, FvSPR1-like2, FvSPR1-like1, FvSPR1-like1, AtSPR1-like2, 

MtSPT, FvSPT és AtSPT gének promóter szekvenciáiban 16, 25, 7, 5, 34, 24 

és 29 TFBS volt (HIDVÉGI és mtsai., 2021).   

Az MtSPR1-like2, FvSPR1-like2, FvSPR1-like2, FvSPR1-like1, 

AtSPR1-like2, MtSPT, FvSPT és AtSPT gének szekvenciáiban 11, 25, 6, 1, 27, 

26 és 16 CRE volt. A PLACE 30.0 adatbázis alapján az auxin, etilén, GA3 és 

citokinin által szabályozott CRE-ket osztályoztuk. Az etilén esetében 1, 

auxinnál 8 és GA3-nál 1 CRE-t azonosítottunk (HIDVÉGI és mtsai., 2021).  

   A szamóca és paradicsom gyümölcsérése etilén szabályozása alatt áll, 

amely meghatározza a színét a zöld (éretlen) és piros (érett) átmenetek között 

(TISZA és mtsai., 2010, LI és mtsai., 2017). Az auxin és etilén egyensúly 

befolyásolhatja a gyümölcsérés folyamatait (SU és mtsai., 2015). Az FvSPR1-

like2 és FvSPT gének promóterein azonosítottunk ARF1, ARF2, ARF34, 

ARF5, ARF8, ATHB15, ATHB20, ATHB53, CAMTA1, EDT1, HAT2, 
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KAN1, KUA1, MYB124, MYB73, OBP3, RVE1, SGR5, TGA1A és TGA2 

kötőhelyeket (HIDVÉGI és mtsai., 2021). Az auxin-válasz faktorok (ARF) 

specifikusan az 5’-TGTCTC-3’ DNS szekvencia helyekhez tudnak kötődni az 

auxin responsive promóter elemek mentén (AuxRE; MAJER et al., 2012). Az 

ARF TF-eket A. thaliana (L.) növényekben azonosították először (MAYER 

és mtsai., 1999, ELLIS és mtsai., 2005, NAGPAL és mtsai., 2005, 

VIDAURRE és mtsai., 2007, ZHANG és mtsai., 2014). Azonosítottunk 

ARFAT és SURECOREATSULTR11 cis-reguláló elemeket is, amelyek ARF 

kötőhelyű szekvenciákat tartalmaznak (MARUYAMA‐NAKASHITA és 

mtsai., 2005) az FvSPR1-like2 és FvSPT gének promóterein. Az 

AUXRETGA1GMGH3 CRE egy kötőhely az AuxRE fehérjékhez, amelyek 

az ARF-eket szabályozzák (GUILFOYLE és mtsai., 1998). Az auxin és etilén 

egyensúly fenntartásához és szabályozásához köthető ATHB, EDT1, HAT2, 

KAN1, KUA1, MYB, OBP, RVE1, SGR5, és TGA2 TF-eket először A. 

thaliana (L.) növényekben azonosították (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) míg a CAMTA1 TF-et repcében (Brassica napus L.) 

(BOUCHÉ és mtsai., 2002) és a TGA1A TF-et dohány növényben (Nicotiana 

tabacum L.) (PASCUZZI és mtsai., 1998). 

 Az AGL42 (DORCA‐FORNELL és mtsai., 2011), ARR2 

(WEIRAUCH és mtsai., 2014), CMTA3 (BOUCHÉ 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 WRKY8 

(CHEN és mtsai., 2013) helyeket azonosítottuk az FvSPR1-like2 és FvSPT 
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gének promóterein. Az AGL42 egy MADS-box TF, amely a virágzási időt 

szabályozza, valamint elősegíti a virágzás folyamatát. Azok a gének, melyeket 

az AGL42 szabályoz, leggyakrabban a levelekben, virágbimbókban, 

szirmokban és az A. thaliana (L.) becőiben expresszálnak (DORCA‐

FORNELL és mtsai., 2011). Az AGL42 TF-et azonosítottuk az MtSPR1-like2, 

AtSPR1-like2, MtSPT, FvSPT és AtSPT gének promóterein.  

