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Roviditések jegyzéke

ACO: 1-aminocyclopropane-1-carboxylate-oxidase

ACS: 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase

AtSPT Arabidopsis thalianab6l szarmaz&PATULAgéN

AtSPT: Arabidopsis thalianab6l szarmaz6 SPATULA fehérje
bHLH: basic-helix-loop-helix (alap-spiral-hurok-sgi)

AG: AGAMOUS

AP2: APETALA2

AuxRE: auxin responsive element, auxin valaszéetds motivum
bp: basepair, bazispar

cDNS: komplementer DNS

CDRN: Cysteine-richD. radiodurandN terminus

Cnr: colorlessnon-ipening

CRC: CRABS CLAW

DMSO: dimetil szulfoxid

DOF1DNA binding withonefinger1

EDTA: etilén-diamino-tetra-ecetsav

EMS: etil-metan-szulfonat

ERE: ethylene responsive element, etilén valasekeits motivum
ETT: ETTIN, auxin valasz faktor

FaCTR1:Fragaria x ananassaonstitutive triple response

FaEG1 és FaEG®Eragaria x ananassando$-1,4-glucanase, EGase
FaERS1Fragaria x ananassathylene response sensor

FaETR1 és FaETRZFEragaria x ananassathylene response 1, 2
FaGT1:Fragaria x ananassalycosil-transferase, glikozil transzferaz
FaOMT:Fragaria x ananass®-methyltransferase, O-metiltranszferaz
FaPEl, FaPE2, FaPE3, FaPEragaria X ananassektin észteraz
FaSPT Fragaria x ananass#0l szarmaz&PATULAgénN
FaSPTFragaria x ananass#0l szarmazo SPATULA fehérje

Fra al: Fragaria allergen 1

GA: gibberellinsav

GA3ox: GA3 oxidaz

GalUR: galakturonsav reduktaz



GAPDH: gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenéz

GEO: Genexpression Omnibus

HDMF: 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone

HEC: HECATE

LEMADS RIN: Lycopersicon esculentub®l szarmaz&ipeninginhibitor fehérje
LEMADS MC: Lycopersicon esculentub®l szarmazd acrccalyx fehérje
Mc: macrocalyx

MES: 2-N-morpholin-etanszulfonsav

MRNS: messenger RNS

MIRNS: mikro RNS

SiRNS: kis interferalo RNS

NCBI: NationalCenter forBiotechnologyl nformation

NES: naftil ecetsav

nor: non-ripening

ORF:OpenReadingFrame, nyitott leolvasasi keret
PCR:PolymeraseChainReaction, polimeraz lancreakcio

PVP: polivinil-pirrolidone

gRT-PCR: quantitative reverse transcribed PCR, tktediv reverz transzkripciés PCR
RACE: Rapid Amplification of cDNA Ends

RIN: ripeninginhibitor

RNAI: RNS interferencia

spt, sptl, sptXspatula mutansok

STY: STYLISH

TAIR: TheArabidopsid nformationResource

TDF: TranscriptDerivedFragment, transzkriptum eredldtagmentum



1. Bevezetés és célkit tzés

1.1. A téma aktualitasa

A gyumolcsoket attol fugien, hogy az etilén miként befolyasolja az érésiiketye
mutatnak-e respiracios rata novekedést érésttelaladtaval két csoportra, az utiér
(klimaktérikus) és a nem utddr (nem klimaktérikus) csoportjara oszthatjuk. Ailéet
gazhalmazallapotl hormon, amely fontos szerepstikdszamos novenyélettani folyamatban.

Mig érés-szabalyozO szerepe az uwogyumolcstk (alma, banan stb.) esetében
bizonyitott és jol definialt, addig a nem utégyimaolcsok (szamodca, citrusok stb.) érésében
bet6ltott szerepe nincsen pontosan tisztdzva. Akciondlis genomikai alapkutatasok
fejlédésének koszonhitn egyre inkabb kirajzolddik, hogy etilén-fifggés transzkripcios
faktorok altal szabalyozott etilén-fliggetlen kasida egyarant rikddnek mindkét
csoportban. A nem klimaktérikus érés leginkabb limanyozott modellnbvénye a termesztett
szamoOcaKragaria x ananass®uch.). Bar szamos nagyszabasu projekt fontirelépéseket
eredményezett a gyimolcs bioldgiai kutatasok tegiledbb megvalaszolatlan kérdés maradt
még a szamoéca erésevel és gyumoldgiegével kapcsolatban. A 2010 decemberében
publikussa valFragaria vescagenomjanak ismerete minden bizonnyal 0] fejeZeignyitni
ebben a témakorben.

Genomi szinten a transzkripcionalis szabalyozadbatos szerepet betdltregulator
elemek (transzkripciés faktorok, enhancerek) azibhatk a génkifejgdéstl kapott
ismeretek és az dsszehasonlitd genomkutatas koldawval. A transzkripcios faktorok a
DNS specialis részeihez Kidltve a genetikai informéci6 DN$IrRNS-re tortér atiraséat
szabalyoz6 fehérjék. wtkodésiket és funkcidjukat tekintve kilonBozosztalyokba
sorolhatjukéket.

A basic-helix-loop-helix (bHLH) transzkripcids fakbk leényeges fejidési és élettani
folyamatokban részt vévszabalyoz6 elemek. Az eddig ismert és funkcioaaligllemzett
novényi bHLH-k a terrdlevél fejlédésben, fitokrém jelatvitelben, antocianin biosiigben
€s stressz valaszokban jatszanak szerepet. Egyraggzkripcios faktor funkciojanak
kideritése fontos feladat az olyan élettani alap@fmiatok molekularis hatterének a

megismeréséhez mint példaul a gyimolcsérés, szmmasa, vagy a gyumolcsfégés.



1.2. Célkit dizés

Munkank soran egy, a termesztett szamoOca érett @iggeidl izolalt, bHLH
transzkripcidés faktort kddol6SPATULA gént vizsgaltunk. Ennek sordn a kovetkez
feladatokatiztik ki célul:

1. 1zolaljuk és klbnozzuk a gén ORF-ét.

2. A gén szekvencigjanak ismeretében masodlagokt@tak és domeén azonositas ceéljabdl
elvégezzik annaik silico analizisét.

3. Meghatarozzuk a gén expressziojat vegetatiegsrgtiv szévetekben.

4. Meghatarozzuk az expresszios szintet szamoOadelden, mint vegetativ szovetekben
sebzés, auxin és etilén kezelések hatasara.

5. Fejbdésben |é¥ fiatal gyimdlcsokon vizsgaljuk a gén expressziaj@tin hormon kezelés
hatasara.

6. Kulonbo® érési stadiumban lévszambdcakban meghatarozzuk a gén expresszidosészint]
etilén hormon kezelés hatasara.

7. Tranziens expresszios elemzés alkalmazasavaS®T gén csendesitését hajtjuk végre
szamocak hairpin vektorkonstrukcioval todéygroinjektélasaval.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szamoca

Botanikai besorolas alapjan a szamoca a rozsafBlékaceaecsaladjaba, ezen belll
pedig aFragaria nemzetségbe tartozik.

A termesztett fajtdkat a kdznyelv gyakran tévedieti & botanikai és kertészeti értelemben
nem léte# ,foldieper”, illetve ,eper’ elnevezéesekkel, a sa@ra elnevezeést pedig az erdei
szamocara hasznaljak.

A diploid erdei szamdéca-(agaria vesca termését az emberiségidok ota kedvelte
és gyijtbgette, $t, a 17. szazadban nemesitésével is probalkoztak.

Az oktoploid termesztett szamodarégaria x ananass®uch) spontan keletkezett két
faj, a Fragaria chiloensisés aFragaria virginiana kereszteédéséelbl a 18. szazadban. A
Chilébsl és Argentinab6l szarmazé. chiloensis nagyobb méretével, mig az Eszak-
Amerikdbdl szarmazd-. virginiana kellemes izével jarult hozza a termesztett szamoca
kialakulasahoz.

Paratlan iz-és aromaanyag 0sszetételének, t&tskéiemének kdszonhin méltan
nevezik a ,gyumolcsok kiralyének”, és termesztik nagy mennyiségben vilagszerte
Ezenkivil nagy foldrajzi  alkalmazkodOképessége isozzBjarult  széleskér
termeszthdiségéhez. Magyarorszagon termesztése mintegy 5@ Halyik, és ez éves
szinten 3-4000 tonna szamoca termést jelent, ezugpanennyi import egészit ki a téli
honapokban (forras: Zoldség-Gyumadlcs Piac és tdobiag 2010).

Evels, t6rézsas, lagyszart novény. Gyiimolcse az elhtisosadokkipbol kialakult
altermés, a valddi termések a receptakulum felilftgdé aszmagok (1. abra).

A gyumolcs a biologiai kutatasokban kdzponti szeteplt be, mivel az oly sokat

vitatott nem utoér gyimaolcsérés egyik legintenzivebben kutatott nlodeénye.



1. &bra: A szamoéca morfologiai felépitése ésddisi sajatossagai (forras: www.botany.wisc.edu). L:
lomblevél, B: bogerny, D: dudvaszar, SZ: sziromlevél, CS: csészelevéhsamagok, TR6tdzsa, P:
porzé, |: inda, AL: allevél, IN: inda névény, Trieés, GYT: gyokértorzs, FGY&gyokér, JGY: jarulékos
gyOkér.

2.2. Gyumolcsfejl édés és -éres

Az egészséges étrend fontos részét képezik a ggaatgimivel vitaminokrol, asvanyi
anyagokrol, rostokrol, tovabba egyéb kedvezatasu anyagokrol, pl. antioxidansokrol
gondoskodnak az emberiség szamara. A gyumolédésl és -érés bekdvetkeztével a
gyumolcsokdén szamos szemi@t és mérhét valtozds kovetkezik be cukor
anyagcseréjukben, héjuk, husuk, magjuk szinében, @t€kikben, aroma anyag
0sszetételikben, texturajukban, izikben egyaramt.éresnek indult és érett gyimolcsok
patogén feizésekkel szembeni ellendllésaga csdkken. Ezek mm@miai szempontbdl is
fontos valtozasok attél flggetlenil mennek végbegyh utdééé, illetve nem utodr
gyumolcsérésil van-e szo.

Az elsy zarvaternd gyumolcsok a kréta korban jelentek meg. Ezek aaikor
gyumolcsok szarazak voltak elkilondlt télevéllel (ovariumba zart mag), ami valosiiay
levalhatott az egyik oldalrdl, hogy a magok kiszhidhassanak. Osszeforrt tefievéllel
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rendelked gyimolcsok majd csak a k6zép kréta korban, migitbggasok és bogydésok — a
klasszikus értelemben vett hisos gyumiidés— pedig a kései kréta korban jelentek meg. A
szaraz gyumoldéek lehetnek felnyiléak és nem felnyiléak, a husqsadig valodi terméek

(a gyumdlcs teridlevél ereddt) illetve altermések (a gyumolcs kialakitasaban egyeéb
jarulékos szervek is részt vesznek). Fosszilidknékekularis bizonyitékok is aldtdmasztjak,
hogy a husos gyimolcsok a szarazakbdl szarmaziktHabldl az kovetkezik, hogy szamos,
a szaraz gyumolcsok féfdéseében és érésében szerepet jatszé gén konzéetalkbda
hasosak evolucidja soran (Seymour et al. 2008).

A gyumolcsfejbdéskor a virdg kiulonbdzrészei (2. abra) alakitjak ki a szaraz és hasos
gyumolcsok végs szerkezetét (Coombe 1976). A védgerma attél figg, hogy hany és
milyen tipusu viragszerv vett részt a kialakitasbanlyen ezeknek a helyzete, illetve a
kilonbod szovetek hogyan ndvekednek és differencialodnak.

Altalanossagban véve a gyumoélcsidis négy szakaszra oszthato: gyiimolcaléx,
gyors sejtosztédasi szakasz, sejt megnyulas faaniés,

A gyumolcskobdés ebtt dol el, hogy a maghaz elhal, vagy gyimolcsot fejleget
maghaz fef)dését a pollentorél altali stimulalés, illetve a pollen valtja ki, dizh hogy
gibberellint termel. A ndveky pollentomb mogott a bibeszal és a maghaz altal termelt
megemelkedett szitiauxin mennyiség detektalhato.

A gyors sejtosztodasi fazis kiterjed a gyimolcszéssnévekedésben lewéeszeére.
Pozitiv korrelacio van a féjtlé6 embrio citokinin szintje €s az azt korildeszévetekben Iy
sejtosztdédas kozott, ugyanakkor még nem bizongkothogy az embrid citokinin szintje
kozvetlen szabalyozza a gyumolcs sejtek osztédasat.

A sejt megnyulasi fazis soran kovetkezik be a lggoab mértelk nbvekedés a
gyumolcs volumenét tekintve. Az egyes gyumolcsdledépitc kilonbdzd szévettipusok
sejtieinek megnyudlasa mas intenzitdssal megy veégbe.gibberellinek serkentik a
sejtmegnyulasi folyamatokat, tovabba szerepik vasz&atagok hosszanti megnyulasanak
fokozasaban, sejtosztédasban, a levélndvekedésrésében. A receptor-hormon komplex
hatasara intracellularis jélanyagok keletkeznek, amelyek a sejtmagba trandbidka
modositjak a génaktivitast (Fodorpataki és Szigy&009).

Az érési fazis a mag és az embrid érésével szibmrmormegy végbe. A szaraz
termésekben (pl. gabonafélék) a kiszaradas jelmaijat az érést. A husos gyumolcsok
esetében az érési folyamatoknak olyan vonzo 6sdégbeli valtozasokat (puhulés,
megnodvekedett |étartalom, iz-és aromaanyagok felbabdasa, szin) kell eredményeznilk,

amelyek majd biztositjak a magok szétterjesztésétlatok altal.
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2. 4bra: Egyes termések kialakulasa kulonb&redei viragszervekdl. (forras:
http://bio1903.nicerweb.com/Locked/media/ch38/38-r0@Development.jpg)

A novényélettan a gyumolcsoket érésuk alapjan képartra-utoéikre (pl: alma,
banan, paradicsom) és nem utdée (pl: szaméca, citrusok, @8)- osztja annak alapjan,
hogy mutatnak-e megemelkedett respiracios csucsbirtelen beinduld etilén termelést az
érés soran. Ugyanakkor egyre tébb olyan bizonyezkil ebtérbe, ami szerint az etilén részt
vesz olyan gyumolcsok éréseben is, amelyeket amjieddheretek alapjan a nem utéigr
kozé soroltak, &, szamos novényfaj (pl.: sargadinnye) kilortbdaltozatai és fajtai mindkét
tipusu érési jellegzetességet mutatjak (Barry és&@inoni 2007).

Ilgen fontos elemek a gyumolcstiajés és -érés szabalyozasaban résétveidvényi
élettani folyamatokban kdzponti szerepet béidkbnzervalddott mikroRNS-ek (microRNA,
MIiRNS). Ezek altalanossagban a génszabalyozasbgfajtag 6sszehangold funkcioval
rendelkeznek, és expresszidjuk hianya pleiotro@dukt megjelenését vonja maga utan a
fejlédésben (Seymour et al. 2008). Masik fontos részgérariikddés fenntartasanak a kis
RNS-ek (small interfering RNA, siRNS) melyek a ®&rggénszabalyozasban, és az

epigenetikai géncsendesitésben vesznek részt.
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2.2.1. Etilén fugg 6 utvonal

A magasabbreridnévényekben az etilén termelés szabalyozasanakzkétie van
(Leliévre et al. 1997). Az l-es szint (alapszintpékben és nem uto&ben egyarant
mukodik, és a stressz hatasra bekoveiketilén termeléshez sziikséges alap etilén szintet,
illetve a vegetativ szévetekben kimutathaté etdemtet biztositja. A ll-es szint (masodik
szint) ezzel ellentétben csak az utdenirtelen beinduld és megemelkedett etilén terset|é
illetve viragszirmok (petunia, szdgfszeneszcenciajat szabalyozza (Vendrell et al0R00
Mig az I-es szirt etilén termelés exogén etilén hatdsara negatszatsatolassal valaszol
ugyanakkor etilén antagonistak pedig novelik alBetszintézist, addig a Il-es sZingtilén
termelés autokatalitikus folyamat.

