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Az ACC-szintaz gén expresszidjanak vizsgdlata a szaméca hazai fajtaiban és azok
antiszensz ACC-szintaz génnel transzformdlt vonalaiban

A gyimolcsok utééré vagy nem-utdééré kategoridkba valé besoroldsa az etilénnek az érésben
betoltott szerepe alapjdn torténik. Mig a klimaktérikus érés mechanizmusdrél sok adat dll
rendelkezésre a nem-klimaktérikus érés molekuldris alapjait illetéen még sok a tisztdzatlan
kérdés. A nem-klimaktérikus gyiimélcsok - igy az e csoportba tartozé szaméca esetében is - az
etilénnek az érésben betdltott szerepét vagy elhanyagolhaténak tartjdk vagy vitatjdk.
Ugyanakkor tobb faj esetében - grapefruit (Mullins et al., 2000), zsld citrom (Kluge et al., 2003),
narancs (Porat et al, 1999), anandsz (Selvarajah et al., 2001) - kisérletesen indirekte
bizonyitottdk az etilén hatdsdt, azaz etilén-gatlokkal sikeriilt az érést késleltetni, a gylimalcsok
eltarthatdsdgdt meghosszabbitani. Anandszbél érés indukdlta ACC-szintdz géneket is sikeriilt
izoldlni (Cazzonelli et al., 1998). Az OTKA pdlydzat - cimében - elsgsorban az ACC-szintdz gén
expressziéjdnak vizsgdlatdra koncentrdl, 2003-ban azonban a kisérleteket a szamdca érésében
szerepet jdtszé gének azonositdsdra és jellemzésére is kiterjesztettik. Igy az elvégzett
kutatdsok hdrom csoportba foglalhatéak:

1. érés-specifi kus gének azonositdsa a szamécdban cDNS-AFLP médszerrel

2. Az eftilénbioszintézisben szerepet jatszo gének izoldldsa szamécdbdl

3. Azizoldlt gének funkcidjdnak elemzése genetikai transzformdciéval

1. érés-specifikus gének azonositasa cDNS-AFLP-vel
A szamdca érése sordn expresszdlodé gének azonositdsdra a cDNS-AFLP, RT-PCR, RACE és
TAIL-PCR médszereket alkalmaztunk (1. dbra).

Totdal RNS izolalas

Szekvendlds,
Transzformaci

Kvantitativ RT-PCR

1. dbra: A szamdca gyiimolcs fejlédése sordn expresszdlodé gének izoldldsdnak
sémdja.

A cDNS-AFLP technikdt (Breyne et al., 2003) a kutatdsi programban résztvevé Balogh
Andrea, Ph.D. hallgaté Belgiumban sajdatitotta el és alkalmazta féléves Marie Curie 6sztondijas
tanulmdnyltja sordn. A fragmentumok felszaporitdsdt és szekvendldsdt itthon végeztiik az
OTKA T 037861 pdlydzat tdmogatdsdval.



A CcDNS-AFLP érzékeny, reprodukdlhato és kvantifikdlhaté mdédszer, amely elézetes
szekvencia informdcié nélkiil teszi lehetévé (j gének detektdldsdt, homolog gének
megkiilonboztetését. Hatrdanya, hogy viszonylag révid fragmentum méretet szaporit fel, a teljes
genom analiziséhez sok primerkombindciora van sziikség, és az (j gének azonositdsa szekvendldst
igényel.

A kisérletekhez kontroll és 1-MCP-vel (1-metilciklopropén: etilén inhibitor) kezelt szamdca
gylimdlcsoket haszndltunk, amelyek a 2. dbrdn bemutatott négyféle érési stadiumban voltak. A
gylimélcshdsbdl és az aszmagbdl 6ssz-RNS-t izoldltunk (Salzman et al., 1999), majd cDNS-t
szintetizdltunk. A cDNS-AFLP-t 48 primer kombindciéval végeztiik el (**P jelolt BstT / € + NN /
Mse +NN). A franszkriptumok kvantitativ értékelését AFLP-Quantar™ (Keygene), a klaszter
analiziseket Cluster és TreeView programmal hajtottuk végre (de Smet et al., 2002).

2. dbra: A szamdca négy érési stadiuma: z6ld, fehér, rézsaszin és piros gylimélcs

A cDNS-AFLP géleken 1403 fragmentumot &sszegeztiink. Az AFLP-QuantarPro adatok
normalizdldsa utdn 290 olyan differencidltan experesszdlédé TDF-t (TDF: Transcript Derived
Fragment) taldltunk, amelyek CV értéke >1. A hierarchikus klaszterelemzés utdn (Eisen et al.,
1998), a differencidltan expresszdlodé gének hdrom nagy csoportot alkottak: az aszmagban, a
z6ld gyiimalcshisban, a gyiimélcshis érése sordn expresszalédé gének csoportja (3. dbra).

A legnhagyobb csoportba a 120 aszmag specifikus fragmentum tomériil, a tobbi transzkriptum a
z6ld gyiimalcshisban (86 TDF) valamint az érés sordn akkumuldlédott (84 TDF). Az expressziés
mintdzatuk, valamint a sdvok izoldldsra valé alkalmassdguk alapjdn (méret, élesség) 130 TDF-et
izoldltunk majd szekvendltunk. Ezeknek a szekvencidknak 36%-a gyiimélcshis és érés specifikus,
30%-uk a zold gylimaslcsre jellemzd, tehdt expresszidjuk az érés elérehaladtdval gatlodik, és a
TDF-ek 34%-a aszmag specifikus. A BLAST keresés eredménye alapjan valamennyi TDF-et
funkciondlis kategéridkba soroltuk. A szekvendlt TDF-ek tobbsége (34% az érett gylimdlcsben,
47% a z6ld gyiimélcsben és 50% az aszmagbah expresszdlédé gének koziil) nem mutatott ismert
szekvencidkkal homoldgidt, vagy a homoldgia értéke kisebb volt a megszabott kiiszobértéknél (E <
e-0,002).

Valamennyi E < e-0,002-vel rendelkezé szekvencidt elkiildtiink az NCBI GenBank adatbdzisdba,
azonosité szdmuk az 1., 2., és 3. tdbldzatban van feltiintetve. A tdbldzatokban feltiintetett
homoldgidk csak 6t esetben azonosak a GenBankba mdr leadott szamdca génekkel, és mdsik hét
szekvencia hasonlé a Rosaceae csalddba tartozé fajok génjeivel, ami azt mutatja, hogy az
adatbdzisokban kevés a szaméca génekre vonatkozé informdcid.
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1.1. Az aszmagban expresszalodo gének funkciondlis csoportositdsa

Az aszmag transzkriptumainak vizsgdlata két megfontoldsbdl tortént: egyrészt gyiimslcshds és
aszmagban kozos szabdlyozéelemek azonositdsa volt a cél, mdsrészt a gylimélcshis-specifikus
gének elkiilonitése a mindkét szovettipusban miikodé génektdl. Az, hogy a gylimélcshistol élesen
elkiiloniilé aszmag-specifikus TDF-ek (3. dbra) egy klaszterbe csoportosultak azt mutatja, hogy
az aszmag érése sordn nincs szignifikdns vdltozds a génexpresszios mintdzatban. Hasonld
eredményekrél szdmol be Aharoni és O'Connell (2002), microarray mdédszerrel a gyiimslcsben
megfigyelt génexpresszids vdltozdsokhoz képest az aszmagban szintén nem tapasztaltak
szignifikdns mintdzatbeli eltérést. A 120 aszmag-specifikus TDF koziil 40-et szekvendltunk meg.
Ezeknek 50%-a vagy csak kismértékil hasonlésdgot ad vagy egydltalan nem mutat homoldgidat
génbanki szekvencidkkal (4. dbra: C). A kovetkezé nagyobb csoportot a 7 (12,5%), ismeretlen
funkcidju fehérjét kédold klonok reprezentdljak. A TDF-ek 10%-a (4 klén) stressz és védekezési
reakciékban resztvevd transzkriptumokat foglal magdba. Ez a géncsoport az aszmag érése sordn
stressz és kiszdradds tolerancidt biztosit.
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4. 4dbra: A cDNS-AFLP fragmentumok funkciondlis csoportositdsa. A: zsld gylimélcsben expresszdlédé
TDF-ek, B: az érés sordn expresszdlédé TDF-ek, C: aszmag specifikus TDF-ek.