Az ARR1, ATHB34, BEE2, FUS3, MYB33, MYR2, SOC1, SRM1 és 

STZ TF-eket azonosítottunk az FvSPR1-like2 és FvSPT gének promóterein. 

A GARE1OSREP1 CRE szabályozza a gibberellin-responsive elemeket a 

MYB33 TF-al együtt (SUTOH és YAMAUCHI, 2003). Emellett 

azonosítottunk ARR10 (HWANG és SHEEN, 2001), ARR11, ARR14, 

ARR18 és OsRR22 (TSAI és mtsai., 2012) TFBS-eket az FvSPR1-like2 és 

FvSPT géne promóterein. A gibberellin szabályozásában résztvevő TF-ek 

motívumait és működését elsősorban A. thaliana (L.) és Oryza sativa L. 

növényekben igazolták az ARR1 (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 és mtsai., 2003), ARR14 (MASON és 

mtsai., 2004), ARR18 (LIANG és mtsai., 2012) és OsRR22 (TSAI és mtsai., 

2012) TF-ok esetében. 

A promóter deléciós vonalak létrehozása 

In silico módszerekkel sikeresen azonosítottuk a promóter régiókat, 

mely után PCR módszerrel felszaporítottuk a rövidebb promóter-szakaszokat. 

A PCR termékeket bináris vektorba klónoztuk, ezzel kialakítva az 

FvSPR500::pGWB604, FvSPR1000:pGWB604, FvSPR2000::pGWB604, 

FvSPT500::pGWB604, FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 és 
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FvSPT3000::pGWB604 deléciós vonal konstrukciókat. A sikeres E. coli 

transzformációkat kolónia PCR-el ellenőriztük deléciós vonal specifikus 

primerekkel. 

Azokat az E. coli kolóniákat, amelyekben a megfelelő méretű 

fragmentum szaporodott fel a PCR során, kiválasztottuk plazmid izoláláshoz, 

hogy A. tumefaciens baktériumba klónozzuk a deléciós konstrukciókat. Az A. 

tumefaciens baktériumokat is kolónia PCR módszerrel vizsgáltuk meg, hogy 

kiválasszuk a pozitív kolóniákat. 

Az sGFP gén fluoresszencia az FvSPR2000::pGWB604, 

FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604, FvSPT3000::pGWB604 és 

CaMV35S::sGFP (pGWB405) dohány vonalak esetében volt csak 

detektálható UV fénnyel (1. ábra). A paradicsom zöld bogyóterméseiben az 

sGFP azonosítható volt az FvSPR2000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604, 

FvSPT3000::pGWB604 és CaMV35S::sGFP (pGWB405) vonalakban (2. 

ábra). 

 

1. ábra: Az sGFP riportergén azonosítása UV fénnyel dohány növényekben.  

A: Vektorkonstrukció nélküli A. tumefaciens, B: Kontroll kezeletlen növény,  

C: CaMV35S::sGFP (pGWB405), D: FvSPR500::pGWB604,  

E: FvSPR1000::pGWB604, F: FvSPR2000::pGWB604,  

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

I: FvSPT2000::pGWB604, J: FvSPT3000::pGWB604 
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2. ábra: Az sGFP ripotergén expressziója UV fénnyel megvilágított 

transzformáns paradicsom növény bogyóterméseiben. A: Kontroll kezeletlen 

növény, B: CaMV35S::sGFP (pGWB405),  C: FvSPR2000::pGWB604,  

D: FvSPT1000::pGWB604, E: FvSPT2000::pGWB604,          

F: FvSPT3000::pGWB604 

A promóter deléciós vonalak RT-qPCR vizsgálata 

Az RT-qPCR módszerrel sikeresen azonosítottuk az sGFP gén 

jelenlétét, meghatároztuk az expressziójának intenzitását a paradicsom 

bogyóterméseiben és a dohány leveleiben. A dohánylevelekben az sGFP 

génexpressziós intenzitása 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 pozitív 

kontrollhoz viszonyítva. Az expressziós logarithmic fold change (LFC) 

