Tartalékfehérje gének transzrkipcidjanak szabalyozasa
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distachyonban
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Zarojelentés

A gabonafélék tartalékfehérjéi taplalkozasunk egyik legfontosabb novényi fehérjeforrasaként szolgalnak.
Ezen tartalékfehérjék kozll a raktarozasi funkciot elsédlegesen a prolaminok és a globulinok latjak el. Mig a
buza és rokonsagi korébe tartozd fajok esetében a prolaminok képezik a tartalékfehérjék legnagyobb
mennyiségben expresszalt csoportjat, addig pl. rizsben a tartalék fehérje raktarozasi funkciot elsédlegesen
11S és 12S globulinok latjak el. EIGzetes ismereteink alapjan a Brachypodium distachyon magjaban mindkét
tartalékfehérje tipus termel&dik, a prolamin-jelleg(i gének mennyisége azonban a globulinokénal kevesebb.
A buza és a Brachypodium ko6zotti evollcids rokonsagot tekintve feltételezhet6 volt, hogy a flifélékben
néhany Jsi génbdl kialakulé prolamin tipusok erés konzervaltsagdnak koszénhet6en transzkripcids
szabalyozasi mechanizmusaikban is hasonldsagot mutatnak. Ugyanakkor a model novény kisebb genomja
révén kivald lehet&séget nyujt a prolamin-jellegli gének expresszid szabalyozasanak nyomon kovetésére.

A palyazatban bioinformatikai, genomikai, proteomikai és molekularis biolégiai mddszerek felhasznalasaval
a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:
* Milyen tipusu tartalékfehérje gének fordulnak el6 a Brachypodiumban, mennyire konzervaltak ezek
a gén tipusok kédold gén illetve promoter szinten?

* Milyen cisz-szabdlyozé elemek fordulnak el a prolamin gének promoter motivumaiban, milyen
ezen motivumok eloszlasa és mintazatuk milyen mértékben kiilonbozik a buza tartalékfehérjék
promoter elemeit6l?

¢ Milyen idébeli és lokalis sajatossagokkal rendelkezik az expresszidjuk?

* A kapott eredmények alapjan mennyiben kiilonbdzik a Brachypodiumra jellemzé tartalékfehérje
expressziés modell a buzaétol.

* Milyen transzkripcidés faktorok vesznek részt a termel&désiikben, ezek kozil melyek jatszanak
szerepet szovetspecifikus termelGdésben illetve melyek jatszanak fontos szerepet az abiotikus
stresszekre (pl. hG, szarazsag) adott valaszok kialakulasaban?



1.1 Brachypodium distachyon tartalékfehérjék proteomikai és bioinformatikai jellemzése és promotereinek
vizsgalata

A Brachypodium distachyon magjaban szintetizalédd tartalékfehérjék jellemzéséhez frakcionalt fehérje
extrakciot majd két dimenzids gélelektroforézist végeztiink. Az albumin-globulin jellegl fehérjéket elGszor
0.5%-o0s NaCl oldattal extrahaltuk, majd a centrifugalast kévetéen a csapadékot 70%-os alkohollal razattuk.
Az alkohol oldhatd frakcid maradvanyaként megmaradt csapadékot redukaldszer jelenlétében 70%-os
alkohollal Gjra extrahaltuk. A harom frakciobdl kapott fehérjéket pH3-10 IPG stripen fokuszaltuk, majd 12%-
os SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottuk (1.1.1 dbra).
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1.1.1. 3bra Brachypodium mag proteomja szekvencidlis extrakciéval

A prolamin jellegli gének szekvencia szint( jellemzéséhez az annotalt Brachypodium genom illetve proteom
szekvencidkat hasznaltuk. Az annotalt genom adatok alapjan a ‘gene ontology’ definicidk szerint tartalék
fehérje funkcidval rendelkez6 fehérjék szama 120. Ezek magukban foglaljak az albuminokat, a prolaminokat
és a prolamin szupercsalad mas tagjainak szekvenciait is (non-specifikus lipid transzfer proteineket, alfa-
amilaz inhibitorokat stb.). Az azonositott fehérjék a prolamin szupercsalad tagjain belll jellemz6é
homoldgianal kisebb hasonldsagot mutatnak a gabonafélék prolaminjaihoz (34-70%). Valamivel nagyobb
hasonlésagot talaltunk egyes fehérjék és zab aveninek kozott. A buza prolaminokhoz hasonldéan az
azonositott fehérjék rendelkeznek egy ciszteinekben gazdag konzervalt domainnel és a prolaminokra
ugyancsak jellemzd szigndl-peptiddel. Az azonositott tartalékfehérje tipusokat PR1 - avenin-jelleg(i, PR2 —
HMW glutenin jelleg(i, PR3- alpha gliadin jelleg(i és PR4 — LMW glutenin/gamma gliadin jellegl csoportokba
osztottuk. A vizsgalt csoportok kozil az avenin jellegl fehérjék fordultak el6 a legnagyobb szamban. A
HMW glutenin-jellegl fehérjék a buza nagy molekulatomeg(i (HMW) gluteninjeitél eltéréen sokkal révidebb
szekvencidval rendelkeznek. Szekvencidjukban csak részlegesen hasonlitanak a HMW glutenin
alegységfehérjékre, ugyanakkor nagyobb hasonldsagot mutatnak egyes globulinokhoz. A gamma illetve az
alfa gliadin jellegl szekvencidk, valamint az avenin-jellegl fehérjék egyarant tartalmazzak a kénben gazdag

prolaminokra jellemzé gliadin pfam domaineket (1.1.2. abra).
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1.1.2. abra Néhany prolamin jellegli Brachypodium distachyon fehérje szekvencidjanak
Osszehasonlitasa. A szlirke savok a konzervalt fehérje domaineket, a vildgoskék savok a szignal
peptidet, mig a pirossal jelzett savok a cisztein aminosavakat jelzik.

A Brachypodium distachyon prolamin jellegli és nem prolamin jellegli tartalékfehérjék részletes
elemzésével és a buza allergidban illetve esetlegesen a colidkidban betoltott szerepik jellemzésével az
alabbi megjelent illetve biralat alatt allé publikacidink foglalkoznak:

Juhdsz A, Gell Gy, Sebestyén, E, Haraszi R, Tamds L, Baldsz E (2012) Brachypodium distachyon as a model for
defining the allergen potential of non-prolamin proteins. Functional and Integrative Genomics, 12(3):439-446.