1. tdbldzat: Az aszmagbdl izoldlt transzkriptumok és homoldgidjuk

, A ité szdm; a
cDNS-AFLP aG::rﬁ)as?':dsi Feltételezett azonossdg Felfefe'l?ze'r f;o::j;oas:eaﬂ:el E érték
fragmentum , t funkcié . L

szdm homoldgidt mutat
C1IM31M014 DQO074726 | ACP5 (5-6s tipusu sav Ismeretlen NP_566587 5e-10
foszfatdz) Arabidopsis
C11IM31M015 AAT46620 | Citokrém P450 Ismeretlen BADO06417 2e-14
Asparagus
officinalis
C1IM32M003 | AY695666 Nitrilazszer( fehérje Hormon AAG52493 le-17
metabolizmu | Arabidopsis
s
C11M34M001 AY912491 Nitrit reduktdz Nitrat AB061671 2e-75
metabolizmu | Prunus persica
s
C11M34MO002 DQO022747 Kdlium csatorna Ismeretlen CAB62555 He-14
Daucus carota
C13M13M002 | AJ315844* | Lipid transzfer fehérje gén | Zsirsavak AJ315844 3e-06
Ipt46 Fragaria ananassa
C14M12M004 | AY679585 Hésokk fehérje Stressz AAN74634 7e-17
Pisum sativum
C14M13M001 AY679586 48-kDa glikoprotein Ismeretlen AAL86739 le-30
prekurszor Corylus avellana
C14M13M002 | AY679613 RING cink-ujj Szabdlyozds | NP_178507 le-25
Arabidopsis
C14M21M003 | DQO22746 | Kalmodulin-kotd fehérje Jeldtvitel NP_565379 8e-06
Arabidopsis
C14M31M001 AY679587 | Feltételezett foszfatdz 2C | Jeldtvitel At2g29380 le-10
(PP2C) Arabidopsis
C14M33M002 | AY679588 Feltételezett nitrat Nitrdt BAB56042 5e-25
transzporter metabolizmu | Oryza sativa
s
C14M33M003 | AY679589 Kis hésokk fehérje Stressz P30222 le-40
Petunia x hybrida
C23M12M004 | AY633995 B-amirin szintdz Triterpén BAB83088 2e-37
metabolizmu | Betula platyphylla
s
C23M21IM002 | AY679590 | Tartalékfehérje Tartalékfehé | 1905429A 4e-23
rje Theobroma cacao
C23M21M004 | AY679591 1-cisz peroxiredoxin Stressz AAF12782 4e-25
Fagopyrum
esculentum
C23M31M002 | AY679592 UDP- Szénhidrat AAB99950 le-04
gliikuronoziltranszferdz anyagcsere Pisum sativum
C23M31M009 | AY633994 | Citokrém P450 Ismeretlen CAA70575 2e-16
Nepeta racemosa
C23M33M006 | X15590* 185 riboszmdlis rRNS Ismeretlen X15590 3e-08
Fragaria ananassa
C24M43M002 | AY912490 Feltételezett auxin- Ismeretlen BAD69015 6e-23
fliggetlen novekedés Oryza sativa

serkentd

(* Az NCBI adatbankjdba mdr leadott szaméca gének)




1.2. A zéld gyimélcsben expresszalodo gének funkciondlis csoportositdsa

A 86 zold gyiimslcshisban jelen levéd TDF kozil 39-et szekvendltunk. A
szekvencidk 46%-dval nem taldltunk homoldgiat, mig 6 fragmentum (18%)
valoszinlileg ismeretlen funkcidji fehérjéket kédol (4. dbra: A). Expresszids
mintdzatuk alapjdn a zold gyiimélcsben jelen levé TDF-ek élesen elkiiloniilnek az
érés indukdlta gének csoportjdtél, ami Gsszhangban van a zold és érett
gylimolcsokben lezajld, eltérd élettani és biokémiai folyamatokkal. Ebben a
stadiumban (kozepes méretl zold gyiimalcs), az egyik meghatdrozé folyamat az
auxin hatdsdra torténd sejt- és gyiimolcsnovekedés.

Két, sejtnovekedésben kulcsszerepet betdltd, gént azonositottunk. Az
egyik, (C13M214M008), a szaméca B-galaktoziddzzal homolég (FaBgal3), sejtfal
hidroldz, ami reverzibilis sejtfallazuldst okoz, mds sejtfalmddosité fehérjékkel
kozosen. Trainotti et al., (2001) mdr bizonyitotta hogy a B-galaktoziddz gén
expressziéja intenziv a virdgban és a fiatal gylimélcsben, majd fokozatosan
csokken a gyiimolcs fejlédése és érése sordn, és szinte detektdlhatatlanna valik
a piros gyiimslcsben. Trainotti et al. (2001) arrdl is beszamol, hogy a FaBgal3
expresszios mintdzatdval ellentétben a B-galaktoziddz két mdsik izoformdjat
(FaBgall és FaBgal2) az érés indukdlja, amelyek a sejtfal szétesésében jatszanak
szerepet.

A sejtnovekedésért felelés mdsik gén a (C24M43MO007) a transzport
funkcidt ellato gének csoportjdba tartozik és egy, az almdbdl izoldlt MdPIPI
(BAD14371) plazma membrdn fehérjét (aquaporin) kddolo génnel homoldg. A
FaBgal3-al egyiitt a gylimélcs novekedése sordn a sejt expanzidért a viz
homeosztdzisanak fenntartdsa révén lehet felelés (Hu et al., 2003).

A hormon metabolizmus csoportjdt egy TDF, a feltételezett nitrildz-rokon
fehérjét kdédold klén (C11M32M003) képviseli, a zsld gyilimélcsben és aszmagban
egyardnt jelen van, és a transzkriptum akkumuldciéja az érés sordn csokken.

A z0ld gyiimdlcsben jelenlevd, stressz indukdlta transzkriptumok
csoportja kisebb hdnyadot (7,7%) tesz ki, ide tartozik egy peroxiddzt
(C24M32M014), poligalakturondzt gatlé fehérjét (C14M21MO010) és egy ubiquitin
specifikus protedz 26-ot (C24M24MO013) kddolé transzkriptum.

A szabdlyozdsban szerepet jatszé gének csoportjat két klon képviseli: a
C14M13M002 fragmentum egy RING-finger fehérjét, a C12M11M006 pedig egy
BEL1-rokon homeotikus fehérjét kédol. Arabidopsis-ban a BEL1 a magkezdemény
fejlodéséért felelés az AGAMOUS gén gdtldsa révén (Ray et al., 1994).