értékek -3,8, -7,29, -3,33 és 1,34 voltak az FvSPR2000::pGWB604, 

FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 és FvSPT3000::pGWB604 

vonalak esetében (3. ábra).  
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3. ábra: A dohánylevelekben detektált sGFP gén LFC értékei. Csillaggal (*) 

jelölt értékek statisztikailag szignifikánsan (p  0,001) eltérőek voltak a 

kontrollhoz mérten 

 A paradicsom bogyótermésben az sGFP génexpressziós intenzitása 

0,026, 0,024 és 1,028 volt az FvSPR2000::pGWB604, 

FvSPT2000::pGWB604 és FvSPT3000::pGWB604 vonalakban a Ct 

értékek alapján. Az expressziós LFC értékek -5,28, -5,36 és 0,04 voltak az 

FvSPR2000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 és FvSPT3000::pGWB604 

vonalakban a CaMV35S::sGFP pozitív kontrollhoz viszonyítva (4. ábra). 
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4. ábra: Paradicsom bogyótermésében detektálható sGFP gén LFC értékei. 

A csillaggal (*) jelölt értékek statisztikailag szignifikánsan (p  0,001) 

eltérőek voltak a kontrollhoz képest 

Az FvSPR2000::pGWB604, FvSPT1000::pGWB604 és 

FvSPT2000::pGWB604 vonalak Ct értékei statisztikailag szignifikánsak (p 

 0,05) a kontrollhoz képest. Ugyanakkor az FvSPT3000::pGWB604 Ct 

értékei voltak statisztikailag szignifikánsak (p  0,05) a pozitív kontrollhoz 

viszonyítva (CaMV35S::sGFP) a dohány növény leveleiben, de a paradicsom 

bogyóban nem. 

 A kísérlet az FvSPR1-like2 és FvSPT gének promótereire irányult 

elsősorban, amelyek fontos szerepet játszanak a sejtek fejlődésében, 

virágzásában és a gyümölcs fejlődésében (NAKAJIMA és mtsai., 2004, 

REYES-OLALDE és mtsai., 2017, HIDVÉGI és mtsai., 2020). A tranziens 

expressziót meghatározza a ripotergén (sGFP) kizárólagos expressziója az 

infiltrált területen, valamint az expressziós kazetta (vektor konstrukció) 

összetétele, de  az Agrobacterium törzs és denzitása is befolyásolhatja a 

ripotergén expresszióját (TYURIN és mtsai., 2020).  
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 Az FvSPR500::pGWB604 és FvSPR1000::pGWB604 konstrukciók 

