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OSSZEFOGLALAS

A specifikus promoterek izoldlasa az utobbi években kiemelt
fontossaguva valt a genetikai és élettani kutatasokban. Amellett,
hogy lehetéséget ad a génexpresszio szabadlyozdsanak feltardasara,
célzott expresszioval az alkalmazott biotechnologiai kutatasokban
is jelentds eldrehaladdsok varhatoak. Munkdankban ot, szamoécabol
izolalt érés- és szovet-specifikus gén promoterét izoldaltuk és
Jellemeztiik bioinformatikai modszerekkel. Az érés-specifikus ACC-
oxidaz (amely az etilén bioszintézis egyik kulcsenzime, és az utoéré
gyiimélesokben kozvetleniil kapesolodik az érés folyamatihoz) és
Spatula gének promoter régioiban sikeriilt auxinhoz és etilénhez
kotédo cisz szabdlyozo elemeket azonositanunk, megerdsitve az
eddigi feltételezéseket, hogy a nem-utoérd szamoca esetében is van
osszefiiggés az etiléntermelddés és az érés folyamata kozétt.
Harom, zold receptakulumban expresszalodo gén (nitrildzszerti
fehérje, Ring transzkripcios faktor, aquaporin fehérje) promoter

régiojat is megvizsgaltuk, ezekben is tobb, hormondlis
szabdlyozasra utalo elemet azonositottunk. Mind az ot gén
promoter  szekvencidjaban  talaltunk  tobb  stresszvalasszal

kapcsolatos elemet, valamint endospermium-specifikus expressziot
biztosité motivumokat.

Kulcsszavak:
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SUMMARY

Isolation of ripening- and tissue-specific promoters has
become a very important subject of the genetic regulation and
plant physiology research in recent years. It could be possible to
reveal the regulation of gene expression, and it may be a very
useful approach in the biotechnology. In our work, we have
isolated promoter regions of genes exhibiting ripening- and tissue-
specific expression in our previous experiments, and the data were
characterized by bioinformatic methods. In the sequence of the
ripening-specific Spatula and ACC-oxidase promoters (ACC-
oxidase is one of the key-enzymes of ethylene biosynthesis, directly
related to the process of ripening); we could identify auxin- and
ethylene-related cis-regulatory elements. This suggests that there
is an interaction between ripening and ethylene-synthesis, in case
of non-climacteric strawberry, too. We investigated the promoter
regions of three green receptacle-specific genes (putative nitrilase-
like protein, Ring transcription factor and an aquaporin protein)
and we could identify several regulatory elements, which refer to
hormonal regulation. Additionally, we could find several cis-

acting elements which associated with stress-responsiveness and
endospermium-specific expression.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch., specific promoters,
ripening, receptacle, bioinformatics

BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A gének eldtt 5’upstream irdnyban elhelyezkedd
szabalyoz6 régi6, a promoter, mely a mogotte
elhelyezkedé gén expressziojat befolyasolja, az
utobbi  években kiemelt szerepet kapott a
novényélettani és szabalyozasgenetikai kutatasokban.
Elsésorban olyan promoterekre koncentralnak,
amelyek miikddése nem konstitutiv, hanem valamely
sejt- vagy szovettipusra jellemzo, illetve kivalthatd
kiils6 fizikai vagy kémiai hatassal. Az ilyen irany(
kutatasok azért is jelentdsek, mert a specifikus
promoterek azonositdsa olyan eszkozt adhat a
novénygenetikusok kezébe, amellyel képesek a
kivalasztott gének expressziojat célzottan
befolyasolni, illetve a gének iddbeni és térbeli
funkciojardl informaciot adni. A szamodca esetében
még kevés olyan szekvencia all rendelkezésre, amely
ilyen célra alkalmazhato, ezek koziil sorolunk fel
néhanyat:

- Endo-B-1,4 gliikkanazok ko6zé tartozé FaEGI; 3

(Spolaore et al., 2003)

- Feltételezett MADS-box STAG1 (Rosin et al.,

2003)

- Egy D-galakturonsav reduktaz GalUR (Agius

et al., 2003)

- Lipid transzfer protein Faxltp (Yubero-Serrano

etal., 2003)

- Strukturalis sejtfal fehérje Fahyprp (Blanco-

Portales et al., 2004)

- Citoszolikus aszkorbat peroxidaz Apx SC (Kim és

Chung, 1998)

A promoterek ismerete genomikai szempontbol is

fontos, mivel hozzjarulhat a génszabalyozas,
valamint a  kiilonb6z6  élettani  folyamatok

megértéséhez, illetve a koztik levé kolcsonhatasok
feltarasahoz.