1. tdbldzat: A z6ld gyiimélcshisbdl izoldlt transzkriptumpok és homoldgidjuk

cDNs-aFLP | ZEnBank , , Feltételezet | £ 20N0SIOszdm. | ¢
azonosité | Feltételezett azonossdg . a faj neve, . .
fragmentum , t funkcié , | érték
szdm amellyel homoldg
C11M32M003 | AY695666 | Nitrildz szer(i fehérje Hormon AAG52493 le-17
metabolizmu | Arabidopsis
s
C11IM32M009 | AY679616 | Feltételezett citokrém Ismeretlen NP_192969 2e-14
P450 Arabidopsis
C1IM32M010 | AY642688 | Feltételezett mitokondridlis | Szdllitok és | TO0435 le-07
szdllito fehérje hordézdok Arabidopsis
CIIM33MO10 | AY946036 | Feltételezett AAA-tipusl | Elsédleges AAQ72381 5e-17
ATPaz anyagcsere Oryza sativa
C1IM34M012 | AY679606 | Kalretikulin 3 Jeldatvitel AY336743 8e-20
Brassica rapa
CI2M1IM0O05 | AY679601 | Mal d1 homoldg (pruarlgcl) | Ismeretlen | AF020784 8e-16
Prunus
armeniaca
CI2M11IM0O06 | AY946035 | BEL1-szerii homeotikus | Szabdlyozds | AAN03627 0.002
fehérje 30 Solanum
tuberosum
C12M12M008 | AY679600 | 3-hidroxivajsav- DNS/RNS/ | AAM63893 le-28
dehidrogendz-szer(i fehérje | fehérje Arabidopsis
CI3M214M003 | AAX2399 | Klorofill ~a/b-kété  CP24 | Fotoszintézi | AAD27882 7e-75
9 prekurszor S Vigna radiata
CI13M214M008 | AJ278705 | Béta-galaktoziddz  (beta- | Sejtfal AJ278705 2e-77
* gal3) Fragaria
ananassa
C14M12M015 | AY679599 | Riboszomdlis fehérje S12 | Ismeretlen | AF238068 le-05
(rpsi2) Gunnera
chilensis
C14M13M002 | AY679613 | RING finger fehérje Szabdlyozds | NP_178507 2e-26
Arabidopsis
C14M13MO06 | AY961594 | Ismeretlen fehérje Ismeretlen | BAB02057 2e-07
Arabidopsis
C14M21M010 | AY679598 | Poligalakturondz gatlé | Stressz CAD56505 7e-08
fehérje Cicer arietinum
C14M33M016 | AY961595 | NADH-ubiquinon Elsédleges At5g52840 4e-04
oxidoreduktdz rokon metabolizmu | Arabidopsis
fehérje s
C23M13M005 | AY679607 | Citokrém P450 Ismeretlen | AF386512 4e-06
Pyrus communis
C23M32M007 | DQO7472 | Feltételezett fehérje Ismeretlen | BAD38514 le-04
7 Oryza sativa
C24M14M002 | AY873806 | S-adenozil-L- Prosztetikus | NP_683307 4e-08

metionin:carboxil

csoport

Arabidopsis
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metiltranszferdz

C24M24M013 | AY679610 | Ubiquitin specifikus protedz | Stressz NP_b566922 le-13
26 (UBP26) Arabidopsis
C24M32MO014 | AY679597 | Peroxiddz (Prx2b) Stressz AF145348 6e-13
Glycine max
C24M43M007 | DQO2274 | Plazma membrdn Szdlliték és | No hit No hit
9 fehérje hordozok

* Az NCBI adatbankjdba mdr leadott szamdca gének
Az aldhlzott és szines hdtter(i TDF-ek teljes hosszisdgl cDNS-ét azonositottuk.

1.3. Az érés sordn expresszadlodo gének funkciondlis csoportositdsa

Az érés dltal indukdlt transzkriptumok csoportjdt a fehér, rozsaszin és
piros érési stadiumra jellemzé gének alkotjdk, élesen elkiilonilve a zold
gylimolcsben akkumuldlédé gének dtirataitdl, expresszidjuk tehdt né az érés
sordn. 47 TDF-et szekvendltunk meg, ezek 34%-a egydltalan nem vagy
megbizhatatlan homoldgidt mutatott az adtabdzisban szereplé génekkel, igy
ezekhez a szekvencidkhoz nem tudtunk funkciét hozzdrendelni (4. dbra: B). A
legnagyobb funkciondlis csoportot a stressz vdlaszban résztvevé gének
képviselik. A szabadgyokok hatdsdra bekovetkezd peroxidativ kdrosodds és a
membrdn integritdsdnak elvesztése jellemzdek az oregedd novényi szovetekre. A
szeneszcencidhoz hasonléan, a gylimélcsérést is a sejtmembrdnok kdrosoddsa
kiséri (Ferrie et al., 1994). A novekvd oxidativ stressz lehet azoknak a fizikai-
kémiai vdltozdsoknak a hdttere, amelyek eldsegitik a fanyarka (Amelanchier
alnifolia Nutt.) gylimolcsérését (Rogiers et al.,, 1998). A szinrtén nem
klimaktérikus sz6l6 esetében a stressz-vdlaszban szerepet jdtszé fehérjék
akkumuldcidjat mutatta ki Davis és Robinson (2000) az érés sordn. Aharoni et al.,
(2002) szerint a szaméca érésének transzkripcids programja oxidativ stressz-
indukdlta folyamat. Tobb, valészinlleg oxidativ stressz hatdsdra indukdlodé gént
is azonositottunk. A rézvirdg TEDZ2 génjével (quinon oxidoreduktdz) homolég
(C24M13M007) szaméca génrdl mdr bizonyitottdk, hogy az érés és oxidativ
stressz hatdsdra aktivdlédik (Aharoni et al., 2002), eredményeink szerint a
transzkriptum akkumuldléddsa a rézsaszin stadiumban a legnagyobb és csokken
az érett gyilimolcsben. A C23M11M0O01 és C23M43MO08 jelzési TDF-ek egy
fitokelatin szintetdzzal, illetve egy feltételezhetéen glutation S-transzferdzzal
mutatnak homoldégiat, mindkét génrél ismert, hogy éréskor indukdlédik. A
novények szintetizdlnak olyan Cys-gazdag peptideket mint a glutation,
fitokelatinok vagy metallotioneinek, a nehézfémek detoxifikaciéja vagy
homeosztdzisa céljabdl (Cobbett, 2000). Ennek a peptid csoportnak szdmos
tagjat gyiimolcsérés sordn is kimutattdk, példdul az almdban (Reid és Ross,
1997), bandnban (Clendennen és May, 1997), szamdcdban (Aharoni és O'Connell,
2002) és anandszban (Moyle et al., 2005).




3. tdbldzat: Az érés sordn expresszadlédoé transzkriptumok és homoldgidjuk
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cDNs-aFLp | GenBank , | Feltételezet | AZON0STOSZAM. | g
azonosito Feltételezett azonossdg ., a faj neve, T,
fragmentum , t funkcié , | érték
szdm amellyel homoldg
C1IM33MO001 | AY679582 | Aminosav transzport Szdlliték és | T10100 5e-64
fehérje AAP1 horddzok Ricinus
communis
C1IM33MO11 | AY679605 | Feltételezett GTP-koté Jeldtvitel BAC79856 7e-13
fehérje (DRG) Oryza sativa
Cl1IM33M013 | AY679583 | Glikozil transzferdz Prosztetikus | NP_565236 3e-05
csaldd 47 csoport Arabidopsis
C1IM33M014 | AY679584 | Foszfolipdz PLDb2 Stressz AAG45488 7e-30
Lycopersicon
esculentum
C1IM34M005 | AY679581 | Transzldcié inicidlé faktor | DNS/RNS/ | AF499740 3e-40
fehérje Pisum sativum
C12M11M011 | DQO11163 | LEA4-25 Stressz AAC49862 3e-12
Phaseolus
vulgaris
C12M12M024 | AY961593 | U3 snoRNP-szer(i fehérje | DNS/RNS/ | At4905410 3e-13
fehérje Arabidopsis
C13M214M00 | DQO11162 | Alkohol dehidrogendz Iz-illatanyag | $39508 5e-13
7 homoldg, érés Lycopersicon
specifikus esculentum
C14M21M006 | AY940166 | Receptorszer( fehérje Jeldtvitel AAM62629 le-12
kindz Arabidopsis
C14M31M010 | AF339024 | Pektadt liaz B Sejtfal AF339024
* bomlds Fragaria
ananassa
C14M33M006 | AY679611 | Szedoheptuléz-1,7- Elsédleges AY188797 2e-49
bifoszfatdz prekurszor metabolizmu | Oryza sativa
s
C23M11IM0O01 | AY642687 | Fitokelatin szintetdz Stressz BAB10641 7e-65
Arabidopsis
C23M12M001 | DQO12968 | Feltételezett stressz- Stressz AATO01418 4e-34
vdlasz fehérje Tamarix
androssowii
C23M2IM001 | AY679609 | Kindz 2 Jeldatvitel AAA34017 7e-15
Glycine max
C23M21IM011 | DQO2274 | Feltételezett endo- | Sejtfal AAU10802 le-15
8 1,3;1,4-p-D-gliikandz Oryza sativa
C23M24M006 | AY679593 | 18S riboszomdlis RNS gén | DNS/RNS/ | AF321262 le-27
fehérje Vitis riparia
C23M31IMO001 | AY679594 | Feltételezett integrdz DNS/RNS/ | AAD04177 le-38
fehérje Oryza sativa
C23M33M002 | AY679608 | Flavonon-3-hidroxildz Flavonoid it | ABO74486 3e-43
Malus x