nem működtek a dohánylevelekben, míg az FvSPR2000::pGWB604 

működött. Az FvSPR2000::pGWB604 konstrukcióban az sGFP expresszált a 

paradicsom gyümölcsben. Sikeresen azonosítottunk ARF1, ARF2, ARF5 és 

ARF8 TFBS-eket az FvSPR1-like2 gén promóterének -1067 bp és -1059 bp 

közötti deléciós vonalán. Ezek a TFBS-ek nem voltak azonosíthatóak a -500 

és -1 bp közötti és -501 és -1000 bp közötti deléciós vonalakban. A TFBS-ek 

ARF családja fontos szerepet játszik az ARF-irányított auxin szabályozásban 

a gyümölcstermések érése során (LIU és mtsai., 2015). Talán ez magyarázatot 

szolgálhat arra, hogy miért csak az FvSPR2000::pGWB604 konstrukció tudta 

indukálni az sGFP expresszióját a dohánylevelekben és paradicsom 

bogyótermésekben. Az FvSPT1000::pGWB604, FvSPT2000::pGWB604 és 

FvSPT3000::pGWB604 konstrukciók működtek dohánylevélben, ugyanakkor 

az FvSPT1000::pGWB604 konstrukció nem működött a paradicsom 

bogyótermésben. Az FvSPT500::pGWB604 konstrukció nem működött 

paradicsom bogyótermésben és a dohányleveleiben. Az 

FvSPT1000::pGWB604 konstrukciónak alacsonyabb sGFP expressziója volt, 

mint az FvSPT2000::pGWB604 konstrukciónak. Ezt a génexpressziós 

intenzitás-különbséget a MYB59, WRKY25 és WRKY8 TFBS-ek 

okozhatják, amelyet az etilén szabályoz (LI és mtsai., 2006, CHEN és mtsai., 

2013). Az etilén-auxin interakció fontos szerepet játszhat az FvSPT gén 

promóterének szabályozásában, ami  antagonista hatást okoz az etilén és auxin 

között a paradicsom bogyótermésének érése során (LI és mtsai., 2017). Az 

FvSPT1000::pGWB604 konstrukcióban nincsenek MYB59, WRKY25 és 

WRKY8 TFBS-ek, mert ezek csak a -1256 és -1248, -1609 és -1602 és -1610 

és -1602 között helyezkednek el, amelyek csak az FvSPT2000::pGWB604 

konstrukcióban találhatóak meg. Az FvSPT1000::pGWB604, 

FvSPT2000::pGWB604 és FvSPT3000::pGWB604 konstrukciók működtek a 
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dohányleveleiben, de az FvSPT1000::pGWB604 konstrukció nem működött a 

paradicsom bogyótermésben. 

Az A. thaliana (L.) spt és spr1-2 mutáns növények komplementációs 

tesztje 

 Sikeresen izoláltuk a F. vesca L. FvSPT, FvSPR1-like1 és FvSPR1-

like2 géneket (BALOGH és mtsai., 2005, POLGÁRI és mtsai., 2010), melyek 

a gyümölcsérésben fontos szerepet játszanak. Kísérletünk során az A. thaliana 

(L.) spt és spr1-2 mutáns növényeket komplementáltunk az F. vesca SPT és 

SPR génjeivel. Az in silico elemzések során azonosítottuk a promóter régiókat 

és géneket az FvSPT, FvSPR1-like1 és FvSPR1-like2 gének esetében, amelyek 

homológiát mutattak az At1g69230 és At4g36930 génekkel az F. vesca L. 

genomszekvencia alapján (htttp://www.rosaceae.org) (SHULAEV és mtsai., 

2011). A homológia 84,03%, 69,45% és 74,24% volt az FvSPT 

(XM_004287975) és AtSPT (At4g36930), FvSPR1-like1 (XM_004297177) és 

AtSPR1-like2 (At1g69230), valamint az FvSPR1-like2 (XM_004299243) és 

AtSPR1-like2 (At1g69230) között (5. és 6. ábra).  

 

5. ábra: Homológia az FvSPT (Fragaria vesca L. SPATULA) 

(XM_004287975), FvSPT cDNS (AY679615) és AtSPT (Arabidopsis 

thaliana (L.) SPATULA) (BT026462) gének között (CLC Main Workbench 

v7) 
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6. ábra: Homológia az FvSPR1-like1 (Fragaria vesca L. FvSPR1-like1) 

(XM_004297177), FvSPR (Fragaria vesca L. SPIRAL) (AY695666), 

AtSPR1-like2 (BT024676) és FvSPR1-like2 (XM_004299243) gének között 

(CLC Main Workbench v7) 

Sikeresen felszaporítottuk PCR módszerrel az FvSPT (6600 bp), 

FvSPR1-like1 (9647 bp) és az FvSPR1-like2 (2443 bp) géneket és 

promótereiket. Az FvSPT::pGWB401, FvSPR1-like1::pGWB401 és FvSPR1-

like2::pGWB401 vektorkonstrukciók összeépítése után kolónia PCR-el 

igazoltuk a gének és promótereik megfelelő beépülését.  