A promoter régiok izolalasara tobbféle technikat
alkalmaznak. Kezdetben a genomi konyvtarakat
ismert szekvenciaju cDNS-ekkel screenelték.
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Ez a technika azonban draga és iddigényes, ezért (Thermal Assymetric Interlaced-PCR) kifejlesztése
fordultak egyre inkabb a PCR-alapu technikak felé. volt (Liu és Whittier, 1995). Ez a technika a PCR-en
Az ide sorolhat6 inverz-PCR (Ochman et al., 1988) kiviil nem igényel semmilyen jarulékos modszert.
¢és az adapter-ligalassal kombinalt PCR (Rosenthal és Hérom egymast kdvetd PCR reakcioban szerepelnek
Jones, 1990) esetében azonban problémat jelentett a degeneralt, valamint az ismert szekvencia 5* végére
olyan mindségli DNS izolalasa, amely megfeleld volt specifikus primerek meghatarozott kombinaciokban
a tokéletes endonukledzos emésztéshez. A (1. abra).

modszerekben a kovetkezd 1épés a TAIL-PCR

1. abra: A TAIL-PCR-ben alkalmazott primerek elhelyezkedése
A degeneralt primer a Keresett szekvencidban kotédik. A génspecifikus primereket (S1, S2, S3, S4) az ismert szekvencia alapjan
tervezziik meg, az 5’ véghez lehetoleg minél kozelebb. Sargaval jeloltiik a transzlacié kezdetét jelzo start kodont (ATG), kékkel pedig
az el6tte elhelyezkedd nem atir6d6é (UnTranslated Region) szekvenciat.

Degeneralt primer(1)
UTRQ3) ATG(4)
OREF(5)

Az ismert szekvenciatol 5’iranyban
elhelyezkedd ismeretlen szekvenciaju
promoter régio(2) S4 S3 S2 S1

a

- < -
< « <

Figure 1: Locations of primers used in TAIL-PCR. Degenerated primer binds in the unknown region. The gene-specific primers (S1, S2,
83, S4) are designed based on the sequence of known sequence of 5’UTR ( if it is identified) or ORF (open reading frame) as close as
possible to the 5’end
Degenerate primer(1), 5 upstream unknown sequence of promoter region(2), untranslated region(3), start codon(4), open reading frame(5)

Az altalunk alkalmazott médositott TAIL-PCR-t legnagyobb homolégiat, mig nukleotid szinten a
(2. dbra) Michiels és munkatarsai (2003) fejlesztették gorogdinnyébdl (Citrullus lanatus Thunb.) izolalt

ki. RING fingerrel. A RING finger fehérjék szamos

Az eredeti TAIL-PCR-ben (Liu ¢és Whittier, szervezetben fontos szerepet jatszanak a fejlodés
1995) 16 bp hosszusagu degeneralt primercket szabalyozasaban. Novényekben eddig csak néhanyat
alkalmaztak a génspecifikus primerek mellett. A jellemeztek funkcionalisan.
ciklusokban ennek megfeleléen alacsony és magas A masodik szovet-specifikus gén fehérje szinten
kapcsolodasi homérsékleteket kombinaltak, hogy a egy  Arabidodpsisbol  izolalt  feltételezhetGen
specifikus és nem-specifikus primerek egyarant nitrildzszerd  proteinnel mutatja a legnagyobb
képesek legyenek a DNS-templathoz valé kotédésre. homologiat. A nitrilazok képesek a nitrileket a
A modszernek tobb hatranya is volt: a felszaporitott megfeleld karboxilsavva hidrolizalni, igy szerepiik
fragmentumok tobbségének mérete nem haladta meg lehet az IES bioszintézisében is, amely a
az 1 kb-t, és komplex genomok esetében a PCR természetben legnagyobb mennyiségben el6forduld
hatékonysaga is jelentdsen csokkent. Ezeknek a auxin. Szamoécaban mar irtak le kozvetlen
problémaknak az athidalasara tobb modositast is kapcsolatot az aszmag auxintermelése és a gylimolcs
alkalmaztak a késébbickben. A Michiels és érése kozott (Manning, 1994).
munkatarsai altal kifejlesztett modszerrel képesek Szintén szovet-specifikus expressziot mutat az a
voltak komplex ndvényi genombol 1is nagy gén, amely egy almabol izolalt plazma membranba
hatékonysaggal 1 kb-t meghaladdé promoter régiot agyazodo (Plasma membrane intrinsic protein — PiP)
izolalni (Michiels et al., 2003). Az eredeti leirashoz aquaporin fehérjével adja a legnagyobb homoldgiat
képest hosszabb (26 bp) génspecifikus primereket fehérje szinten. Ez szerepet jatszik a gyiimolcs
alkalmaztak, és két kontroll-reakcid beillesztésével megnagyobbodasaban és stresszt kivalto
sikeriilt elkiiloniteniiik a specifikus és nem specifikus koriilmények  kozott a  viz ~ homeosztazis
termékeket. fenntartasaban (Hu et al., 2003).