Gell Gy, Kovdcs K, Veres G, Korponay-Szabd I, Juhdsz A (2016) Characterization of globulin storage proteins of
a low prolamin cereal species in relation to celiac disease. Scientific Reports under review

Juhdsz A, Haraszi R, Maulis Cs (2015) ProPepper: a curated database for identification and analysis of peptide
and immune-responsive epitope composition of cereal grain protein families. Database: The Journal of Biological
Databases and Curation Database (2015) 2015 : bav100, doi: 10.1093/database/bav100

A buza és rokonsagi korére 6sszegylijtottiik az elérheté promoter informacioval rendelkezé tartalékfehérje
genomi szekvenciakat és a promoterek profiljat a PLACE és PlantCare adatbazisokban megtalalhato
promoter motivumok alapjan elemeztiik. Buza gének promotereinek részletes vizsgalataval azonositottuk a
prolaminok szévetspecifikus expresszidjaban szerepet jatszé promoter motivum variansokat. Az el6forduld
promoter motivumokat a buza prolamintipusokat jol leiré kénben gazdag LMW glutenin alegységfehérje
illetve a t6llk jelentGsen eltér6 HMW glutenin alegységfehérje gének esetében atfogdan vizsgaltuk a buza
rokonsagi korébe tartozo fajokban. Az igy létrehozott promoter motivum lista segitségével a csoport egyik
tagja, Makai Szabolcs altal fejlesztett Promoter Profiler eszkdzt haszndlva elemeztilk a Brachypodium
tartalékfehérje gének promoter elemeinek mintazatat is. Ezek jelenléte és eloszldsa csak részleges
hasonlésagot mutatott a buza prolaminokra jellemz6 promoter motivumokkal, igy példaul a prolamin
tipusu gének promotereire altalanosan jellemz6 -300-as elemmel. A -300-as elem, mely egy nitrogén
ellatottsagra érzékenyen reagalod bZIP és egy DOF kotShely parbdl all, konzervaltan megtalalhaté a prolamin
géncsalad promotereiben. A vizsgalt Brachypodium promoterek kozil a gliadin, az LMW-glutenin jellegi
gének illetve az avenin jellegli gének promoterei tartalmazzak, mig a HMW glutenin gének promoterei a
buzdhoz hasonléan nem (1.1.3. dbra). Ugyanakkor a HMW glutenin jellegli gén promotere az ismert buza
promoterektdl teljesen eltérg, igy példaul nem tartalmazta a HMW glutenin génekre jellemzé Cereal boxot,
illetve enhancer elemet sem.
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1. 1.3. abra Prolamin és globulin jellegl gének promotereire jellemzé TF kdté motivumok

Buza homoldgokkal Osszevetve vizsgdltuk a transzkripcios faktorokat is. A Plant Transcription Factor
Database és magspecifikus Brachypodium EST kényvtar segitségével azonositottuk a magban expresszalédo
DOF, MYB és bZIP transzkripcids faktorok szekvencidit. Az irodalmi ismeretek alapjan a prolamin jellegl
tartalékfehérjék expresszidjanak szabalyozasaban kiemelt szerepet jatszo TF-k kozil kivalasztottunk 2 DOF
és egy SPA bZIP tipusu transzkripcios faktort és azokat vizsgaltuk részletesebben a normal valamint hé
illetve szarazsagstressz korilmények kozott végzett expresszidelemzések soran.

1.2 Prolamin jellegl gének expresszidjanak vizsgdlata normal és h§ illetve szarazsagstressz korilmények
kozott

Névénynevelés

A vizsgalati Brachypodium distachyon BD21 genotipusu ndvényeket SANYO fitotron kamraban neveltik
t6zeges viragfold (NPK 15-9-11) és homok 2:1 aranyu keverékébe (ltetve, 3 hetes vernalizacié utan, 15 6ra,
22°C, 200 pE fény — 9 dra 18°C sOtét megvilagitasi periddussal, 70%-os paratartalom mellett, napi
Ontozéssel. A hdstressz kezelést a virdgzast kovet6 9-11. nap kozt végeztik, hasonldéan a fenti
beallitasokhoz, de 20 éra 28°C — 4 6ra 37°C h6mérsékleti programmal.

Szarazsagstressz kezelésekhez a novényeket az el6bbiekhez hasonld koéridlmények kozott neveltiik
virdgzasig, majd a kezelést a viragzds kezdetét6l a 8 napon keresztil, vizmegvondssal, a talaj
nedvességtartalmanak 30%-ra torténd visszaeséséig végeztiik, végil a névényeket visszadntozés mellett
teljes érésig neveltik.

Mintavétel, nagy tisztasagu RNS és a cDNS mintdk elGdllitdsa

Az elvégzett elGkisérletek soran kiderilt, hogy a héstressz kisérletekhez tervezett mintavételi id6rend nem
illeszkedik a Brachypodium szemfejl6dés fizioldgiajahoz, ezért a kovetkez6képpen maoddositottuk a
mintavételi id6pontokat: 6, 9, 12, 15, 18, 21, 28, 35 DPA.

A tartalékfehérje gének expresszidjat irdnyitd transzkripcids faktorok vizsgdlatdhoz a mintavételezés
kezdete a kaldsz megjelenésének id6pontja volt, majd a virdgzast kovet6 12. napig haromnaponta vettink
mintat (-10, -6, -3, 0, 3, 6, 9, 12 DPA). A transzkripcids faktorok transzkripcidjanak vizsgalatakor nem
végeztiink stressz kezelést.

A szarazsagstressz kisérletsorozathoz 0, 3, 7, 14, 21 DPA fejlettségl mintakbdl gy(jtottliink kalaszmintakat.



A szdrazsagstressz kisérletsorozatban nevelt kalaszok egy részébdl nagy tisztasagl total RNS kivonast
kovet6en RNAseq elemzéseket végeztettiink, illetve a kaldszok masik részébdl a kvantitativ PCR
kisérletekhez mRNS-t izolaltunk az aldbbiak szerint.

A szoveteket N, jelenlétében, steril kvarchomokkal segitségével tartuk fel. Az RNS kinyerést, ill. az mRNS
tisztitast 100 mg novény anyagbdl végeztilk GenoVision mRNA Isolation Kit-tel, 20 pl elualasi térfogattal. A
kinyert mRNS teljes mennyiségét oligo-dT mddszerrel cDNS-sé irtuk at. Ehhez RevertAid Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) kitet haszndltunk. Az esetleg jelen 1évg, itt szennyez6 DNS
molekuldkat DNasel Amplification Grade (Sigma) enzimmel tavolitottuk el. Az RNS molekuldk emésztését
RiboLock RNase inhibitor (Thermo Fisher Scientific) hozzaadasaval gatoltuk. A kész cDNS mintakat -80°C-on
taroltuk. A qPCR elemzésekhez minden esetben friss higitasokat végeztiink.