Az A. thaliana (L.) spt és spr mutáns növényeket (60 

növényegyed/vektorkonstrukció) floral dip módszerrel transzformáltuk. A 

transzformált növényegyedeket kanamicin szelekciós ágenssel kezeltük 3 

napos, 1 hetes és 2 hetes állapotban a transzformáció elvégzése után, 100 

mg/mL, 200 mg/mL és 400 mg/mL koncentrációval. A szelekciós kezelést 

túlélő A. thaliana (L.) növényegyedeket direkt PCR módszerrel is 

megvizsgáltuk, igazolva, hogy a promóter és gén megfelelően található meg a 

növényben.  

Az átlagos transzformációs hatékonyság 7,6%-os volt a másodlagos 

virágzatok ismételt floral dip transzformációval. A 6 hetes transzformáns 

növények fenotípusos tulajdonságait összehasonlítottuk a vadtípusú Col-0 A. 
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thaliana (L.) növényekéivel. Az spt mutáns növények statisztikailag 

szignifikánsan kisebbek voltak, mint a vadtípus.  

 

7. ábra: 8 hetes A. thaliana (L.) növények habitusa. A: Col-0 vadtípus, B: 

spr mutáns, C: spt mutáns és D: FvSPT1-like2::pGWB401 komplementált 

növények. 

Az FvSPT::pGWB604 transzformáns növényegyedek szignifikánsan 

magasabbak voltak, mint az spt mutáns növényegyedek, míg a vadtípushoz 

képest azonosak voltak (7. ábra). Ezzel igazoltuk, hogy az spt mutáns növényt 

komplementálni lehetett az F. vesca L. növény SPT génjével és promóterével.  

 

8. ábra: A. thaliana (L.) növények becőinek összehasonlítása. A: Col-0 

vadtípusú növény, B: FvSPT::pGWB401 komplementált növény, C: spt 

mutáns növény. 
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A becőhossz összehasonlításakor (átlagosan 12 darab 

becő/növényegyed) a vadtípus, spt, spr mutáns és komplementált növényeket 

hasonlítottuk össze (8. ábra). Az összehasonlítás során az spt mutáns 

növénynek volt a legrövidebb becőhossza (3,8 mm), míg a vadtípusnak és az 

FvSPT/FvSPR1-like1/FvSPR1-like2 komplementált vonalaknak 

szignifikánsan hosszabb becőjük volt (12,8 – 13,3 mm). Az spr mutáns 

növényhez viszonyítva csak az FvSPR1-like1 komplementált növény esetében 

volt szignifikáns becőhossz növekedés (9. ábra).  

 

9. ábra: A. thaliana (L.) növények becőhossza (mm). Col WT (vad típus): 

Col-0 vadítpus, spt mutáns: spatula mutáns, spr mutáns: spiral mutáns, 

FvSPT: FvSPT::pGWB401 komplementált Col-0, FvSPR1-1: FvSPR1-

like1::pGWB401 komplementált Col-0 és FvSPR1-2: FvSPR1-

like2::pGWB401 komplementált Col-0. Az oszlopokban lévő számok 

melletti betűk jelölik a statisztikailag szignifikánsan eltérő egyedeket a Col-0 

vadtípusú növényekhez képest az ANOVA (p < 0,001) analízis során. 80 

növényegyed/kísérlet/vonal és három biológiai ismétlés 

Az spt mutáns növényegyedek kisebb mag/becő (7,7) arányt produkáltak, 

mint a vadtípus (47,7) (10. ábra). Az spr mutáns növényegyedek 
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szignifikánsan rövidebb becőket növesztettek a vadtípushoz képest (9. ábra) 

és szignifikánsan kisebb mag/becő arányt is produkáltak (37,5) mint a 

vadtípus (47,7) (10. ábra). A magszám az FvSPT::pGWB401 komplementált 

növényegyedekben a vártnak megfelelően szignifikánsan nagyobb volt, mint 

az spt mutáns növényegyedekben, de szignifikánsan kevesebb, mint a 

vadtípusban (10. ábra).  

