Zarojelentés
a K109719 szamu
"A gabonafélék uj modellnovénye, a szalkaperje gyokerében zajlo
szervfejlodési és sejtosztodasi folyamatok kapcsolata'

cimii OTKA kutatasi palyazatrol

A palyazat forrasaibol végzett kutatasokbol elkésziilt egy PhD disszertacio, kettd kizardlag a
palyazatra épiil6 és egy, részben a palyazatra épiil6 biralt, impakt-faktoros tudomanyos
kdzlemény, valamint nagyszamu eléadas-absztrakt és konferencia-poszter.

Tovabba két mar elkésziilt kézirat var még lekozlésre, €s a sejtszinkronizacios €s
foszforilacidos munkék folytatasaval legalabb egy-egy kozleményt reméliink a jovdben, e

palyazat soran végzett kutatasainkra alapozva.

A magasabb rendli edényes novények struktiraja leegyszeriisitve a hajtastengelybdl, a réla
elagazo oldalhajtasokbdl, az azokon fejlédd vegetativ és generativ szervekbdl, valamint a
kozponti gyokérbdl és az oldalgydkerekbdl épiil fel. E szervek létrehozasa szinte teljes
egeészében posztembrionalisan megy végbe — vagyis a ndvények a magasabb rendl allatoktol
eltérd6 modon teljes életciklusuk alatt képesek 1) szervek, szovetek létrehozasara. Ez a
kivételesen rugalmas egyedfejlodési program nemcsak bamulatos formagazdagsagot és
folyamatos novekedést tesz lehetévé, de egyben az allanddan valtozo kdrnyezethez torténd

alkalmazkodas zaloga is a szesszilis ¢letmodot folytatdo novények szamara.

A novények lenyligdzo plaszticitasa két forrasra vezethetd vissza: egyrészt a pluripotens
osztodoképes szoveti régiok (merisztémak) aktivitasa, masrészt a mar differencialodott sejtek
azon képessége, hogy bizonyos koriilmények kozott visszanyerhetik pluripotencidjukat —
biztositja a novényekre jellemzd nyitott, folyamatos nodvekedésre képes egyedfejldodési
programot. A pontos és ardnyos szervfejlédés szempontjabol ugyanakkor a novények esetében
térbeli szabalyozéasa. Ebben a folyamatban kiemelt jelentdséggel bir a merisztémak és a fejlodo
Uj szerv kozotti hatar kijelolése. Jelenlegi ismereteink szerint ez a hatar nem egyfajta filozofiai
,vagy merisztéma vagy fejlodd szerv” szélsOséges allapota kozotti dontést jelenti, hanem
sokkal inkabb egy jol definialhat6, specializalt sejtek alkotta diszkrét fizikai valasztovonal. A

hatarvonalat meghuzo6 sejtek nemcsak a merisztematikus szoveti régiok pluripotencidjanak



fenntartasahoz sziikséges mikrokornyezet behatarolasdhoz sziikségesek, hanem az o0szt6do
szovetek €s a beldlik fejlodd szervprimordiumok kozotti kapesolat fenntartdsa szempontjabol
is nélkiilozhetetlenek. A hatarold sejtek kornyezetiiktdl markansan eltérd génexpreszios
mintazattal jellemezhetok: ilyen jellegzetes, csak a hatarol6 sejtekben aktiv gének pl. a CUP-
SHAPED COTYLEDON (CUC), PETALLOS (PTL) vagy a BLADE ON PETIOLE (BOP)
tanszkripcios faktorokat kodold gének. Az itt miikodd egyedi transzkripcids faktorok kozotti

bonyolult kapcsolatrendszer koordindlja a merisztematikus sejtek osztddéasat és az utodsejtek

------

Ilyen, az oldalszervek képzddési helyén, a merisztémak a primordiumok hataran kifejez6do
génként irtak le az els6 LOB-domain transzkripcids faktort (LBD) kodold gént, mintegy 15
évvel ezel6tt, ladfiiben (Arabidopsis thaliana) végzett un. ,,enhancer trapping” kisérletek
eredményeként. Az elnevezés is ebbdl a specidlis kifejezddési mintdzatbol ered: LATERAL
ORGAN BBOUNDARIES (LOB) — vagyis ,,0ldalszervek hataran miikod6”, ,,oldalszervek
hatarat kijelol6” gén. Az altala kodolt fehérje funkcidja bar akkor még teljesen ismeretlen volt,
annyit meg lehetett josolni, hogy N-termindlisén tartalmaz egy 100 aminosav hosszu szerkezeti
motivumot, a LOB-domaint (DUF260 — domain of unknown function), mely harom szerkezeti
elembdl épiil fel: tartalmaz egy négy ciszteinbdl allo ,,C-blokk™ egységet (CX2CXeCX3C),
mellette egy kozponti glicin-alanin-szerin motivummal rendelkezé ,,GAS-blokkot” és egy
leucin-zipper jellegli motivumot (LXsLX3LXsL). Az eddigi vizsgalatok alapjan a C-blokk
felelés a DNS-kot6 aktivitasért, a leucin-zipper jellegii szelvencia pedig fehérje-fehérje
kolcsonhatdsok kialakitasat teszi lehetévé. Maga a LOB-domain motivum 42 tovabbi
Arabidopsis fehérjében is megtalalhatd; és egy meglehetésen konzervalt, viszonylag népes
(fajonként alt. néhany tucat gént tartalmazo), a Charophyta algaktol kezdve a zarvatermokig
minden vizsgalt ndvényben eléforduld transzkripeios faktor-csaladrél van sz6. Mivel LOB-
domainnel vagy hasonld szerkezeti motivummal rendelkezd fehérjét ndvényi adatbazisokon
kiviil eddig sehol sem talaltak, az ide tartozo fehérjék kétséget kizaroan novényekre specifikus

folyamatokban vesznek részt.

A LOB-domain transzkripcios faktorok altal iranyitott folyamatok dont6 tobbsége
szervfejlodés iranyitasaval kapcsolatos. A felfedezésiik 6ta mar sokrétiien igazoltak, hogy az
oldalszervek hataranak kijelolésén tal a legkiilonfélébb szervfejlddést érintd folyamat
iranyitdsdban részt vesznek, mint pl. fotomorfogenetikus folyamatok, levélmorfologia

meghatarozasa, oldalgyokerek képzddése, viragfejlodés, mikrosporogenezis, kalluszképzddés



és in vitro regeneracio. Egy-egy LBD transzkripcids faktor egyszerre tobb kiilonb6zé szerv
fejlédési folyamatait is iranyithatja, és gyakori, hogy ezeket a feladatokat méas-méas LBD
transzkripcids faktorokkal kombindcidban latjak el. Sokrétli funkciojuk ellenére ugy tiinik,
hogy az LBD fehérjék altalanossagban kiils6 kornyezeti jelek és ndvényi hormonok (pl. auxin,
citokinikek, brasszinoszteroidok) jelentette belsd szignalok fejlédési programma torténd
,leforditasaban” jatszanak nélkiilozhetetlen szerepet. Bar ennek mechanizmusa és a hattérben
all6 molekularis halozatok még kevéssé ismertek, az eddigi kutatasi eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az LBD transzkripcios faktorok a sejtciklus szabalyozasaval szoros
Osszefiiggésben hatarozzak meg egy-egy szerv megfeleld fejlédését. LBD gének rendellenes
miikodése miatt kialakuldé abnormalis fenotipusok szamos esetben jarnak egylitt sejtosztodasi
¢s differencialodasi hibakkal. Néhany eklatdns példa: a ludfii AtLBD6 hianyaban fellépd
aszimmetrikus levélmorfologia az adaxialis/abaxidlis szimmetriatengelyt kialakito sejtek
megtalalhaté orthologja, a Zmlgl (Indeterminate gametophytel) hidnya egyebek mellett a
termotdj rendellenességeit idézi el (extra szinergida sejtek megjelenése és tobb petesejt a
termOben), ami a magkezdemény osztodasi fazisanak kitolodasaval magyarazhatd. Szintén
ludfib6l ismert az AtLBD27/SCP (SIDECAR POLLEN), mely a mikrospora sejtek

osztodasanak 1dozitését és a sejtek osztodasanak iranyat is megszabja.