Munkénk soran kiilon vizsgaltuk a kiilonb6zo Két, érés-specifikus expresszioval jellemezhetd
érési stadiumokban, az aszmagban, valamint a gén promoterét is izolaltuk. Ez a tovabbi vizsgalatok
receptakulumban  expresszalodd ~ géneket. A szempontjabol nagyon fontos, mivel a szamoca
receptakulum a szamoca esetében nem a valodi kitind modellndvény a nem-utdérd gyliimdlesdk érési
termés része, hanem az elhtisosodott vacok. Harom folyamatainak vizsgalatdban. Ismert, hogy az utoéro,
olyan gén promoter régiojat azonositottuk, amely az vagyis klimaktérikus gyiimolcsok esetében az érés jol
el6zetes cDNS-AFLP és szemi-kvantitativ RT-PCR jellemezhetd egy etiléntermelési csuccesal
vizsgalatok alapjan (Balogh et al., 2005) csupan a (Giovannoni, 2004). Ilyet nem-utdéroknél még nem
z0ld receptakulumban expresszalodik, ezek a tudtak azonositani, bar az érés kései fazisaban
kovetkezoek: cink-ujj (zinc-finger) tipusu fehérje, sikeriilt etiléntermelést kimutatni szamocabol in vivo
feltételezett nitrilaz és aquaporin fehérje. (Perkins-Veazie et al., 1996). Azt azonban nem

A cink-ujj fehérje egy Arabidopsisbol szarmazo sikeriilt még egyértelmien bizonyitani, hogy a
C3HC4 tipusu RING finger fehérjével mutatja a szamoca altal termelt etilén az érési folyamatokkal
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van-¢ szoros Osszefliggésben, vagy pedig stressz-
indukalta etilén. Mivel az etiléntermelés egyik
kulcsenzime az ACC-oxidaz (Yang és Hoffman,
1984), a gén promoterének jellemzése segitséget
nyutjthat az etilén szerepének tisztazasaban is.

A masik érés-specifikus gén, a Spatula, fehérje
szinten Arabidodpsisbdl izolalt fehérjével mutatja a
legnagyobb homologiat. Neve a mutansok esetében
megjelend fenotipusos elvaltozasra, a spatula alaka
termésre utal. Funkciondlisan transzkripcios faktor,
mely szerkezetét tekintve basic-helix-loop-helix
fehérje (Heisler et al., 2001). Ez azt jelenti, hogy
tartalmaz egy alap spiral-hurok-spiral domént.

Kisérleteinkben azokbol az eredményekbdl
indultunk ki, amelyeket (Fragaria x ananassa Duch.
cv. ’Elsanta’) ¢cDNS-AFLP modszerrel kaptunk a
szamodca gyimolcs-fejlodésében és érésében mitkodod
gének meghatarozasa soran. Olyan transzkriptumokat
valasztottunk, amelyek feltételezhetéen  érés-
specifikus, illetve receptakulum-specifikus
expressziot mutatnak. Ezek promoter régidit izolaltuk
az altalunk meghatdrozott teljes hosszisagi cDNS
szekvenciak alapjan (Balogh et al., 2005) TAIL-PCR

modszerrel, majd a  kapott  szekvencidkat
bioinformatikai elemzés ala vetettiik.
ANYAG ES MODSZER
DNS-izolalas
A reakciokban alkalmazott DNS-t Nucleon

Phytopure Plant DNA Extraction Kit-tel vontuk ki
fiatal levelekbdl (Fragaria * ananassa Duch. cv.
Marmolade) a gyartd eldirasait kovetve. Azért
véalasztottuk ezt a moddszert, mert a TAIL-PCR-hez
nagyon jo minéségii DNS sziikséges, €s tobb kitet,
illetve hagyomanyos modszert Osszehasonlitva ez
adta a legjobb eredményt. Modositasként utolag 1
oras RNaz kezelést alkalmaztunk, 37°C-os
inkubéciés homérsékleten. A DNS kvalitativ és
kvantitativ jellemzésére a mintakat 0,8%-o0s agardz
gélen megfuttattuk, valamint NanoDrop késziilékkel
megmértiik a DNS koncentraciojat és tisztasagat.

Moédositott TAIL-PCR

Kisérleteinkben a Michiels és munkatarsai altal
leirt modositott TAIL-PCR modszert alkalmaztuk
(Michiels et al., 2003). A 2. abran lathato, hogy épiil
egymasra az egymast kovetd harom PCR-reakcio.
Mindharom reakciot BioRad iCycler tipust
késziilékben végeztik el, a reakcid végtérfogata
mindharom esetben 20 pul volt. A kiindulasi
reakcidban 80 ng DNS-t hasznaltunk fel. A
mastermix  Osszetétele 1 mintara: 0,2 pM
génspecifikus primer, 2 pM degeneralt primer, 0,2-
0,2 mM dNTP, 0,6 U Taq polymerase (1U/ul,
WestTeam Biotech, Pécs), 10x puffer, 20 nM MgCl,
(25 mM). A reakcidé hémérsékleti koriilményeit az /.
tablazat tartalmazza. A TAIL-PCR reakciokban
alkalmazott primerek a 2. tdbldzatban vannak
feltiintetve.