 

10. ábra: A mag/becő átlagának grafikonja. Columbia WT: Col-0 vadtípus, 

spt mutáns: spatula mutáns, spr mutáns: spiral mutáns, FvSPT: 

FvSPT::pGWB401 komplementált Col-0, FvSPR1-1: FvSPR1-

like1::pGWB401 komplementált Col-0, FvSPR1-2: FvSPR1-

like2::pGWB401 komplementált Col-0. Az oszlopokban lévő számok 

melletti betűk jelölik a statisztikailag szignifikánsan eltérő egyedeket a Col-0 

vadtípusú növényekhez képest az ANOVA (p < 0,001) analízis során. 80 

növényegyed/kísérlet/vonal és három biológiai ismétlés 

Az FvSPR1-like1::pGWB401 és FvSPR1-like2::pGWB401 

komplementált növényekben szignifikánsabb nagyobb volt a magszám, mint 

az spr mutáns növényekben, ugyanakkor szignifikánsan kevesebb, mint a 

vadtípusban (10. ábra).  
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11. ábra: Gyökér eltérései 1 hetes A. thaliana (L.) növényekben.  

A: FvSPR1-like2::pGWB401 komplementált Col-0, B: Col-0 vadtípus,  

C: spr mutáns, D: FvSPR1-like1:: pGWB401 komplementált (Mérce: 5 mm) 

 

12. ábra: Gyökér eltérései 2 hetes A. thaliana (L.) növényekben.  

A: spr mutáns, B:FvSPR1-like1:: pGWB401 komplementált   

C: FvSPR1-like2::pGWB401 komplementált Col-0,  

D: Col-0 vadtípus (Mérce: 5 mm) 

A vadtípus és spr mutáns növényegyedek között a gyökér növekedési 

különbségek megfigyelhetőek a 11. és a 12. ábrán. Az spr mutációt egyedül 

az FvSPR1-like2::pGWB401 vektorkonstrukció tudta helyreállítani (11. és12. 

ábra). Az FvSPR1-like1 növények esetében hasonló helikális 

gyökérnövekedés volt megfigyelhető, mint amilyennel az spr mutáns növény 



 

24 

 

is rendelkezik. A kutatások azt igazolják, hogy három recesszív A. thaliana 

(L.) spr mutáns növény létezik, spr1-1, spr1-2 és spr1-3 (NAKAJIMA és 

mtsai., 2006). Kutatásainkhoz az spr1-2 mutáns növényeket használtuk, így 

várhatóan ezt a mutációt csak az FvSPR1-like2::pGWB401 konstrukció tudja 

komplementálni, míg az FvSPR1-like1::pGWB401 konstrukció nem. Ezzel 

kísérletben igazolható, hogy az FvSPR1-like1 és az FvSPR1-like2 gének nem 

azonos funkcióval rendelkeznek. A komplementált A. thaliana (L.) növények 

esetében RT-qPCR módszerrel igazoltuk és mértük meg az FvSPT, FvSPR1-

like1 és FvSPR1-like2 gének expressziós intenzitását. A primereket exon-exon 

határra terveztük, amely különböző méretű fragmentumokat szaporít fel 

gDNS-ből és cDNS-ből. Az RT-qPCR eredményeink igazolják, hogy az 

FvSPT::pGWB401, FvSPR1-like1::pGWB401 és FvSPR1-like2::pGWB401 

konstrukciók működnek és expresszálnak a komplementált A. thaliana (L.) 

növényekben.  

Eredményeink igazolták, hogy az oktoploid F. x ananassa Duch. cv. 

Elsanta szamócából cDNS-AFLP módszerrel izolált FaSPT és FaSPR gének 

(BALOGH és mtsai., 2005) nemcsak az AtSPT, AtSPR1-like1 és AtSPR1-like2 

génekkel mutatnak hasonlóságot, hanem a diploid szamóca (F. vesca L.) 