domestica
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C23M33MO014 | AY642689 | Feltételezett 3b splicing | DNS/RNS/ | BAD10377 7e-11
faktor fehérje Oryza sativa
C23M42M006 | AY679604 | AAA-tipusd ATPAz Elsédleges NP_849842 e-119
metabolizmu | Arabidopsis
s
C23M43M001 | AY679602 | Sebzés indukdlta Stressz AAG09208 2e-19
P450 hidroxildz Pisum sativum
C23M43M008 | AAW8245 | Glutation Stressz Q03666 2e-30
1 S-transzferdz Nicotiana
tabacum
C24M13M007 | AY679595 | Quinon oxidoreduktdz Stressz T11672 4e-07
homoldg Vigna sinensis
C24M14M001 | AY679596 | Feltételezett beta-coat Szdlliték és | NP_913038 2e-46
fehérje hordézdok Orysa sativa
C24M14M007 | DQO7472 | Spermidin szintdz Poliamin AB072915 0.015
8 metabolizmu | Malus x
s domestica
C24M31M004 | AAX0933 | Feltételezett Sejtfal NP_187374 2e-45
5 foszfatidilinozit glikdn Arabidopsis
C24M33M004 | AY679615 | bHLH fehérje (SPATULA) | Szabdlyozds | NP_568010 2e-40
Arabidopsis
C24M33M008 | AY171598 | UDP-gliikézil transzferdz | Szénhidrat | AY171598
* anyagcsere Fragaria
ananassa
C24M33MO010 | AY679612 | Kindz Jeldtvitel NP_177209 5e-04
Arabidopsis
C24M44M001 | AY679603 | Glikozil transzferdz Prosztetikus | NP_178963 4e-42
csoport Arabidopsis
C24M44M003 | AY679614 | Feltételezett HD-zip Szabdlyozds | AAT39931 0.016
fehérje Solanum
demissum

* Az NCBT adtabankjdba mdr leadott szamdca gének
Az aldhlzott és szines hdtter( TDF-ek teljes hosszlsdgl cDNS-ét mdr azonositottuk.

2. Az etilén bioszintézisében szerepet jatszo gének izoldlasa szamécabol

Az eftilén bioszintézisében szerepet jatszé gének szamécdbdl t6rténé izoldldsa sordn Cazzonelli
et al., (1998) kozleményébdl indultunk ki, amely arrdl szdmolt be, hogy a nem-klimaktérikus
gyiimolcsok kategdridjdba tartozé anandszbdl érés indukdlta ACC-szintdz és ACC-oxiddz cDNS-
eket izoldltak. A cDNS izoldldsdhoz RNS izoldldst RT-PCR technikdt alkalmaztunk.

2.1. A szaméca ACC-szintdz izoldldsa és expressziés mintdzata

A Cazzonelli et al., (1998) dltal leirt degenerdlt ACS-F és ACS-R primerekkel 1200 bp-nyi
fragmentumot amplifikdltunk cDNS templdatrdl és 1300 bp-nyit genomi DNS-rél (5. dbra). Szemi-
kvantitativ RT-PCR-el, 25 PCR ciklus utdn a transzkriptum zold, Botrytis cinerea-val fertézott
érett gyiimélcsben és az inda cslcsi részében volt detektdlhaté (5. dbra: A.). 35 PCR ciklus utdn a

transzkriptum detektdlhaté volt az éreg levélben és inddban is (5. dbra: B.).
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M 1 2 345 6 7 8 9 10 1112

5. dbra: Az ACS-F és ACS-R primerpdrral RT-PCR-ben felszaporitott amplikonok. A.: 25 PCR ciklus, B.: 35
ciklus. 1., 2,. 3,. 4. mintdk: zéld, fehér, rézsaszin és érett érési stdadiumban levé gyiimélcshis, 5. és 6.
Botrytis cinerea-val fertdzott érett és tidlérett gyilimélcs. 7. fiatal levél, 8. éreg levél, 9. inda, 10. inda
cstcsa, 11., 12. genomi DNS. M: DNS molekulatémeg marker (Fermentas, GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
Plus: 3.0, 2.0, 15, 1.2, 1031, 09, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 kb). Az 1200 bp és 1300 bp
fragmentumokat nyilak jelélik.

A teljes hosszlisagli cDNS-t zold gyilimélesbdl izoldltuk 5 és 3' RACE. A 1902 bp-nyi

cDNS 138 bp 5' és 288 bp 3' UTR dltal hatdrolt 1476 bp ORF-bél dll. Az izoldlt ACS gén
elnevezése FaACS, hivatkozdsi szdma a GenBankban: AY661301. Nukleotid szinten a legnagyobb
homoldgiat (84%) az alma (Malus domestica L.) MdACS-5B (ABO034993) génjével valamint a korte
(Pyrus communis L.) PcACS5 (AF386523) (84%) génjével mutatta. Fehérje szinten szintén az
alma MdACS5 (BAA92351) és korte PcACS génjével (AAL66205) mutatta a legnagyobb
azonossdgot (71%, illetve 70%). Nagyfokd hasonlésdgot (65% , illetve 66%) mutat tovdbbd a
szintén nem klimaktérikus gyilimélcsék csoportjdba tartozé narancs (Citrus sinensis L.) ACS
génjével (CAB60721), valamint a papaja (Carica papayal.) ACC szintdzzal (AAC98809).
A kladogram alapjdn (6. dbra) a FaACS egy klaszterben van a Rosaceae csaldd tébbi ACS
génjeivel (MdACS5, PcACSH), bdr ezek a fajok gyilimdlcsérést tekintve klimaktérikusak, és
tdvolabb helyezkedik el a nem-klimaktérikus fajok ACS génjétél. A szaméca FaACS génnel mind
nukleotid mind fehérje szinten legnagyobb homoldgidt mutaté alma ACS-58 és ACS-5B géneket
(Sunako et al., 2000) levélbdl izoldltdk és expresszidjuk sebzés hatdsdra indukdlédik. A FaACS-el
szintén nagy homoldgidt mutaté kérte PcACS5 gént gyiimaslcsbdl izoldltdk, de expresszidjdnak
szabdlyozdsdrdl nincs adat (El-Sharkawy et al., 2004). A kladogramban a szaméca génhez
kozelebb helyezkedik el a citrom ACS génje, és tdvolabb az aktiv centrumban is kiilonbséget
mutatd szintén Rosaceae csalddba tartozé MdACS valamint a paradicsom LeACS2 génje, amelyek
a gyimélcsérés sordn etilén hatdsdra indukdlodnak (Lay-Yee és Knighton, 1995, Barry et al.,
2000). A kladogram tehat viszonylag jél tiikrozi a fajok rokonsdgi viszonya mellett, a kiilonb6zé
ACS izoformdk fizioldgiai szerepe kozti hasonlésdgot is (6. dbra).
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FaACS1
—l [ MAACSS
' PcACSS
CpACS
CsACS
| Cm-ACS3
Cs-ACS2
Me-ACS2
, MdACS1
' LE-ACST
Le-ACS2
AtACSG
Pe-ACS1

6. dbra: A kiilosnboz8 fajok ACS- génjeinek rokonsdgi viszonydtt dbrdzolé kladogram.