Az a medgfigyelés, hogy a gazhalmazallapotu etiléamos huasos,dfeg utdéd
csoportba tartozé gyumolcs érését képes meggyairsiia etilén klimaktérikus érésben
betbltott szerepének a tisztazasdhoz vezetett. Amdm bioszintézisében lejatszédo
folyamatok megismerése két kulcsfontossagu enzimA&S (1l-aminocyclopropane-1-
carboxylate synthase) és az ACO (1-aminocyclopregdanarboxylate-oxidase) génjeinek a
klbnozasat eredményezte. Ezeket az enzimeket rénltigaladok kddoljak a magasabbiend
novényekben. Paradicsom esetében eddig kiéfg és 6tACO gént izolaltak (Zarembinski
and Theologis 1994; Barry et al. 1996; Oetikerletl897; Nakatsuka et al 1998; Van-der-
Hoeven et al. 2002; Barry and Giovannoni 2007).

Az etilén bioszintézisének Utvonala j6l definidtszadmos korabbi publikacio targyalja (Yang
and Hoffmann 1984, Leliévre et al. 1997).

NH
. [

CH,-5CH, +CH, .+ CH-CcOO"

NH AdoMet * I s

szintetaz = ACCszintaz C NH; ACC oxidaz
CH 3S-CH »CH F‘H coo H,C=CH,
D i e
MET ATP PR+P MTA 0, co Etilén

i OH OH . 2

AdoMet Y ACC -

HCN

3. abra: Az etilén bioszintézis Utvonala (forras: www.biacuedu).

A szintézis metioninbdl indul, amib az SAM-szintetdz enzim altal az SAM (S-

adenozil-metionin) keletkezik, majd ebdtaz ACS (1-aminociklopropan-1-karboxilat-szintaz)
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enzim az ACC Kkeletkezését katalizélja, (1-aminapkbpan-1-karboxilat) amit végul az
ACO (1-aminociklopropan-1-karboxilat-oxidaz) enzatakit at etilénné (€l.) (3. bra).

Az etilén jelatviteli Utvonalaban lejatsz0dé6 medkamusokat szintén tobb
kutatécsoport vizsgalta az elmult tiz év soran (@goEcker, 2004). Ezek az eredmények
legebszor a modell névényrabidopsis majd a paradicsom esetében adtak betekintést az
etilén szignal transzdukcidja soran végbeénéwlyamatokrél. Megallapitottdk, hogy etilén
hianydban az etilén-két receptorok kapcsolatba kerllnek és inaktivaljak CAR1
(CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1) protein kinazt, elyn negativan szabalyozza a
folyamat tovabbi downstream eseményeit, kivaltvaetig2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2)
fehérje csokkenését. A hormon receptorokhoz valdédé@sekor viszont a CTR1
inaktivalodik, igy nem tudja gatolni az EIN2-t, avek kovetkeztében az EIN3, és EIL
fehérjék aktivalodnak, kivaltva az EREPB (ETHYLENESPONSE ELEMENT BINDING
PROTEIN) transzkripciés faktorokat, amelyek pedifplgamat tovabbi target vagy effektor
génjeinek expresszidjat szabalyozzak (4. abra).

KAV
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ENDOPLAZMATIKUS
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@

L
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g

—{EF1 ]
>
- coc | e

BN3.EIL1,BL2

SEITMAG

4. abra: Az etilén szignal transzdukcids utvonala (forsaamw.biologie.uni-duesseldorf.de)

Bar a novények kozott az etilén receptorcdaladja nagymeérték strukturalis
kulonbséget mutat, ennek ellenére az 6sszes edeliginsgalt receptornak megvolt az etilén
kotd képessége élesiten tortéd tultermeltetés soran. Filogenetikai rokonsagukzeskezeti

jellegzetességeik alapjan az etilénékigceptorok két osztalyba sorolandok. Az 1-es &gz
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tagjai az ETR1 és ERS1, mig a 2-es alosztaly képvisz ETR2, ERS2, és az EIN4
receptorok. A receptorok strukturajat tekintve neiggikojik tartalmaz harom konzervalodott
transzmembran domént az N-terminalis szomszédsagamyy GAF domeént, amelynek
funkcioja jelenleg ismeretlen, és vegul a C-terrisnéégen jel kiviteli motivumokat talalunk
(O’Malley et al. 2005, Barry et al. 2007).

2.2.1.1. Az etilén szerepe a szamoOca gyumolcsfdgsében és -érésében

Bar kis mennyiségben, de a szamoca gyumdlcse l@gmegyén etilént (15-80 nL/kg-
h) termelni (Knee et al. 1977, El-Kazazz et al. 3, 98erkins-Veazie et al. 1988, Abeles and
Takeda 1990, Perkins-Veazie 1995). A hormont legobly mennyiségben a nagyon fiatal,
z6ld gyumolcsokben detektaltak, és megfigyeltélgyhonendl kezdve egészen a fehér érési
stadiumig folyamatosan cstkken az etilén szintdnaazj érés soran kisse, de folyamatosan n
mindaddig, mig a gyumolcsok pirosak nem leszneke(@db és Takeda 1990, Perkins-Veazie
et al. 1996). Szamoca virdgokban, kilénésen a rezikehullasa soran szintén nagyobb
mennyisé§ etilént talaltak (Knee et al. 1977). Ujabb, planta szamdca gyiimélcsokben és
viragokban elvégzett vizsgalatok azt tAmasztjak latdgy a fejpdés é€s az érés soran etilén
szint-nbvekedés és respiracios rata emelkedés komilat a piros, érett szambdca
gyumolcsokben (lannetta et al. 2006). Arra is féeyllt, hogy ez a megemelkedett etilén
szint egy pozitiv visszacsatolasi mechanizmus dyebédsa alatt all, ez azonban a
bekovetkezés idejét tekintve eliéa klimaktérikus érésben megfigyeltiedutokatalitikus
etilén termelédl. Ugyanis, mig az ut6érparadicsom érésének a kezdetén emelkedik a
hormon szintje, addig a szamoca esetében ezt tesmalkedést nem tapasztaltak csak 24
6raval azutan, hogy a gyimolcs a teljesen piroglistéot elérte. igy a szamoca
megemelkedett etilén szintjének élettani szeregz¢ctzatlan maradt.

Etilen bioszintézisben résztuev géneket FaACOl FaACO2, FaACy mar
szamocabdl is izolaltak, illetve klonoztak (Traith@t al. 2005, Balogh et al. 2006). Ezeknek
az expressziés mintazatat vizsgalva megallapitottdgy mindkétACO gén a legnagyobb
meértéki expressziot a viragokban mutatta, és ehhez képsditkerd meérteki szintet
detektaltak a fiatal, fejdé6 gyumolcsokben. AFaACOl esetében, a nagy zo6ld stadiumot
kovet fehér szamdcakban expresszid novekedést figyaitk amit folyamatos cstkkenés
kOvetett egészen egy minimum szint bedlltdig aspigrett gyimolcstkben. RaACO2t
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vizsgélva megallapitottak, hogy a minimum szinehér gyimdlcsokben van, amit csekély
mértéki, de folyamatos ndvekedés kovetett az érés soran.

Trainotti és munkatarsai megsitettek, hogy a megemelkedett etilén termelés
nemcsak az érett szamoca gyumolcsokben figyelhetg, hanem a vilagoszolslibfehér
stadiumba keridl gyimolcsok fefpdése soran is, tovabba az érés lathaté kezdetédlénég
megnovekedett etilén termeléssel parhuzamodaaA£0O1gén folyamatosan megnyilvanul.
Osszehasonlitva a szintén nem uskécsoportjaba sorolCitrus gylimolcs ACO génjét
(CsACO) a szamoc@&COZel, nagyfoku hasonlésagot kaptaksilico. Ennek ellenére, mig a
CsACO1 génje etilén hatdsara megnovelt kifégest mutatott a nagyon fiatal
gyumolcsokben és érzéketlen volt a hormonra az gygimdlcsokben (Katz et al., 2004),
addig aFaACOla legnagyobb szifitetilén valaszt a piros, érett szamocakban adja.

A FaACSteljes hosszusagu cDNS-ét Balogh et al. (2006) RARapid Amplification
of cDNA Ends) technikaval izolaltak. Megfigyeltékogy a gén transzkriptuma legnagyobb
mennyiségben a zold gyimdlcsokben talalhato, todmikonyitottak, hogy a fiatal zold
levelekben sebzés hatasara indukalhato.

Szamoca esetébenFaETR1ésFaERS1gének expresszidja folyamatosan névekszik
az éresi fazis soran,RAETR2pedig maximumat fehér gyimadlcsdkben éri el és chaéaig
ezen a szinten (Trainotti et al. 2005).

Ez a megemelkedett receptor szintéziazészzel jaro, szinten megemelkedett etilén
szint arra adhat kovetkeztetést, hogy akar nagycsi knennyiség etilén is képes kivaltani
éréssel kapcsolatos fiziologiai vélaszt (Trainatti al. 2005). A FaCTR1 konstitutiv
expresszidjat figyelték meg az érésirehaladtaval a gyumoélcs hldsban és a vegetativ
szOvetekben egyarant (Balogh et al. 2006, Kiss 2087).

2.2.2. Etilén figgetlen utvonal

Az uté&r gyuimolcsok fefpdésében és érésében etilén filggszkadok mellett etilén
fuggetlen kaszkadok is részt vesznek (White 20B2).a RIN, NOR, és CNR transzkripcios
faktorok jelenléte tamasztja ala. Paradicsombamekrek a géneknek érési mutansai a
kovetkedk: rin (ripening-inhibitor), nor (non-ripening), é8nr (Colorless non-ripening).
Megfigyelték, hogy ezekben a mutans gyimolcsoklerérgsi folyamat teljes egészében
gatolva van, beleértve a megemelkedett respirasidstet, az etilén szintézist, karotin
felhalmozo6dast, az aromaanyagok teddébét, a puhulast (Tigchelaar et al. 1978, Thompson
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et al. 1999, Barry et al. 2007). Rin és nor gyursdket vizsgalva azonban észrevették azt is,
hogy sebzési etilént ezek is képesealdiitani, azaz a mutaciok nem pusztan egy, azretilé
bioszintézisben bekévetkezett akadaly eredményac@ln et al. 1988, Yokotani et al. 2004,
Barry et al. 2007). Bar exogén etilén jelenlétéhem produkalnak autokatalitikus etilént, és
nem is érnek be, de az etilén szenzitivitdst égtden indukalta génexpressziét mutatjak
(White et al. 2002).

A geének lokuszait pozicionalis klonsgal behataroltak, és megallapitottak, hogy
kulonbo®d csalddokba tartozé transzkripcios faktorokat kodkl (Moore et al. 2002,
Vrebalov et al. 2002, White et al. 2002, Manningle 2006, Barry et al. 2007). A MADS-
box RIN gén szerepét a génkifefaes gatlasaval és mutans egyedek komplementadidjava
allapitottak meg. AMACROCALYXMC)-ban torté mutacio olyan viragzatot eredmeényez,
ahol a csészelevelek levélskemlakzatot vesznek fel. Ez &dC gén szomszédos RIN
I6kusszal, és &IN klbnozédsa sordn azonositottdk. A rin l0kusz egj¢aot tartalmaz, ami
két szomszédosMADS-boxgén kozott jott létre. AMADS boxgéncsalad tagjai szamos,
novenybiologiai folyamatban résztuwievranszkripcios faktort kodolnak (Leseberg et al.
2008). A paradicsombol izolAWMADS-boxgéneknek az egyike,l&EMADS-RIN a rin mutans
érést nem mutaté fenotipusat adja, mig a masik gehEMADS-MC promoterében
bekdvetkezett delécié eredményenacrocalyx (mc muticié. A RIN a SEPALLATA
alcsaladba, mig avlIC az APETALAL alcsaladba tartozik. A SEPALLATA és BPALAL
alcsalddok a MADS-box transzkripcids faktorok atéziba sorolandok.

ARIN gén homolégjat Rv-MADS-9 mar szamocabdl is izoléltdk (Vrebalov et al.
2002). Ez az adat relevans lehet, mivel fény deti#tyy kdzos szabalyozé kaszkadra, ami

mindkét érési csoportba tartozo gyumolcs esetéhidaik.

2.2.3. Az auxin szerepe a szaméca gyumolcsfejl 6désében — és érésében

Nitsch (1952) figyelte megészor, hogy ha a megtermékenyités utani 4, 7, 14y va
21. napon a szamocakrol eltavolitjiak az aszmagek#tgr a receptakulum féglése megall,
ami exogén auxin alkalmazasaval helyreallithato.m@gspektrofotométeres eljarassal
meghataroztak, hogy az auxin szint a csucsot mingcaptakulumban, mind pedig az
aszmagban a fehér érési stadiurdtteéri el (Perkins-Veazie 1995). A szamécak érése a

auxin mennyiség aszmagbdl receptakulumba térostkkenésével veszi kezdetét. Az eddig
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azonositott éréshez kapcsoldédd, szamdcabdl szargezekél bizonyitottdk, hogy auxin
hatdsara csokken az expresszidjuk (Manning 199psit et al. 1998, Manning 1998).

2.3. Funkcionalis genomikai kutatdsok szamocéaban

Az utdbbi években szamos kivald publikacié jelenegma szamdOca genomika
tertletédl, amelyek a szamdca érésében illetve gyumolésféfében végbemeémolyamatok
pontosabb megismerését célozzak. Aharoni és O'Clo(R8H2) génexpresszios kisérleteket
€s aszmagban, ahol szignifikans kilénbségeketadkld41 transzkriptumban az aszmag €és
receptakulum szovetek kozott. Feltételezett etd@lasz elem kot faktorokrél (EREB),
illetve etilén valasz génelr megallapitottak, hogy aszmagban nagyobb mértékben
fejezddnek ki. Ezek az eredmények mind hozzjarultak sodtekben olyan relevans
transzkripcids faktorok azonositasahoz, amelyestidggn-fliggetlen szabalyozo kaszkadokban
vehetnek részt. llyen transzkripciés faktorok a M3Dox fehérjék, amelyesir
bebizonyitottdk, hogy alapvetszerepet jatszanak a ndévénybiolégiai folyamatoklaan
gyokérfejbdéstl kezdve a gyimolcsérésig (Leseberg et al. 2008).

Vrebalov et al. (2002) bizonyitottak, hogy a pacadim éréséhez nélkil6zhetetlen egy
MADS-boxgén jelenléte a RIN (ripening-inhibitor, érés-initdr) I6kuszon. A szamdcabol
szarmaz6 homoldg tanulmanyozasaval egy k6zos sxettakaszkadra dertlhet fény, ami
utéék és nem utdék kozott egyarant ikodik (White 2002, Giovannoni 2004).