Arra vonatkozodan, hogy a LOB-domain transzkripcids faktorok miként kapcsolédnak be a
sejtciklus szabalyozasdnak jol ismert folyamatdba, kevés ismeret all rendelkezésiinkre. A
sejtosztddds ¢és az LBD transzkripcidés faktorok kozvetlen kapcsolatira utalnak
munkacsoportunk eddig még nem publikalt eredményei: éleszté két-hibrid (Y2H — yeast two
hybrid) rendszerben végzett kisérleti eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a lucerna
(Medcago sativa) egyik A2 tipusu ciklinjének kolcsonhatd partnere egy LBD fehérje, az
MtCPP1 (cyclin partner proteinl). Ugyan a kozel 20 évvel ezeldtti kutatds célja a lucerna A2
ciklin kolcsonhatod partnereinek felderitése volt, néhany évvel ezeldtt figyelmiinket a LOB-

domain transzkripcios faktorokra iranyitotta.

Célkitizések

Az LBD gének, koszonhetden szervfejlddésben betdltott sokrétli szerepiiknek, az utdbbi
évek intenzivebben tanulményozott génjei kozé keriiltek. Megismerésiik lehetdséget nyujt
nemcsak a merisztémak ¢és a fejlédd szervek hatardn miik6dd molekularis mechanizmusok

mélyebb megértéséhez, de minél tobb fajra kiterjedo atfogd vizsgalatuk a ndvényi



crer

ismereteink jelentds része ludfiivel végzett kutatasok eredményeire tdmaszkodik, mads
novényfajokban, igy egyszikliekben megtalalhaté LBD génekr6l kevés ismeret all
rendelkezésiinkre. Munkank soran egyik célunk éppen ezért a géncsalad atfogo feltérképezése
volt  szalkaperjében (Brachypodium distachyon), mint kaldszos gabonaféléink

modellndvényében. Ezzel kapcsolatban harom 1ényeges célkitlizésiink volt:

e Az LBD transzkripciés faktorokat kodolé gének azonositdsa a szalkaperje
genomjéban.

e Az azonositott LBD transzkripcids faktorok részletes filogenetikai analizise,
rokonsagi kapcsolatainak vizsgalata mas fajokban mar azonositott LOB-domain
transzkripcids faktotokkal.

e A szalkaperje LBD transzkripcios faktorait kodold gének szerv-specifikus
kifejezddésének vizsgalata, részletes expresszids profil készitése és a kapott
mintazatok Osszehasonlitdisa mas novényfajok LBD génjeinek mar ismert

kifejezddésével.

Bar konkrét bizonyitékokkal még nem tamasztottak ala, az eddigi kutatasok alapjan ugy
tlinik, a LOB-domain transzkripcios faktorok a sejtosztodasi és differencialodasi folyamatok
hataran teremtenek egyensulyt. A tovabbiakban a szalkaperje azonositott LBD génjei kozott két
olyan génre fokuszaltunk, melyek a legnagyobb homologiat mutattak a Medicago truncatula
mar emlitett MtCPP1 génjével. Korabbi vizsgalataink tanulsaga alapjan az MtCPP1 altal kodolt
LOB-domain transzkripcios faktor kolcsonhatasban allhat a Medicago A2 tipust mitotikus
ciklinjével. Tekintettel arra, hogy a Medicago A2 ciklinje bizonyitottan szerepet jatszik a
gyokér periciklus sejtjeinek reaktivalasaban, kapcsolata az LBD transzkripcios faktorokkal
meghatarozo6 lehet a gyokérfejlédés szempontjabdl. Kivancsiak voltunk arra, hogy hasonld
kapcsolatok lehetnek-e szalkaperjében is? Ennek a kérdéskornek a vizsgalatahoz kapcsolodo

célkitiizésiink az alabbi volt:

e A Medicago A2 ciklin szalkaperjében megtalalhatd legkdzelebbi homologja és a
Medicago MtCPP1 szalkaperjében megtalalhatd legkozelebbi homologjai kozotti

kolcsonhatas tesztelése élesztd két-hibrid rendszerben.

Anyagok és alkalmazott modszerek



A szalkaperje LBD transzkripcios faktorainak in silico vizsgalatahoz kapcsolodo modszerek

A szélkaperje LBD transzkripcios faktorainak beazonositasa céljabol kétféle megkozelitést
alkalmaztunk: els6 megkozelitésben a ludfii mar ismert LOB-domain transzkripcios faktorainak
aminosav-szekvenciait hasznaltuk fel referenciaként a szalkaperje teljes proteomjaval
(Phytozome v12 portal — http:// phytozome.org, Brachypodium distachyon v3.1 adatbazis)
szembeni atfogd BLAST analizishez. Mésodik 1épésként a Pfam (http://pfam.xfam.org) és a
SMART  (http://smart.embl-heidelberg.de) szekvencia-elemz6 portalok  segitségével
beazonositottuk a BLAST keresés eredményeként kapott szekvencidkban a konzervalt
szekvencia-motivumokat. Végeredményben azokat a fehérjéket tekintettiik egyértelmiien LBD
transzkripcids faktornak, melyek a Pfam adatbazis PF03195 (DUF260) csaladjaba sorolodtak
konzervalt motivumaik alapjan.

A kapott  szekvencidk  filogenetikai  analizisét a  MEGA6  szoftver
(http://www.megasoftware.net/) segitségével végeztiik el (BLOSUM®62 szubsztituciés matrix,
Neighbour Joining modszer), a beazonositott szalkaperje LBD fehérjék konzervalt, LOB-
domain motivumat reprezentald aminosav-szekvenciaira korlatozva. Az eldbbiekkel azonos
moddon megvizsgaltuk a szalkaperjében azonositott LBD transzkripcids faktorok és mads
fajokbol mar ismert LBD transzkripcios faktorok kozotti filogenetikai kapcsolatokat is,
melyhez a szalkaperje mellett a kukorica (Zea mays), a rizs (Oryza sativa) és a ladfi
(Arabidopsis thaliana) LBD transzkripcios faktorainak konzervalt domain-motivumat

reprezental6 aminosav-szekvencidit hasznaltuk fel.