A FaACS tel jes hosszisdgl genomi klén 2581 bp, 4 exonbdl és 3 intronbdl dll (7. dbra), mds ACS
génekhez hasonléan, mint példdul az Le-ACS2 (paradicsom, X59139; Rottmann et al., 1991),
AtACS1 (Arabidopsis; Liang et al., 1992) és MdACSI (alma, AAA73941; Harada et al., 1997). Az
infronok mérete a paradicsom ACS2 génjében is a szamécdéhoz hasonld, az elsé két intron 91,
illetve 84 bp, mig az utolsé 880 bp (Rottmann et al., 1991).

1. Intron 2. Intron 3. Intron
85 bp 131 bp 463 bp
— \/ \/ v B
1. Exon 2. Exon 3. Exon 4. Exon
171 bp 133 bp 161 bp 1007 bp
5'"UTR 138 bp ORF 1476 p 3" UTR 288 bp

7. abra: A FaACS genomi klén szerkezete.

2.1.1. A FaACS promoterének izoldldsa, bioinformatikai elemzése

A TAIL-PCR-el felszaporitott FaACS promoter régié hossza 889 bp (8. dbra). A
PLANTCARE és PLACE adatbdzisok (Rombauts et al., 1999, Higo et al.,, 1999) segitségével
azonositott szabdlyozé elemek koziil emlitésre mélté a cirkadidn ritmus szabdlyozdsdban
szerepet jdtszé elem (CAANNNNATC) két formdja (CAAATCCATC és CAATTGCATC), amelyet
el6szér a paradicsom klorofill a/b-koté fehérjék promoterében azonositottak, és a cirkadidn
szabdlyozdsdban vesz részt (Piechulla et al., 1998). Arabidopsis-ban tobb ACC szintdz gén
miikodése, illetve az etilén emisszionak fény-fiiggd, cirkadidn szabdlyozdsa ismert (Thain et al.,
2004), bdr a folyamat bioldgiai jelentdsége még nincs feltdrva. Jelen vannak kiilonbozé
stresszvdlaszért felelds szabdlyozé elemek, a CAACTG motivum két példdanya példdul szdrazsdg
indukdlhatdsdgért felelés MYB transzkripciés faktor kotéhely (Abe et al., 2003). A TTTGACT
szekvencia elicitor vdlaszreakcidért felelés, a WRKY gének promoterében azonositottdk, ezek a
transzkripciés faktorok a korai védekezési vdlaszban résztvevé gének miikodését szabdlyozzdk
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(Eulgem et al., 1999). A TGTCTC motivum auxinvdlaszért felelés, a korai auxinvdlasz génjeinek
promoterében ARF1 (auxin response factor) koté helyként azonositottdk (Ulmasov et al., 1999).
Az ACGT szekvencia etioldldskor indukdlja a génexpressziot, az Arabidopsis erdl (early
responsive to dehydration) gén promoterében mutattdk ki (Simpson et al., 2003). Az ACCGAGA
és ACCGAC abszcizinsav és szdrazsdgstressz vdlaszért feleldsek (Busk et al., 1997).

cactagtgattatcgagtatggagttaaaaaaaaaaaatgtatattatgtttttctttttttgatatatgtatttttgttcaa
tcaagcccaccgactccctgaccaattctgeatcttetttttgtttatacatgattacgtctttattcttcagttcctcagt
tcatattccgetcttectectagtttctectecttaaatctcaaaaaatccaaatttttggggaaaattttgttgggttttc
aattttgtctctaattttcagaattttcttctactttcattgatgectactttgttttgaatacttattaacgtctacttgag
ctcttacattttgtatggttgtatctgaaattttttttgcctccggctaaatttgaagcccaccccatatcgaaatctaaga
tccgecactggtgctatttgagatcgttggttcaaatccatcgaagactctcgatgatgtccgeatttttcattcatcatta
gagaattgtccgtgtaatttgtgagttgtgaccgtgtacctagctaactcgttttggttacaaacttcacttggatggtttg
actgaattgagactattatgacagttaaggttaccttcaataatgccttggecttgcatgaagggaaagagaccatgaaac
agcgaatccccaactggcttagaatttacttagtttaacactgattgaaaatcaaggcacaaaccaactgeccaccgagatt
ttcaaaatcaaagtcgcaacaattgcatcttcatggaaacttccccagaaattcaagaacaaaaagtcctacgettatttt
aattatcagagccatctgaacagaacctcatccctaacatctataaataacattcaggaagttgtattctcatccaactac
aaaactattcagtgcatcatcaacaagttcccaaagca

ACS PRO3
cttgaccatttagctagctcctctttccecttetttgtagaattctcattgcactaaaggttagatctttgaggea

cattacaagaacalBIE66ATTCACTTTEAGCAACCAACAGCAACTETTGTCTAAGATAGCAACCGGTA
CCGGAGACAGCGAAAACACTCCATATTTTGATGGCTEGAAGGCCTTTGATAGTGATCCTTACCATCC
CACCACCAACCCTCAAGGGGTTATTCAGATGGGTCTTGCAGAAAATCAAgtaagaaatttgaaaccagaaacc
ttgtattacaagcaacatatcatctettggettttcactaattggtttcttctgtatgcagCTTTCTTTTGATTTGATCCAAG
AATGGGTTCTGAAAAACCCAGAAGCCT
CCATTTGCACAGCACAAGGAGCAAAAGAATTCAAGGACACAGCCATCTTTCAAGACTATCATG
ACS PRO2

ACS PRO1
GCTTGCCAGAGTTCAGAAATGtatgcattgatcaacatccataaaactttcttageatcacttgtttaactcactacacaatc
ttaacgaaataactttagtccaatattaatttaacaaaatttaattattttctttgaaacttccacaggCTETTGCAAATTTCAT
GGGAAAAGTGAGAGGAAATCGAGTCACATTCAACCCTGACCGCATTEGTTATEGAGCGGAGGCGCAAC
CGGAGCTCATGAaAGATGATTGCCTTTTGCTTEE6CTIGATCCCGEAGAGGGATTTCTGETGCCAGTTCC
TTATTATCCAGGgctaagctagetgattaagtttatctttctaagattgactttgatccaactaagacaggaaaaactaaactaat
tgaggccagttgcctaaaattatatgagaaattagcaatatgaaagagactgagttgacccttagtttaatgecatccctatgtgtectt
ggaccagcttgaattattgacgggggaatgaaaacgatctttgtatactaattgccatcatctacctcttttgacaaagatgaaagatg
cctcaggaaaattaggaccatttgtgacttgttcatctaaaacgacattacgtacgtaacttcatatagtagctagctaactgcaccaaa
tacgtccctagttctcgacgaaggattccatgettagtagtagaatagaatttattcataaccgttgatatattttccatgggttgettt
gctaaataagtttttgtacttcattgcaaaATTCGATAGAAGATTTGAGATGGCGAACTGGEGGTACAGCTTCTT
CCAGTAGCTTGTGAAAGCTCAAACAATTTCAAGATCACGAGAGCAGCCTTGGAAGATGCCTATGAG
AAAGCACAAAAGGCCAACATCAGAGTTAAAGGCTTGATCATTACCAACCCCTCAAACCCACTAGGC
ACAATCCTAGACAGAGAGACTCTTAAGAGCTTAGTGACTTTCATCaATGAGAAGAACATCCACCTAG
TCTGTGATGAGATCTATGCTGCCACTGTGTTCACTCAGCCTAGGTTCATCAGCATTGCTGAAATACT
GGAGGAAGAAGATGTAGTATGCAACCGCGACCTGEGTTCACATTGTCTAC
AGTCTTTCCAAAGACATGGGGTTCCCTGGCTTTAG