1. tablazat
Az els6é PCR reakci6 hémérsékleti és id6 profilja

Ciklusok szama(1) Tm (°C) Id6tartam(2)

1 93 Imin
95 5 min

94 30 sec

5 62 1 min
72 2,5 min

94 30 min

1 25-72 3 min
72 2,5 min

94 20 sec

68 3,5 min

94 20 sec

15 63 3,5 min
94 30 sec

42 Imin

72 2,5 min

1 72 5 min
4 )

Table 1: Temperature and time profile of the first TAIL-PCR
reaction
Number of cycles(1), duration(2)

A reakcidoban ACO Prol, Spa Prol, Ring Prol, PiP
Prol, Nit Prol génspecifikus primereket (2. dbra:
S1) alkalmaztunk. Minden primert kiprobaltunk az
irodalmi adatok alapjan kivalasztott hat degeneralt
primerrel (2. abra: AD), és a tovabbi két reakcioban
is e szerint a rendszer szerint hasznaltuk dket.

Masodik reakcio: Templatként az el6zé reakcid
termékének S50-szeres higitasabol hasznaltunk fel 1
pl-t. A mastermix Osszetétele azonos volt, az
egyetlen valtoztatds a génspecifikus primer volt. A
reakcio paramétereit a 3. tablazafban foglaltuk dssze.
A reakciokban szerepld génspecifikus primerek:
ACO Pro2, Spa Pro2, Ring Pro2, PiP Pro2, Nit Pro2
(2. abra: S2).

A harmadik reakcidoban templatként a masodik
reakcio termékének 10-szeres higitasabol vettiink ki
1 pl-t. A mastermixet a kovetkezok szerint alltottuk
Ossze: 0,2-0,2 pM génspecifikus és degeneralt
primer, 0,8 mM dNTP, 20 nM MgCl, (25 mM), 1 U
Taq Polimerase (1 U/ul, WestTeam Biotech, Pécs),
10x  puffer. A reakcid korilményeket az 4.
tablazatban tlintettiik fel. A nem specifikus termékek
kisziirésének érdekében két kontroll reakciot is
alkalmaztunk. Az els6nél egy ujabb génspecifikus
primert, a masodik esetben pedig csak degeneralt
primereket hasznaltunk.

A reakcidkban szereplé génspecifikus primerek:
ACO Pro3-ACO Pro4, Spa Pro3-Spa Pro4, Ring
Pro3-Ring Pro4, PiP Pro3-PiP Pro4, Nit Pro3-Nit
Pro5 (2. abra S3, S4). A degeneralt primereket (2.
dabra:  AD) az eclébbickben leirtak  szerint
alkalmaztuk.
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2. dbra: A médositott TAIL-PCR
A médositott TAIL-PCR-ben a harom egymast koveté reakcié kapcsolatat, valamint a primerek elhelyezkedését mutatja az abra.
Minden reakciot hat kiilonboz6 degeneralt primmerrel inditottuk (AD1, AD2, AD3, AD4, AD5, AD6), melyeket a megfelelé
specifikus primerekkel hasznaltunk parban. Az elsé reakciéban az S1-gyel jelolt primereket alkalmaztuk, a masodikban az S2-nek, a
harmadikban pedig az S3-nak és az S4-nek megfeleléeket. A harmadik PCR esetében, amely az els6é kontroll reakcié, a degeneralt
primer az S3 génspecifikus primerrel hasznalva kiozel azonos méretii terméket szaporit fel, mint az S4 génspecifikus primerrel).
Ezek a fragmentumok atfedik az ismert szekvencia el6tti 5> upstream régiot. A beillesztett gélfoté a nitrilaz gén promoterének
felaszaporitasat szemlélteti. A masodik kontrollban csak degeneralt primerek vannak jelen, igy minden felszaporitott termék
aspecfikus, a gélfoton harom ilyen amplikon lithaté (az is el6fordulhat, hogy egyalatlin nem kapunk az AD primerrel PCR
terméket).

5 S4 S3

S2
T 3’

1. PCR reakci6(3) Ismert szekvencia(2)

Gélfoto

, [—
TERMEK(S)

50 higitas(6) e

Ap—

2. PCR reakei6(3) el

—

——
TERM EK(5) ) - - _
10x higités(6) / / \

3. PCR reakcio(3) AD+AD
termékek(5)
S3+AD  S4+AD
termék(5) termék(5)
TERMEK(5)
2.Kontro I1(7)
AD+AD
AD AD
-—) <4mm
1 Kontroll(7) [ ]
S4+AD