Miutan a gyumolcspuhulas az érés egyik elkerullatevelejardja, tobb csoport
vizsgalta az ezzel kapcsolatos mechanizmusokataf@éca érése soran puha, lagy textaraju
gyumolcsot fejleszt, ami szadmos mddosulasnak atkégménye (pektinek oldhatésaganak
ndvekedése, xiloglikan depolimerizacio, sejtfal thelzadasa) (Redgwell et al. 1997, Koh és
Melton 2002, Santiago-Doménech et al. 2008). A ipekt olyan sejtfalban talalhato
makromolekulak, amelyek a puhulas soran depolirdEninak és oldhatéva valnak. Ezékr
a folyamatokrél feltételezik, hogy d@egitik a sejtfal taguldsat és szétesését (Fiséher
Bennett 1991, Castillejo et al. 2004). Mér tobbtpeknddosité gént izolaltak, amelyek kdzott
szerepelnek-galaktozidazok, endopoligalakturonazok, pektédia

A pektat lidz a nem észterifikalt galakturonazokzdiii kotéseket hasitd enzim

(Marin-Rodriguez et al., 2002, Santiago-Doménechl.e2008). Egy szamdcébdl szarmazé
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pektat liaz gén expresszidjanak géatlasa soran Abbsdefi pulton tarthatésdgot tapasztaltak
és keményebb gyimolcsoket kaptak (Jimenez-Bermeéidalz 2002).

A pektin észterdzok szintén a gyumolcspuhulasbarepet jatszo enzimek, amelyek a
pektin demetilaciot katalizaljak. Castillejo et €004) négy pektin észteraz géRaPE],
FaPE2, FaPE3, FaPBM4 klonoztak szamoOcédbdl és megdllapitottak, hogyFaPE1l
expresszidjat az érés kezdetén az auxin indulédjatilén hatasdra cstkken a kifépzse a
szeneszcencia soran. Ezeknek az eredményeknekpafigben azt a kdvetkeztetést vontak
le, hogy a génexpresszio csokentése fontos faghat la szamoca gyumolcs tarolhatésaganak
gyakorlataban.

A galaktézok a pektinekben igen nagyszadmban meléaéa cukor szarmazékok
(Brett és Waldron 1996, Trainotti et al. 2001). Mé&¥g korai kisérletek is bizonyitottak, hogy
a szamoca erése soran csbkken a gyumolcsok galetéima, igy a galaktozidaz enzim
fontos szerepet tolthet be a gyimoélcs puhulasangéndee et al. 1977, Redgwell et al. 1997).
A B-galaktozidaz aktivitds zold, fehér, rozsaszin,p&ss érési staddiumu gyumolcstkben
tortérd nyomonkovetése soran megallapitottak, hogy axitddi csokkenése figyelltetneg
a fehérdl a piros stadiumig (Trainotti et al. 2001).

Az expanzinok olyan sejtfal fehérjék, amelyek mégsetik a hidrogén kotéseket a
cellul6z és hemicellul6z mikrofibrillumok kozétt (@@llo et al. 1999). AFaExp2 expanzin
tanulmanyozasa soran arra deritettek fényt, hoggreexpresszid etilén-inszenzitiv, és az
auxin kezelés sem befolyasolja (Civello et al. )982ek az adatok arra utalnak, hogy egyéb,
-etilénen és auxinen kivili- endogén szignalokatabsal lehetnek az érésbernslézamdcak
génregulacidjara.

Mivel a gyumolcsszin fontos miségi paraméter, a szamaoca flavonoid bioszintézissel
kapcsolatos mechanizmusokat is intenziven tanulo@él. A flavonoidok masodlagos
metabolitok, amelyek szamos folyamatban fontosegedrtdltenek be (Moyano et al. 1998).
Az antocianinok a flavonoidok csoportjdba tartozignpentek, amelyek a gyumolcsok
tetszebs szinének a kialakitasaban vesznek részt. Bart@héir szamoca pigment anyagot
tanulmanyoztak molekularis szinten is, az antocdiabioszintézis Utvonalanak pontos
megismerése a jobeli kutatasok feladata. Ezt megcélozva Moyano askatarsai (1998)
eqgy feltételezett hidroflavonol 4-reduktaz gén esgrios analizisét hajtottdk végre, amelynek
soran eltéf expresszidt tapasztaltak a kulonboerési staddiuma gyimolcsokben. &ra
génBl mar ebzetes vizsgalatok alapjan is feltételezték, hoggtde szerepet tolt be a

magasabb reridndvények antocianin bioszintézisében.
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Hasonl6 megfontolasbél, Griesser és munkatarsaiO8R0egy feltételezett
glikoziltranszferdz gén, BaGT1lin planta funkciéjanak meghatarozaséizték ki célul. Az
enzim, amelyet ez a gén kodol, az antocianin Utbamamegjeled, els stabil koztes termék
kialakulasat katalizalja (Griesser et al. 2008)y Egponnan kifejlesztett RNS interferencian
alapuld, tranziens agroinfiltracios analizis (Hodinm et al. 2006, Griesser et al. 2008)
segitségével BaGT1gén csendesitését hajtottak végre szamdca gyludkéltsami a piros
pigmentaltsag cstkkenését, és megvatozott szirlatayaredményezte.

Fehér husszin szaméca mutans vizsgalataval azonositottak egyakrgFragaria
allergenl) nefr allergént, ami a normalis piros szin kialakitasab@&sztved egyéb
fehérjékkel van kapcsolatban (Hjerno et al. 2006).

Az esszencidlis vitaminok, asvanyi- és tapanyagokdril a szamocat egyéb
tulajdonsagai is vonzova teszik a fogyasztok szambrenek példaul az aroma és az iz. A
gyumolcsok izanyag 0sszet@vek a megjelenése az érési folyamatok velejajszamoca
izének kialakulasa jelefd mértékben fligg a cukroktdl és szerves savaktalk&zottik 6%
aranyoktél. A gyumolcsben @brduld legjelentsebb oldhaté cukor a glikéz, fruktoz és
szachardz, ezeknek a mennyisége az éteshalladtaval & (Hancock 2000), mig a kisebb
mennyiségben jelenlék mint az inozit, xil6z és galaktdz, csokkennekéazs sordn (Moing
et al. 2001). GC-MS analizis segitségével Fait.e2@08) megallapitottdk, hogy az altaluk
vizsgalt 6sszes metabolit kézil a cukrok voltak kazamelyek a legnagyobb szint
kulonbséget mutattak a receptakulumokban édég soran.

A szamoOca zamatanyagok dsszéteintenziven tanulmanyozték, és eddig mar tébb
mint 360 illdanyagot azonositottak (Nijssen 199@nkenbein et al. 2006). Ezek kozdl
mintegy 15-20-r0l feltételezik, hogy kulcs-6sszétevA FaOMT (ragaria x ananassd-
methyltransferase) egy olyan enzim, amely az événsa HDMF (4-hydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furanone) metilaciojat katalizalla DMMF-na ,%2dimethyl-4-methoxy-3(2H)-
furanone). Ezenkivil a HDMF-rél azt is feltételezilogy a szamodca legfontosabb izanyag
0sszetetje.

A gyumolcstermesztés fontos paramétereként tagg@mon a termékenyllést és a
gyumolcshozamot is. Ehhez kapcsolédd érdekes &fsérhajtottak végre Mezzetti és
munkatarsai (2004) a defH9-iaaM auxin bioszintazifdelés gén tanulmanyozasa soran. A
Solanaceaecsaladba tartozd novényfajok esetében medfigyeltédgy a defH9-iaaM
partenokarpiat okoz a triptofan indol-3-acetamiddé&érs konvertalasaval, amib egy

kovetked lépésben pedig indolecetsav hidrolizalddik. A gdnimanszformalt szamoca és
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malna novények gyiimolcshozamanak jelenmhérték nbvekedését tapasztaltdk (Mezzetti et
al. 2004).

A szamoca legkulonfélébb ntiségi paramétereinek fejlesztése megkivanja a szovet
specifikus promoterek izoladlasat és jellemzését . promoéterek mkodésének
tanulmanyozasara is széleskorben alkalmazott méelszetranziens expresszios elemzeések.
Ezt a technikat alkalmazva BaEG1l és FaEG3 (endof-1,4-glucanase, EGase) gének
promoétereit vizsgaltak, és bizonyitottak, hogy @ geomoter fontos szabalyozé elemeket
tartalmaz: G-box k&t helyet azonositottak a FaEG1 prométer aktiv rébiy, és DOF1
(DNA binding with one finger 1) motivumot talaltaiFaEG3 gén promoterében. &ibinek
transzkripcié szabalyoz6, mig utdbbinak anyagcseabalyozd szerepe van. Megallapitottak,
hogy a FaEG3 3’ régioja lehet falelaz érett gyimolcsokben tealacsony FaEG3 mMRNS
szintjéért (Spolaroe et al. 2003). Az EGase-ok aingylcs puhulasadban résztéev
gazdasagilag fontos cellulazok.

Egy masik érdekes szaméca prométeGalUR gén prométere. Ez a gén a D-
galakturonsav—reduktazt kodolja, amely a C-vitatnszintézisben résztvéwenzim (Agius
et al. 2005). Maga a gén gyumodlcs-specifikus, gresszidja az érésdethaladtaval &,
tovabba megallapitottak, hogy a promoéter fényinthété, és aktivitasanak mértéke hasonlo
a CaMV 35S kostitutiv promoéteréhez. Miutan a gém-galakturonsavat C vitaminna
konvertalja, promoétere pedig fényindukalhatdé, ezddntos gazdasagi jeleigeg
tulajdonithatd mindkednek a szamdca gyumolcs rigegi paramétereinek javitasaban a C-

vitamin tartalom novelése altal.

2.4. A basic-helix-loop-helix (bHLH) transzkripcios faktort kodold
SPATULA gén

A transzkripcios faktorok olyan fehérjék, amelyekganetikai informacio DNSét
RNS-re tortéfi atirasat szabalyozzak. A transzkripcios faktorokaefunkciot egyedil, vagy
mas fehérjekkel egyitt komplexben hajtjak végrésagitve (aktivatorként) vagy gatolva
(represszorként) az RNS polimerazikiddését. Az eukariéta transzkripcios faktorok DNS
kot6 doménjeit strukturalis kategoriakba soroljak. Aerkezet sajatossagai alapjan ezeket a
motivumokat helix-turn-helix, cink-ujj, leucin-cigg, helix-loop-helix elnevezésekkel illetik.

A basic-helix-loop-helix (bHLH) fehérjék olyan trezkripcios faktorok, amelyek nem
ndvényi eukaridétdkban - legifépp embsdkben - funkcionalisan mar jol jellemeztek. Az
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eddig megismert és jellemzett allati bHLH-k fonte=erepet toltenek be az idegrendszer-,
izom-, és bélszovetek féfiésében, illetve toxinokra adott valaszok szabdyakan.

Maga a bHLH domén ~60 aminosavbdl all, és két, dorkdlisan eltér regiot
tartalmaz (5. abra, A, B): az alap régié a dométeihninalis végén talalhato, és a DNS
kotésében vesz részt, mig a HLH régi6 a C ternsinébzen van, és dimerizaciés doménként
miikodik (Murre et al. 1989, Ferre-D’Amare et al. 1994

Loop

DNA-binding
domain

DNA-binding
domain

HpN Fiphi

A. B.

5. &bra: A basic-helix-loop-helix transzkripcios faktor dénjei (A.) (forras:
http://8e.devbio.com/images/ch05/0504fig5. g a konzervaldédott HLH domén 3D szerkezete (B.)
(BLAST, Conserved Domains)

Az eddigi jellemzett névényi bHLH fehérjék olyanamszkripcios faktorokként
mukodnek, amelyek a terftevél és epidermalis fétiésben, fitokrom jelétviteli
mechanizmusokban, antocianin bioszintézisben, vatarstressz valaszokban jatszanak
szerepet (Schiefelbein 2003, Toledo-Ortiz et Al Muek és Fankhauser 2005).

Egy Ujabb tanulmany szamol be arrél, hogy a novémiliH-k monofiletikus
eredetiek, és ezt olyan bHLH alcsaladok kozotti hasonlokéy alapozzak, amelyeket a
novenyek és egyéb eukaridtak kozott talaltak (ReeeBolan 2010).

Az Arabidopsis thalianaol szarmaz&PATULAgén egy olyan bHLH-t kédol, amely
fontos szerepet tolt be a taflmvél és beg (gyuimdlcs) fejpdésében, ezen kivil egyéb
szOvetekben is mutat expressziot, ahol a novekemgst szovetek abszcisszibjat segiii el
(Heisler et al. 2001, Groszmann et al. 2008). Eeldzolyan névényi basic-helix-loop-helix

gén, amely a virdg organogenezisében jatszik seer@gfeisler et al. 2001). A legujabb
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eredmények pedig azt bizonyitjdk, hogy ALSPT a végé levél méret kialakitasat is
szabdlyozza (Ichihashi et al. 2010), tovabb4 mégdayil a beék (gyimolcsok) levalasi
zénaiban, fefildé portokokban, embriokban, a gyokércsucsaksbovetében és kbdzponti
hengerében (sztéle) (Groszmann et al. 2010).

Etil-metan-szulfonat (EMS) mutagén alkalmazasaélSPATULAallélt izolaltak, a
gyengébbspt-1, illetve az efsebb spt-2 mutanst (Alvarez és Smyth 1999). A mutans
fenotipus vizsgalata soran megallapitottak, hogpta2 ndvények virdgzasakor a teftdj
(gynoecium) keskenyebb a bibeszal tajékan, és a taliletén €% papillak fejbdése is
redukalt. Néhany esetben a tétavelek egy, vagy mind a két oldalukon nincsenek
0sszeforrva a legfalsrészeiken, tovabba a bibeszal Ures, és a valasdptum) alulfejlett,
illetve 6sszeforratlan. Nincs bibecsatorna, mivéhiioznak azok a sejtek a bibeszalbol és a
septumbol, amelyek kivalasztjak az ehhez szikseéxes-cellularis matrixot. Apt-2termsje
mintegy 20%-kal kevesebb magkezdeményt tartalmamelyeeknek majd csak kb. a
negyedébl fejlédik mag. Ez nagy valdsZiséggel annak tudhaté be, hogy a bibecsatorna
hianyabol adéddéan nincs megfélglollentémb névekedés. Apt mutans betk rovidebbek,
mint a vad tipustak, és a kbzepikdn szélesebbekeredményezi a ,spatula-siér
megjelenést (6. abra). Egyeéb viragbéli, vagy veageszoveti eltérést nem tapasztaltakspt-

1 muténs is mutatja az 6sszept-2nél leirt defektusokat, de tébbnyire gyengébb ékdntn.

vad tipus spt-2  komplementalt
spt-2

6. abra: Vad tipusUspt-2mutans, és a&tSPTgénjével komplementadpt-2Arabidopsisndévények. Mig a
vad tipusu névénygt szarmazoé becnormalis fenotipusu, addigspt-2mutans betje fejlodésében
redukalt, ,spatula-szét deformalédast mutat. SPATULAgénnel komplementadipt-2névények Ujra a
vad tipusu beik fenotipusos jegyeit hordozzak, bizonyitva a gérkEiojat a terrdlevél fejlddésében
(Forras: Heisler et al. 2001).
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Abbdl a célbdl, hogy kideritsék, hogyan szabalycazAtSPTa sajat transzkripciojat,
spt-2 mutansok feplds termd széveteiben kdvették nyomon a génexpressziot. Esoean
megallapitottak, hogy a&tSPTexpresszidja valdsziteg nem autoregulalt.

Tovabbi vizsgalatok segitségével kimutattak, hogyAsSPT két masik génnel, a
CRABS CLAWal (CRQ és az AGAMOUSszal AG) parhuzamosan szabalyozza a
termdlevél fejlbdését (Alvarez és Smyth, 1999). Ezek k6zITRC szupresszalja a féflo
termbtaj sugariranyu novekedeését, ugyanakkésediti a hossziranyu névekedést, migh&z
szerepe a bibeszal csucsi névekedéséntdegitésében és a tdfrfalanak a kialakitasaban
van.