S L S KD MGFP 6 FR
GGTAAGGAATACGCGCACTCATTACAATGATGCCGTAAGTEGGACTEGCGCGCCGAAAAGATEGTCGAG
GTCTTC6GGTTGGETTTCTACGCAAACTCAGTGTCTAATTGCATCCATGCTATCAGACAATGAGTTT
GTGGATAGATTCATTGTAGAAAGTGCTAAGAGGTTGGAAGCAAGGCACACAAAATTCACTGAGGE
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ACTTGAGGAACAAGGTACTACTTGTTTGAAGAGCAATGGTGGCTTGTTTETETEGATGEACTTGECA
CAAACATCTAAAGGAGCAGACTTTTGAAGCAGAAATGGCATTGTGGAGAACCATAATCAATATAG
TTAAGCTCAATGTGTCACCTGGTGTTTCTTTTCATTGCCCCCAACCAGGTTGGTTCAGGGTTTGCTT
TGCCAACATGGATGCCCAGCCCATEGAAGTTGCTTTGGAAAGAATCAGAAACTTTGTGCTTCAAGA
CAAGGAGGCAGCTGTGETCGCAATEAAGAAGAAGAAGAACTGCTEGGCAAAGTAAGAAGCTGAGTCT
CAGCTTCAATCATCGAAGATTCGATGAGGTCAACATGTCACCGCATTCCCCTATTCCTCAGTCACCTC
TTGTTCGAGCCACmagaagfgafgafcafcfccaTTTagTTaTgcagc‘ragaa‘rcaT‘rga‘racTcaTg‘r‘rT‘rc‘rc‘r‘raa‘r‘ra
gttcctatatttcaatactctaggttaattgttagctaaaataacacaaaaaagaactaagactaggtatgccccctaattggaagetag
tcaatacatgcaatgttttcttacctgcagattgcaggtttttttctttttccgattcagtggaatagtttgtcttagtttgtaatgattt
ctcatcgaagtttcccatcaaagagttttgagtgctttcaaaaaaaaaaa

8. dbra: A FaACS nukleotid szekvencidja. A feltételezett TATA box és poliadenildcios szigndl. A
feltételezett TATA box és poliadenildcids szigndl szekvencidk két vonallal vannak aldhdzva. A transzldciés
start és stop kodonokat sziirke hdttér jelsli. Az aktiv centrumot alkoté dodekapeptid a megfelelé
nukleotidszekvencia alatt van feltiintetve szines hdttérben. Az dbrdn vastag betivel jelsltiik a TAIL-PCR
reakcidban a promoter izoldldshoz haszndlt primereket (ACS PRO1 és ACS PRO3, komplementer szdl). A
nem kédolé szekvencidkat (5' és 3' UTR, intronok) kisbetlvel irtuk. A promoterben azonositott cisz
elemeket aldhdztuk.

2.2. A szamoca ACC-oxiddz izoldldsa és expressziés mintdzata

Az ACO gén izoldldsa céljabdl RT-PCR reakcidban az ACO-F és ACO-R (Nakatsuka et al.,
1998) degenerdlt primerpdrt haszndltuk. Valamennyi vizsgdlt mintdban felszaporitott
fragmentum 830 bp méret( (9. dbra). Genomidlis DNS-t haszndlva templdtként a felszaporitott
fragmentum 1200 bp méret( (9. dbra. B.). Szemi-kvantitativ RT-PCR-ben, 25 PCR ciklus utdn a
transzkriptum akkumuldciéja érés specifikus volt, és a gén indukdlédott Botrytis cinerea
fertdzott érett gylimslcsben is (tdlérett, fert6zott gyiimolcsben kevésbe volt detektdlhaté 25
ciklus utdn, valdsziniileg a transzkripcié gdtldsa vagy az RNS gyengébb mindsége miatt) (9. dbra.
A). 35 PCR ciklus utdn a transzkriptum valamennyi mintdban (zéld, fehér, rézsaszin, piros érési
stddiumban levé gyiimélcshds, Botrytis cinerea-val fertézott érett és tilérett gylimélcshis,
fiatal levél, 6reg levél, inda, inda cslcsa) jelen volt (9. dbra. B).
Az érett gyiimélcsbél felszaporitott fragmentumot megszekvendltuk, majd 5' és 3' RACE reakcid
segitségével sikeriilt a teljes cDNS-t felszaporitani. A teljes cDNS hossza 1235 bp, ebbél 966
bp az ORF, 71 bp az 5" UTR és 201 bp a 3' UTR. A szekvencia génbanki 6sszehasonlitdsa alapjdn
nukleotid szinten a FaACO (AY706156) a legnagyobb homolégiat (85%) az alma (Malus domestica
L.) ACO génjével (ABO86888) valamint a homoki karte (Pyrus pyrifolia L.) PPAOX3 (AB042107)
(84%) génjével adja. Fehérje szinten az G&szibarack (Prunus persica L., CAAB54449) és
kajszibarack (Prunus armeniacal., AAC33524) ACO génjével 81%, mig az alma ACO génjével 80%
homoldgidat mutat.
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9. dbra: Az ACO-F és ACO-R primerpdrral RT-PCR-el felszaporitott fragmentumok. A.: 25 PCR ciklus, B.:
35 PCR ciklus 1., 2,. 3,. 4. mintdk: zéld, fehér, rézsaszin, piros érési stadiumban levd gyiimélcshis, 5. és 6.
Botrytis cinerea-val fert6zott érett és tllérett gyimélcshis, 7. fiatal levél, 8. éreg levél, 9. inda, 10. inda
cstcsa, 11, 12. genomi DNS, M: DNS molekulasily marker (Fermentas, GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
Plus: 3.0, 20, 15, 1.2, 1.031, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 kb). A 830 bp és 1200 bp méretii
fragmentumokat nyilak jelélik.

A kladogram alapjdn (10. dbra))a FAaACO a Trainotti et al., (2005) dltal leirt FaACO1-hez dll a
legkozelebb, és egy csoportban van a szintén Rosaceae csalddba tartozé alma, kajszi és
dszibarack ACO fehérjékkel, és tdvolabb helyezkedik el a szintén Trainotti et al., (2005) dltal
leirt FaACO2-t6l, amely a paradicsom, papaya, citrom ACO fehérjékkel van egy klaszterben,
legtdvolabbi rokonsdgot a biikkk ACO-val mutatja (FSACO1) (12. dbra B.). A FaACO! és FaACO2
gének részleges cDNS-ek. Elképzelhetd, hogy a FaACO-val legkozelebbi rokonsdgot mutaté
FaACO1 azonos az dltalunk lek6z5lt génnel, ugyanis az adatbankban meglévé parcidlis szekvencia
aminosavszinten csak 3 aminosavban kilonbozik az dltalunk lekszslt ACO szekvencidtdl, ami

konnyen adédhat szekvendldsi hibdkbdl is.

| FAACO
. FaACO1
MJACO2
| PaACO
. PAO1
CPACO
| FaACO2
LeACO1

CsACO
FsACO1

10. dbra: A kiilonbszs fajok ACO-génjeinek rokonsdgi viszonydat dbrdzolé kladogram.

Bdr fehérjeszinten a szaméca és mds fajok ACC oxiddza kozti homoldgia nagy, a gének
szerkezete kiilonb6z8. A két intronbél és hdrom exonbdl dllé szaméca genomi klon (11. dbra)
szerkezete eltér az adatbdzisokban taldlt teljes hosszisdgi ACO genomi kldnokétdl. A
paradicsom LeACO!1 (X58273), a lI6here TrACO1 (DQ112347), petlnia PETACO3 (L21978), gének
példdul hdrom hasonlé pozicidju, de méretben eltérd intront tartalmaznak.
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5'UTR71 bp ORF 963bp

f\lll'l'l'\___
»
‘ L |

v
A
v

ATG 1. Exon 2. Exon 3. Exon TAA

105 bp 562 bp 293 bp

1. Intron 2. Intron
93 bp 209 bp

11. ébra. A FaACO genomi klén szerkezete.