A szalkaperje teljes genomjanak szinténia-analizise és génduplikacios eseményeinek

vizsgalata a Plant Genome Dupplication Database (http://chibba.agtec.uga.edu/dupplication)

adatai alapjan késziilt.
Az LBD gének expresszios profiljanak vizsgalatahoz kapcsolodo modszerek

A génexpresszios vizsgalathoz a nagy pontossagu, megszekvenalt genommal birdo Bd21-es
szalkaperje Okotipus ndvényeit hasznaltuk. A magokat 4 napos sztratifikalast kovetden
homok:perilt 2:1 ardny( kerverékébe iiltettiik. A ndovényeket kontroll koriilmények kozott,
ndvényneveld kamraban neveltiik a mintavétel id6pontjaig (fotoperidodus: 18 h megvilagitas/ 6
h s6tét; fényerdsség: 250 pmol*m2*s-1; hémérséklet: 21-22 °C; relativ paratartalom: 60-65%;
normal vizellatottsag: a neveldkozeg 80% viztartalmaig, a mintavétel iddpontjaig minden nap

Hoagland tapoldattal locsolva - a neveléshez hasznalt homok:perlit relativ 100%-0s


http://chibba.agtec.uga.edu/dupplication

vizkapacitisa 260-265 g/kg). Osszesen 37 kiilonbdzé ndvényi részbdl gyiijtdttiink mintat,
sztereomikroszkop segitségével: 25 ndvényi részt 14 napos, négy leveles allapotl, vegetativ
stadiumi novényekbdl (6 kiillonbozd gyodkérszegmens, 5 hajtasnddusz, 2 internodium, 4
kiilonbozo fejlettségi allapota levél és reészei: levéllemez, levél ligula, levélhiively) gytjtottiink
be, 9 névényi rész 28 napos, generativ stadiumi ndvénybdl szarmazott (zaszloslevél lemeze, a
viragzat kiilonboz0 részei, 3 eltéro fejlettségi allapotu virdg, portok), 3 minta (3 eltérd fejlettségi
allaoptu termés) 40-45 napos novénybdl keriilt begytijtésre. Megkozelitéleg 200 ndvény keriilt
felboncolasra az RNS izolalashoz sziikséges 50-100 mg-nyi novényi anyag begyljtéséhez az

egyes mintakbol.

1. abra. A) 14 napos Brachypodium distachyon névények; B) 27-28 napos, viragzo
Brachypodium distachyon novények. (A ndvények kora a csirazastol eltelt id6t jeloli.) A fehér
vonal 2 cm-t jelol.

A szalkaperje LBD génjeinek relativ transzkript mennyiségeit az egyes LBD génekre
tervezett specifikus primerek segitségével, két referenciagén kifejez6déséhez viszonyitva, valds
idejli polimeraz lancreakcio (QRT-PCR) modszerrrel hataroztuk meg. Ehhez az egyes ndvényi
részekbdl izolalt totdl RNS tartalombol cDNS templat késziilt. A transzkript mennyiségek
detektalasa ABI Prism 7900-HT Fast Real-Time késziilékkel tortént, sztenderd beallitasokkal.

Az éleszto kettds hibris vizsgalatokhoz kapcsolodo anyagok és modszerek

A korabbi kisérletek alapjan kolcsonhatd partnernek bizonyulé Medicago truncatula
MtCPP1 (MTR _5g083960) és Medicago sativa MsA2;2 ciklin (CAB46083 — a tovabbiakban



MsCYC-A2) szalkaperjében megtalalhato legkdzelebbi homolédgjait TBLASTX analizissel
azonositottuk be, a szalkaperje genom adatbazisaval szembeni kereséssel. Az analizis alapjan a
szalkaperje egyetlen A2 tipusu ciklinjét (Bd4g06827 — a tovabbiakban BACYC-A2) és két LBD
transzkripcids faktort kodold génjét (Bd2g34520 —a tovabbiakban BALBD1C-1 és Bd2g53690
— a tovabbiakban BALBD1C-2) valasztottuk ki az Y2H vizsgalatokhoz. A kolcsonhatas

teszteléséhez klonozassal 1étrehozott konstrukcidkat az alabbi tablazat tartalmazza:

bait (,,csali”) pray (,,préda”)
konstrukcio klonozasi hely konstrukcio klonozasi hely
pGBK-T7: BACYC-A2 Ndel-Sall pGAD-T7: BdLBD1C-1 EcoRI-Sall
pGBK-T7: BACYC-A2A Ndel-Sall pGAD-T7: BdLBD1C-2 EcoRI-Sall
pGBT9: BACYC-A2 BamHI-Pstl pGAD-424: BALBD1C-1 | EcoRI-Sall
pGBT9: BACYC-A2A BamHI-Pstl pGAD-424: BdLBD1C-2 | EcoRI-Sall
pBD-GAL4: MsCYC-A2A * | EcoRI-Sall pAD-GAL4: MtCPP1 * EcoRI-Sall
pGBK-T7:BdLBD1C-1 EcoRI-Sall pGAD-T7: BdLBD1C-1 EcoRlI-Sall
pGBK-T7:BdLBD1C-2 EcoRI-Sall pGAD-T7: BdLBD1C-2 EcoRI-Sall

1. tablazat. Az Y2H kolcsonhatési teszthez 1étrehozott konstrukciok. A jellel tiintettiik fel az
un. destrukcios motivum nélkiili, trunkalt fehérjéket hordozé konstrukciokat. * jellel tiintettiik
fel a teszthez hasznalt, de nem a szerzo altal 1étrehozott konstrukciokat.

A kolcsonhatasi teszthez a Saccharomyces cerevisiae AH109 (MATa, trpl1-901, leu2-3,
112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2::GAL1UAS-GALLITATA-HIS3, GAL2UAS-
GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1 UAS-MEL1TATA-lacZ, MEL1) és PJ69-4A (MATa trpl-
A901, leu2-3,112 901, ura3-52, his3-A 200, gal4A, gal8A, GAL2-ADE2 LYS2::GAL1-HIS3
met2::GAL7-lacZ) torzseit hasznaltuk. A kompetens sejtek Iétrehozasa ¢és kémiai
transzformacidja a ,,Yeast Protocolls Handbook” (Clontech, 2001) kézikdnyvben leirtak
alapjan tortént. A kivalasztott fehérjék kolcsonhatasat kérféle modon teszteltiik: a
transzformans éleszték minimal (SD), -triptofan (W), -leucin (L), -hisztidin (H), -adenin (A)

mentes taptalajon (SD-WLHA) toérténd nevelésével valamint B-galaktozidaz aktivitds méréssel.
Az eredmények osszefoglalasa

A részletes szekvencia-elemzések eredményeként 28 LOB-domain transzkripcids faktort
azonositottunk be a szalkaperje genomjaban. Filogenetikai vizsgélataink alapjan a szalkaperje

LOB-domain transzkripcios faktorai két nagyobb osztalyra (II és ), az I osztalyon beliil tovabbi



Ot alcsoportra (A-E) sorolhatok. A szalkaperje LBD génjeire altalunk bevezetett nomenklatira
ezt a besorolast tiikrozi: pl. BALBD1A-1, ahol jeldlve van az adott fehérje osztalya, az egyes
tipusba tartozo fehérjék esetében az alosztaly, az adott fehérje egyedi azonositd szdma pedig az
alosztalyon beliili divergenciara utal (a legkorabban divergdlt tag kapta az 1. szamot, a
legkésobb divergalt tag pedig a legmagasabbat). A szalkaperje LBD génjeinek filogenetikai
alapu besoroldsa 6sszhangban all mas fajokban végzett hasonl6 elemzések eredményeivel. A
rizs, a kukorica, a 1adfii és a szalkaperje LOB-domain transzkripcios faktorainak dsszehasonlitd
filogeneikai analizise alapjan nem taldltunk csak a szalkaperjében eléfordulo, egyedi LBD
géneket, sem az egyszikiiekre jellemzd leszarmazasi vonalat a géncsaladon beliil. Kiilonbség
az egyes alcsaladok komplexitasiban mutatkozott: egyszikiiekben a B-alcsalad, mig
kétszikliekben inkdbb az A-alcsalad kiterjedtebb. A géncsaldd evoltcids eredetét vizsgalod

crer

duplikacios eseményeknek ¢és az ezt kovetd diszpergalodasnak, valamint annak, hogy a