A harom gén AG, CRC SPT) tobbnyire egymastdl flggetlenulikidik, de ennek
ellenére a koztuk fellép szabalyozd kolcsonhatasok befolyasolhatjak az essgrojukat
(Alvarez és Smyth 1999, Bowman és Smyth 1999, Eeedlal. 2001).

Gremski és munkatarsai (2007) szadmoltak be aragy tsikertlt harom, aArabidopsisnéi
reproduktiv szerveinek fétiésében szerepet jatsEife CATE (HEC) gént azonositaniuk. A
HEC gének bHLH-hoz hasonld funkcioju transzkripcidktdémokat kodolnak é€s a gén
funkciojanak elvesztése abnormalitast okoz a bdtecsa, a bibe és a valaszfal degsében,
illetve a fertilitas is korlatozott, csakagy mirtt&orabban apt mutansokban is tapasztaltak.
Hogy pontos informéaciét szerezzenek @PT és HEC gének kozotti lehetséges
kolcsonhatasokrol, élesrtkét-hibrid rendszer segitségével bizonyitottakgyha HEC
fehérjék képesek a SPT fehérjével heterodimert Z4@pgiszont sajat magukkal nem tudnak
dimerizalédni. A kisérleteldd arra kovetkeztettek, hogy SPT és HEC gének bizonyos
fejlodési programokban egyuttikodve vesznek részt, és SPT a szélesebb expresszids
doménje miatt mas egyéb bHLH fehérjékkel léphetck@hhatasba igy tovabbi f&gléesi
folyamatokba kapcsolddnak be (Gremski et al. 2007).

Mar bebizonyosodott, hogy a SPT funkcié a t@&djban kapcsolatban all az auxin
érzékenységgel. Az apikalis-bazalis mintazat kiasa ugyanis a te@ncsucsi iranyabol
alapi iranyaba torténcsokke auxin koncentraciotol fligg (Nemhauser et al. 2000)

Egy auxin valszért felés faktorrol, az ETTIN<Gl (ETT) azt feltételezik, hogy
negativan szabalyozza a SPT expressziot (Heisédr 2001).

A SPT ternvlevél fejlbdésben betoltdtt funkcidjan kivil bizonyitottak lsabyozé
szerepét a csirazasban fény- és hidegkezelés tmtdledve a sziklevelek és sziromlevelek
megnyulasaban (Penfield et al. 2005). Megallagikothogy a SPT mint transzkripcios
represszor hat a gibberellinsav (GA) bioszintéasébeszt vey génre, a GA3 oxidazra

(GA30x), melynek expressziojat transzkripciondiingen fény és hideg hatas indukalja a
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megduzzadt magokban. A gibberellin a mag csirapasdaltétlentl szikséges novényi
hormon, bioszintézisét mind a fény, mind pedig @ebihatas szabalyozza. Kisérleteik soran
Penfield és munkatarsai ravilagitottak arra, ho@Pd egy fény-stabil represszora a GA30x-
nak, és csirazasi valaszt kdzvetit hideg hatasara.

azonositottak: egy amfipatikus helix-et és egy sadamént (Groszmann et al. 2008).
Megallapitottak tovabba, hogy a savas alegyseég B t8Rlevél funkcio kialakitasaban
lényeges, amit pedig az amfipatikus helix segith. eEzek a strukturalis domének
konzervalddtak a paradicsom ortoldgjukban, és érletek soran bebizonyosodott, hogy ez a
paradicsom SPT ortolog képes teljesen helyreallaaternd funkciét az Arabidopsisspt
mutans novenyekben (Groszmann et al. 2008).

A kisérletek azt is bebizonyitottak, hogy a SPTalvik aktivalja, mintsem gatolja a
target terndlevél géneket (Groszmann et al. 2008). Ezt egyréggt SRDX represszios
domén, mésrészt egy VP16 aktivacios domeén SPT jéte valo fuziondltatdsaval, majd a
novenytranszformalast koven a transzgénikus egyedek vizsgalataval sikeldithrmasztani.

A 35S:SPT-VP16 konstrukcio képes volt a télenél fejlédési program szamos résztigt
aktivalni, aminek soran ektépikus bibeszéal-§zsrdvetek, illetve bibe-és magkezdemény-
szefi kindvések voltak megfigyelhgt a befelé gorbidl csészeleveleken. Ezek az abnormalis
csészelevelek hasonloak voltak azokhoa@2agcrc(apetala2, agamous, crabs claharmas
mutansokhoz, ahol a SPT ektépikusan aktiv (AlvarezSmyth 1999, Heisler et al. 2001,
Groszmann et al. 2008). Normal esetben az APETAI(AR2) megakadalyozza a SPT
mikodeéseét, illetve feltételezhign a ko-aktivatorok dkodését is a csészelevél kdrben, bar
ezeknek a ko-aktivatoroknak a hianya valamilyerzlvéa ellensulyozhaté a VP16 aktivator
alkalmazasaval.

Erdekességként felmeriilt, hogy a 35S:SPT-VP16 @kabpikusan aktivalt gének
egyike lehet 8STYLISH2(STY2 (Kuusk et al. 2002, Groszmann et al. 2008). Uajsiltak,
hogy azSTY2akkor expresszal a bibeszal szévetekben, amikKePRfunkcid is mikddik
(Groszmann et al. 2008). Tovabbi bizonyitékok tat)ak ala, hogy &8TYgének és &PT
inkdbb egymast atfedve, mintsem egymast kiaretfejtik ki hatasukat a bibeszal tajési
folyamatokra (Kuusk et al. 2002).

A STYésSPTgének funkcidja az auxin kapcsan is dsszefonddiihauser et al.
2000, Groszmann et al. 2008). A poléaris auxin zpog gatlasaval apt mutacio valamely
részben helyreall (Nemhauser et al. 2000), migstyl mutans defektusok @ebb
fogékonysagot mutatnak (Sohlberg et al. 2006). étképzelhet, hogy a SPT az auxin
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szignal transzdukcidos Utvonalban lejatsz6d6 folyaket segiti & a fejlods
termcsucsokban (Nemhauser et al. 2000), a STY fehépgikig az auxin bioszintézis
szabalyozasaban vehetnek részt az apikalis regidiSmhlberg et al. 2006).

Az amfipatikus hélixek gyakoriak a fehérje-fehékélcsénhatasokban, és a SPT
konzervalddott amfipatikus hélixe szintén a ko-aktior fehérjékkel 1éphet kdlcsdnhatasba. A
bHLH C terminalisan &y béta szal kétségkivil a SPT tétavél funkcidjahoz
nélkulozhetetlen.

Az AtSPT gén promoter core régidjat tanulmanyozva Groszmé@smrmunkatarsai
(2010) olyan CCAAT box-ot azonositottak, amelyneleghtét osztdédod szovetekben
expresszalodo gének transzkripcidjaval hozzak @isggésbe (Mantovani 1998, Romier et al.
2003). Szamos egyéb szabalyoz6 elem jelenlétéeaysderilt, koztik egy E-box-ra is, ami a
fejlédé levalasi zonaban 1évSPT expressziohoz szukséges (Groszmann et al. 2010). A
promoéter core részélt upstream tovabbi szovet-specifikus enhanszerihtok, koztik
olyanok, amelyek a bibecsatorna-és t@awélbéli expressziét befolydsoljak. Ezenkivil
sikerult tobb silencert is azonositani a promotentén, ezek kozil vannak, amelyek a levél
epidermiszében, a gyokerekben, vagy a porzoszasicstszében szabalyozzak az expressziot

(Groszmann et al. 2010).
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3. Anyag és modszer

3.1. Névényanyag

A kisérleteket koztermesztésbendénktoploid szamdcafajtak-(agaria x ananassa
cv. MarmaladeFragaria x ananassav. Frapendula) felhasznélasaval végeztik. Veigetat
generativ szbveteket egyarant alkalmaztunk. A nygeiet a Genetika és Biotechnoldgiai
Intézet kisérleti terén neveltik kertészeti koridgek kozott. A gyimolcsok esetében

kilonboa érési stadiumban Iévanyagot vontunk vizsgélatba (7. abra).

7. abra: Kilonbdz érési stadiumban (zold, fehér, rézsaszin, pie#) $zamodcak

3.2. Hormonkezelések és sebzés

3.2.1. Auxin, etilén kezelés, és sebzés alkalmazasa leveleken

A leveleken tortéé kezelésekhez levélnyéllel egyiitt béfgtt fiatal szamdca
leveleket hasznaltunk fel. A kezeléseltattama alatt 20 mM koncentracioju MES (2-N-
morpholin-etanszulfonsav) oldatban tartottuk a lieket.
végre kiulonboé idétartamok (0,5 o6ra, 1 6Ora, 2 6ra) alkalmazasavalutde a mintakat

folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd -80%Ctaroltuk felhasznélasukig.
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Az etilén kezelés sordn a leveleket gumimembrarmesjit ivegekbe tettik, és
Hamilton pipettaval juttattuk be a kiléntmennyiség (20 ul I és 200ul 1) etilén gazt. 5
oOra elteltével a mintakat lefagyasztottuk, és -80nQaroltuk.

A sebzési kisérlethez a leveleket a levéltestekésgel tObbszoér bevagdaltuk, és
kUlénb6d id6 intervallumok (0,5 ora, 2 6ra) elteltével fagyastuk le.

Kontroll mintaként minden esetben kezeletlen ndeéyggot hasznaltunk.

3.2.2. Hormonkezelés gyuimolcsokon

3.2.2.1. Auxin

Az auxin kezeléshez 1 cm nagysagu, fiatal zold igtdldan €% gylmolcsoket
hasznaltunk Medina-Escobar (1998) leirasa alapg)akisérlet soran a gyumolcsok végig a
noveényeken maradtak, csak a kezelés befejeztém@lidzlecket. A kezeléshez a szamocakat
1% (v/v) DMSO-ban (dimetil szulfoxid) oldott 1 mM B$-t tartalmazé lanolin pasztaval
vontuk be. A kontrollok esetében hasonloképp j&rtah azzal a kivétellel, hogy a paszta
hormon nélkil kerdlt a gyimolcsokre, csak az UrbtSD-t tartalmazta. A kezelés 96 éran at
tartott, majd folyékony nitrogénben lefagyasztotaulgyimolcsoket, és -80°C-on taroltuk a

tovabbi felhasznalasukig.

3.2.2.2. Etilén

Az etilén kezeléshez négy érési stadiumbaf imolcsoket (zold, fehér, rozsaszin,
piros) haszndltunk. A szamdcakat gumimembrandskket ellatott Uvegekbe helyeztik (8.
abra), és ezeken a membranokon &t injektaltuk b@0aul 1" mennyiség etilén gazt (Linde
ethen) egy Hamilton pipettaval. A kontrollnak szamwtyag hasonldéképp volt kezelve, a
hormon hozzaadasanak kivételével. A gylimolcsoketogd elteltével fagyasztottuk le

folyékony nitrogénben, majd -80°C-on taroltéket felhasznalasukig.
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8. abra: Etilén kezelés alkalmazasa a kilénbérési stadiumi szamédcakon. A meghatarozott medwfyis
gazhalmazallapotd hormont Hamilton pipettaval ftittabe az tivegekbe a gumimembranosktet
atszurasaval.

3.3. Novényi RNS tisztitas

Az RNS extrakcibhoz a Salzman et al. (1999) aliatdkt metodikat alkalmaztuk.
Ehhez friss szaméca szoveteket (100-500 mg) foly¢katrogénben elporitottunk, majd
hozzaadtunk a tomeguknek megfélehennyisé§ extrakcids puffert, amely a kdvetkdet
tartalmazta: 4 M guanidin-tiocianat, 100 mM TrisdH@H 8,0), 25 mM natrium-citrat (pH
8,0), 0,5% N-lauryl sarcosine. A pufferhez frissgthg PVP-t és 200 pl 2-merkaptoetanolt
adtunk 10 ml-enként. A szovetet a pufferrel alapadaegyitettik, 6sszerdztuk, majd egyenl
térfogatu kloroform:izoamilalkohol (24:1) keveréled\szintén alaposan 6sszeraztuk. Ezt 10
perces 16000 g-n tortém°C-os centrifugalas kdvette. A felliliszot atpigetuk Gj csdvekbe,
és a kloroformos tisztitdst mindaddig ismételtllkg tathatd interfazist tapasztaltunk. Ezutan
a feliluszohoz 2x térfogatu abszollt etanolt ég Gifogati NaCl-ot adtunk és egy éjszakan
at -20°C-on csaptuk ki. Masnap 10 perces 1600@dgtans 4°C-os centrifugalas kbvetkezett,
majd a csapadékot 5 ml nukledz mentes vizben (Feaske vettik fel. Ehhez egyénl
térfogatu fenol (pH 8,0): kloroform: izoamilalkoh@®5:24:1) keveréket adtunk,10 percen
keresztll alaposan 0sszerdztuk, majd 10 percigQL80® centrifugaltuk. Ezt a Iépést addig
folytattuk, mig lathat6 volt az interfazis. A felislz6hoz 2x térfogat abszolut etanolt és 0,1x
térfogat 5 M NaCl-t adtunk, és overnight csaptuR&RNS-t. Masnap 16000 g-n 15 percen at
4°C-on centrifugéltuk, majd a csapadékot 1ml nukie@ntes vizben szuszpendaltuk. Az igy
kapott RNS-t DNase | (Roche) kezelését kégrt a Qiagen cég Rneasy Kit szilika

membranos csoveinek és reagenseinek felhaszndlagésaitottuk tovabb, végil

29



spektrofotométer (NanoDrop) és agar6z gélen térenalasztassal @godtink meg arrdl,
hogy megfeléd mingsédi (260/280=2,0 és 260/230=1,8-2,2) és mennyigb0-100 ng) RNS

all rendelkezésiinkre a cDNS szintéziséhez.

3.4. cDNS szintézis

100-200 ng mennyiségdossz RNS-t Multiscribe Reverz Transzkriptazzal fked
Biosystems Incorporation, ABI) irtuk at cDNS-sé/ARI protokolljaban leirtak szerint, 1
végtérfogatban. A reakcio elegy 6sszetételét aaklazat tinteti fel. A reakciot jégen mértik
0ssze, majd a kovetkézeakciokorulmeényeket allitottuk be: 16°C 30 pet2’C 30 perc,
85°C 5 perc, 4°Co.

1. téblazat: A cDNS szintézishez hasznalt reakcidelegy ossdetét

Komponens v Mix térfogat/1pl
dNTP mix (100 mM) 0,1&l
(Fermentas)
Multiscribe RT enzim (50 udl) Ll
(Applied Biosystems)
10x RT puffer 1,5l
(Applied Biosystems)
RNase Inhibitor (20 uil) 0,14l
(Fermentas)
Nukleadz-mentes $O 4,16l
(Fermentas)
Random hexamer (5aM) 2
(Applied Biosystems)
OligodT (50uM) i
(Applied Biosystems)
RNS templat (100-200 ng) ul5
Osszesen: 13
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3.5. Elvalasztas

Az RNS, és PCR termékek futtatdsahoz etidium-bromitt1,5%-0s agar6z gélt és
0,5x TBE (90 mM Tris-HCI, 90 mM bodrsav, 20 mM EDTpAyffert hasznaltunk, a futtatas 9
V/gél cm feszultséggel tortént, majd UV fény semitsvel tettik a termékeket lathatova. Az

eredményeket Alpha Innotech ChemIimager géldokungstéendszerrel rogzitettik.