A cDNS mintdk ellenérzése a kvantitativ real-time PCR-t megel&zéen

A kinyert cDNS mintak épségét a kvantitativ analizis el6tt hagyomanyos PCR-rel ellendriztik, és csak a
megfelel6 mindséglinek itélt mintakat (10x higitott cDNS templaton minden referenciagénre erds pozitiv
PCR terméket kaptunk) vontuk be a kvantitativ elemzésekbe.

A mintak mellett az egyes PCR reakcidkat is optimalizaltuk. A vizsgalt gének 3’ végére terveztiink
primereket. Génenként tobb primerpart teszteltlink szemi-kvantitativ PCR-rel, hogy beallitsuk a megfeleld
kapcsolasi hémérsékletet, Mg** és primer koncentraciot. A szemi-kvantitativ PCR alapjan igéretesnek tartott
primerpdrokkal 7-tagu higitasi sorbdl hatékonysagbecslé real-time PCR-eket végeztiink. Minden esetben
legmagasabb reakcidhatékonysagot eredményezd primerparral és reakcidkortilményekkel végeztik a
mintak kvantitativ analizisét. Amennyiben a hatékonysag nem érte el a 85%-ot Uj primerpart terveztiink az
analizishez. A cDNS mintakat a vizsgalat soran 50x és 200x higitasban hasznaltuk. A megfelel§ higitast ugy
valasztottuk, hogy a kapott Ct értékek az Osszes vizsgalt gén cDNS-ére nézve a reakcidk dinamikus
tartomanydban maradjanak.

A hagyomanyos PCR reakciokhoz rekombinans Taq DNA Polymerase enzimet (Thermo Fisher Scientific), a
real-time reakcidkhoz Luminaris Color HiGreen/high ROX gPCR Master Mixet (Thermo Fisher Scientific)
hasznaltunk. A méréseket StepOne™ Plus Real-Time késziiléken (Applied Biosystems) végeztiik a hozza
tartozo StepOne™ v.2.2.2 szoftverrel. Az Excel file-ban exportalt Ct adatokat manualisan értékeltiik.

A primereket a Microsynth cégtdl rendeltiik, 6sszesen 72 szekvenciat terveztiink és rendeltliink, melyek
alkalmasak a tartalékfehérje, a Transzkripcios Faktor és a referencia gének vizsgalatara.

Kvantitativ real-time PCR elemzésbe bevont gének
Eredetileg 6t tartalékfehérje gént terveztiink vizsgalni (1. Tablazat).

1. Tablazat A vizsgalatba vont Brachypodium distachyon tartalékfehérje gének

BRADI1G50200 Storage protein precursor avenin-like
BRADI2G38530 Prolamin precursor LMW-glu/gliadin-like
BRADI2G20910 Prolamin precursor HMW glutenin-like
BRADI3G17070 Prolamin Gamma gliadin-like
BRADI2G39940 Prolamin Alpha gliadin-like

Az elsé mérések soran kapott nagy szords értékek miatt azonban nem csak a novényi mintavételezésen
szigoritottunk, hanem tovabbi két referenciagént is bevontunk a vizsgalatokba (ACT7 = BRADI3G30710,
GAPDH = BRADI3G14120), melyeket egy korabban megjelent publikacié alapjan valasztottunk ki (Hong et



al., Exploring valid reference genes for gene expression studies in Brachypodium distachyon by real-time
PCR BMC Plant Biology 2008, 8:112). A referenciagének validalasa soran kiderilt, hogy az act7 gén nem
elég stabil, igy nem hasznalhatd. Ezt késébb az RNAseq vizsgalatok is megerdsitették (1. Abra).
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1.2.1. Abra A referencia gének stabilitdsa RNAseq vizsgalatok adataibdl kalkuldlva.
Az adatokat geNorm és NormFinder szoftverek felhasznalasaval elemeztiik.

Korabbi in silico vizsgalataink eredményeként megallapitottuk, hogy harom Transzkripcidos Faktor (TF)
hatasa nagyon er@s lehet az endospermium tartalékfehérjéinek expresszidjara abiotikus, kornyezeti stressz
soran. A hipotézisiink tanulmanyozasara mindharom gén [DOF3 (BRADI3G38980), a DOF4 (BRADI2G10640)
és a SPA-bZIP (BradilG05480)] idGbeli transzkripcids profiljat vizsgaltuk gPCR mddszerrel.

A transzkripcids faktorok vizsgalata soran problémat jelentett a nagy expresszios szint kiilonbség a vizsgalt
gének és a referencia gének kozt, ami csdkkentheti a mennyiségi meghatarozas pontossagat. Ennek
korrigalasara a TF géneknek a vizsgalatakor egy Ujabb referencia gént kerestiink, majd hasznaltunk is. Ehhez
segitségiinkre volt, az addigra elkészilt teljes RNS szekvenalas adatbazisa. A NormFinder és geNorm
szoftverek segitségével valasztottuk ki azt a legstabilabb gént, ami a transzkripciés faktorok génjeihez
hasonld expresszids szintet mutatott (MICG = BRADI2G62680).

Ezt a harmadik referenciagént nem hasznaltuk a tartalék fehérjék vizsgalatakor.

Egy tovabbi problémat is meg kellett oldani a TF gének transzkripcids profiljdnak vizsgalatakor. A TF gének
expresszids szintje nagyon alacsony, kiiléndsen a kaldszolas kezdetekor. Ez azt jelenti, hogy az mRNS szintje
nagyon alacsony, ezért a cDNS koncentracidja is. Ebben az esetben a qPCR-hez altaldban alkalmazott 50-
szeres higitast nem tudtuk alkalmazni, ellenben a higitatlan minta esetében nem kaptunk megfeleld, stabil,
megbizhatd Ct értékeket. Hogy higitas nélkil is hasznalhato legyen a prepardlt cDNS, egy tisztitasi |épésre
volt szlikséglink. Néhany tisztitd kitet kiprobalva a ZR DNA Sequencing Clean-up Kit (Zymo Research) kit



bizonyult a legjobbnak a mi kisérleti kérilményeink kozott. A tisztitott cDNS mintdkon végzett qPCR
eredmények megbizhatdak voltak.

sz

14 és 21 napos kontrol és szarazsagstressznek kitett novényekbdl szarmazé endospermium mintakbal
metszetet készitettiink, majd bedagyazast kovet6en prolamin specifikus antitesttel detektaltuk a
prolaminokat. A detektalashoz Alexa 488 festékkel konjugalt anti-nyul masodlagos antitestet hasznaltunk.
Ez a kisérlet illetve részletes kiértékelése még folyamatban van. Az eddig elkésziilt adatok alapjan
egyértelmien latszik, hogy 21 DPA allapotban az endospermium sejtek szerkezete abnormalisan
megviltozott, illetve a fehérje testek intenzivebben festédnek (1.2.2. dbra).