Il osztaly

Bd3g40651/ BdLBD-1D-1

D Bd1g06225 / BALBD-1D-2

| osztaly



CX2CXeCX3C-motif GAS-block coiled-coil motif

BdLBD1D-2
BdALBD1D-1
BdALBD1B-2
BdLBD1B-3
BdLBD1B-7
BALBD1B-8
BdLBD1B-5
BdLBD1B-6
BALBD1B-4
BdLBD1B-1
BdLBD1C-5
BdLBD1C-6
BdALBD1C-4
BdLBD1C-3
BdLBD1C-1
BdLBD1C-2
BdLBD1A-3
BALBD1A-4
BALBD1A-2
BALBD1A-1
BALBD1E-3
BALBD1E-4
BdLBD1E-2
BALBD1E-1 119
BdALBD 2-2 AR A 105
BdLBD 2-1 R Rz A P R X AGR AleT, WSGSWE CEAAVQTVLR---- 114
BdLBD 2-3 R Rz A AR P R R AGER P L. 'WSGRWEACQAAV "AVLKG--- 106
BALBD 2-4 R 2P A AR P R R AGER P L ' WSGRWEACQAAV/>AVLKGE-- 107
consensus .. . ee e ee e .

113
138
126
133
109
107
117
104
111
150
152
133
121
121
161
157
139
136
131
107
171
165
187

2. abra. A) A szalkaperje LOB-domain fehérjéinek rokonsagi faja. A fa a fehérjék konzervalt
domain-motivumanak aminosav-illesztése alapjan, NJ (neighbour-joining) modszerrel késziilt,
¢s a MEGAG6 programmal lett vizualizalva. A torzsfan az altalunk adott elnevezések és a genomi
azonositok szerepelnek. A szines kiemelések a csalddon beliili egyes alcsoportokat jeldlik. Az
egyes agak hosszlisaga a divergencia mértékét tiikrozi; az egységnyi szakasz 0,1 aminosav
pozicionkénti cseréjét jeldli. Az eldgazasokndl feltiintetett szamok az 1000 ismétlésbol
szarmaztatott bootstrap értékeket jelolik. B) Az LBD transzkripcids faktorok rokonsagi
kapcsolatainak megallapitasahoz alapul szolgdlo, konzervalt domain-strukturat kodold
aminosav-szekvenciak illesztése. * jellel a legkonzervaltabb, minden szekvenciaban ugyanott
elhelyezkedd aminosavak kertiltek kiemelésre. Azok a konszenzus aminosavak, melyek a
szekvencidk tobb mint 50%-4aban ugyanabban a pozicidban fordulnak eld, sziirke hattérrel, a
szekvenciak tobb mint 75%-aban eldforduldk fekete hattérrel keriiltek megkiilonboztetésére. A
szamok a motivumok fehérjén beliili poziciojat jelolik.

duplikacios eseményeket kovetden az LBD géncsalad tagjai prezervalddtak, megmaradtak az
evolucio soran. A kromoszomalis régiok kollinearitasan alapuld in slico elemzésiink szerint ez
alol a széalkaperje LBD géncsalddja sem kivétel. Becsléseink szerint a szalkaperje LBD
génjeinek mintegy 40%-a duplikécios események eredménye.

Az LBD génekre jellemz6 nagyfokt funkcionalis divergencia kétségkiviil erre az evollcios
torténetre vezethetd vissza, €s ezt tiikkrozi vissza az LBD génekre jellemzd nagyon valtozatos
kifejez6dési mintazat is. A QRT-PCR technikaval feltérképezett részletes expresszids vizsgalat
alapjan a szalkaperje LBD génjeinek szovet/szervspecifikus kifejezédése nemcsak

alcsoportonként egyedi, de gyakran csoporton beliil is nagy heterogenitast mutat, és sokszor
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3. abra. A szalkaperje (Brachypodium distachyon) LBD génjeinek 37 kiilonb6z6 novényi
részben qRT-PCR technikéval meghatarozott relativ transzkript mennyisége, logl0 formaban
megadva. A relativ transzkript mennyiségek két referenciagén (UBC18- ubiquitin konjugald
enzim valamint az EIF1a-elongacios faktor 1 alpha) atlagos kifejez6déséhez és az 6sszes LBD
gén atlagos expresszios szintjéhez normalizalva lettek megadva. A) A gének csoportositasa
expresszios mintazat alapjan. B) A vizsgalt novényi részek csoportositisa a benniik
expresszaloddo LBD gének alapjan. A mintdk roviditései: R1-gydkércstics, R2- megnyulasi
zona, R3-differencialddasi zona, R4- érési/felszivasi zona, R5- fiatal oldalgyokér-kezdemény,
R6-érett oldalgyokér-inicialis, SN-szkutellaris gyokerek nodusza, CN- koleoptil-nodalis
gyokerek nodusza, N1-els6 levél nddusza, N2- masodik levél nodusza, N3- harmadik levél
nodusza, IN1- els6 levél internodiuma, IN2- masodik levél internodiuma, LH1- els6 levél
hiivelye, LH2- masodik levél hiivelye, LH3- harmadik levél hiivelye, LL1- elsé levél liguldja
(levélcsukld), LL2- masodik levél ligulaja, LL3- harmadik levél ligulaja, L1- els6 levél lemeze,
L2- masodik levél lemeze, L3- harmadik levél lemeze, L41- negyedik levél lemezének bazalis
szegmense, L42- negyedik levél lemezének kozépsé szegmense, L43- negyedik levél
lemezének apikalis szegmense, ZL- zaszloslevél lemeze, KT- kalasztengely, LE- lemma
(toklasz), LSZ- a lemma szakalla, PA- palea (pelyvalevél), V1- kifejlett virag 1-2 nappal a
pollinacio elétt, V2- fejlodo virag 3-4 nappal a pollinacio elétt, V3- fejletlen virag 5-6 nappal
a pollinacié elott, E1- kifejlett termés 9-10 nappal a pollinacié utan, E2- fejlodd termés 6-7
napal a pollinacié utan, E3- fejletlen termés 3-4 nappal a pollinacié utan, portok- portok. A
mintak részletes leirasat 1asd az "anyag modszer" "mintavétel" fejezetében.

virdgzatban és a levél szoveteiben expresszalodnak, az IB alcsalddra inkabb gyokérspecifikus
kifejez6dési mintazat jellemzd, az IE alcsalad tagjai pedig inkabb a portokban expresszalodnak.
Tolik eltéréen az IC, ID alosztdlyok tagjai igen véaltozatos kifejezddési mintazattal
rendelkeznek. Igy pl. az IC alcsaladon beliil van olyan gén, amely csak a vegatativ novényi
részekben aktiv, van olyan, amelyik a gyokérben és a generativ szervekben miikddik, de olyan
is akad, amelyik csak a gyokér egyes szegmenseiben mutat expressziot. Az ID alcsalad esetében
az LBD1D-1 csak a levél kiilonbozd részeiben, mig az LBD1D-2 szinte minden vegetativ
szervben kifejezddik. Egyediil a II osztaly génjeire jellemzd a nem-szdvetspecifikus expresszio.
A széalkaperje egyes LBD génjeinek kifejezddési mintazata nagyfokt hasonldsdgot mutat mas
fajokban (pl. ludfiiben, kukoricédban, rizsben) azonositott legk6zelebbi rokonjaik kifejezddési
mintazataval. A kiillonbozo, akar egymastol tavoli rokon fajok LBD génjeinek kifejezddési
mintazatai kozott tapasztalhato egyezések alapjan feltételezhetjiik, hogy az egyes LBD gének

funkcidja evolticidésan nagymértékben konzervalt lehet.