AD S4

) <4mm

| | Valodi termék(8)

i i i | AD S3+AD S3
| |
AD AD S3 S3
| ]
AD AD
— <=

Figure 2: The modified TAIL-PCR. The schematic figure presents the relationships between the three PCR reactions and locations of the
primers. The pink and yellow boxes show the specific and degenerate primers used in reactions. At first, we started six reactions with six
different degenerate primers paired with the corresponding gene-specific primers S. The following reactions were carried out with the same
degenerate primers and the next gene-specific primers. In the third PCR, which is the first control reaction, S3 gene-specific primer was
used with the AD degenerate primer. The size of the amplified fragment was similar to the amplicon obtained with a degenerate primer and
an S4 gene specific primer. These two fragments overlap the 5 upstream region of the known sequence. In the second control reaction, only
non-specific fragments are present; therefore, all the amplicons are aspecific products (there are three of these aspecific amplicons in the
Gélfoto). In the gel photo (Gélfoto), the third reaction of the TAIL- PCR can be seen in the case of Nitrilase promoter. The size-difference
between the amplified fragments due to the location of the two specific primers can be clearly recognized. These fragments are not present
when only degenerate primers are used
Unknown sequence(1), known sequence(2), PCR-reaction(3), primers(4), product(5), dilution(6), control(7), real product(8)
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2. tablazat
A TAIL-PCR-ben alkalmazott génspecifikus és degeneralt primerek
Primer neve(1) Primer szekvenciaja(2) n (bp) Tm (°C)

ACO Prol 5'- CGT GTC CAG AAA CAC AGT GGG TAT - 3' 24 62,0
ACO Pro2 5'-CCA TGA TTC ACC AGC TCA AAG AAA CCC CAGTTC-3' 33 67,0
ACO Pro3 5'-CTT GAC TTC TCT CTC TGG CTC TT - 3' 23 60,0
ACO Pro4 5'-CTC TTT CTC TCG AGT GTT GGC TCA A - 3' 25 62,0
SPA Prol 5'- CTA TCA TTG CTC GGA CTG CCG AGAT-3' 25 63,6
SPA Pro2 5'- GAC TCT GAG CAA CTG AGA CCGAAGA-3' 25 63,2
SPA Pro3 5'-TCC TAT TGC TCT GTT TCA GA - 3' 20 53,7
SPA Pro4 5'- GAA CTG CTG TCC GGT CAA AGA CGA AG-3' 26 65,1
SPA 5' RACE 5'- CTT GGA TGA GTT TGG GAG CTG AAA -3 24 60,2
Ring Pro 1 5'- ACT TGA GAG ACC CAT TTA GCA GAT GCA CAA GT -3' 32 64,6
Ring Pro 2 5'- TCT GAT GGA GCT GGG AGA CTT GAG AGA CCC ATT - 3' 33 68,2
Ring Pro 3 5'- GGA GGA TGG ATC TCA CTA GGC CCTTGATGA T - 3' 31 67,3
Ring Pro 4 5'- TGA AGC CGG TGA GGC TGA GGA TGA AGA TGA - 3' 30 67,4
2443M007 Prol 5'- CCT TGC CGT CGT CCT GGC TCT GA - 3' 23 67,0
2443M007 Pro2 5'- ACT TGT TGG CTC CCA AGC TCA CATCT - 3' 26 64,0
2443MO007 Pro3 5'- CCT CCT TGG CCT CCA TGA TCG TAG TAG A - 3' 28 66,0
2443M007 Pro4 5'- AAC GAC TGC GTT TGA TGT GAT TGA AG - 3' 26 60,0
Nit Pro 1 5'- GGG CAG CTT GGA CAT TGT TTGTTC T - 3' 25 62,0
Nit Pro 5 5'- GGA AAG CTG GGA GCA GAG AGT GTG TGT - 3' 27 66,5
Nit Pro 3 5'- GTA AAA GAT GAG CCT TGA GCT - 3' 21 56,0
Nit Pro 4 5'-CCG CTG CTG ACT CCACGA CCCATAT-3' 25 66,9
ADI1 5'- TGA GNA GTA NCA GAG A - 3' 16

AD2 5'- CAT CGN CNG ANA CGA A -3 16

AD3 5'-NTC GAS TWT SGW GTT - 3' 15

AD4 5'-TGW GNA GWA NCA SAGA -3 16

AD5 5'-NGT CGA SWG ANA WGA A -3' 16

AD6 5'- WGT GNA GWA NCANAG A -3 16

Table 2: Gene-specific (S) and degenerate (AD) primers used in the TAIL-PCR reactions
Primer name(1), primer sequence(2)
3. tabldzat 4 tablazat

A masodik TAIL-PCR reakcié hémérsékleti és idé profilja

A harmadik TAIL-PCR reakci6 jellemzéi

Table 3: Temperature and time profile of the second TAIL-

PCR reaction

Number of cycles(1), duration(2)

A kapott

fragmentumokat

Ciklusok szama(1) Tm (°C) Idétartam(2) Ciklusok szama(1) Tm (°C) Id6tartam(2)

12 94 20 sec 94 30 sec
65 3,5 min 30 42 1 min
94 20 sec 72 2,5 min
65 3,5 min 1 72 5 min
94 30 sec

1 4 1 min Table 4: Temperature and time profile of the third TAIL-PCR
7 2.5 min reaction