21DPA
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1.2.2. dbra Immunofluoreszcens jelolt Brachypodium endospermium szovet kontrol és vizmegvonasos

stresszkezelés mellett.

g-RT PCR assay eredményei

A teljes projekt soran mért 6sszes Ct értéket egy nagy Excel file tartalmazza (2. Tablazat). Tobb szaz,
kilonb6z6 id6pontban vett kontroll, vagy stressz kezelt Brachypodium névénybél szarmazé minta adatait
tartalmazza. Legalabb haromszor ismételtiik meg a ndvénynevelést kontroll és stressz koriilmények kozott.
Ezekbdl a novényekbSl mRNS tisztitottunk, amit atirtunk cDNS-be és kvantitativ real-time PCR mddszerrel
meghatdroztuk a mintakban a kiilonb6z6 génekre vonatkozd mRNS szintet a viragzast kovetd, ill. az azt
megel6z6 kilonboz6 napokon. A qPCR eredmények kiértékeléséhez Pfaffl modszerét alkalmaztuk, vagyis a
relativ mennyiségek (NRQ) szamitdsakor az el6zetesen becsiilt reakciohatékonysagokkal korrigaltunk. A
normalizaciot 2 (tartalékfehérje gének) ill. 3 (transzkripcios faktorgének) esetében referenciagén egylittes
figyelembevételével (normalizacids faktor) végeztiik.



Kovetkeztetések

A tartalékfehérjék expresszidjanak idGbeli lefutdasa hasonléd a buzaban megismertekéhez. A osztédasi
fazisban még nem jelent@s a tartalékfehérje gének expresszidja. Az mRNS szint a viragzast koveté 15. napon
kezd emelkedni, cstcsa 21 és 28 nap kozt van, de a 30-35. nap utan az expresszio szintje Ujra leesik.
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1.2.3. Abra Az expressziés szintek valtozdsa és idébeni eltoléddsa hé és

szarazsagstressz hatdsara 5 tartalékfehérje génjének esetében. Bradi3gl7070 — gamma gliadin-like ,
BRADI1G50200 — avenin-like, BRADI2G38530 — LMW glutenin/gliadin-like, BRADI2G20910 — HMW glutenin-
like, BRADI2G39940 — alpha gliadin-like

A legmagasabb expresszios értéket a HMW glutenin-like (BRADI2G20910) és a gliadin jellegi
(BRADI3G17070) tartalékfehérje gének mutattak. Stressz hatasara ennek a két génnek az aktivitasa
csokkent. A masik harom prolamin gén esetében a stressz hatasara emelkedett a génexpresszid szintje
(1.2.3. dbra).

Az expresszids értékek valtozasanal azonban sokkal markansabb kilonbséget okozott a stressz kezelés a
gének id6beli lefutasaban és az expresszids gorbék alakjaban, a maximalis expresszids szintek elérésében.
Az alkalmazott hé illetve szdrazsagstressz hatasara a gének expresszids csucsa jelentésen korabbra tolédott,
a viragzast kovet6 12-18 napok kozé tehetdé mind az 6t gén esetében. A viragzast kovet6 21 napnal mar
erGteljesen lecseng8ben van az expresszios szint, mig a 35. napra a kiindulasi érték ala csokkent. Az egyes
gének gorbéjének alakjaba is eltérést tapasztaltunk. A gliadin jellegl Bradi3g17070-es gén (az abran zold
szinnel jeldlve) esetében normal korlilmények kozott az expresszid a szemtelitédés viszonylag kései



szakaszaban, a 28DPA koriili fejlettségi szinten éri el maximumat, ez a maximum a stressz koriilmények
kozott 10-14 nappal korabbra tehet6. A génbdl szintetizalédd fehérje konzervalt cisztein domainje és
aminosav szekvenciaja alapjan a buza kénben gazdag gamma gliadinjaihoz hasonlit leginkabb. Ugyancsak
figyelemremélté eredmény az egyik avenin-jellegli gén (BRADI1G50200) expresszidjaban bekdvetkezd
valtozas, mely kiléndsen a szarazsagstressz kezelés esetén volt szembet(in6. A normal és h@stressz
korulmények kozott alacsony szinten expresszaldodd gén szarazsagstressz hatasara szignifikdnsan nagyobb
mennyiségben szintetizalédott.

A vizsgdlt DOF és SPA bZIP transzkripcids faktorok expresszidszintjében normal kérilmények kozott a
szemfejl6dés legkoraibb szakaszaiban tapasztaltunk szignifikdns valtozast (1.2.4. dabra). A vizsgalt
transzkripcids faktorok expresszids profiljanak részletes elemzése stressz kériilmények kdzott folyamatban
van.
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1.2.4. abra A vizsgalt transzkripcids faktorok expresszidszintjeinek valtozasa a szemfejl6dés korai illetve az
azt megel6z6 szakaszaiban.

A kapott eredmények alapjan azt a hipotézist allitottuk fel, hogy az élettani folyamatok felgyorsultak a
magas h6émérséklet okozta stressz, illetve az alacsony talajnedvesség hatasara bekovetkez6
szarazsagstressz eredményeként. Ez kifejez6dik a szemtermésben felgyorsulé folyamatokban is, mint
példaul a tartalékfehérjék expresszidjanak korabbi indulasaban és gyorsabb lefutasaban, illetve az egyes
tartalékfehérje tipusok expresszidszintjében bekovetkezd jelentds eltérésekben is. Ezek az eredmények
0sszhangban dllnak a buza tartalékfehérje profilokban tapasztalt valtozasokkal. Az egyes fehérje tipusok
kozotti expresszid dinamikaban jelentkezd eltérések, a vizsgalt transzkripcidés faktorok mennyiségének
részletes elemzése és az ezek mogott rejlé (esetleges) szabalyozasi folyamatok feltarasa a szarazsagstressz
kisérletek soran végzett RNAseq adatok kiértékelésével kiegészitve folyamatban van. El6zetes
elképzelésiink szerint az egyes fehérjecsoportok termeddési dinamikajaban bekovetkezé valtozasok
Osszefliggésben allhatnak az adott fehérje csalddokra atlagosan jellemzé N és S tartalmd aminosavak
mennyiségével.

Publikaciok
Nemzetkozi Konferencia poszter:
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Készll6 kézirat:
Effect of heat and drought stress on storage accumulation in the model plant Brachypodium
distachyon. Plos One

1.3 Brachypodium tartalékfehérjék expresszidjanak komplex halézatelemzése normal és
szarazsagstresszelt korilmények kozott RNAseq elemzések alapjan

A stabilan expresszalédd gének alapjan meghatdrozott genetikai kronoldgidja a fejl6dé endospermium
szbvetnek.