Munkacsoportunk erre a konzervaltsagra alapozva kezdte el a géncsalad két tagjanak, a
BdLBD1C-1 és a BALBD1C-2 funkcionalis jellemzését. Korabbi élesztd két-hibrid kutatasi
eredményeink alapjan a lucerna (M. sativa) A2;2 ciklinje és a M. truncatula egyik LOB-domain

transzkripcids faktora, az MtCPP1 kolcsonhato partnerek lehetnek. Homologidjuk alapjan a



BdLBD1C-1 és BALBDIC-2 fehérjékrél — mint az MtCPP1 szalkaperjében megtalalhato
legkdzelebbi rokonairdl — feltételezziik, hogy az MtCPPI1-hez hasonléan kozvetlen
kapcsolatban allnak a sejtciklus szabalyozasaval. Ennek alatdmasztasat céloztak a lucerna A2
ciklinje és az MtCPP1 kozotti kolesonhatas reprodukaldsara iranyuld kisérleteink éleszt6 két-
hibrid (Y2H) rendszerben, széalkaperjében megtalalhatd homolédgjaikkal. A szalkaperje A2
ciklinje és a BALBDI1C-1 valamint BALBD1C-2 kozott kolcsonhatas kimutatasa Y2H
vizsgalatokkal zommel negativ eredményre vezetett: ugyan tobbféle vektort probaltunk ki
tobbféle kombinacidban, két kiilonb6zo éleszté torzsben is, sem az auxotrofia-
komplementacion alapuld ndvekedési szelekcidval, sem a transzformans €lesztokbdl torténd -
gamaktozidaz aktivitds méréssel nem sikeriilt kdlcsonhatast kimutatni a kérdéses fehérjék
kozott. Ennek oka nem feltétleniil a kdlcsonhatés teszteléséhez kivalaszott fehérjék kozotti
tényleges kolcsonhatis hianyaban keresendd, hanem a tesztelések tanulsaga alpjan az Y2H
renszer korlataival is magyardzhatok (pl. a szalkaperje A2 ciklinjének élesztd sejtek

novekedésére gyakorolt negativ hatasaval, melyet tapasztaltunk is kisérleteink soran).

Pozitivum ugyanakkor, hogy mind a BALBD1C-1, mind a BALBD1C-2 kolcsénhatasba
1épett a lucerna A2;2 ciklinjével, a szalkaperje A2 ciklinje pedig az MtCPP1 fehérjével mutatott
kolcsonhatést. Vagyis az Y2H tesztelések eredménye alapjan potencialisan mind a BALBD1C-
1, mind a BALBD1C-2 képes lehet ciklinel/ciklinekkel valo interakciora, a viszgalatba bevont
szalkaperje A2 ciklin pedig LOB-domain transzkripcios faktorokkal valo kdlcsonhatasra, mely
eredmények a LOB-domain transzkripciods faktorok és a sejtciklus szabalyozasanak kozvetlen
kapcsolatara utalnak. Ebbe az irdnyba mutatnak munkacsoportunk meég publikélatlan
eredményei is: in vitro foszforilacios kisérletek alapjan a BALBD1C-1 és a BALBDIC-2 is
képes foszforildlodni a szalkaperje sejtszuszpenziobol izolalt ciklin-ciklin dependens kinaz
komplexek altal. Az itt bemutatott eredményekre tdmaszkodva azonban még messzemend
kovetkeztetéseket nem vonhatunk le a BALBDIC-1 és a BALBDIC-2 és a sejtciklus
szabalyozasa kozotti direkt kapcsolatokrol, és tobb a felmeriild kérdés, mint amennyire jelen
pillanatban valaszolni tudunk. Nem tudjuk, ebben a folyamatban mely ciklin-CDK komplex
vesz részt. Nem ismert ennek a szabalyozési folyamatnak a szervfejlddésre gyakorolt hatdsa
sem. Felmeriil a kérdés, lehetnek-e esetleg mas ciklin-CDK komplexek altal szabalyozott LOB-
domain transzkripcids faktorok is? Az sem tisztazott, hogyan befolyasolja a ciklin-CDK
komplexek altal torténd szabalyozas a LOB-domain transzkripcids faktorok mitkodését; és az
is kérdéses, ez a feltételezhetd szabalyozasi kapcsolat mennyire 4ltaldnos a novényvildgban.

Ezeknek az alapvet6 kérdéseknek a megvalaszolasa tovabbi részletes kutatasokat igényel.



Tervezett kutatasaink a LOB domain transzkripcids faktorok és a ciklinek kozotti kolcsonhatés
funkciojanak értelmezésére irdnyulnak. Ennek feltdrdsa a novényi egyedfejlodés izgalmas ¢és
ismeretlen teriiletének — a sejtosztddas és a differencialodas dsszefonddasanak — megismerése

felé vezet.

Kovetkeztetések

A szaklaperje LBD transzkripcids fakotrainak atfogd jellemzése érdekében végzett

kisérleteink alapjan elmondhat6, hogy

e a szalkaperje 28 tagbol all6 LOB-domain transzkripcids faktor csalddjanak fobb
csoportjai, alcsaladjainak szerkezete, a fehérjék megoszlasa az azlcsoportok kdzott
mas egyszikli és kétszikli fajokhoz viszonyitva alapvetéen hasonlo. Ennek

magyarazata a csalad konzervaltsdgaban keresendd.

e a szalkaperje LOB-domain transzkripcids faktorait kodoldo gének kifejez6dési
mintdzata a LOB-domain transzkripcids faktorokrél eddig feltart funkciondlis
sokféleségnek megfelelden nagy divergenciat mutat mind szdvetspecifitas, mind
az expresszid mértékét tekintve. Bar heterogén kifejezddési mintazat alapjan nem
lehet egy-egy alcsaladhoz egyértelmii funkciot tarsitani, de a kapott kifejez6dési
mintdzatok nagyfok hasonldsagot mutatnak més fajokban mar ismert homolog
LBD gének kifejez0dési mintzataival, ami a géncsalad funkcionalis

konzervaltsagat sejteti.

e Dbar az expressziés mintazat ismerete az LBD gének szerepének megértéséhez
messze nem elegendd, az altalunk végzett génexpresszios vizsgalat j6 kiindulopont

a funkcionalis vizsgalatokhoz.