— Number of cycles(1), duration(2)
72 5 min
4 % Ligalas, klonozas

TA-klonozassal
épitettik be pGEM®-T Easy vektorba (Promega,

BioScience Kft., Budapest), amellyel Escherichia

coli kompetens sejteket (INVaoF, Invitrogen, Csertex
Kft., Budapest) transzformaltunk.
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Kolonia PCR utan a rekombinans plazmidokat
Promega Wizard® Plus Miniprep DNA Purification
kittel (BioScience Kft., Budapest) izolaltuk. A
szekvenalas M 13 univerzalis primerekkel tortént ABI

Prism 310 szekvenald késziiléken (Applied
Biosystems) a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatointézetben (G6dollo).
Szekvencia-elemzés

A szekvenalasi eredményeket BioEdit

programmal illesztettiik Ossze, illetve ellendriztiik a
szekvenalas  helyességét. Az ilyen  alapon
valoszinUsitett ~ promoterrégiok  bioinformatikai
elemzését PlantCare programmal (Lescot et al.,
2002) végeztik, mely azonositja a szekvencian
talalhato mar leirt cisz-elemeket.

EREDMENYEK

A TAIL-PCR mddszerrel az 6t promoter régid
esetében 448 ¢és 1567 bp kozotti méreti DNS
szakaszokat  szaporitottunk  fel.  Szekvencia-
Osszehasonlitassal és kisérletesen is igazoltuk, hogy

valdban az adott gén el6tt 5’iranyban helyezkednek
el. El6szor a promoter szekvenciakat
Osszeillesztettiik a rendelkezésre 4ll6 cDNS illetve
5’UTR szekvenciakkal, majd azonositottuk a TAIL-
PCR-ben hasznalt génspecifikus primerek
kotohelyeit. A 3. dbran lathatéak a cDNS-ek, az
5’UTR-ek, valamint a promoter szekvencidk mérete
és a transzlacios startkodonok elhelyezkedése.
Ezutdn a promoterek szekvenciaira forward
primereket terveztink. Ezeket a TAIL-PCR-ben
hasznalt génspecifikus primerekkel genomi DNS-en
teszteltik, majd a kapott fragmentumokat
szekvenaltattuk (nem ko6zolt adat). Ezzel kisérletesen
is bizonyitottuk, hogy az altalunk izolalt szekvenciak
a gének el6tt 5° iranyban helyezkednek el.

Miutan a  kapott szekvencidkat promoter
régioként azonositottuk, bizonyitottuk, hogy az
altalunk alkalmazott Michiels et al., altal modositott
TAIL-PCR szamoéca (Fragaria % ananassa Duch.)
esettben is alkalmas ismert szekvencidkhoz
5’iranyban kapcsolodo szabalyozé régiok izoldlasara.
A 3. dbran szemléltetjiik, hogy az egyes gének
elétt  mekkora  promoter  régiot  sikerdilt
felszaporitanunk.

3. abra: A TAIL-PCR-rel izoldlt promoterek méretei
Az abran kék szinnel jeloltiik a nem atirédé régiokat (UTR), sargaval pedig a transzlacios start kodont (ORF: open reading frame)

1 71bp | ORF(6)
© ACC-oxidiz promoter(1): 1567 bp >
1 23bp | ORF (6)
Spatula promoter(2). 946 bp >
1 67bp I ORF (6)
Ring promo ter(3): 1209 bp >
[ 98bp | ORF 6)
PiP promoter(4): 839 bp >
1 96 bp I ORF (6)
Nitrildz promoter(5): 48bp ~ ——»

Figure 3: Sizes of the isolated promoter regions. UTRs are marked with blue box, yellow boxes show the site of the ATG start codon

(ORF': open reading frame)

ACC-oxidase promoter(1), spatula promoter(2), ring promoter(3), plasma membrane intrinsic protein promoter(4), nitrilase promoter(5),

open reading frame(6)

A PlantCare programmal tdbb olyan elemet
azonositottunk, amely valamilyen hormonhatashoz
kothetd. Az 5. tabldzatban foglaltuk Ossze, hogy
utal6 elemek talalhatoak.

Az AuxRR-core elem kivételével mindkét érés-
specifikus expressziot mutatd gén (Spatula és ACC-
oxidaz)  promoterében  k6z0s  motivumokat
azonositottunk. Az AuxRR-core motivumot csak az
ACC-oxidaz promoterében taldltuk meg, a
Spatulaéban nem. Ennek vagy az a magyarazata,

hogy a Spatula promoterének izolalasaban még nem
jutottunk el 5 irdnyban ehhez a motivumhoz, vagy
pedig ez az elem nincs benne a promoterben.
Auxinvalasszal all kapcsolatban a TGA-box is, amely
pozitivan befolyasolja az auxin-indukalhatdsagot
(Tabata et al., 1989). A boxhoz bZIP tipust
transzkripcids faktorok kotddnek (Katagiri et Chua,
1992).