Az RNAseq elemzésekbdl kapott expresszidos adatok, valamint a genom szekvencia adatok alapjan
rendelkezésre all6 promoter profilok alapjan vizsgdltuk az azonos stadiumban stabilan egyitt
expresszalddd, un ko-expresszidos génhaldzatok Osszetételét. A ko-expresszido haldzat szerkesztéséhez a
normalizalt expresszidértékek adatsoronkénti Pearson korrelacios koefficiensét (PCC) hasznaltuk. A haldzat
megjelenitése és elemzése a Gephi nevl programmal tortént (Bastian és mtsai., 2009). A haldézat a PCC >
0,9 szlirése esetén is rendkivil kusza volt, és az altalunk keresett génhaldzatok vizualis megjelenitése a
haldzat 6sszetettsége miatt lehetetlen volt, igy a vizsgalt gének génprogramjaira fokuszaltunk. A vizsgalt
gének promoter motivumait elemezve kiszamoltuk, hogy a HMW glutenin gének promoterein mennyire
szignifikans két TF kotShely (duplex) egyittallasa. Tekintve, hogy a konzervalt egyittallas nagy eséllyel
kolcsdonhatast is feltételez, ezen p értékeket hasznaltuk fel, hogy a haldzat hasonld két TF-a kozotti éleinek
sulyat (PCC) mddositsuk az alabbi képlet szerint:

Pab
Ahol az FN a fékuszalt haldzat sulya; az ab jelols az i-dik él egyik (a) és masik (b) csomdpontjanak TF-a; a

FN{? = lng(

PCC a Pearson-féle korrelacios koefficiens és p az adott két TF koté motivum egyittallasanak a p értéke
(szignifikancidja). A fokuszalast aztan egy FN > O szliréssel értiik el. Ez az eljaras Iényegében kiemelte a
meglévé erGs ko-expressziot azok kozott a TF-ok kozott, amelyek kdtShelyei a vizsgalt gének promoterein
szignifikdns duplexet képeztek. Az alhdlézatokat a Blondel és munkatarsai altal kozolt algoritmussal
hatdroztuk meg (Blondel és mtsai., 2008). A ko-expresszids elemzés alapjan lehet&séglink volt azon gének
és géncsaladok meghatarozasara, melyek expresszidja a végzett stressz kezelésektdl fliiggetlen. Ezen gének
feltehet6en a szovet fejlédésének alapvet6 genetikai programjat képviselik, illetve a kornyezeti hatasokra
kevésbé reagalnak.

A kapott stabil ko-expresszios halézat egy skalafliggetlen haldzat, amely szlirés utan 6626 csomoéponttal és
34045 éllel rendelkezett. A halézat modularitasa 0.835, és 13 olyan modul adddott, amely 50-nél tébb gént
foglalt magaba. A modulok funkcionalis vizsgalatara GO cimkék feldusultsagat elemeztik. A fejlédést 4
fazisban vizsgaltuk.



Els6 Fazis

1.3.1. dbra Stabilan expresszalodo gének hdlozata a virdgzdst kévetd 0-3, 7 és 14DPA dllapotban . A szinek
az expresszio erdsségét jelélik (piros magas, kék alacsony).

Az elsé fazisban talalhaté modulok a viragzas kovets 0. és 3. napon érték el az aktivitasuk csucsat (1.3.1.
abra) Ezek kozott olyan géneket taldltunk, amelyek az auxin polaris transzportjaért felelnek, pektin
metabolizmusban vesznek részt, a sejtfal modositasat végzik, és plamodezmatan keresztil torténd
intercellularis transzportban jatszanak szerepet. A szabalyozasi aspektusa is szépen kirajzolodott ennek a
korai fazisnak: auxinvalaszban és szervnovekedésben résztvevé gének tulsilyban vannak. Mar a viragzast
kdveté harmadik napig megjelenik egy gén, amely a szinktium formalédasaban vesz részt. Ugyanekkor a
kalcium medialt jeldtvitelnek nagy szerepe van a szinktium formalddasaban. Centrolaterdlis tengely
kialakulasa is ekkor figyelhet6 meg a génexpresszids adatok szerint, amely tokéletesen Gsszevag az élettani
ismereteinkkel.

Sajnos elkerllhetetlenil szennyez6dott a minta z6ld szévettel, mert 0. és 3 napon az endospermium nem
illetve nehezen izolalhatd. A fotoszintézishez kapcsolt gének ugyanakkor kilon modulba rendezédtek, igy
azok levalaszthatdoak az endspermium fejlédési moduljairdl. Nem lenne igy, ha a tovabbi mintak is
szennyez6dtek volna zold szovettel.

Masodik fazis

A 3. naptdl a 7 napig tartd szakaszban a GO cimkék alapjan a sejtek proliferacidja, a sejtosztédas negativ
szabalyozasa, szovetfejl6dés és DNS alapu transzkripcids szabalyozasé a f6szerep. Mindez 6sszhangban van
az endospermium fejlédés korabban ismert szakaszaival. A jelatviteli oldalon szerin és cisztein tipusu
endopeptidazok tulsulyba kerilnek.

Harmadik fazis

Ebben a fazisban a teljes transzkriptom elemzés a 8. és 14. nap koOzotti szakasz genetikai eseményeirdl
tuddsit, amely blza esetében a szemtelit6dési fazisnak felel meg. A genetikai modulok topolégiailag
egyértelmen elkiilonilnek az ezt megel6z6 és ezt kbvetd moduloktdl. A modulok funkcidit tekintve feltiing
gibberellinsavhoz kotott jelatvitel, fehérje desumoylation, egyirdnyu sejt novekedés, hipoxia detekcid,
tartalékképz6 aktivitas és szalicilsav bioszintézis.

Negyedik fazis

Az utolsd vizsgalt fazis a virdgzast kovet6 15. és 21. nap kozotti szakaszt reprezentdlja. Vizsgalddasaink
nyoman tobb jol elkiilonilé modult azonositottunk, amit most nem targyalunk kilon. A funkcidkat tekintve
erre a szakaszra jellemzd folyamatok a lipid raktarozas, hideg aklimacio, hiszton-kinaz, RNS feldolgozas,
fehérje tekeredés (folding), illetve abszcizinsav valasz, viz deprivacid valasz, almasav szintézis és szerin
endopeptidaz aktivitas . Ez utdbbi funkcid csokor nagyon hasonlit a sztdma zardsejtjeinél leirt jelatvitelhez,
illetve a klasszikus ABA kotott ozmotikus jelatvitelhez. Tekintve, hogy az endospermium nem csak hipoxias
szovet, de magas benne az ozmotikumok koncentracidja is, nem kizart hogy itt egy szabalyozasi Utvonal
,Ujrahasznositasanak” vagyunk a szemtanui, ami ezuttal a tdpanyag raktarozast szolgalja.