FvSPT, FvSPR1-like1 és FvSPR1-like2 génekkel is, valamint képesek 

komplementálni az A. thaliana (L.) spt és spr1-2 mutáns növényeket, a 

fenotípusos elváltozásaikat a vadtípushoz képest, HEISLER és mtsai. (2001) 

kutatásaival hasonlóan, ahol az AtSPT2 allél spt2 mutációját AtSPT génnel 

komplementálták. A szakirodalom azt igazolja, hogy az SPR1-1, SPR1-2 és 

SPR1-3 mutációk ugyanazon fenotípusos elváltozásokat okozzák a gyökér 

fejlődésében az A. thaliana (L.) növény esetében (FURUTANI és mtsai., 

2000). Kutatásunkkal ugyanakkor igazoltuk, hogy az spr1-2 mutációt csakis 

az FvSPR1-like2 génnel lehetséges komplementálni.  



 

25 

 

5. Következtetések és javaslatok 

 Kutatásaink során összehasonlítottuk az AtSPR1-like1, AtSPT, 

FvSPR1-like1, FvSPR1-like2, FvSPT, MtSPR1-like2 és MtSPT gének 

promótereit a JASPAR2020 és PLACE 30.0 adatbázisok alapján. 

Érésspecifikus gének révén elsősorban a virágzással, gyümölcsfejlődéssel és 

éréssel kapcsolatos promóter régiókat azonosítottunk (TFBS és CRE). A 

CRE-k funkcióit tekintve auxin, etilén, GA3 és citokinin hormonok által voltak 

szabályozva. Kutatásaink során az FvSPR1-like2 gén promóter régióján ARF 

specifikus TFBS-eket, valamint ARFAT és SUPERCOREATSULTR11 cis-

reguláló elemeket azonosítottunk, melyek az auxin szabályozása alatt állnak. 

Az FvSPR1-like2 és FvSPT gének promóter régióin AGL42 TFBS-t 

azonosítottunk, amely a szakirodalomban fellelhető adatok alapján a 

virágbimbóban és szirmokban expresszálódó géneket szabályozza az A. 

thaliana (L.) növényben. Ugyanezen AGL42-t azonosítottuk az FvSPR1-like2 

és FvSPT génekkel homológiát mutató MtSPR1-like2, AtSPR1-like2, MtSPT 

és AtSPT gének promóterein.  

Az FvSPR és FvSPT gének promóterein azonosítottuk a MYB59, 

WRKY25 és WRKY8 TFBS-eket, melyek a szakirodalom szerint etilén 

szabályozása alatt vannak. A tudományos publikációk azt igazolják, hogy az 

etilén-auxin interakció fontos szerepet játszik a gyümölcsérés során. 

Kutatásunk is azt igazolta, hogy az FvSPT gén promóterének deléciós 

vonalaival fúzionáltatott sGFP riporter gén nem kapcsolt be, ha az etilén 

szabályozása alatt lévő TFBS-ek (MYB59, WRKY25 és WRKY8) nem voltak 

megtalálhatóak a szekvenciában. 

Sikeresen komplementáltuk az spt és spr1-2 mutáns A. thaliana (L.) 

növényeket az FvSPT és FvSPR1-like2 génekkel. A homológia 84,03% és 

74,23% volt az FvSPT és AtSPT, valamint FvSPR1-like2 és AtSPR1-like2 
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gének között. A mutáns gének komplementálásának sikerességét biztosította 

a nagyobb arányú homológia is. A floral dip transzformációs módszer átlagos 

hatékonysága 7,6% volt a másodlagos virágzatok ismételt 

transzformációjával. A fellelhető szakirodalomnak megfelelően várható 

transzformációs hatékonysági eredményeket kaptunk az A. thaliana (L.) 

esetében. Az FvSPT::pGWB604 transzformáns növényegyedek azonos 

magasságot és becőhosszt, magszám/becő arányt mutattak a Col-0 WT (vad 

típus) növényekkel. Az FvSPR1-like2::pGWB604 transzformáns 

növényegyedek esetében volt csak megfigyelhető a WT és spr mutáns 

növények közötti gyökér növekedési különbségek helyreállítása. A jelenlegi 

kutatások azt igazolják, hogy három recesszív A. thaliana (L.) spr mutáns 

növény létezik, spr1-1, spr1-2 és spr1-3. Az spr1-1, spr1-2 és spr1-3 mutációk 

a szakirodalom szerint ugyanolyan fenotípusos elváltozásokat okoznak a 

gyökér fejlődésében, ugyanakkor kutatásainkkal igazoltuk, hogy az spr1-2 

mutációt az FvSPR1-like2 génnel komplementálható, míg az FvSPR1-like1 

génnel nem. 