Megfigyelheté az is, hogy bizonyos elemek
tobbszor is megtalalhatéak az adott
promoterrégiokban, de azt, hogy ennek a
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génmiikodés szabalyozasa soran milyen szerepe van,
a rendelkezésre 4llo adatok alapjan, csupan
bioinformatikai eszkdzokkel nem lehet megjosolni.
Bizonyos esetekben egynél tobb cisz szabalyozo
elem jelenléte sziikséges néhany transzkripcios faktor
stabil kotddéséhez (Ulmasov et al., 1999). Ennek
bizonyitasaira mar folynak a génexpresszios
vizsgalatok. Ilyen jelenséggel taladlkoztunk az ERE
esetében, ahol négy ilyen elemet azonositottunk a

Spatula, kettét pedig az ACC-oxidaz valamint a
nitrilaz-szeri proteint kodold gén promoterében.. A
Spatula és az ACC-oxiddz gén érés-specifikusnak
bizonyult, ugyanakkor az etilén-bioszintézisben
résztvevé  géncsaladok egyes tagjai auxinnal
indukalhatéak. A szamdcaban bizonyitottak, hogy az
auxin gatolja az érést (Manning, 1994). Ennck az
ellentmondasnak a feloldasara tovabbi vizsgalatok
sziikségesek.

5. tablazat

Az érés- és szovet-specifikus gének promotereiben talilhaté hormonvalaszhoz kotott elemek szekvenciaja és ismétlodésiik szama

Hormon(1) Motivum neve(2) Szekvencia(3) Gén(4) Ismétlodések szama(5)

Spatula 4
Abszcizinsav ABRE ACGT ACC-oxidaz 3
PiP 3
AuxRR-core GGTC ACC-oxiddz !
Ring 2

Auxi —
uxin TGA-box TGAC ACC-oxidaz 1
Spatula 1
TGA-elem AACG Spatula 1
Spatula 4
Etilén ERE ATTT ACC-oxidaz 2
Nitrilaz 2
P-box CCTT Ring 3
PiP 4

Gibberelli -oxida
ibberellin TATC-box TATC ACC-oxidaz 2
Spatula 1
Ring 1
CGTCA-motivum CGTCA Spatula_ 2
o , ACC-oxidaz 3
Metil-jazmonat Spatul 2

TGACG-motivum TGACG paa

ACC-oxidaz 3
Nitrilaz 1
Szalicilsav TCA-elem AGAA ACC-oxiddz 3
Spatula 1
Ring 3

Table 5: Sequences and number of repeats of the elements involved in hormone-response
Hormone(1), name of the motifs(2), sequence(3), gene(4), number of repeats(5)

Az abszcizinsav-valaszért felelés elemek is
megtalalhatok ~ mindkét  érés-specifikus  gén
promoterében, ami tovabbi megerdsitést ad arra,
hogy az ABA szabalyozza az érési folyamatokat.
Ebben a két esetben is tobbszor megismétlodnek a
motivumok. Az abszcizinsav endogén hormon
antagonistaként gatolja a gibberellin bioszintézisét,
illetve az 4&ltala indukalt biokémiai folyamatokat.
Ennek megfeleléen a két gén promoterében
gibberellin-valaszt szabalyozo elemek is
azonosithatoak, ami a két hormon kolcsonhatasara
szolgaltathat bizonyitékot. Ismert, hogy egyes bHLH
tipusu fehérjék az abszcizinsav valaszreakcioban is
kozremtikddnek. Az abszcizinsav-valaszért felels
elem — a stresszvalaszért felelés elemek mellett
(HSE, MBS, Wun-motivum) - a PiP gén
promoterében is jelen van. Ez 6sszhangban all azzal,

hogy az alma PiP gén is szerepet jatszik a
stresszhatasok alatti viz homeosztazis fenntartasaban.
Néhany stressz-valaszért felel6s elem is megtalalhato
a promoterekben (6. tablazat).

A magas homérsékleti stresszel illetve a sebzéssel
kapcsolatos elemek az Osszes altalunk elemzett
szekvenciaban szerepelnek (7. tablazat)

Tobb motivum endospermium-specifikus
expresszioval van kapcsolatban, melyek az érés,
valamint a szovet-specifikus promoterekben is jelen
vannak (7. és 8. tablazat). llyen a GCN4, melyhez az
Opaque2 bZIP protein kapcsolddik a regulacid soran
(Albani et al., 1997), valamint a prolamin box,
melyhez a DOF tipusu zinc-finger fehérjék képesek
kapcsolodni (Mena et al., 1998). Ezeket egyiittesen
bifaktoridlis  endospermium  boxnak  nevezik
(Marzabal et al., 1998).

97



AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2007/27.