Tovabbi modulok ebben a szakaszban olyan géneket tartalmaznak, amelyek funkcidja magi lipid testecske
biogenezis, lipid raktarozas, peroxiredoxin, illetve proton-transzport a vakuélumban, ER és Golgi, valamint
nukleotid kotédés, amely a géncsendesités szerepét erGsiti.



Tartalékfehérjék fokuszalt haldzata

Elkészitettik az azonositott globulin és prolamin tipusu tartalékfehérjék fokuszalt ko-expresszids haldzatat
(1.3.2. dbra).
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1.3.2. dbra Fokuszadlt ko-expresszios hdlozat. A szinek az azonos fejlédési fdzisban expresszalo
tartalékfehérjéket illetve transzkripcios faktorokat kodolo géneket tartalmazéo modulokat jelélik.

Korabbi vizsgalatainkat megerdsitve els6 megallapitasunk az volt, hogy a vizsgalt gének promoter profilja
csak részben hasonlit a buza hasonld génjeinek promoterére. Feltlin6en nagy szerepet kapnak a
Brachypodium magfejlédésben a bHLH tipusu transzkripcids faktorok. A munkank soran térekedtiink a buza
esetében ismert TF-ok ortoldgjainak meghatarozasara. Ezt azonban nem tudtuk kell6en meggy&z6en
kivitelezni. Kapcsolati haldzataik alapjan sem PBF-DOF, sem SPA-bZIP sem GaMYB ortolégokat nem sikeriilt
kell6 bizonyossaggal beazonositanunk, habar konkrét jel6ltjeink vannak. A tapasztalt szekvenciabeli eltérés
azonban olyan mértéki, ami nem tette lehet6vé az ortoldég gének azonositasat. Az eredmények részletes
elemzése folyamatban van. Eddigi vizsgalataink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
Brachypodium distachyon szemtermése, noha tartalmaz gliadin és glutenin jellegli géneket, ezek
transzkripcids szabalyozdsi mechanizmusai jelentGsen eltérnek a buza prolamin gének expresszios
szabalyozasi mechanizmusaitdl, igy el6zetes varakozasainkkal ellentétben a Brachypodium distachyon nem
hasznalhato fel a buza szemtermés modellezésére mindenféle kritika nélkal.

Annyi hasonlésag azonban mégis van, hogy a tartalék képzésben a Brachypodiumban is jelent8s szerep jut a
negativ szabalyozasnak, ami annyit jelent, hogy a széban forgd gének a legtobb szévetben gatolva vannak, s
csak az endospermium képes feloldani ezt a gatlast. Itt kiilonGsen nagy szerep jut azonban a bHLH és bZIP
transzkripcids faktoroknak (1.3.3. dbra).



1.3.3. dbra Negativ fokuszalt hdlézat. Target jeéli a vizsgdlt tartalékfehérjéket. Csak az ego-hdldzat van
feltiintetve.

A vizsgalt tartalékfehérjék kivétel nélkil a 3. fazisban mutattdk a legnagyobb aktivitast.

Szdrazsagstressz hatdsa a fejl6d6é endospermiumban

Erdekes tapasztalat, hogy az alkalmazott szdrazsagstressz legszembet(in6bb hatdsa a transzkriptémra az,
hogy felgyorsitotta a genetikai programok Utemét. A gének egy jelentGs részénél az expresszidé kordbbi
indulasat tapasztaltuk a stressz koriilmények kozétt. Mindez a jelenség egy Uj kiértékelési algoritmus
kidolgozasat tette sziikségessé, ahol a korrelacidt az Ugynevezett eltolddas vektorok alapjan szamoljuk. Ez a
kiértékelés sajnos még tart. Ugyanakkor az emlitett tény mar dnmagaban is megerdsiti azt a fentebb is
emlitett hipotézist miszerint a fejl6dését meghatarozd egyik fontos szabdlyozasi kor eleve a
szarazsag/ozmotikus stressz szabalyozasi korére épiil. Hasonldsag adddik az élettan alapjan is. Mindkét
esetben a keményit6szintézis, a cukor jelatvitel és a szerinpeptidazok fontos szerepet toltenek be, nem
beszélve az ABA fliggé jelatvitelrdl.

Jelent@sebb publikaciok:
Az elemzési mdodszereket Makai Szabolcs fejlesztette, ezek fokuszalt génexpresszids haldzatokra adaptalt
verzidjat PhD dolgozata és az alabbi publikacio foglalja 0ssze:

Makai Szabolcs A polimerképzd glutenin alegységfehérjék szabalyozasi folyamatai buzaban. PhD
éretekezés (2015)

Sz. Makai, Cs. Eva, L. Tamas, A. Juhasz (2015) Multiple elements controlling the expression of wheat
high molecular weight glutenin paralogs. Functional and Integrative Genomics, doi:
10.1007/s10142-015-0441-4

A gabonafélékben azonositott HMW glutenin jellegli gének promotereinek jelentGségérdl szold
eredményeket és ezek potencidlis bevonast a genom editalasba az alabbi elfogadott publikacié tartalmazza:

S. Makai, L. Tamas, A. Juhdsz (2016) A catalogue of regulatory sequences for trait gene for the
genome editing of wheat. Frontiers in Plant Science doi:10.3389/fpls.2016.01504

A Brachypodium szemfejl6désére vonatkozé RNAseq alapu expresszids vizsgdlatokbol készilé kézirat
tervezett cime:
Genetic chronicle of developing endosperm of Brachypodium distachyon in normal and drought
conditions.
BMC Plant Biology



1.4 Prolamin specifikus promadter elemek vizsgdlata Brachypodium modell rendszerben és
buzaban

A buzadra és a rokonsdgi korébe tartozd fajokra jellemz6 prolamin gének koézil a HMW glutenin
alegységfehérje gének promotere a legerGsebb, hiszen az alacsony koépia szam (2 gén genomonként)
ellenére a termelt fehérje mennyisége aranyaiban a legjelentGsebb az Gsszes tartalékfehérje tartalomra
vonatkozdan. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a HMW gluteninek transzkripcios szabalyozasa a
kénben gazdag prolaminoktél eltéréen moduldrisan, feltehetéen egy hajtliszerkezet kialakuldsanak
koészonhetden, kilonbozé transzkripcio faktor komplexek kialakulasa és egytttmikodése eredményeként
torténik. A bioinformatikai elemzések sordn el6re jelzett biza HMW glutenin gén promoter-modulok
funkcidjanak tesztelésére vad és mutans HMW glutenin  GlulBx7 promoétereket klonoztunk
promotertesztel6 vektorba, GUS riportergén elé. A vizsgalt promdterek erejét és szovetspecifitasat az
altaluk meghajtott GUS riportergén tranziens expresszidjan keresztlil vizsgaltuk a célszervben, az
endospermiumban, illetve a célszerven kiviil, a levélben. Minden vizsgalando fajra és szervre (Bankuti 1201
buza levél és endospermium, illetve Bd21 Brachypodium distachyon levél és endospermium) sikerilt
m(ikddé biolisztikus transzformacios rendszert adaptalnunk (Id. 1.4.1. abra).