3.6. Northern hibridizacio

A total RNS mennyiségi és niiségi paramétereinek meghatarozasa utag-Gt 1,2%-
os formaldehid-agar6z gélen [1,2 g agarose, 73 6, H0O ml 10X MAE (500 mM MOPS,
100 mM EDTA), 17 ml formaldehid] futtattuk meg, rdaHybond N+ filterre (Amersham)
vittik kapillaris blot segitségével (Sambrook etl#l89), ezutan 30 masodpercig UV fényben
tartottuk (crosslink: 70 000 micro Joule/OmA radioaktiv prébahoFaSPTés FaGAPDH
génekll szarmazd, geénspecifikus primerekkel cDNS-en #gisritott, agar6z gélen
elvalasztott, majd a gélb visszaizolalt és tisztitott terméket jeloltiné*iP] CTP-vel. A
hibridizaciét 65°C-on Perfecthyb TM Plus pufferd@igma) hajtottuk végre. A filter mosasa
szintén 65°C-on, 2X SSC-0,1%SDS és 0,2X SSC-0,1%8D&okkal tortént 20, majd 15
percig. A radioaktiv jeleket Storm Phosphorimagé&szilékkel (Molecular Dynamics)

jelenitettik meg, és Phosphorimage screent (GElhteaie) hasznaltunk a detektalashoz.

3.7. qRT-PCR analizis

A real time PCR vizsgalatokat Rotorgene 6000 (CwrbResearch, Australia)
készuléken hajtottuk végre. Az eredményeket a R®@tore Analysis Software V6.0
szoftverrel elemeztik. A reakciokérulmények a ké&eaik voltak: 10 perc kezdeti
denaturacio 95°C-on, majd 95°C 10 sec, 65°C 15&¢€; sec 40 cikluson keresztil.

A reakcioelegy Osszetételét a 2., a felhasznatigneket a 3. tablazat mutatja.

A specifikus primerek a mar ismeRaSPT szekvenciara lettek tervezve, referenciaként
(normalizer) pedig a szamoca gliceraldehid 3-foszfat dehidragegénjére Kragaria X

ananassa GAPDHZGenBank azonositd: AF421145) tervezett primerbisiznaltuk, mivel a
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kisérletek kezdetekor éir a haztartasi gédr rendelkeztink szekvencia informécidval,

tovabba expresszidjat a kezelések nem befolyasoltak

Minden esetben harom technikai ismétlést alkalordezt

2. tblazat: A gRT-PCR soran felhasznalt reakcioelegy 6ssdetéte

Komponens Master Mix terfogat/gD
dNTP mix (10 mM) 0,5ul
(Fermentas)

WestTeam Taq Polimeraz  u/ul) | 1wl

(WestTeam Biotech)

20x WT puffer 2l

(WestTeam Biotech)

MgCl; (25 mM) 1,5ul

(Fermentas)

20x EvaGreen fluoreszcens festék (Bioti{ 1 pl

Incorporation)

Nukleaz-mentes O 11 pl

(Fermentas)

Primer forward (1QuM) 0,5ul

Primer reverse (1QM) 0,5ul

cDNS templat 2

Osszesen: 20l

Az analizis soran a transzkriptumok mennyiségi m&gjozasa a Gtreshold cycle,
kiiszdb ciklus) értékeken alapult. A @z az érték, amelyet az amplifikdcié exponencialis
fazisa alatt kapunk amikor még a PCR hatékonysagkiindulasi reakcioelegyben lév
limital6 reagensek és kisebb kulonbségek nem bé&foljak. A G az a ciklus, amelynél a
fluoreszcencia ékz0r detektalhaté a hattér folott, és a kezdetiidggam logaritmusaval
forditottan aranyos. Kisérleteinkben minden qRT-R€&kci6 ¢ értéke a szamOdaAPDH
génjének ¢ értekéhez volt normalizalva. AC; és A(AC) értékek a kovetkékeppen
kerultek szamitasra:

AC=C; (vizsgalt gén)-g(housekeeping gén)
A(ACy)= G ( kontroll minta)-G(kezelt minta)
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3.8. Vektorkonstrukciok el o6allitasa

3.8.1. A FaSPT ORF-ének klonozasa

A FaSPT génjének cDNS-AFLP-vel torténizolaldsat egy korabbi disszertacio
targyalja (Balogh Andrea: A termesztett szamocangiliisséréseben és éjésében szerepet
jatsz6 gének izolalasa, 2006).

Az 1098 bp hossHaSPTORF-et pGemTeasy (Promega) vektorba TA klénozassal
ligaltuk a gyart6 utastdsai szerint. A klonozasakbii5o kompetens sejteket hasznéltunk. A
klbnozas sikerességét kolonia PCR-rel igazoltukdynek reakciokorilményei a kovetkide
voltak: 94°C 4 perc, majd 35 cikluson at'@4on 30 s-ig, 68C 30 s-ig és 7Z-on 1,5 perc,
végul a keletkezett terméket egyszer 10 percitC#@ elongaltuk BioRad készulékben. A
reakcioelegy 0sszetételét a 3. tablazat foglaka@stemplatként fogvajonyi baktériumtelepet
mostunk bele a Master Mix-be.

A kolonia PCR alapjan pozitivnak bizonyult telkp& folyékony tenyészetet
inditottunk, majd a plazmidok tisztitAsa utdn li&stés endonukledzokkal (Smal/Sacl,
Fermentas) torténhasitassal is igazoltuk a klénozas sikerességatelE soran a plazmid
DNS-eket 20-5Qul reakcio-térfogatban, a gyarté altal javasolt paien és mérsékleten 60-

90 percig emésztettik.
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3. tblazat: A koldnia PCR soran hasznélt reakcidelegy tssdetét

Komponens Master Mix térfogat/20ul
dNTPmix (10 mM) 0,5ul
(Fermentas)

WestTeam  Taq Polimeraz (luful) | 1 pl
(WestTeam Biotech)

20x WT puffer 2l
(WestTeam Biotech)

MgCl; (25 mM) 1,5ul
(Fermentas)

Primer forward (1QuM) 0,5ul
Primer reverse (1QM) 0,5ul
Nukleaz-mentes O 14l
(Fermentas)

Osszesen: 20

3.8.2. A FaSPT génjének csendesitéséhez hasznalt hairpin

vektorkonstrukcid el o6allitasa

A konstrukcio létrehozasa soran az emeésztési edadig reakciokhoz a gyarto
(Fermentas) altal leirt Gtmutatokat kovettik. Azoedok izolaldsat a Qiagen Miniprep Kit-
jével, illetve a Sambrook et al. (1989) altal kdzatlodszer szerint vittik véghez, a dila
fragmentumok visszaizolalasat a Qiagen Gel PutiboaKit-jével végeztik.

A szikséges szekvenalasok veégrehajtasaval a Biori-t K(Mezégazdasagi
Biotechnoldgiai Kutatokézpont, G6dé)l biztuk meg. A konstrukcié &hllitasanak részleteit

az Eredmények fejezet tartalmazza.
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3.9. A kisérletek soran alkalmazott primerek

A vizsgélatok soran felhasznélt primerek@imer3 programmal terveztik, és a
Csertex Kft.-vel szintetizaltattuk. A primerek ekhegéseit, szekvencidit és az A&ltaluk

felszaporitott termékek méreteit a 4. tablazatdlpglossze.

4. tablazat: Kisérleteink soran felhasznalt primerek adatai

Primer elnevezése Primer szekvencigja (5'- 3’) Fagioritott  termék
mérete

FaSPT forward TCTGAAACAGAGCAATAGGAATG 1098 bp

FaSPT reverse TTACTGAGTACCCTCCTTCCTGTC 1098 bp

FaSPT hp  sengeTCTCGAGTGACCGGACAGCAGTTC | 399 bp

forward

FaSPT hp sengeTGAATTCGCATTGAAGCCTTGTCTG| 399 bp

reverse

FaSPT hp antisensgGTCTAGATGACCGGACAGCAGTTC | 399 bp

forward

FaSPT hp antisenggGTCTAGAGCATTGAAGCCTTGTCTG| 399 bp

reverse

FaSPT RT forward CCTCAAACAGCTCCAGCTTC 134 bp
FaSPT RT reverse CAGGCCTATTTTCCTCACCA 134 bp
FaGAPDH forward CAAGGCTGCTATCAAGGAGGAG 133 bp

FaGAPDH reverse TGCAATTCCAGCCTTGGCATC 133 bp

3.10. Baktérium sejtek transzforméalasa

3.10.1. Echerichia coli sejtek transzformalasa

A klénozasok soran DHbcoli térzset hasznaltunk a kompetens sejtéklitasahoz,
amit Mandel és Higa (1970) mddszere szerint végéztdz Echerichia coliesetében LB
tapoldatot (10 g Bacto tripton, 5 g Bacto éléddvonat, 10 g NaCl, pH=7) és LB agar lemezt
(15 g agar/1000 ml LB tapoldat) hasznaltunk.

A transzformalasok soran a lefagyasztott 20@érfogatl kompetens sejteket jégen

felolvasztottuk, majd rovid keveréssel hozzdadtukOa20 ul mennyisé§ lightumokat. Ezt

35



koveen 30 percig jégen inkubdltuk a sejteket, amit Zsadperces 42°C-o$$okk, majd
Gjra jégen tortéth par perces inkubalas kovetett. Ezutan LB tapohtattegeneraltuk 45

percig 37°C-on razatva a sejteket, majd szelekptalajra szélesztettidket.

3.10.2. Agrobacterium tumefaciens sejtek transzformalasa

A kisérleteink soran hasznalt binaris vektorkonatidkkal a GV3101Agrobacterium
torzset transzformaltuk a Biotechniques (1994) &fiadlt modszer szerint. Ennek soran YEP
tapoldatot (10 g pepton kivonat, 1 g cukor, 5 gtBadeszd kivonat, 0,5 g MgS®x 7 H0,
pH=7-7,2) és YEP agar lemezt (15 g agar/1000 n® Y&poldat) hasznaltunk.

Ehhez Agrobacteriumstarter kulturat inditottunk, amelyet egy éjszakdresztil
28°C-on novesztettiink. Masnap 6blkhigitast készitettiink, amit tébb oran at tovabb
novesztettiink amig az Q& el nem érte a 0,5 értéket. Ezutan a tenyészefen j@artottuk 10
percig, centrifugaltuk 3000 g-n 5 percig, majd #eket jéghideg 1 ml 20 mM-os CaCl
oldattal felszuszpendaltuk, mostuk. Ezt kédeet Gjra centrifugaltuk (30 s 3000 g), majd 100
ul CaCh-ban felvettik a sejteket, és hozza adtuk amyIplazmid DNS-t, amit -196°C-o0s
hésokk kovetett. YEP tapoldatban egy éjszakan at 28fCGegeneraltuk, majd szelektiv
taptalajra szélesztettidgket.

3.11. Agroinjektalas

Fiatal szamoca gyumolcsoket (1 cm-nél kisebb kazpok) injektaltunk be a pBIN-
FaSPTi, illetve Ures pBIN20 vektort tartalma&grobacteriumszuszpenziéval a Hoffmann et
al. (2006) altal kozolt modszer szerint. Ezzel pagmosan, kezeletlen gyumoélcsoket is
bekovetkezett fizioldgiai valaszokat nyomon kovietéis dokumentaltuk. 1, 2, 3 nap elteltével
a gyumolcsokbl RNS-t tisztitottunk, cDNS-t szintetizaltunk és THRCR maodszerrel
vizsgaltuk az expresszios kiulénbségeket a pBIN-Fa8€ktorral csendesitett, és a kontroll

pBIN20 vektorral injektalt szamdcak kozott.
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3.12. In silico analizis

A homoldgia kereséshez a BLASTN, BLASTX programoketsznaltuk (NCBI,
National Center for Biotechnology Information). ghierje 6sszehasonlitdshoz Clustalw 1.83
programot (Thompson et al. 1994), a domének, magod| struktlrak azonositasdhoz CLC
bio (CLC protein workbench) és Pfam (Sonnhammaeat.€t998) software-eket alkalmaztunk.

Az in silico microarray analizishez a Genevestigator platfortmagznaltuk.

3.13. Statisztikai analizis

A gRT-PCR soran kapott eredmények szignifikancidiamegallapitasahoz T-test-et

alkalmaztunk.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. A FaSPT cDNS-ének klonozasa

A nem utééb gyumalcsok feppdésében és éréseben részivgenek izolalasa céljabal
szamos, eltér mértékben expresszald transzkriptumot sikerilthagiani kilonbog érési
stadiumban &y szamdca gyumolcstkbcDNS-AFLP technika alkalmazésaval (Balogh et
al. 2006). A kapott TDF-ek Tfanscript Derived Fragment, Transzkriptum Eredet
Fragmentum) klaszterezéseét kdeat BLAST adatbazis segitségével homologia keresést
hajtottak végre. Ennek soran dertlt fény arra, hadgy24M33MO004 jelzés érés indukalta
cDNS-AFLP fragmentum homoldgiat mutat edyabidopsi®dl szarmazd, funkcionalisan
jellemzett génnel, a bHLH transzkripcids faktordké SPATULAval. Miutan a kapott TDF
hossza megleh&en kicsi (240 bp), 3' és 5° RACE (Rapid Amplificat of cDNA Ends,
cDNS végek rapid amplifikacidja) technikara voltiikgég, hogy precizebb szekvencia
informaciot szerezziink (Balogh et al. 2005 a). Adta szekvencia ismeretek tikrében,
génspecifikus primerek segitségével érett szamaéeeeptakulumbol izolédltuk majd
pGemTeasy vektorba klonoztuk a teljes hosszusagin®@za SPATULA (tovabbiakban

FaSP1 ORF-ét OpenReadingFrame, nyitott leolvasasi keret) (9. abra).

9. 4bra: A FaSPTcDNS-ének felszaporitasa (A.) és sikeres klonoedsiyazolasa kolénia PCR-rel (B.)
valamint restrikciés emésztéssel. A. bra: 1: sPHaSRF-e, 2: 6ssz DNS-en felszaporitott genomijilon
M: molekulatémeg marker (Fermentas GeneRuler 1 Bbdbra: 1-19: tesztelt kolonidk, 11: pozitiv
kontroll, M: molekulatdomeg marker (Fermentas GerleRL00 bp LadderPlus). C. abra: 1: az ORF-et
hordozé plazmid Smal és Sacl restrikcios endonakldéal emésztve, 2: emésztetlen kontroll, M:

molekulatdmeg marker (Fermentas GeneRuler 100 Hder®lus).
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4.2. In silico analizis

A cDNS-AFLP technikaval érett szamoéca gyumolcsbeonasitott, a szamoéca
FaSPT géntl megallapitottak, hogy fehérje szinten a legnagyydtomologiat (51%) az
Arabidopsis thalianeSPATULA-val mutatta (Balogh Andrea doktori dissaei6 2006). Egy
Gjabb publikacié (Groszman et al., 2008) szinténgeresitette, hogy az altalunk leirt
szamoOca eredeétbHLH domén igen magas sZintazonossagot mutat a&rabidop®dl
szarmazé bHLH-val (azonosség: 59/62), ezaltal yelelzogy a két kulonb@z novénylsl
szarmazd protein hasonld funkciot tolthet be. A FFRSés AtSPT fehérjék kozotti
0dsszehasonlitd elemzést ClustalW 1.83 programnuaaték el (10. abra).