Expresszids mintdzatukat tekintve a FaACO1 és FaACOZ az dltalunk leirt FaACO gén
mintdzatdhoz hasonlé, az érés sordn indukdlédik (Trainotti et al., 2005).

2.3. A szaméca CTR1 izoldldsa és jellemzése

Az etilén jeldtviteli Utban az etilén receptorok (ETR1, ERS1) egy szerin/treonin protein
kindzzal, a CTR1-el Iépnek kdlcsonhatdsba, amely az etilén jeldtviteli Gt negativ reguldtoraként
mikodik (Kieber et al., 1993). Etilén hidnydban az etilén receptorok kozvetlenil aktivdljdk a CTR1
kindz aktivitdsat, ami foszforildlja a downstream célfehérjéket, ledllitva az etilén jeldtviteli
Utat. Szamécdban, mds névényfajokhoz hasonléan, az ETR géncsaldd tobb tagjdt is azonositottdk,
a CTR1-rél mi szdmolunk be elséként.

A CTR1 degenerdlt primerpdrral (El-Sharkawy et al., 2003) RT-PCR-ben egy 423 bp méretd,
fragmentumot szaporitottunk fel (12. dbra).

ﬂﬂﬁ“ﬂﬂﬂ-ﬁ-—; 500 bp
2 34 5 6 7 8 910 11

—
—
1

M

12. dbra. Az CTRI-F és CTRI-R primerpdrral RT-PCR-el felszaporitott fragmentumok. 1., 2,. 3,. 4. mintdk:
z6ld, fehér, rézsaszin, piros érési stddiumban levé gylimslcshis, 5. és 6. Botrytis cinerea-val fertézstt
érett és tllérett gyiiméleshds, 7. fiatal levél, 8. éreg levél, 9. inda, 10. inda cstcsa, 11., 12. genomi DNS, M:
DNS molekulastly marker (Fermentas, GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus: 3.0, 2.0, 1.5, 1.2, 1.031, 0.9,
0.8,0.7,06,05,04,0.3,0.2,0.1 kb).

Az RT-PCR-bdl szdrmazé fragmentum szekvencia informdcidjabél kiindulva 5' és 3' RACE-
el egy 3073 bp-nyi szekvencidt izoldltunk z6ld gyiimslcsbdl szdrmazd templdaton. Ebbdl 2535 bp
kddolja az ORF-et, 538 bp pedig a 3' UTR-t képviseli. A teljes hosszilsdgl gén nukleotid szinten
az alma (Malus domestica L.) CTR1-el (AY670703) 90%-os, valamint a kérte (Pyrus communis L.)
CTR1 génnel (AF386508) pedig 88%-0s homoldgidt mutat. A FaCTRI (AY538771) fehérje szinten
a legnagyobb homolégidat (90%) a rézsa (Rosa hybrida) CTR1-el (AAK40361), valamint egy
paradicsom CTR1-szer( fehérjével (LeCTR3) (AAR89823) (67%) mutatja. A filogenetikai
analizisbdl kitlinik, hogy a FaCTR1 (a FaACS és FaACO-hoz hasonléan) ismét egy Rosaceae
csalddba tartozé CTR1-szer( fehérjével (AAK40361) mutatja a legkdzelebbi rokonsdgot. A korte
CTR1 valészinlileg a részleges szekvencia miatt nem keriilt ebbe a csoportba, hanem jéval
tdvolabb, egy rizs CTR1-el (XP_466052) kozdsen alkotnak egy klasztert (13. dbra).
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Fa-CTR1

ARK40361

LeCTR3

LeCTR4

—
—

XP_466052
PcCTR1

AtCTR1

13. dbra: A kiilonbszs fajok CTRI-génjeinek rokonsdgi viszonydt dbrdzolé kladogram.

2.3.1. A FaCTR1 promoter izoldldsa, bioinformatikai elemzése

A TAIL-PCR-el felszaporitott CTRI promoter régié hossza 1590 bp. A PLANTCARE és
PLACE adatbdzisok segitségével azonositott szabdlyozé elemek kozil emlitésre méltd

motivumokat a 11. tdbldzat tartalmazza.

A szaméca és Arabidopsis CTRI (ATH5G03730) promotereinek szekvenciaszint(
osszehasonlitdsakor sok, azonos felépités( és feltételezhetéen hasonlé funkciét ellaté motivumot
azonositottunk A FaCTRI promoterében egyszer, az AtCTRI promoterben, kozvetlenil egymds
mellett kétszer fordul el a (6A)s ismétlddés (-189 pozicidban), és jelen van egy (6A)4 elem is (-
120 poziciéban). A (GA)s ismétlédés gyakori a névényi genomokban, kiilonosképp jellemzé a
novényi promoterekre (Santi et al., 2003). GA/TC - ismétlédés - kotd proteinek Drosophila-ban
GAGA vagy GAF fehérjékként ismertek (Soeller et al., 1993). A Drosophila GAF néhdny

/////

promoterével (Soeller et al., 1993).

2. tdbldzat: A FaCTRI promoterében azonositott szabdlyozé régidk szekvencidja, szerepiik,
eléforduldsuk szdma és helye

Motivum Eléforduldsdnak .
. Szerepe ., Szerz6k
szekvencidja szdma és helye
GAAAAA Patogén és s6 indukdita 3,-104,-207,-278 | Park et al., 2004
stresszvdlasz
Enhancer, nukledris
TCTCTCTC fehérjékkel torténd 2,-140, -130 Pauli et al., 2004
interakcio
. 4,-232,-341,-384, | Haralampidis et al.,
CCAAT Héstressz 649 2002
TTGACC Elicitor 1,-298 Eulgem et al., 1999
(GA/TC)s Homeodomén gének 1, -524 Santi et al., 2003
szabdlyozd eleme
CCGAAA Hidegstressz 2,-240, -322 Dunn et al., 1998
AGCAGC Anaerob stressz 1,-479 Mohanty et dl.,
2005
Yamagata et al.,
TGTCACA Enhancer 1,-721 2002
CAANNNNATC Cirkadidn ritmus 1,-1234 E';;;‘””“ etal.
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Dehidratdcié és sotétség Simpson et al.,
ACETE indukdlta szeneszcencia 1,-1523 2003
TAACAA Giberellin vdlasz 1,-410 Ogawa et al., 2003
CTCTT Felfete!elzeﬁen a 2 1225997 Stougaard et al.,
noduldcioban van szerepe 1990

A homeotikus gének elcsendesitésében szerepet jdtszé polycomb vélasz elemei szintén
tartalmaznak GAF kotd GA ismétlédéseket (Busturia et al., 2001). Novényekben a (GA/TC)g
ismétlédések funkcidjardl kevés adat van. Arabidopsis-ban az ismétlédés t6bb homeodomén gén
promoterében is jelen van. Arpdban, a BKn3 gén expressziéjdnak szabdlyozdsa a BBR (barley b
recombinant) fehérjének a gén promoterében és intronjdban levé (6A/TC)s ismétlédésekhez vald
kotddése dltal torténik (Santi et al., 2003). A BKn3 a homeobox gének csoportjdba tartozik és a
merisztémdk fenntartdsdban és levélkezdemények kialakuldsdban jdtszik szerepet (Santi et al.,
2003). Mindkét promoterben jelen vannak a kiilonb6zd stresszvdlaszban szerepet jdtszé
szabdlyozé motivumok, ilyenek példaul a patogén, sé, hg, dehidratdcié és sotétség indukdlta
szeneszcencidban, valamint anaerobidzis sordn fellépé stresszvdlaszokban résztvevd elemek.