A LOB-domain transzkripcios faktorok sejtciklus szabéalyozasaval vald kapcsolatanak
vizsgalatat korabbi kisérleteinkre alapozva kezdtiik el. Ennek részeként teszteltiik a Medicago
sativa A2 ciklin szalkaperjében megtalalhato legkdzelebbi homologja és a Medicago truncatula
MtCPP1 szalkaperjében megtalalhatd legkdzelebbi homologjai, a szalkaperje A2 ciklin és a
BdLBD1C-1 valamint 1C-2 kozotti kdlcsonhatast éleszté két-hibrid rendszerben. Bar a



kolcsonhatas kkimutatasara iranyuld kisérleteink zommel negativ eredményre vezettek, a

tesztelés eredményeként megallapithatd, hogy:

e potencidlisan mind a BdLBDIC-1, mind a BdLBD1C-2 képes Ilehet

ciklinel/ciklinekkel vald interakciodra.

Az elvégzett munkank éves bontasban:

1. év

31 kiilonbozo szarazsagtirési szalkaperje (Brachypodium dystachion) genotipus jellemzését
végeztik el novekedési paramétereik illetve gyokérnovekedésiik, gyoké-architektirajuk
szempontjabol. Az elvégzett fokomponens analizis alapjan megéllapitottuk, hogy az
okotipusok kozott a hajtasok hossza és tomege, a koleoptil-nodalis gyokerek atméréje, a
levélnodalis gyokerek szama ¢€s teljes hossza voltak a legjobban diszkriminal6 tulajdonsagok.
tudtuk sorolni a vizsgalt genotipusokat. Megéallapithatd, hogy a nodalis gydkereknek
kiemelkedd jelentdsége van a kiilonbozd szalkaperje vonalak szarazsaghoz valo
plaszticitasaban. Az ebbdl mar elkésziilt kézirat bekiildés alatt van: Maria Szécsényi, Zoltan
Zombori, Magdolna Gombos, Gyodrgyi Sandor, Janos Gyorgyey: Natural variation in root

architecture of Brachypodium distachyon accessions during moderate water-deficit stress.

Sikertilt azonositani és transzkripcids szempontbdl részletesen jellemezni a névényi
szervfejlddésben szerepet jatsz6 LOB-domén transzkripcids faktor géncsalad minden
alcsaladjat, igy mind a hat, els6 tipusba tartoz6 alcsalad jellemzd kifejezddési helyeit
megtalaltuk. Ezek koziil két alcsalad mutatott jellemzden magas kifejezodést a gyokérzetben.
A tovabbi jellemzésre kivalasztott alcsalad két tagjat tultermeld, csendesitd és promoter-
riportergén konstrukciodikat hordoz6 szélkaperje ndvényvonalakat hoztunk létre. Minden ilyen
vonal felszaporitdsa a tovabbi vizsgalatokhoz a projekt 2. évében meg fog torténni. A
tultermeld vonalak eldzetes jellemzése soran megallapitottuk a gének ektopikus mikodése
fejlédési illetve ndvekedési problémakat okoz mind a hajtasban, viragzatban, mind a
gyokérzetben. A tultermeld vonalak gyokérndvekedésben mutatkozd elmaradasa fokozottan
jelentkezett vizhidnyhoz vald adaptécio soran. Ezek az eredmények egyrészt arra utalnak,

hogy az altalunk kivalasztott LBD13 és LBD15 gének valoban jelentOs szerepet jatszanak a



szervfejlédés soran, igy mélyrehat6 vizsgalatuk hosszl tavon is indokolt, masrészt felvetik
annak a sziikségességét, hogy a gének talmuiikodtetését illetve csendesitését kontrollalt
mikddést promoterekkel is elvégezziik. In vitro megerdsitettiik, hogy az LBD13-as gén
kodolta transzkripcids faktor képes kolcsonhatasra A-tipust ciklinekkel, ez a kolcsonhatés a

megfeleld kétszikii (Medicago) ciklin fehérjével is megtorténik.

2. év

A BdLBD-1C-1 ¢és 1C-2 géneket (korabbi munkaneviikon LBD13 és LBDI15) hordozé
tultermeld vonalak részletes vizsgalata soran megerdsitettiik azt a korabbi megallapitasunkat,
hogy ezeknek a transzkripcids faktoroknak jelentés funkciojuk van az egyedfejlédés soran, a
tulmiikodtetésiik erds fenotipust eredményez a vonalakban. Az LBD-1C-1 esetében egyes
vonalak drasztikus torpendvést mutatnak, melyeknél a viragzas teljesen el is marad, mas,
viragozni képes vonalak esetében pedig elagazo, dupla hajtas fejlodését tapasztaltuk. Az LBD-
1C-2 vonalakra mind a hajtds, mind a gyokérzet visszafogott fejlddése volt jellemzd, ami egylitt
jart a keletkezett magok csokkent csiraképességével. Az elvégzett rhizotronos vizsgalatokbol
kidertilt, hogy az LBD-1C-2 tultermeld vonalak gyengébben fejlett gyokérzete elsésorban a
késObb és kisebb szamban megjelend oldalgydkerek szamldjara volt irhato, ez kiilondsen

korlatozott vizellatas (kisérletesen eldallitott, mérsékelt vizhiany) esetén volt kifejezett.

Az Ujabb é¢lesztd 2-hibrid vizsgalatokkal kimutattuk, hogy mindkét altalunk vizsgalt LBD
fehérje képes dimerizaciora is, €s valdsziniisithetd, hogy egyéb, szignalatvitelben szerepet
jatszo kindzok is foszforildlhatjak azokat. Elvégeztik a korabbi 2-hibrid eredmények
megerdsitését in vitro fehérje-foszforilacios kisérletekkel. Ehhez egyrészt létrehoztunk éretlen
embrio eredetii, gyorsan 0szt6do szalkaperje sejtszuszpenziot, valamint szamos kiilonb6zo
fazios fehérje-kombinaciot  kiprobalva baktériumban valdo termeltetésre  alkalmas
génkonstrukciokat készitettiink. A megtermeltetett GST- ill. His-tag-gel ellatott LBD-
fehérjéket affinitas-tisztitast kovetden a sejtszuszpenzidobol — kromatografias agyhoz kotott
CKS fehérje felhasznélasaval — tisztitott CDK/ciklin komplex foszforilacionak vetettiik ala
32P-jelolt ATP felhasznalasaval. Az elvégzett kinaz reakcio mindkét fehérje esetében igazolta,

hogy a sejtciklus kdzponti regulator-komplexe képes ezek foszforilacidjara.

Szalkaperje két vonalanak (BD21 és Bd21-2) gyokerén, a gydkércsucs eltavolitasa utan egy
héten keresztiil nyomon kovettiik a miRNS expresszids valtozasokat. A vizsgalatunkhoz 30

szalkaperjében aktiv miRNS valasztottunk, melyeknek elézetes irodalmi adatok alapjan



kapcsolddhatnak az oldalgyokér képzodéshez. A vizsgalt 30 miRNS koziil 6 nem volt aktiv egy
vonalban sem a vizsgalt gyokérrégioban (164a,b,e.f; 172a; 393a,b;169d; 398b; 399a). Az aktiv,
detektalhatd miRNSek koziil valtozatlan szintli expressziét mutatott a kisérlet minden
mintavételi napjan, mindkét vonalban két miRNS (164c és 396¢,d). A fennmarado6 26 kis RNS
transzkript szintje jorészt emelkedo értékeket vett fel. A hat legmagasabb expresszios valtozast
mutatd miRNS (166a,b,c,d; 156a,b,c; 160 a,b,c,d; 319a; 390a; 396¢) Bd21-es vonalban a
gyokércstics eltavolitasa utan négy nappal (Bd21-3-as vonalban harom nappal) az miRNA

mennyisége egy maximumot mutat, majd lecsokken.
3.év

Osztalyoztuk, egységes nevezéktant adtunk a szalkaperje LOB-domén transzkripcios faktor
géncsalad minden tagjanak, befejeztiik alapvetd szerv-, ill novényi rész-specifikus
transzkriptszint jellemzésiiket. Ebbdl egy minden tovabbi munkankat megalapozd Q1-es
ujsagban megjelent kozlemény sziiletett (Gombos és mtsai, Plant Cell Reports, online 2016,

print 2017).