A CLC protein workbench software-jét (CLC bio) hagka tovabbi szerin gazdag,
Fringe és CDRN (Cysteine-rich D. radiodurans N ieus) doméneket sikerdlt
azonositanunk aFaSPT aminosav szekvencigjan (11/A. abra). A Pfam adagban

(http://pfam-sanger.ac.yksszefoglalt informaciok alapjan a szerin gazdagnének fehérje-

fehérje kolcsdnhatasokban vesznek részt. A Fringenéthieknek a Notch jelatviteli
rendszerben van jeléist szereplk, és bar ez a rendszer a tolibakfttok (Metazoa) kdzott
konzervalddott, egy Ujabb tanulmany szerint a Fikgelen vannak nemcsak ezekben az
allatokban, hanem névényekben és egiskfien is (Gazave et al. 2009). Ez eg§sen
konzervalddott jelatviteli rendszer, amely allatizesrezetekben a sejtek kozotti
kommunik&ciot teszi lehéte, tovabba szerepe van olyan alapvielyamatokban, mint az
idegrendszer-fefidés és -rikddés, vagy az érkéfdés. A CDRN domének megtalalhatdk
néhany multidomén fehérjében az N terminuson. Sgélyen domeént talaltak Beinococcus
radioduransbaktériumban, amely képes tulélni olyan dézistioaktiv sugarzast és egyéb
olyan DNS kérositdé hatasokat, amelyek mas orgarspkra letdlisak. A FaSPT masodlagos

szerkezetét a 11/B. &bra szemlélteti.

FASPT -=---=---cm-- VRSS- - - === -- SLTGQQFL FSSSPAGYAL PENLGS
At SPT SSDEI SQFLRHI FDRSSPLPSYYSPATTTTTASL| GVHGSGDPHADNSRS

FaSPT ------ PSN - - - mmm oo e DSFVGG - -~ = - - - - VI RGVDVSTAWT
At SPT LVSHHPPSDSVLMSKRVGDFSEVLI GGGSGSAAACFGFSGEGNNNNVQGN

FaSPT ASGPNVSSSSVGASENEADEYDCESEECGLEALVEEAAVKSGG - - RSSSK
At SPT SSGTRVSSSSVGASGNETDEYDCESEEGGEAVVDEAPSSKSGPSSRSSSK

FaSPT RSRAAEVHNLSEKRRRSRI NEKIVKALQNLI PNSNKTDKASM.DEAI EYLK
At SPT RCRAAEVHNL SEKRRRSRI NEKMKAL QSLI PNSNKTDKASM_DEAI EYLK

FaSPT QLQLQVQVLSVRNGVBLHPMCLPGAS- - - - QFSQ Re == === === == - - M
At SPT QLQLQVQVLTVRNG NLHPLCLPGTTLHPLQLSQ RPPEATNDPLLNHTN
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FaSPT DFGGEENRPVHLNVSG LNVNQDPSTQNL YNPNQSL CTRFVKCSQFRRCI
At SPT QFASTSNAPEM NTVASS- YALEPSI RSHFGPFPLLTSPVEMSREGGLTH

FaSPT W GSI YSGSLGTLSAPKLI QG- - NLQ- - - -
At SPT PRLNI GHSNANI TGEQALFDGQPDLKDRI T

10. abra: A FaSPT és AtSPT aminosav szekvencidinak dsszelitéasa ClustalW 1.83 program
segitségével.

- . 3 |&nnﬂ Strand Heix $trand Stand
MIDTFEYNYOMNSSCESSAPASSVEVAOSHSSTDE ISLFLOOILVRSSSLTOOOFLFSSSPACYALPENLGSPSHOSF ' T }
MGDTFEYNYONNSSCSSSAPASSVSVAOSHSSTOE ISLFLOQILVRSSSLTGOOFLFSSSPAGYALPENLGSPSNDSF
HLH
e
li Strand Helix Helix (Helix Heli
v ’ Y — L] - Ly
VeGV IRCVDVETAVVTASCPNYESSSVOASENEADEYDCESEECLEALVEEAAVHECORSSSKRERAREVHNLSERRR 4
VGGYIRGVDYSTAVVTASGPNYSSSSVGASENEADEYDCESEECLEALVEEAAVESCORSSSKRSRAREVHNLSEKRR
Hus
HLH Serine rch Frnge Helix Helix Helix
Y . RSR\HEKM(&LO:LIPHSNKYD!SMLDERIEI’LKnLOLO\'OMLSLNEMSLHPMELPGISOFSBIRH‘IFGGEEMRPVH
RERINENMEALONL IPNSNKTDASMLOEAIEYLKOLOLOVOMLSMRNGMSELHPMCLPGASOF SO I RMOFGGEENRPYH

IS!NM Strand Strand
Fringe CORN " - =

L 5

)
LNMSG I LNMNODPSTONLYNPNOSLCTRFVKCSOFRRCIWIGS I YSGELGTLSAP

=

LNMEG | LNMNODP 5 TONLYHPNGS LETRFVKCEGFRAC IWI G5 I YEGSLGTLEAPKL | GGNLG LlagHLa

11. abra: Szerin gazdag, Fringe és CDRN domének (A), ésS®Fanasodlagos struktiraja (B). A
predikciot a CLC protein work bench software (CLiG)ldelhasznalasaval végeztik.

4.3. Génexpresszios kisérletek

A mRNS detektaldsara hasznalt jelenleg ismedérigtkenyebb technika a kvantitativ
real time PCR, amit a génexpresszioban bekovetkezdtozasok kimutatdsa mellett
széleskorben alkalmaznak microarray-bzarmazo eredmények validalasara is. A gqRT-PCR
technika legnagyobb @&hyei kozé tartozik az érzékenysége, ugyanis akgetlem sejt mMRNS
szintje is detektalhatd ezzel a médszerrel.

Mivel az ebkisérletek sordn a vizsgalataink targyat képgen transzkriptumanak
mennyisége igen kicsinek bizonyult, igyFaSPT expressziojat kvantitativ real-time PCR
technika alkalmazasaval kovettik nyomon. A Northbibridizacion alapul6é vizsgalatok
esetlinkben nem vezettek eredményre, miFd P Tgén expresszidja nem volt detektalhato
ezzel a mbdszerrel, csak a referenciakaotriializer) hasznalt haztartasi géneaGAPDH)
(12. abra). Az aspecifikus hibridizacié elienése végett kontrollként allati eredeRNS-t

hasznaltunk.
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12. abra: Northern hibridizacié eredménye szaméca rézsaseptakulumban (A/1: kontroll allati
szovetll szarmazé RNS, A/2: szamo6cabol szarmazé RNS,Hittidizacié eredménye a kontroll mintan,
B/2: hibridizacié eredménye a szamdca mintan).

4.3.1 A FaSPT expresszidjanak meghatarozasa kulonb6z 6 vegetativ és
generativ szovetekben

A vizsgalt gén szovet-szilntexpresszidjanak meghatarozasahoz a qRT-PCR téthnik
alkalmaztunk. Az analizis soran azt tapasztaltubgyha FaSPT a kilonbd# eredel
szovetekben mas-méas szinten expresskébidopsidan azSPT altalaban ndvekedésben

vagy osztodd szOvetben nyilvanul meg (Heisler et 2001). Szamoéca esetében a
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transzkriptum legnagyobb mennyiségben a sziromdgdébeln fordult €, ami hatszorosa volt
a fiatal levelekben mérthez képest. Ez a megfigyelem volt meglefy mivel Penfield és
munkatarsai (2005) mar leirtdk, hogy &tSPT a sziromlevél expanzidnak egy kulcs-
regulatora. Gyokeér, szar, oreg és fiatal levelekiegyobb szirit expressziot azonositottunk,
mint az éretlen receptdkulumokban, ahol egy gyerdg, folytonos ndvekedés volt
megfigyelhed a gyimolcsérés harom stadiuman (1 cm kis zéldnznagy zdéld, fehér) at.
Rdézsaszin receptakulumokban a transzkriptum meéggibirtelen mediit, majd jelenésen
lecsOkkent a pirosakban. A receptakulumokban tapkisexpresszidés kilonbségek arra
engednek kovetkeztni, hogy #&aSPT folyamatosan expresszal a &b és éé

gyumolcsdkben végig a rézsaszin stadiumig (13.)abra

Relativ Expresszi6 (40-dCT)
w
H
|
\
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13. abra: A FaSPTgén relativ expresszios profilja kilonlédzovényi szovetekben. A feltiintetett +SD
(standard deviation) értékek a harom technikai ikl szarmazo szorasokbdl adédnak. Az RT-PCR

soran a reakcioban jelen tetemplat molekulak mennyisége minden ciklusban mpliodik (amit 2-en
Osszefliggéssel kdvethetlink nyomon, ahol n=a reakditsok szamaval). Azt az értéket, ahol a templat
koncentracio az érzékelési hatar folé emelkedilértéknek vagy attérési pontnak nevezzik. Két minta
attorési pontja kozotti kilonbség a;fd@agy, ugyanazon minta két vizsgalt génje kozitérték eltérés

aranyos a kiindulasi koncentraciokkal, mégpedigsazefiiggés szerint, ahol n=a ciklus killonbségek
szamét jelenti. Ha pl. n=3, akkor az egyik minta(&%8) annyi kiindulasi kopiat tartalmazott a vizsgalt
géntdl, vagy az egyik mintaban a gén expresszidja 8xarekedett.
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4.3.2. A FaSPT expresszios vizsgalata auxin, etilén, és sebzésis  tressz
hatasara szamoca levelekben, mint vegetativ szovete  kben

Mivel a vizsgalt gériil az ebzetes kisérletek alapjan bebizonyosodott, hogy saknc
az érés soran expresszal, hanem egyéb vegetatjenésativ szovetekben is kimutathato,
megvizsgaltuk, hogy szamoca levelekben hogyan ziéillta transzkriptumok mennyisége
kilénb6d hormonkezelések és mechanikai sebzés hatasétae ith leveleken végrehajtott
kisérletek eredményegibkovetkeztethetlink-e arra, hogyFaSPTosszefliggésbe hozhaté a
levelek 6regedésével és stressz valaszokkal.

Bizonyitottak, hogy szamos, a gyumolcsfdgsben résztvév kulcsfontossagu
regulator a levelek fejlésében is szerepet jatszhat, ezaltal hangsulyazesndlevelek,
mint mddosult levelek evollciés erede@s{ergaard 2008).

Az auxin a novényi novekedés és ddgs kiulonboé folyamatait befolyasolja,
beleértve a sejtoszédast, megnyulast, vaszkuldm8ves differencialédast, lateralis
gyOkérfejlesztést, a tropizmust, és nem utolséaveblevél szeneszcenciat.

(Balogh et al. 2005 b). A TGA box egy auxin-valatgm (AuxRE) részeként auxin valasszal
all kapcsolatban és a bZIP tipusu transzkripcidgofak koBhelyeként ismeretes, igy
megalapozottnakiiht a feltételezésiink, hogy az auxin valamilyen s$tagggakorol aFaSPT
expresszidjara.

Kisérleteinkben a gén csokkent kifegjdést mutatott a kezelés hatasara (14. abra).
Mar fél ora elteltével szignifikhns csOkkenés vidpasztalhato, ahol a kezelt mintak
transzkriptum mennyisége egyottode volt a kezeldttartroll mintdéhoz hasonlitva. Két 6ra
elteltével némi novekedést detektaltunk, de ez méudig szignifikansan alacsony volt a

kontrollhoz képest.
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14. dbra: aFaSPTgén relativ expresszios profilja szamdéca levelakhgxin kezelés hataséara. A
feltintetett £+SD (standard deviation) értékek ehatechnikai ismétlégh szarmazo szorasokbdl
addédnak. *P-érték < 0,05.

Bao és munkatarsai (2002) auxin valaszért dselelgéneket azonositottak
Arabidopsi®dl, és megallapitottdak, hogy a hormon hatadsarkrado a géneknek dtt a
kifejezodése, amelyek a sejt-ndvekedéssel vagy sejtosztlidésitak kapcsolatban, mig a
szeneszcenciaval vagy a stressz vélaszokkal kaposak géatlodtak a kezelés hatasara.
Erdekes megemliteni egy Myb-rokon transzkripcioskide, amely egy szignal
transzdukcidéban résztvégén, és auxin hatasara szintén csokkent az expgséBao et al.
2002).

Négy etilén-vélasz elemet (ERE) sikerllt azonosita gén promoter régidjaban
(Balogh et al. 2005 b), ezért feltételeztik, hogy etilén szerepet jatszhat RaSPT
transzkripcidés szifit szabalyozdsaban a levelek esetében is. A vizegalaoran
megallapitottuk, hogy az expresszi6 mar @201 mennyiség etilén gaz adagolaséaval
csokkent, majd tovabbi szignifikans cstkkenéstgagdtunk 200l 1™ beinjektalasaval (15.
abra).
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15. abra: A FaSPTgeén relativ expresszios profilja etilén kezelésié@ra szamoca levelekben. A
feltiintetett £SD (standard deviation) értékek ahétechnikai ismétlégh szarmazd szorasokbdl adodnak.
*P-érték < 0,05.

Feltételezhéten, a vegetativ szdvetekben talalhatd endogém etdlint valtozasanak
kovetkeztében, fiatal és Oreg levelekbelRa®PTeltes expresszios mintazatot mutatott (13.
abra). Az oregedés @khaladtaval ugyanis az etilénnek bizonyitott hetaan a levelek
szeneszcenciajara, ugyanis minnél dregebb egy saivedl magasabb szingtilén termelés
tapasztalhatd. A leveleken végrehajtott etilén kesak sordn a nagyobb mennyiséggilén
hatdsara nagyobb mértekexpresszid csokkenés volt detektadlhaté. Ez arrgedcn
kovetkeztetni, hogy &aSPT0sszefliggésbe hozhaté a szamdca levelek szeneisiaiean
miikodé mechanizmusokkal is.

A novények folyamatosan ki vannak téve a legkiiimibb kornyezeti
stresszhatasoknak, beleértve a mechanikai sebséstAz ebldl ered fenyegetések
kikiszobolésére kulonféle onuedendszerekkel (pl: proteinaz inhibitorok, és jététi
molekuldk, jazmonétok, sziszteminek termelése) k€rigek. A ndvényi szévetek mechanikai
karosodasakor a sebzési szignalok a sérllt éésplorsan atterjednek az egész névénybe,
kivaltva a védekez reakciot, ami a résztvév gének megnoévelt vagy csokentett
kifejezodéseinek a hatasara koévetkezik be (Kodama és SH1&).2

Mivel néhany bHLH fehérje kulonbéziotikus (bakteridlis és virusos fézesek), és
abiotikus (fbsokk, szarazsag, sebzés) stressz valaszokbark jat=iepet (Kiribuchi et al.
2005), azaltal, hogy az ezek hatasara indukalodéxgresszio transzkripcids aktivatoraiként
miikodnek, aFaSPTexpressziojat megvizsgaltuk mechanikai sebzésaatas. Fél éra utan

igen gyors transzkriptum csOkkenést tapasztaltumiajd a két oOras kezelés utan a
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transzkriptum mennyiségében tovabbi nagymérgdokkenés volt mérhe(30%-rol 5%-ra)
(16. abra). Valdszirsithet, hogy egyrészt a sebzés hatasara felszabaduldbalitik
gatoljak aFaSPTtranszkripcidjat, masrészt a sebzési stresszdratéeletked etilén szintén
hat a génexpressziodra.

Eredményeink arra utalnak, hogy FaSPT részt vesz a stressz valaszt kivalté
molekularis kaszkadokban.
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16. abra: A FaSPTgén relativ expresszids profilja mechanikai seleddsara. A feltlintetett +SD
(standard deviation) értékek a harom technikai ikl szarmazo szordsokbol adédnak. *P-érték < 0,05.