3. Az izoldlt gének funkciondlis elemzése

A leirt gének egy részének funkciondlis elemzése mar folyamatban van, szensz és antiszensz
konstrukciokkal szamécdt, paradicsomot (Minitom) és dohdnyt transzformdlunk. Az etilén
bioszintézisben résztvevé géneken kiviil (FaACS, FaACo és FaCTRI) a 14. dbrdn érés-specifikus
expressziét mutaté és az 5. tdbldzatban 3-jellel és szines hdttérrel kiemelt gének elemzése van
mdr folyamatban, illetve szerepel a terveinkben (jelenleg két Ph.D. hallgaté: Koncz Timea és
Tisza Viktéria dolgozik a téman.

I - 15511004 (Fasa)

I 2 .411003 (Fato)

R 2100 (Fanir

_ 14. dbra: Az érés indukdlta gének
C14M13M002 (FaRHz2) expressziéja szemikvantitativ RT-PCR-rel.

Mintdk: gyiimélcshis 1: zald, 2: fehér, 3:

C14M21MO0O06 (FaRLKI) rézsaszin 4: piros érési stddiumban

_____ P—"m
1 2 3 4

GAPDH (kontroll)
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5. tdbldzat: Az etilénbioszintézisben résztvevd és a gyiimélcs érése sordn expressziés vdltozdst
mutatd gének izoldldsdnak pillanatnyi helyzete (A + jelek és a szines celldk a funkciondlis
elemzésre kész géneket jeldlik; a fehér foltok esetében csak részleges szekvencidkat
hatdroztunk meg eddig)

Teljes hosszlsdgu
Gén Genomi klén Promoter
cDNS

FaACS
(etilén)
FaACO
(etilén)
FaCTR1
(etilén)
FaHd
(érés)
FaNit
(érés) &
FaRingH2
(érés)
FaRLK
(érés)
FaSpa
(érés)

3.1. Uj konstrukciék elééllitdsa, és Agrobacterium tumefaciens transzformdcidja a szaméca
géneket hordozo rekombindns vektorokkal

A transzformdciéhoz az izoldlt cDNS-eket és promotereket pBI121-es plazmidba klonoztuk, és a
rekombindns plazmidokkal Agrobacterium tumefaciens EHA 105-6s torzset transzformdltunk.
Ezeknek a kisérleteknek a részleteit ez a zdréjelentés nem tartalmazza.

3.2. Szamdcalevelek hajtdsregenerdciéja

Az Agrocbacterium tumefaciens kozvetitette transzformdcio céljabdl levél szegmentumbdl
kiindulo  hajtdsregenerdcids és transzformdciés modszereket hasonlitottunk ossze. A
hajtdsregenerdcids kisérletekbe Fragaria x ananassa Duch. fajtdkat (Elvira, F5, Marmalade,
Rabunda, Senga sengana) és erdei szamécdt (Fragaria vesca L.) vontunk be, MS és N6
alaptdptalajok és 10-féle hormonkombindcié alkalmazdsdval, amelyekrél részletesen egy
késziilében 1évé publikjdcioban szdmolunk be. Példaként a 15. dbrdn az Elvira fajta

hajtdsregenerdcidja lathaté kétféle tdptalajon.
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15. dbra: Az Elvira fajta hajtdsregenerdciéja MS+0,2 mg/ml 2,4-D+2 mg/ml TDZ (A) és MS+10 mg/|
BA+1 mg/] IES tdptalajon (B). roviditések: 2,4-D: 2,4 -diklérfenoxi ecetsav; TDZ: tidiazuron; BA:
benziladenin; IES:indol-ecetsav).

3.3. Transzformdcié Agrobacterium tumefaciens-szel

Az Agrobacterium tumefaciens kozvetitette transzformdciohoz James et al. (1990)
publikdcid jabdl indultunk ki, de az eljdrdst mds novényfajokkal (szegfd, alma, dohdny, paradicsom
és szamdca) végzett sajat kisérleteink alapjan médositottuk, amelynek részleteit szintén a
kozeljovdben publikdljuk. A dbra szelekciét tilélé feltételezhetéen transzformdns (16. dbra: a)
és a nem transzformadns kifehéredd hajtdsokat (16. dbra: b) mutatja be. A 16. dbra (c) részén a

transzgén integrdciéjanak PCR ellenérzése lathatd.

16. dbra: Kanamicin tartalmui tdptalajon regenerdlédé szaméca (Fragaria x ananassa Duch.) névények.

A fejlédé zsld hajtdsok (a) a kifehéredd hajtdsok (b) mellett a sikeres Agrobacterium transzformdcié elsg
jelei. A génspecifikus primerekkel végrehajtott PCR a vdrt méretl fragmentumot szaporitotta fel, amely a P
jeli mintdban megjelend DNS termékkel azonos nagysdgd. (M: DNS molekulatémeg marker; P: pozitiv
kontroll, a gént hordozé plazmid; IV/3, 424, 401, 201, 310 transzformdnsok; K kontroll ngvény DNS-mintdi.
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4. Osszefoglalds

A cDNS-AFLP technika alkalmazdsdval sikeriilt azonositani a szaméca érésére jellemzé (]
géneket, és az utéérd gylimolcsokben mdr leirt, érés indukdlta géneket is. Ezek az érési
folyamatok kozos elemeit képezik. Sikeriilt elkiiloniteni érési stadiumokra, valamint szévettipusra
jellemzé szaméca géneket. Az izoldlt klonok kozott taldlhatéak olyan potencidlis szabdlyozé
elemek, amelyek klimaktérikus és nem klimaktérikus gylimélcsokre egyardnt jellemzdek. Ezek
funkciondlis elemzése fényt derithet a nem klimaktérikus érés szabdlyozdsdnak ismeretlen
ldncszemeire.

Az efilén bioszintézis és jeldtviteli Utvonal kulcsgénjei a szamécdban a tobbi névényhez
hasonléan, jelen vannak. Elsdként szamolunk be szaméca ACC-szintdz gén izoldldsrél. Az dltalunk
azonositott ACS szerepe valdszinlileg hasonlé az almdbdl izoldlt MdACS5-éhez, ugyanis fiatal
vegetativ szovettipusokban, valamint a zold gyiimalcsben van jelen, ugyanakkor elicitorokkal is
indukdlhaté. Az ACS-el ellentétben az ACO érés indukdlta mintdzata arra enged kévetkeztetni,
hogy az érés elérehaladtdval az etiléntermelés a szamdcdban is fokozédik. Az etilén vdlasz
jeldtviteli (tban az etilén negativ reguldtoraként mikodé CTR1-et kédolo FaCTRI expresszidja a
mds novényekbdl izoldlt CTR1-ekhez hasonléan konstitutiv. Az izoldlt ACS, ACO és CTRI gének és
promotereinek bioinformatikai elemzése sok (j informdciéval jarul hozzd a szamdca etilén
bioszintézis és jeldtviteli folyamatok tisztdzdsdhoz, de az etilén szamécdban betsltott
szerepének pontos meghatdrozdsdhoz sziikséges az ACC szintdz és oxiddz géncsaldd tovdbbi
tagjainak izoldldsa és expresziés mintdzatuk és promotereik meghatdrozdsa. A zdrdjelentésben
felsorolt gének szekvenciainformdciéja kiinduldsként szolgdl a differencidltan szabdlyozott
gének promotereinek izoldldsdhoz, igy a zéld, valamint érés-specifikusan expresszdlédé gének
promotereiben kozds szabdlyozé elemek azonositdsat teszi lehetévé, és ezdltal meghatdrozhaté a
szaméca érésének dtfogd transzkripcios szabdlyozdsa.

jeli mintdban megjelend DNS termékkel azonos nagysdgd. (M: DNS molekulatémeg marker; P: pozitiv
kontroll, a gént hordozd plazmid; IV/3, 424, 401, 201, 310 transzformdnsok; K kontroll novény DNS-mintdi.
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