1.4.1. abra: GUS riportergén tranziens expresszidja promaoter-riportergén assay-ben. Buza

(Triticum aestivum cv. Bdankuti 1201) leveleket biolisztikus moddszerrel transzformaltunk
vad tipusu Bx7 (a), Bx7 promodter 177 bp hosszu kezdeti szakasza (b) és CRM2-delécids Bx7
promoter :: GUS riportergén konstrukciéval (c). Bankuti buza (d) és Brachypodium
dystachion endospermiumot (e, felnagyitva) is bel6ttlink vad tipusu Bx7 promoéter :: GUS
riportergén konstrukcidval.

Moédszeriinket felhasznalva a kovetkezé eredményeket értiik el. Buza endospermiumban a vad tipusu Bx7
promoter mutatta a legnagyobb aktivitast. A prométer részét képez6 ABRE|CBF cluster kicserélése azonos
méretl, értelmetlen szekvenciara csokkentette a prométer aktivitasat, azonban nem olyan mértékben,
mint az elem teljes delécidja. Bluza levélben az el6z6t6l eltér6en a promodterek eréssége a kovetkezd
sorrendben valtozott: cserélt szakasz>vad tipusu>delécids. Mindebbdl azt a kbvetkeztetést vontuk le, hogy
az ABRE|CBF clusternek szerepe lehet a sz6vet (endospermium) specifitas kialakitasaban, de a transzkripcio



aktivalasaban is. Eddigi eredményeinket mar lekozoltiik a Functional & Integrative Genomics folydiratban,
bioinformatikai elemzésiink eredményeivel egylitt melyek a promoter-modulok egymassal torténd
interakcidjara utaltak (Makai és mtsai. 2015). A transzkripcié starthelytdl tavolabb |évé modulok DNS-
hajlitason keresztil ,raerGsithetnek” a transzkripciéra és ez lehet a magyarazat ezen promédterek magas
aktivitasara. A Brachypodium modellnévény endospermiumaban a buza endospermiumaval teljesen egyez6
eredményeket mutattak a mutdns bldza Bx7 promodterek, ami utal arra, hogy a Brachypodium
endospermiumaban a HMW glutenin gének transzkripcidjaban szerepet jatszo transzkripcids faktorok jelen
vannak és aktivitasuk a buza HMW glutenin specifikus transzkripciés faktorokhoz hasonlo.

A tovabbiakban az eddig nem vizsgalt HMW GS promoter-elemek szerepét kutattuk és bioinformatikai
modelliink premisszainak helytallésagat teszteltik (Id. 1.4.1. és 1.4.2. abra). Az ABRE|CBF clusterhez
hasonldan a 2. cisz-reguldcids-modulrél (CRM2) is kidertlt, hogy szerepe van a szovet (endospermium)
specifitas kialakitasaban. A HMW GS gének promotereirél eddig nem volt ismert, hogy gatlé elemeket
tartalmaznak, mas gabona prolamin génekrél azonban tudott volt, pl. hogy vegetativ szévetekben
expresszidjukat a gének promotereiben |évé AACA/TA motivumhoz kot6dé MYB transzkripcids faktorok
gatoljak (Suzuki és mtsai. 1998; Diaz és mtsai. 2002; Chen és mtsai. 2005). Mindkét emlitett HMW GS
promoter modult (ABRE|CBF cluster és CRM2), vagyis a két levélben gatld elemet elmutdltatva viszont —
érdekes modon — levélben teljesen inaktiv promotert kaptunk. A magyarazat az lehet, hogy itt a
promoterelemek egymassal vald interakcidjat is sikeriilhetett elrontani. A Bx7 promoter elejének igen
rovid, 177 bp-os részének aktivitasat is teszteltlik. Még ez a kis szakasz is funkcionalis promoternek
bizonyult, mely egybevdg a bioinformatikai elemzés eredményével. Ezen a szakaszon még nincsenek gatld
elemek, igy levélben aktivabb, mint a vad tipusu teljes promdter. Az endospermium-transzformacios
kisérletek még folyamatban vannak.
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1.4.2. abra: Vad tipusu és mutans Bx7 promoterek expresszidos erGssége GUS riportergénes
tranziens expresszid soran. A vizsgalt mutansok: Bx7 prométer 177 bp-os rovid szakasza, Bx7

sy

és VP1 transzkripcios faktor két6helyek elmutalva a CRM2-ben), kettés mutans (ABRE|CBF
csere, CRM2del). *: 90%-o0s, **: 95%-0s szinten szignifikans eltérés a vad Bx7 promotertdl

Hiszton-acetilacié szerepének vizsgalata: Egy az utdbbi id6ben megjelent publikaciéo (Guo és mtsai. 2015)

alapjan a transzkripcionalis szabalyozason tul epigenetikai tényez6knek is, egészen pontosan a hiszton-
acetilacionak is lehet szerepe a biza HMW GS gének szévetspecifitasanak szabalyozasaban. Erre korabban
semmi sem utalt a szakirodalomban — a HMW glutenin alegység génekrdl azt tartottak, hogy leginkabb
transzkripciondlisan szabalyozédnak — igy szikségesnek tartottuk tesztelni Guo és mtsai. eredményeit.



Ehhez egylttm(kodés keretében, az ELTE-n elGallitott Bx7 promoter :: GUS riportergén és By9 promoter ::
GUS riportergén konstrukciot hordozd transzgenikus arpamagokat csiraztattunk kontroll koriilmények
kozott, illetve 15 puM Trichostatin A (TSA) hiszton deacetildz inhibitor mellett. A TSA hiszton hiperacetilaciot
okoz, igy ektopikusan, a célszerven kiviil be tud kapcsolni olyan géneket, amelyek igy szabalyozédnak. A
TSA-t csak a csirdzastdl szamitott 4. Nap utan kaptak a névények, mivel — szakirodalmi adatok szerint —
gatolhatja magat a csirazast. Tobb fliggetlen transzgenikus vonalat vizsgaltunk, hogy kikiiszoboljik a
pozicid-hatasbol eredé eltéréseket, vagyis hogy a transzgén kilonb6z6 genomi pozicidba éplilhetett be, ami
befolyasolhatta a HMW GS promoéterek aktivalasat. Eredményeink szerint a TSA-kezelt Bx és By promater ::
GUS riportergén konstrukciot hordozd transzgenikus arpa magoncok koleoptiljaban specifikusan, hosszan
fest6dott az edénynyalab (Id. 1.4.3. e, f, k, | dabrak). A transzgenikus arpak gyokere és hajtas mas része,
illetve a nem transzgenikus névények nem festédtek (1.4.3. abra). Alkalmanként a TSA-val nem kezelt Bx és
By promotert hordozd novények edénynyalabjaiban is lattunk — foltokban — fest6dést (Id. 1.4.3. b abra),
folyamatos jelet azonban nem kaptunk.