6. tablazat

A promoterekben talilhaté kiilonb6z6 szabalyozo elemek. Kéziiliik tobb a stressz indukalta szabalyozasban jatszik szerepet

Motivum neve(1) Szekvencidja(2) Funkcidja(3)

GCN4 GTCA/GCCA endospermium-specifikus expresszioban szerepet jatszo cisz szabalyozo elem(4)
Prolamin-box AAAG GCN4 motivummal egyiitt vesz részt a szabalyozasban(5)

Skn-1 GTCAT endospermium-specifikus expresszidhoz sziikséges cisz szabalyozo elem(6)
AACA AACA endospermium-specifikus expressziot negativan szabéalyozza(7)

RY-elem CATG mag-specifikus szabalyozasban szerepet jatszo cisz szabalyozo elem(8)
Boksz-W1 TTGA fungélis elicitor(9)

EIRE TTCG elicitor valaszban szerepet jatsz6 elem(10)

ELI-Box3 AAAC elicitor valaszban szerepet jatszo elem(11)

GC CGCG enhancer-szerii elem, anoxikus indukalhatdsag(12)

HSE GAAA magas homérsékleti stressz(13)

MBS CAAC MYB-kotohely, szarazsag-indukéalhatoség(14)

Wun AATT sebzés-indukalhatdsagban jatszik szerepet(15)

A-box TAAC alfa-amildz promoterekben konzervativ szekvencia(16)

MRE AACC MYB-kétéhely, fény-indukalhatdsagban jatszik szerepet(17)

MSA-szerii elem AACG sejtciklus-szabalyozasban szerepet jatszo cisz szabalyozo elem(18)
As-2-box GATA hajtés-specifikus expresszio(19)

Table 6: Different cis-regulatory elements in the isolated promoter regions. Some of them play a role in stress-induced regulation

processes

Name of motifs(1), sequence of motifs(2), function(3), cis-regulatory element involved in endosperm expression(4), cis-acting regulatory

element associated with GCN4(5), cis-acting regulatory element required for endosperm-specific expression(6), negative regulation of

endosperm-specific expression(7), cis-acting element involved in seed-specific expression(8), fungal elicitor(9), elicitor-responsive
element(10), elicitor-responsive element(11), enhancer-like element, anoxic inducibility(12), heat shock element(13), MYB-binding site
involved in druoght-inducibility(14), wound-responsive element(15), sequence conserved in alpha-amylase promoters(16), MYB-binding
site involved in light responsiveness(17), cis-acting regulatory element involved in cell-cycle regulation(18), shoot-specific expression(19)

7. tablazat
Nem hormonhatassal osszefiiggo elemek az érés-specifikus promoterekben

ACCoxidaz A-box[1), Box-W1[3], EIRE[2], GC-motivum[4], GCN4[2], HSE[7], MBS[1], MRE[3], MSA-szerti[1],
Prolamin-box[2], RY-elem[2], Sknl-motivum[4], Wun-motivum[15]
Spatula A-box[1], ELI-box[1], GCN4[3], HSE[10], Prolamin-box[1], Wun-motivum[8], as-2-box[1]

[a promoterekben azonositott motivumok ismétlddésének szama](1)

Table 7: Non-hormone related regulatory elements in the ripening-specific promoters

[Number of repeats of motifs identified in promoter sequences](1)

8. tablazat

A z6ld receptikulum szévet-specifikus promotereiben taldlhaté nem hormonhatassal kapcsolatos szabilyoz6 elemek

Ring

A-box[2], ATC-motivum[4], Box-W1[1), GC-motivum[3], GCN4z[3], HSEz[4], MBS[1], MRE[3], Wun-motivum[10]

PiP

A-box[2], AACA-motivum[1], Box-W1[2], EIRE[2], GC-motivum[6], GCN4[1], HSE[3], MBS[2], MRE[2], RY-elem[1],
Sknl-motivum([1], Wun-motivum[5]

Nit EIRE[1], ERE[2], GCN4[1], HSE[1], Prolamin-box[1], Skn-1 motivum[1], Wun-motivum[3]

[a promoterekben azonositott motivumok ismétlddésének szama](1)

Table 8: Non-hormone related regulatory elements in the green receptacle-specific promoters

[Number of repeats of motifs identified in promoter sequences](1)

Az AACA motivumhoz MYB proteinek kotddnek
(Suzuki et al., 1998). Ez a motivum a GCN4-gyel
egylitt feltétleniil sziikséges a tartalék mag fehérjék
(seed storage protein) endospermium-specifikus
expresszidjanak szabalyozasdhoz. A GCN4 pozitiv
hatasu szabalyoz6 elem, az AACA szupresszalja az
endospermiumon kiviill a tobbi szovetben az
expressziot. Az ACGT és Prolamin-box nem
nélkiilozhetetlen az  endospermium  specifikus
expressziohoz, csupan annak mértékét befolyasolja.

A bioinformatikai elemzéssel azonositott hormon-,
stresssz-  és  endospermium-specifikus  elemek
lehetové teszik annak megvizsgalasat, hogy milyen
kezelésekkel lehet a  promoterek  akivitasat
befolyasolni. Az eddigi eredmények alapjan a
hormon-indukalta promoterek funkcionalis vizsgalata
rejti az egyik legbiztatobb perspektivat. Lehetoséget
ad arra, hogy feltarjuk az auxin és az etilén
kapcsolatdt a szamoca fejlddésében, valamint
vizsgalhassuk a két hormon szerepét a nem
klimakterikus gylimdlcsok érésében.
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