Ujgeneracios szekvenalasi modszerrel végeztetett transzkriptoma szekvenalashoz a szalkaperje
(Brachypodium distachyon) Bd21-es vonal magjaibol elvégeztiik a novények felnevelését
nevelékamraban, 22 °C-on, hosszinappalos koriilmények kozott (18 ora fény / 6 Ora sotét),
normalis vizellatas (cca. 80%-os viztelitettség) mellett, Hoagland tapoldatos oOntézéssel,
gyokéreredeti RNS tisztitasara alkalmas perlit-homok nevelékézegben. Mintegy 200
novényrdl gylijtottiink 3 hetes korukban 50-100 mg-nyi gyokércsucs, oldalgyokér-inicialis,
valamint a nodalis gyokerek eredési helyeként szolgald elsd levélnddusz mintdkat, majd a
lefagyasztott mintakbol 6ssz-RNS-t tisztitottunk modositott CTAB-LiCl extrakcios modszerrel.
Ennek eredményeként gyokércsucsbol 120 [Ig, oldalgyokér-inicialisbol 16 [lg, elsd
levélndduszbodl 104 [1g total-RNS-t nyertiink ki.

Ezekbdl veégeztettiik el a transzkriptoma-szekvenalast modszerrel az I[llumina HiSeq
platformjan, melyhez a konyvtarakat az Illumina TruSeq RNA Library Preparation Kit v2-es
verzidjaval készitette el a Seqomix Kft. A kapott nyers szekvencia-adatok elemzése soran
megvizsgaltak a széalkaperjében talalhat6 LOB-domén (Lateral Organ Boundary domain)
transzkripcids faktor fehérjét kodolo teljes, 28 tagu géncsalad minden tagjadnak eléfordulésat,
valamint az altalunk kivalasztott két-két ciklin-A ¢és cdk fehérjéket kodolo gének transzkript-

gyakorisagat. A transzkriptoma-szekvendldsi eredmények alapjan  Osszefoglaloan



megallapithato, hogy magas szinten fejezédnek a ki mindharom mintdban a kettes osztalyba
tartozd BALBD-2-1, 2-2, 2-3 és 2-4 gének, tovabba az 1 A alosztalyba tartoz6 BALBD-1A-2 gén
is. A gyokércsucs mintdban kiugréan magas szintet mértiink a BALBD-1C-1 és a BALBD-1B-
5 gének mRNS-eibdl, tovabba kevésbé kiugrod, de még magas transzkriptszinteket talaltunk
ugyanitt a BALBD-1B-2, 1B-4, 1B-8, 1C-2 és 1C-4 gének esctében, mig az 1D és az 1E
alcsaladok minden tagja kifejezetten alacsony gyakorisaggal fordult elé. Az oldalgyokér-
inicialis gyokérrégioban a fent emlitett géneken tul magas/kdzepesen magas transzkript-szinten
megjelennek még az 1A-1, 1B-7 és 1C-5 gének is. Az els6 levélnoduszra jellemzd, hogy a
gyokércsucsban ¢és oldalgyokér-képzddés helyén kifejez6dé fent felsorolt gének mRNS-ei
nagysagrenddel ritkdbban ugyan, de jo1 detektalhatdan el6fordulnak, és mellettiik hangsulyosan
megjelennek az 1D alosztalyba tartoz6 BALBD-1D-1 és 1D-2 gének transzkriptumai is. A
vizsgalt ciklin és cdk gének mRNS-ei mindegyik mintdban jelentds szinten detektalhatok
voltak, 6sszhangban azzal, hogy mindhdrom mintadban nagy szdmban fordulnak eld aktivan
osztodo sejtek. A transzkriptomaszekvenalds eredményei Osszességében megerdsitették a
korabban, sokkal tobb mintan elvégzett, de lényegesen kisebb pontossagu és részletességii

gPCR-es transzkript-szint vizsgalatok eredményeit is.

A mikro-RNS kisérleteink soran célunk volt az oldalgyokér fejlodésben szerepet jatszo miRNS-
ek azonositasa szalkaperjében, illetve az azonositott nagyobb jelentéségii MIRNS-ek
mennyiségének vizsgadlata gyokérfejlodés befolydsoldsa utdn (ozmotikus —stressz).
Vizsgalatainknak a szalkaperje két okotipusat vetettiik ala (Bd21, Bd21-3), melyeket MS ferde
taptalajon novesztettiink. A mellékgyokér-novekedeést a gydkércstcs eltavolitasaval indukaltuk
¢s ezt kovetd negyedik €s 6tddik napon kdzel azonos idopontban mintat vettiink. Vizsgaltuk az
miRNS mennyiségi valtozasokat az id6 fiiggvényében, kontroll és polietilén glikollal indukalt

ozmotikus stressz esetén.

Az éltalunk el6z6 évben kivalasztott 30 szalkaperjében aktiv miRNS bdl 6 darab transzkript
szintje kiemelkedéen magas volt mindkét altalunk vizsgalt vonal esetén, igy az ozmotikus
stressz kisérletben ezeknek a szekvencidknak a mennyiségi valtozasat vizsgaltuk. A
hiperozmotikus kozeg szamos valtozast okozott az miRNS-ek relativ mennyiségében. A két
mintavételi napot a két vonalban a vizsgalt miRNS mennyiségi valtozasait 6sszevetve miR167
a,b; miR396 a,b; miR159 a jelent0ségét lehet kiemelni az ozmotikus stressz elleni
védekezésben. Az itt kapott eredmények nagyfoku hasonlosagot mutatnak Akdogan 2015-ben

buzan mért eredményeivel, melyek szintén PEG kezelés hatésat irtak le.



4, év

Folytattuk a korabbi in vitro fehérje-foszforilacids kisérleteket, melyekkel megerdsitettiik a
korabbi, ¢lesztd két-hibrid vizsgalatok alapjan felallitott munkahipotézist. Ehhez Iétrehoztunk
az alapvetd Bd21-es szalkaperje genotipusbol egy jol o0sztodd, gyors szaporodasu
sejtszuszpenziot, melybdl  affinitds-kromatografiaval ~CDK/ciklin  fehérjekomplexet
tisztitottunk. Ehhez adott, E.coli-ban termeltetett hogy a sejtciklus-szabalyoz6 CDK/Ciklin
fehérjekomplex képes foszforilalni legaldbb két LOB-domén fehérjét, az LBD1-Cl-et és
LBD1-C2 —t szalkaperjébdl. Tovabba kimutattuk, hogy képesek DNS kotésre, és elallitottunk
poliklonalis egér ellenanyagokat elleniik a tovabbi vizsgalatokhoz. Az ellenanyagok bar
felismerték az immunizaldshoz hasznalt baktériumban termeltetett fehérjét, sajnos jelentds
aspecifikus hatteret mutattak. Ennek csokkentésére az antigénekkel affinitas-tisztitast

végeztiink, azonban ezzel sem sikertilt a hatteret elfogadhat6 szintre cs6kkenteni.