Mindez megerdsiti Guo és mtsai. eredményeit a hiszton-acetilacidos szabalyozas fontos szerepérél. A
kialakitott kisérleti elrendezéssel a tovabbiakban buza vagy Brachypodium csirandvényeken, egyszer(ien (pl.
gPCR-el, Western blottal) vizsgalhatd, hogy mely prolamin gének szabalyozasaban lehet még szerepe a
hiszton-acetilacionak. Kutatasunkat Tanaka és mtsai. (2008) munkaja inspiralta. A szerz6k hasonléo mdodon,
TSA kezeléssel ektopikusan, vagyis a célszoveten kivil be tudtak kapcsolni embridgenezissel kapcsolatos
géneket, s6t a kezelt Arabidopsis leveleken embridszer(i strukturak fejlédtek. igy igazoltdk, hogy az
embridgenezisben szerepet jatszd gének hiszton-acetilacioval szabalyozdodnak. Tian és mtsai. (2005)
munkaja alapjan Arabidopsisban csak a gének 7-10%-a all ilyen tipusu szabalyozas alatt. A HMW GS gének
specifikus szivargasa edénynyalabokban érdekes jelenség, és eddig — tudomasunk szerint — nem irtak le a
szakirodalomban. Magyarazatot kinalhat ra, hogy bar a prolamin gének aktivalasaban kulcsszerepet jatszé
SPA bZIP transzkripcios faktorok endosperm specifikusak, de a hiszton acetiltranszferazokat toborzé
GAMYB faktor jelen van a szallitészovetekben. A prolaminok szabalyozasaban szintén fontos szerepet jatszo
DOF faktorok pedig a novény minden részében megtalalhatok (0sszefoglalta: Kawakatsu és mtsai. 2010).
Raadasul ismert a GAMYB és DOF transzkripcids faktorok interakcidja is (Diaz és mtsai. 2005), igy ez a két
faktor elvileg okozhatja HMW GS gének enyhe szivargdsat a szallitdszovetekben, melyet a TSA-kezelés
feler@sit. Sajat korabbi eredményeink (Juhasz és mtsai. 2011) alapjan az endospermium fejlédésének
kezdeti szakaszaban is a GAMYB és DOF faktorok biztosithatnak a prolamin géneknek egy alap aktivaciot,
amikor még a SPA bZIP transzkripcids faktor nem termel&dik.



1.4.3. abra: hiszton-deacetilaz inhibitor (TSA) kezelések eredményei. Sztereomikroszkdpos

képek (a-j). Kezeletlen, nem transzgenikus Golden Promise arpa (a), By9 promoéter :: GUS-
konstruciot hordozé (b) és Bx7 :: GUS konstrukciot (c) hordozo transzgenikus arpa magoncok.
TSA-kezelt (15 uM) nem transzgenikus Golden Promise arpa (d), By9 promodter :: GUS-
konstruciot hordozo (e) és Bx7 :: GUS konstrukciot (f) hordozé transzgenikus arpa magoncok.
Hipokotil-keresztmetszetek (g-1). Kezeletlen, nem transzgenikus Golden Promise arpa (g), By9
promoter :: GUS-konstruciot hordozd (h) és Bx7 :: GUS konstrukciét (i) hordozé transzgenikus
arpa magoncok. TSA-kezelt (15 uM) nem transzgenikus Golden Promise arpa (j), By9 promoter
2 GUS-konstruciot hordozd (k) és Bx7 :: GUS konstrukciot (I) hordozd transzgenikus arpa
magoncok.
Transzkripciés faktorok izoldlasa: munkank tovabbi részében a buza és Brachypodium tartalékfehérje

promoterekhez kapcsolddd transzkripcids faktorok izolaldsan dolgozunk. DNS-affinitas kromatografiaval az
elmult évben tobb nukleinsav-kot6é fehérjét, pl. riboszomalis fehérjék, hisztonok sikerilt tisztitanunk,
transzkripcids faktort azonban nem. In vitro rendszerben nehézségekbe (itkdzhet a sejtmagban |évé
kondiciok modellezése és ez gyengitheti a transzkripciés faktorok DNS-hez valé kotSdését Eppen ezért in
formaldehides fixaciot kovet6 visszanyerésén alapul novényi szovetekbdl, az egymashoz kapcsolddd
fehérjékkel egyltt. A moddszer igéretesnek tlnik, a transzformalt DNS 5-10%-at valéban sikerilt
visszanyerni. A novények aurin-trikarboxilsavval (nukleazgatld) torténd elGkezelése javitotta a modszer
hatékonysagat. Riboszomalis fehérjéket és hisztonokat mar ilyen maddon is sikerilt izoldlni. A modszer



tovabbi optimalizacidjaval a kozeljov6ben transzkripcids faktorok izoldldsa varhatd. Ezen faktorok fontosak
lehetnek a gabona tartalékfehérjék transzkripcionalis szabalyozasaban, kddold génjeik nemesitési
célobjektumok. Bioinformatikai elemzéseink éppen azt mutattdk, hogy pl. az egyes buza HMW GS
tartalékfehérje-gének alléljeinek promodterei nem kiilonbdznek egymastdl annyira, hogy az az expresszidbeli
kiilonbségeket indokolnd. igy az egyes buzafajtdk eltéré transzkripcids faktor-osszetétele lehet a
magyardzat és nem masra, mint a transzkripcios faktor-génekre érdemes nemesiteni, hogy jobb minGségl
és stabilabb term&képességli gabonat kapjunk (Makai és mtsai. 2014; Makai és mtsai. 2015). A projekt egy
résztvevbje, Eva Csaba posztdoktori kivaldsagi pélydzatot (PD_16; PD 121322) nyert a 2016-2019-as
idGszakra. Az ott vallalt kutatas témaja atfed jelen OTKA palyazatéval, igy Csaba be tudja fejezni a
fennmarado laborkisérleteket és az eredményekbdl a csoport két tovabbi nemzetkdzi publikaciot tervez
megjelentetni.