Az elmúlt években a transzgénikus módszerek és technikák gyors 

fejlődésnek indultak számos gén funkcionális jellemzése révén. Molekuláris 

genetikai kutatóknak számos lehetősége van szövetspecifikus promótereket 

izolálniuk, mely a transzgén működését hatékonyabbá teszi. A transzkripciós 

szabályozás megértésének legfontosabb eszköze a transzkripciós faktorok és 

cis-reguláló elemek azonosítása a promóter régióban. Számos adatbázis érhető 

el ezen régiók azonosításához és szabályozásának megértéséhez, melyek 

különböző növényfajokat összesítenek referenciaként. Az újabb promóterek 

és azok szabályozó régióinak azonosítása fontos területe a mezőgazdasági 

cégeknek és kutatóinak, ami újabb lehetőséget teremthet a szövet- és sejt-

specifikus promóterek használatára a genetikailag módosított kultúrnövények 

újabb generációjában.  
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6. Új tudományos eredmények 

1. A diploid szamóca (Fragaria vesca L.) FvSPT, FvSPR1-like1 és 

FvSPR1-like2 gének promóter régiójában, valamint az AtSPT, 

AtSPR1-like2, MtSPT és MtSPR1-like2 gének promóter régióiban 

azonosítottuk in silico módszerekkel TFBS és CRE szabályozó 

elemeket. Ezeket a szabályozó elemeket funkcionálisan hozzá tudtuk 

rendelni auxin, etilén, GA3 és citokinin hormonok által szabályozott 

régiókhoz, amelyek a virágbimbóban és szirmokban expresszálódó 

géneket szabályozza. 

2. Az FvSPT és FvSPR gének promóter deléciós vonalait létrehozva, 

igazoltuk, hogy ezen promóter régiók sGFP riporter génnel 

fúzionáltatva expresszálódnak a deléció nagyságától függően a dohány 

növény levelében és Micro Tom paradicsom növény bogyó 

termésében. Az FvSPR gén promóter deléciós vonalaival igazoltuk, 

hogy az sGFP riporter gén nem kapcsol be, ha az auxin vagy etilén 

hormon szabályozásához szükséges TF vagy CRE elemek hiányoznak 

a promóter régióból. 

3. Az A. thaliana (L.) spt mutáns növény esetében bizonyítottuk, hogy a 

diploid szamóca FvSPT génje komplementálni tudja a fenotípusosan 

jelentkező alacsonyabb növénymagasságot, becőhosszt és 

becő/magszám arányt. 

4. Az A. thaliana (L.) spr1-2 mutáns növény esetében bizonyítottuk, 

hogy a diploid szamóca FvSPR1-like1 gén nem képes komplementálni 

a fenotípusos elváltozásokat, míg az FvSPR1-like2 gén teljesen képes 

komplementálni a gyökér fejlődési elváltozásokat.  
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Forgács, I., Gálné Remenyik, J. (2022). Ultrasound enhances plant growth and 

development by altering the DNA methylation, mRNA transcription and 

hormonal balance. In: Biotechnology at the University of Debrecen - 2022 

International Symposium : Abstract Book, Debreceni Egyetem, Printart-Press 

Kft., Debrecen, 20. ISBN: 9789634904687 

Gulyás A., Hidvégi, N., Kiss, E., Posta, K., Dobránszki, J. (2019). Epigenome 

of Malus domestica. In: Kende, Z., Bálint, Cs., Kunos, V. (szerk.). 18th Alps-

Adria Scientific Workshop: Alimentation and Agri-environment. Abstract 

book. Gödöllő, Magyarország: Szent István Egyetem Egyetemi Kiadó. pp. 60-
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