4.3.3. Gyumolcsokon végrehajtott hormonkezelések er  edményei

4.3.3.1. Az auxin gatolja &aSPT-at

A FaSPTexpresszidjat harom kilonb®zejlédési stadiumu (1 cm z6ld, 2 cm z6ld,
fehér) receptakulumban illetve azok aszmagjaibanagvizsgaltuk, hogy meghatarozzuk mi
ennek a transzkripcios faktornak a szerepe a szamyiemolcs fefldésében (17. abra). Az
aszmagok receptakulumoktdl val6 elkulonitésévelaldw adatokat nyertink arrdl, hogy
milyen hatassal lehet az endogén auxin az expdasaifejpdé szovetekben. A vizsgalt gén
aszmag-és receptakulum specifikus expressziojbeziee az 1 cm-es zold szamocakban
szinte ugyanaz a transzkriptum mennyiség volt déliekt6 a kérdéses szovettipusokban.
Ennek oka az lehet, hogy ezeknek a sztveteknekradmszintje valdsziilleg azonos ebben
a fejlodési stadiumban. Ezekkel az eredményekkel elleenétb FaSPT expresszidjdnak

hirtelen cstkkenését figyeltitk meg a 2 cm nagyséagamocak receptakulumaiban az
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aszmagjaikban mért expressziohoz képest, ahohaztkeptum mennyisége olyan sZintolt,
mint az 1 cm-es bogyoknal. Hasonldé eredményt kdptuiehér szamocak esetében is: az
expresszios szint szignifikansan magasabb voltsamagokban, mint a receptakulumokban
(Tisza et al. 2010). Egy nemrégiben megjelent pébld az AtSPT fejl6dé embridkban
tortérs expressziojarol szamol be, beleértve a korai, $gvorpedo staddiumokat (Groszmann
et al. 2010). Ennek alapjan feltételezhdtogy az aszmaditaSPTexpresszido az embriogén

génexpresszio kdvetkezménye.
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17. abra: A FaSPTexpresszids profilja fejté aszmagokban és receptakulumokban. A feltiinteie®
(standard deviation) értékek a harom technikai ikl szarmazo szordsokbol adédnak. *P-érték < 0,05.

Mint azt mar tbbb szeéz is alatdmasztotta (Given 1988, Perkins-Veazie 1995
Castillejo 2004,), az aszmagokban megtalalhaté dszetes auxin hormon szint a
gyumolcsfejbdési folyamatok érehaladtaval fokozatosan csokken, kdvetkezéskémpen
receptakulumok auxin szintje is kisebb lesz. Ezzgtlenséggel magyarazhaté az, hogy a
FaSPT transzkriptum mennyiségének novekedését tapadztalh gyumolcsfefidés
elérehaladtaval, azaz a nagyobb mennyisiégnszkriptum jelenléte a 2 cm-es z6ld, ill. fehér
szamOcakbdl szarmazd receptdkulumokban és asznmayokl-aSPT gylimolcsfejbdési
folyamatokban betd6ltott szerepére utal.

Korabbi eredmények bizonyitjak, hogy az eddig szaahdl izolalt és azonositott, az
érés soran indukalodo gének legtobbjének a kibejgzét az auxin cstkkenti (Civello 1999,
Mut 2008). A hormon a gyumolcsféfés korai stadiumaibandéskegiti a bogyd ndvekedését,
ugyanakkor az érés megindulasat a receptakulumain arintjének csokkenése Kkiséri.

Kimutattdk, hogy az eérésben tevaszmagokban az auxin szintézise ledall, a hormon

a7



transzportja a receptdkulumba az érés kezdetéfagehgik (Manning 1994, Perkins-Veazie
1995).

Az elébbiekben emlitett adatoknak megfékah kisérleteink soran azt feltételeztik,
hogy az exogén auxin kezelés szuppresszdfjaSPTtranszkripciojat. Ezt a hipotézist az is
alatamasztotta, hogy egy auxin valaszért dslenotivum (AuxRE) részeként azonositott
TGA boxot is talaltunk a gén promoter régiojabaral{®h et al. 2005 b), ami a hormon
FaSPTexpressziojara gyakorolt hatasara utalt.

Eredményeink valoban azt bizonyitottak, hogy a 8& @uxin kezelés csokkentette a

gén transzkripcidjat (18. abra) (Tisza et al. 2010)
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18. abra: A FaSPTrelativ expresszios profilja fiatal zold gyimolkben (1 cm), amelyeket 1% DMSO-

ban feloldott 1mM NES szintetikus auxin tartalmddbn pasztaval kezeltlink. A kontrollok esetében a

kezeltekkel megegyézpasztat alkalmaztuk, a hormon hozzdadasa nélkiidév gyimolcsot 96 oraval a
kezelés utan gitottiink be. Az értékeket a kontrollokhoz normadlizé. A feltlintetett +SD (standard
deviation) értékek a harom technikai isméti#¢stzarmazé szorasokbdl adédnak. *P-érték < 0,05.

4.3.3.2. AFaSPT expresszioja etilén kezelés hataséara kulonbé2rési stadiumban 164
gyumolcsokben

A szamdcat a nem-utGegyumolcsok kdzeé soroljak, mivel az érési hormanetién
nem, vagy csak csekély hatast gyakorol ezeknekim@lgsoknek az érésére (Manning 1994,
Bustamante et al. 2009). A szaméca etilén-biostzikuie génjeinek izolalasa, és az etilén
hatdsanak vizsgalata ellenére (Trainotti et al52@alogh et al. 2006) még mindig rengeteg
ellentmondasos eredmény van a kulordbkatatécsoportok kozott. Példaként emlithegy

ACOval kapcsolatos kisérlet. Ennek soran megallapkpthogy bar a nem utdde kozé
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soroland6 mindkét gyimolcs, mégis ellentmondasavaarancs és a szam@aO génjeinek

a vizsgalata soran kapott eredmények kozott. Migrasbol szarmazACO1(CsACO) gén
etilen hatasara megnovekedett expressziot mutatottagyon fiatal gyimolcsokben és
erzeketlen volt az érett gyimdlcsokben, addig angéza ACO1 (FaACOJ) a legnagyobb
szinfi etilén valaszt az érett szamocakban adta (Traietodi. 2005).

Feltételezhéten mind etilénfigd, mind pedig etilén fliggetlen Utvonalak is jelen
vannak ezekben a gyumolcstipusokban. Bar mar tidoiszkripcios faktor etilénre adott
valaszat tanulmanyoztak az ut®graradicsombol, igen keveés informacioval rendelkéza
nem-utoébk etilén szabdalyozta transzkripcios faktorairdl.

Miutdn négy etilén vélaszért fetasl elemet (ERE) azonositottunk a gén promoter
expressziojara. Hogy ezt a feltételezést alatameissxogen etilén kezelést alkalmaztunk
kilonboa érési stadiumban Iéwszamdcékon.

Ezekben a receptéakulumokban kilonbdxpressziés mintazatokat detektaltunk az
etilén hatasara (19. abra). A 24 éras hormonketelsara &aSPTnem mutatott valtozast
a z0ld receptdkulumokban a kezeletlen kontrolloklképest. Ezzel ellentétben, bar nem
jelentvs mértékben, de transzkriptum novekedést figyeltinglg a fehér szamocék esetében,
amit majd a rézsaszinekben bekovetkezett szinteméddtéki csokkenés kovetett. Az érett,
piros receptakulumokban nem tapasztaltunk szigmikkilonbséget a kezelt és kezeletlen

mintak kozott.
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19. abra: A 24 6ras etilén kezelés hatasaasPTexpresszidjara kulonbéz2rési stadiumu szamdcékban.
A kontrollok kezeletlen névényi anyagot reprezemdéil Vildgos oszlop jel6li a kontroll, sétét pedig
kezelt mintakat. A feltlintetett +SD (standard déwig értékek a harom technikai ismétlélstradrmazo
szorasokbol adédnak. *P-érték < 0,05.
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Adataink arra utalnak, hogy az etilén csekély nkbeé@ szabalyozza &aSPT
expressziot a fehér és rozsaszin receptakulumoklealdthatéan nem indukalja azt a zold és
az eérett piros szamocakban. A gén expresszidjanlasendenciat kdvet a kontroll, etilénnel
nem kezelt gyumolcsokben is: novekszik a a #bldt fehér fejpdési stadiumig, majd
csokken az érés soran (r6zsaszin és piros érdairstdan), jelezve, hogyBaSPTinkabb a
gyumolcsfejpdésben semmint az érésben tolt be Iényeges funidigza et al. 2010).

Fujii és munkatarsai (2007) érett mandarin gyunii¥ben etilén-valaszért fetid
gének expresszids profiljat vizsgalva azt tapas#alhogy a hormon kezelés azoknak a
géneknek a fikodését gatolta, amelyek a fotoszintézisben, klasmisz biogenezisben és
cukor metabolizmusban vesznek részt, mig indukditakat, amelyek rezisztenciaval,
védekezéssel, stresszel kapcsolatosak, tovabba osawek szintézisében, fehérje

degradacioban, és masodlagos anyagcsere folyanaatgiiszanak szerepet.

4.4. In silico microarray adatelemzés

A Genevestigator a GEO (Genexpression OmnibusTA&&R (The Arabidopsis
Information Resource) adatbazisban felladheticroarray adatokat kezefelilet, amelynek
segitségévelArabidopsidan a sajat eredményeinkhez hasonld valtozasokagikesrilt
azonositanunk 8PTgén expresszidjara nézve. Ennek soran megallagitdtogy a feppdesi
fazisokat figyelembe vévArabidopsisthalianaban azAtSPTexpresszibja csiranbvényekben
a legnagyobb, majd a levél rozettdk és bimbok beet&isszaesik, azutan a virdgokban és
éretlen bedkben egy kissé megn Szamoéca levélmintak vizsgalatakor a fiatalabb
szOvetekben mi szintén nagyobb méiitékpressziot detektaltunk az 6reg levelekben meérthe
képest. Tovabbi parhuzamot talaltunkAaabidopsisszar, fiatal levél, és dreg levél (szarban
legmagasabb, 6reg levélben legalacsonyabb), illexiecomlevél és csészelevél (szinte
ugyanakkora mértékexpresszio) mintakban mért adatok és az altalap&dztalt expressziok
kozott.

Arabidopsisesetében az auxin kezelés hatas@BRBgen expresszidja nem, vagy csak
igen kis mértékben — & figgvényében — valtozik (kisérlet azonositd: GSHES.
Esetlinkben a levélmintdkon végrehajtott auxin leszehar fél ora elteltével csokkentette a
génkifejeddést, ugyanakkor a 2 oras kezelés utan kis mériékekedést volt tapasztalhato,

a gyumolcsokon végzett 96 Oras kezelés pedig seadiékkentette a génexpressziot.
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Mechanikai sebzés hatasara nem valtozikAeabidopsisSPT expresszidja (kisérlet
azonosit6:1007966439), ugyanakkor kisérleteinkbieaSPTcsdkkent kifejegdést mutatott.

Az etilén kezelésekre iranyuld kisérletel@tabidopsis csirandvényeken hajtottak
végre (kisérlet azonosito: GDS414), aminek soratapasztaltak, hogy az etilén igen csekeély
mértékben indukdlta a génexpresszidt. Ezen adadok éajat eredményeink kozott nem

tudtunk parhuzamot vonni.

4.5. A FaSPT génjének hpRNS alapu csendesitése fiat  al
gyumaolcsokben

A vizsgalt gén szamoOca gyumolcsben betoltott fudjaciak meghatarozdsa végett
Agrobacteriumkdzvetitette RNS interferencian alapulé géncseitékdshajtottunk végre. Ez
egy igen hatékony, széleskérben alkalmazott teehriknely lehéivé teszi a ndvényi géenek
in planta funkciéjanak meghatarozasat (Hoffmann et al. 20B6gsser et al. 2008). A
csendesitést indukalé dupla szalid RNS-ek tobbfpledke juttathatok a névénybe. Egyrészt
olyan konstrukcidkkal valé transzformacioval, anedytartalmazzak a hairpin RNS-t
(hpRNS) vagy viralis RNS-t, masrés&grobacteriumkdzvetitette ndvenyi sejtekbe toréen
infiltracidval. Alternativ modot jelent a novényekussal vald fefizése is (Hoffmann et al.
2006).

A silencing soran bekodvetkézanechanizmus lényege a kovetkeruplaszali RNS
molekulak indukaljak az RNS interferenciat azaltabgy kicsi, 21-23 nukleotid hosszu
SiRNS-ké (small interfering, kis interferal6 RNS)rivertalédnak a Dicer altal. Ez a Iépés
eredményezi a 2 nukleotid talnytlé véget a 3’ vegen a foszfat csoportot az 5’ végen.
Szubsztratként a Dicer linearis dsRNS-t (doublargted) vagy hairpin RNS-t tud hasznalni.
Az siRNS egy RNS-indukalta silencing komplexbe @)Sende#dik, majd egy RNS-
fehérje komplex alakul ki (SiRISC), ez egyesitiezet szalat a RISC-be. A veZetzal a
RISC-kel egyutt, a target RNS-hez &bk, és a target RNS hasitasa altal kivaltja a
géncsendesitést. A hasitas az 5’ végen torténtkés L1 nukleotidok kdzott upstream.

Altalanosan hasznalt mddszer ezért olyan DNS vektatkalmazasa, melyek hairpin
RNS-t expresszalnak, bar alternativaként a Didef élhasitott termékek, az siRNS-ek (post

Dicer cleavage products) exogén uton is bejuttathatsejtbe RNAI indukalasara.
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A FaSPT gén szamdca gyumolcsben betdltott funkciojanak hatgozasa végett
Agrobacterium kozvetitette RNS interferencian alapulé géncsdiékds hajtottunk végre.
Létrehoztunk egy, a vizsgalt génre tervezett szemsan-antiszensz kazettat hordozo hairpin

vektorkonstrukciot (20. abra).

vV 358 NOS
omoter terminator

20. dbra: A pBIN-FaSPTi hairpin vektorkonstrukcié sematilaizaja.

Ennek soran a mar megte¥aSPTkodold szekvencian 399 bp hosszu szensz és amgisze
orientacioju darabokat szaporitottunk fel olyammaiekkel, amelyeknek a végei a kdvetkez
hasitasi helyeket tartalmaztak: Xhol/EcoRI (szen#Etve Xbal/Xbal (antiszensz). A PCR
reakciot koveten a kapott termékeket a megféleenzimekkel emésztettik, gélb
visszaizolaltuk, tisztitottuk €s pBluescript Il KStratagene) 597 bp hosszu ndvényi intron
szekvenciat (Koscienska et al. 2005) mér tartalmeadorba klonoztunk, létrehozva egy
szensz-intron-antiszensz kazettat (21. 4bra). Attagzensz-intron-antiszensz fragmentumot
pBIN20 binaris vektorba klénoztuk a kovetk&gppen: a szensz fragmentet az intronnal
egyutt Xhol/Xbal emésztéssel szubklonoztuk a pBHWa0Omajd a szensz-intron darab mellé
Xbal/Xbal emésztéssel kivagott antiszensz fragmmatuis klénoztuk, Iétrehozva igy a
szensz-intron-antiszensz kazettat. A megbetelentaciokrdl szekvenaldssal bizonyosodtunk
meg. Ezt kovéiten a konstrukcioval GV310Agrobacteriumorzset transzformaltunk, amit a
tranziens expresszios kisérleteinkben hasznalturdd & szamdéca gyumolcsok

agroinjektalasara.
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21. dbra: A: a 399 bp hosszUsagu antiszensz fragmentum dikaites klonozasanak visszaigazolasa
kol6nia PCR-rel (M: molekulatémeg marker Ferme@aseRuler 100 bp LADDER (100 bp-1000 bp), 1-
14: koléniak) B: a 399 bp antiszensz, és az 99GBP+399) szensz+intron darabok sikeres pBlueshtript

KS vektorba valé klénozasanak bizonyitasa Xbal ésl Xéstrikciés endonukleazokkal tortén
emésztéssel. (M: molekulatdmeg marker Fermentag®dar 100 bp LadderPlus).

A hairpin vektorkonstrukciot tartalmazégrobacteriunmal injektélt szaméca
gyumolcsoknek kb. ¥-e mutatott elidenotipust a kontroll konstrukcioval injektalt kooll
szamocakhoz képest. Ezek a kulonbségek a hairgitorval injektalt gyimolcsokben a
redukalt méretben és megvaltozott formaban volpksztalhatok (22. abra).

22. dbra: FaSPTsilencing fejbdé gyiimoélcsokben tranziens géncsendesités elemzAssees pBIN20
vektort tartalmaz@grobacteriunmal injektalt kontroll gyiimdlcsok. B, C: a pBIN-Ha®i hairpin
vektorkonstrukcidval injektalt gyimolcsok fenotipusA fotdkat az injektalasokat kovet4. napon
készitettlk.
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Korabbi adatok beszamolnak arrdl, hogy Axabidopsis spimutansok beitermése
tobb jegyben kilonbdzik a vad tipusuakétdl. Ezekikdn legjelenisebbek a terdievél
szoveteket (pollentdré) bibe, bibeszal) ériitdefektusok (Heisler et al. 2001, Groszmann et
al. 2008). Mivel a szamoca termése szamos kulon&lidlevellsl tevodik 6ssze, parhuzam
feltételezhet az altalunk kapott redukalt méiiebogydk és azArabidopsis sptmutansok
abnormalis fenotipusu b&dkozott. Bar valds idéj PCR segitségével bizonyitottuk a vizsgalt
gén transzkriptumanak csokkenését 1, 2, ill. 3 abpp infiltracié utan (23. abra), de nem
tudtunk hasonlé transzkriptum-cstkkenést deteki@okban a gyumoélcsokben (14. napon),

amelyek a megvaltozott fenotipust mutattak (nendkdatok).
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23. dbra: A FaSPTrelativ expresszidja kontroll és agroinjektalt gyilcsokben. A vizsgalatok soran
felhasznalt cDNS-ek a kontroll és hairpin vektomdiltralt szamocakbol szarmaznak az injektaldstd®
1, 2, és 3. napon (poolozott mintak). A reakcidkaBPTésFaGAPDH specifikus primerekkel vittiik
véghez. A feltlintetett £SD (standard deviationgkek a harom technikai ismétléslszarmazé
sz6rasokbdl adédnak. *P-érték < 0,05.

A redukalt gyimadlcsméret feltételezben a korai gyimolcsféjiésben bekovetkezett
géncsendesités kbvetkezménye, valdsaizonban, hogy a génfunkcié a 14. napra visszaallt,
tranziens expressziorél Iévén szé. Griesser ¢2@06) tanulmanya arrdél is beszamolt, hogy a
termesztett szamoca oktoploid természete kompemijakbgy-egy csendesitett gén hatasat.

Mivel az &ltalunk vizsgalFaSPTegy lényeges transzkripcids faktort kédol, a korai
silencing hatasa feltételezlien felebs volt a gyimolcsfefldésben tapasztalt defektusokeért,
Ujabb érvet szolgaltatva amellett, hogyraSPTegy, a gyumolcs fejdéseben is szerepet

jatszo gén.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Elsdként tanulmanyoztunk egy bHLH transzkripcios fakteddolo SPATULAgéNt
szerint eddig ezt a gént csak a modellnbv@mgbidopsis thaliangdan jellemezték, igy
munkank soran meglelésen kevés korabbi eredményre tamaszkodhattunkrlétisé@k Uj

tudomanyos eredményeit a kévetkgmontokban foglaljuk 6ssze:
1. Izolaltuk és klonoztuk a gén ORF-ét.

2. A geén szekvencigjanak ismeretében szerin gaZéiagge és CDRN (Cysteine-rich D.

radiodurans N terminus) doméneket sikertiilt azoapnsitk a FaSPT aminosav szekvenciajan.

3. Meghataroztuk a gén expresszidjat vegetativ eésergtiv szovetekben, ennek sordn
megallapitottuk, hogy &aSPTexpresszidja a sziromlevelekben a legnagyobb,anif cm

nagysagu, zoéld receptakulumokban a legkisebb.

4. Meghatédroztuk az expresszios szintet szamoécagleldyen mint vegetativ szdvetekben

sebzés, auxin és etilén kezelések hatasara. Miowhiéezelés gatolta a génexpressziot.

5. Fejbdésben I fiatal gyimolcsokon vizsgaltuk a gén expresszigjétin hormon kezelés
hatdséara, aminek sorafraSPTszintén csokkentett génkifefeest mutatott.

6. Kulonb6d érési stadiumban lévszamocakban meghataroztuk a gén expressziosészintj
etilén hormon kezelés hatasara. A zold és pirosi &tdiumokban nem tapasztaltunk
valtozast a kezeletlen kontrollokhoz képest etildrzelés hatasara, ugyanakkor a fehér
receptakulumokban kismeértiglexpresszid noévekedeést, a rozsaszkinen pedig csokkenést

figyeltink meg.

7. A génin plantafunkci6janak meghatarozasa ceéljabol tranziensesgaiéval &aSPTgén
csendesitését hajtottuk végre szamocak agroingséahl. Ennek soran a fiatal gyimolcsok
alakjaban defektusokat, a bogydk méretének csokkerigyeltink meg az injektalast koget

14. napon.
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5. Kdvetkeztetések és javaslatok

Bar a szaméca nem klimaktérikus érésére az etilém nagy csak csekély hatast
gyakorol, az etilén bioszintézisében és jelatvildlionalaban résztvéwkulcsgének létezését
ebben a ndvényfajban is bizonyitottak. Valdsldg, hasonléan mint az ut@é&ben, etilén
fuggo és etilen flggetlen-transzkripcids faktorok altakzabalyozé kaszkadok egyarant jelen
vannak a nem utéékben is.

Izolaltunk és klonoztunk egy bHLH transzkripciosktfat kédolé SPATULA gént
termesztett szamocabdl. A gén nagyfokd homoldgidthtott azArabidopsisSPATULAval,
amit mar tébb korabbi munkaban funkcionalisan iefeeztek. Ennek soran kiderdlt, hogy
egy, a ternilevél fejlodésében ritk6do relevans gérdt van szo.

Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a gydsdikben a génexpresszié a zdld
fejlédési stadiumoktdl egészen a rozsaszhiyg fokozatosan &y majd a pirosakban a
rozsaszifiekben detektalt szinthez képest lecsokken. Ez azewdel arra enged
kovetkeztetni, hogy a gén mind a gyumoélcsiggls, mind pedig az érés soran expresszal,
tehat nyilvanval6 szerepe van ezekben az élettdyarhatokban.

Kilonboz kezelések hataséra a vizsgalt gén kulotkégpen expresszalt. Leveleken
végrehajtott auxin, etilén, és mechanikai sebzésshea csokkent BaSPTexpresszidja, €s a
korabbi irodalmi adatokat is figyelembe véve ezkdr eredményekid azt a kdvetkeztetést
tudtuk levonni, hogy aFaSPT a szeneszcenciaval és stressz valaszokkal kapmsola
folyamatokban is részt vehet.

A FaSPT transzkriptum mennyiségének novekedését detektalu fejlbdés
elérehaladtaval a kulénbdzfejlédési stadiumban |év gyimolcsokben, azaz a nagyobb
mennyiséd transzkriptum jelenléte a 2 cm-es zdld, ill. fehr@ramocakbol szarmazé
receptakulumokban és aszmagokbariraSPT gyumolcsfejpdési folyamatokban betoltott
szerepére utal.

A gyumolcsbkon vegrehajtott 96 oras auxin kezelagymeértékben gatolta a gén
transzkripcigjat.

A gyimdlcsokon elvégzett etilén kezelések eredmémtetamasztottak ald, hogy ez a
hormon csekély mértékben szabalyozzaFaSPT expressziot a fehér és rézsaszin

receptakulumokban, de nem indukalta azt a z6ld €sedt piros szamdcakban.
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Kllonboz szovettipusokban végzett expresszidos kisérletbininyitottak, hogy a
gén a legnagyobb szinten a sziromlevelekben exgakdsz az adat korrelal arabidopsis
thaliana SPATULAyénjének vizsgalata soran kapott eredménnyel,rabghllapitottak, hogy
aSPATULAa sziromlevél expanzidnak is egy kulcsregulatora.

Tranziens expresszidos elemzéssel RNS interferencbapulé géncsendesitést
hajtottunk végre fefldésben & gyimolcsokon. Ennek hatasara tobb tiz,6tkikben
gatolt gyimolcsot figyeltink meg, ami a vizsgalhgg/iimdlcsfejpdésben betdltott szerepére
utalt. Erdemes lehet ezzel a konstrukcioval td@rtétabil névénytranszformalas is, a gén
funkcidjanak mélyebb felderitésére, tovabba a gétarmeb konstrukciévalArabidopsis spt
muténs novények komplementécidja valaszt adhatneskevél fejlodésében betdltott szerep
tisztazasara.

A FaSPTgén promoterének analizise egy kdvetkdalgozat targya, az erre tervezett

delécios vonalak elemzése is folyamatban van.

57



6. Osszefoglalas

Dolgozatom célja egy bHLH transzkripciés faktortdikdd Arabidopsis SPATULA
homolog jellemzése volt termesztett szamocabol. e rklimaktérikus gyimolcsérés és
fejlédés, igy a szamoca érésében ésodépgében is lejatsz6dd alapfolyamatok pontos
molekularis hatterének felderitése a genomikaitkstak egyik fontos terulete.

Munkank sordn klonoztuk a szamoécabdl szarme&&BATULA gén ORF-ét.
(TovabbiakbarFaSPT). A gén fehérje szinten a legnagyobb homolégifan&cionalisan mar
jellemzett Arabidopsis SPATULA-val (AtSPT) mutatta. Tovabbin silico analizisek
alkalmazasaval a FaSPT aminosav szekvencigjan CDRMge, €s szerin gazdag
motivumokat is sikerult azonositanunk.

gRT-PCR technikdval megéallapitottuk, hogy milyerbwvattipusban milyen szinten
expresszal a kérdéses gén. Ennek sordan meghatardmigy a FaSPT expresszidja a
sziromlevelekben a legnagyobb, és az 1 cm z6lgtékelumokban volt a legkisebb.

Leveleken mint vegetativ szoveteken végrehajtatimaietiién és mechanikai sebzés
hatdséara a gén transzkripcidja csokkent.

A vizsgalt gén aszmag- és receptakulum specifikysesszidjanak tanulmanyozasa
soran megallapitottuk, hogy a detektalt transzurnptmennyisége szinte ugyanakkora volt
ezekben a szovetekben az 1 cm-es z6ld szamocakbleehetleg a szovetek azonos
hormonszintje miatt. Ezzel ellentétbenFaSPT expressziojanak hirtelen csokkenése volt
megfigyelhned a 2 cm nagysagu szamocak receptakulumaiban azaggdkiban meért
expressziohoz képest, ahol a transzkriptum menggisd#yan szirit volt, mint az 1 cm-es
bogyokban. A fehér szamocak esetében is hasonttinéreyt kaptunk: az expresszios szint
szignifikansan magasabb volt az aszmagokban, nrgteptakulumokban.

El6zetes irodalmi adatoknak megféleh feltételeztiik, hogy az exogén auxin kezelés
szuppresszalja BaSPTtranszkripciojat a fefldé szamoca gyumolcsokben. Ezen kivil egy
auxin valaszeért feléb motivum (AuxRE) részeként azonositott TGA boxnédte a geén
promoter régidjaban is arra utalt, hogy a hormaiddsal van &aSPTexpresszidjara. Ezzel
kapcsolatos eredményeink valdban bizonyitottalételézéstinket, miszerint az exogén auxin
szint gatolta a gén transzkripciojat.

“ sz

miatt varhatd volt, hogy az exogén etilén kezekfslgdssal lesz BaSPTexpressziora.
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A 24 6ras hormonkezelés hatasara nem detektéltdtiozast a génexpresszid szintjét
tekintve a zo6ld receptdkulumokban a kezeletlen retlokhoz képest. Ezzel ellentétben,
transzkriptum novekedést figyeltink meg a fehér mexaakban, majd csotkkenést a
rézsaszinekben. Az érett, piros receptakulumokbarmbldekhez hasonléan szintén nem
tapasztaltunk szignifikans kilonbséget a kezekezeletlen mintak kozott.

Létrehoztunk egy, a vizsgalt génre tervezett szartsan-antiszensz kazettat hordozo
hairpin vektorkonstrukciot amellyelAgrobacterium kozvetitette tranziens expresszios
géncsendesitést végeztink. gRT-PCR-rel bizonykahzel a vektorkonstrukcidval injektéalt
gyumolcsokben a transzkriptumok csokkenését, tavathefektusokat figyeltink meg a
gyumolcsok alakjat és méretét tekintve.

Osszességében eredményeink arra engednek kovétkehegy aFaSPT egy, a
szamoca gyumodlcs féfllési folyamataiban résztvévényeges transzkripcios faktort kodolo

gén.
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SUMMARY

The aim of this work was the isolation ofSATULAhomologue gene encoding a
bHLH transcriptional factor from cultivated strawbe Clarification of basic processes
concerning the non-climacteric fruit developmentl aipening is an important area in fruit
genomics.

We cloned the ORF region of a strawberry dern®@ATULA gene (hereunder:
FaSPT), which showed the highest homology with a welaretterized SPATULA from
Arabidopsis(AtSPT) at protein level. By using additionalsilico approaches, CDRN, Fringe
and serine rich motifs were identified on the Fa@Riino acid sequence.

We verified the expression level BASPTIn different tissues of strawberry plant by
gRT-PCR. We showed that the gene expressed thedtitgvel in petals, while it showed the
smallest expression in the 1cm green receptacles.

The gene was repressed in leaves by auxin, ethytte@@ments and mechanical
wounding.

Analyzing the achene and receptacle specific esmesalmost the same transcript
amount was detected in these tissues in the 1 aih Trhe reason for this observation is
presumably due to almost the same hormone levsbiim tissues at this developmental stage.
By contrast, a sudden decrease offhE8PTexpression occured in the receptacles of the 2 cm
fruits compared to their achene tissues whereamtaneed as high as in the 1 cm fruit. Similar
results were found examining the white strawberribe expression level dfaSPT was
significantly higher in the achenes than in recelpta

According to previous data, we expected exogenaungnatreatment to suppress
FaSPT transcription. Moreover, a TGA-box, as a part bé tauxin responsive element
(AuxRE) motif was identified in th&aSPTpromoter region, suggesting that auxin has an
impact onFaSPTexpression. Indeed, our experiment revealed tleagéime is down-regulated
by auxin treatment.

Since four ethylene responsive element (ERE) wagatified in the promoter region,
we assumed a possible effect of ethylene on theesegion ofFaSPT Divergent expression
patterns were exhibited in the receptacles beindifégrent ripening stages by exogenous
ethylene treatment. After the 24 h treatmdrdaSPTdid not show any alteration in young
green fruits, compared to the control samples. Bytrast, an increment of the transcript
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amount was observed in the white fruits that wdevieed by a decrease in the pink ones.
Then, there was no significant change found imtla¢ure red strawberries.

In order to down-regulat€aSPT expressionin planta we appliedAgrobacterium
mediated RNAI assay. We confirmed the decreaskeofrainscript amount &faSPTby qRT-
PCR in the infiltrated fruits, moreover we detectiediects in fruit shape and size.

Summarizing, our results may indicate tRaSPTis an essential transcriptional factor

involved in strawberry fruit developmental processe
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