Alternativ modszerként megprobalkoztunk olyan modositott oligonukleotidok (ON)
hasznalataval, melyekkel a génmoddositassal létrehozott illetve mutdns vonalakhoz képest
egyszerlibben, gyorsan ¢és hatékonyan lehet csendesiteni a kivalasztott LOB- domén és sejt
ciklus géneket szalkaperjében. Ahhoz, hogy ON-okkal atmenetileg csendesithessiik a
gyokerek célgénjeit, elsé feladatunk olyan kezelési modszer kidolgozasa volt, amely
biztositjalyel az ON-kat a vizsgalando szerv altali vel hatékonyan felvetettésétjiik. Az volt az
elképzelésiink, hogy a korabbi sikeres modszeriinket széalkaperjére adaptalva, a levelek
sebzésén keresztiil felvett ON-ok eljutnak a gyokerekig, ott csendesitenekik a LOB- domén
géneket, aminek kovetkeztében csokken az mRNS szint és idedlis esetben fenotipusos valtozast
is megfigyelhetiink. Azonban azt tapasztaltuk, hogy az ON-ok nem jutottak el a gyokerekig
sem a levél, sem a koronagydkereket ado noduszok feletti szar megsebzésével, sem pedig az
internodiumba torténd injektalassal. Ezt kovetden olyan novénynevelési mdodszert kerestiink,
amellyel a gyokerek tobbnapos kezelése a lehetd legkisebb térfogatii ON oldattal kivitelezhetd.
Ezért a felvetetéssellevagott gyokércsticsokon at probalkoztunk, eldszor foldbe iiltetett, késobb
szilard, legvégiil pedig folyékony tapoldatban nevelt ndvények levagott gyokércslicsain at
probalkoztunken, ugyanis olyan ndvénynevelési modszert kerestiink, amelyben a gydkerek
tobbnapos kezelése a lehetd legkisebb térfogati ON oldattal kivitelezhet6. A  kipréobalt
modszerek koziil a hidroponids eljaras bizonyult a legjobbnak, amely soran az ON-okat kis
térfogatl tapoldatba adagoltuk. Ez azonban még igy is nagy anyagigényii volt és emiatt nem

volt alkalmas a tervezett nagyszamu ON-ok géncsendesitési hatékonysaganak tesztelésére,



ezért ezt a feladatot az idokozben eldallitott szalkaperje sejtszuszpenzion folytattuk. Mivel a
szuszpenzi6 sejtjei infiltracid, vagasi sériilések és ozmotikumok alkalmazasaval sem vették fel
jonagy hatékonysaggal az ON-kat , ezért sziikségessé valt a sejtfal leemésztése. Két uton
kivantunksikeriilt eldallitani protoplasztokat eldallitanunk, egyrészt szalkaperje levelekbdl,
masrészt sejtszuszpenziobol. Az utobbi esetben kiilonboz6 enzim- elegyeket probaltunk ki
alapul véve az arpa és buza novényerdlken ismertpublikdlt eredményeket. A kidolgozott
protoplasztalasi moddszernek koszonhetéen a jovében konnyebben tudjuk értékelni az

oligonukleotidok hatasat mind géncsendesitésben mind pedig a génszerkesztésben.

A metodika elmult években bekovetkezett gyokeres atalakuldsa miatt sziikségessé valt a
génszerkesztés rendszerének megalapozasa is szalkaperjében. A kordbban sikeres adaptalt és
optimalizalt agrobaktérium-medialt transzformacioval elvégeztik a CRISPR mddszerhez
sziikséges CAS9-es fehérje egyszikiiben valod expressziojara alkalmas génkonstrukcio bevitelét
szalkaperje regenerald kallusz-tenyészetébe. Az igy létrehozott vonalak tesztelése jelenleg
folyik, célunk, hogy legalabb két fiiggetlen, stabil expresszids szintet mutaté vonalat
létrehozzunk, melyeknél egykdpids integracid tortént, és az integracié helye nem ugyanaz a
kromoszdéma. Ezeknek, mint recipiens vonalaknak a hasznalataval elvégezheté barmely LBD
gén szerkesztése a jovoben a megfeleld, tranziens modon bejuttatott guide-RNS hasznalataval

ugy, hogy a célgéntdl eltérd kromoszoémén taldlhato CAS9-es transzformans vonalat

crer

Az LBD-1C-1 ¢és 1C-2 gének sejtciklusgénekkel valod kolcsonhatasanak részletes vizsgalatahoz
sejtszuszpenzids vonal szinkronizalasi rendszerét adaptaltuk szalkaperjére. A sejtek S-fazisban
val6 blokkolasahoz hidroxy-ureat hasznéltunk. Rovid koncentracidsoron (5-20 mikroM kozott)
vizsgaltuk a blokkolas hatékonysagat. A tisztitott sejtmagokon végzett flow-cytometrids
mérések azt mutattak, hogy 10 mikroM elegendd az osztodas megallitdsahoz. A blokkoloszer
kimosasat kdvetden azonban a sejtek elhizédoan folytattak a sejtciklusukat. Ennek valoszina
sejttenyészet tovabbi finomitasa és homogenitasanak jelentds javitasa sziikséges ahhoz, hogy a

jelenleginél 2-3-szor jobb szinkronitast érhessiink el, ami a tovabbi munka el6feltétele.

A hasznalt sejttenyészetben vizsgaltuk mind a részletes munkara kivalasztott két LBD, mind a
géncsalad tobbi tagjanak mRNS szintjét. Arra a meglepd eredményre jutottunk, hogy néhény,
zommel LBD-2-es alcsaladba tartozo gén expresszids szintje megndvekszik a taptalajcserét

megel6zé napokban, azonban ez az eredmény nem reprodukalhatd, ha rendszeresen mintat



vesziink a lombikokbol. A kérdést korbejarva arra jutottunk, hogy ezeknek a géneknek az
indukcigjat a tenyésztés soran eldallo hipoxia, ill. lecsokkent oxigénszint okozhatja. Ez is
magyarazata lehet annak, hogy a a heti egyszeri rendszeres taptalajcsere esetén dinamikusan
novekedd tenyészet osztodasi jellemzoi megvaltoznak abban az esetben, ha a szinkronizaciohoz
sziikséges kezelések miatt naponta tobbszor friss levegd éri a lombikban tenyésztett sejteket. A

szinkronizalt rendszeriink kialakitasat ennek figyelembevételével igyeksziink optimalizalni.

A palyazat keretében késziilt el a ,,Genome-wide identification of glutathione transferase
superfamily in model organism Brachypodium distachyon” cimii Functional Plant Biology
folyodiratba elfogadott cikk, melyben a szalkaperjében talalhato GST fehérjék génjeirdl adtunk

atfogo jellemzést.

A karos anyagcseretermékek méregtelenitése meghataroz6 a ndvényi stressz-valasz
hatékonysagaban. A glutation redukalt formajaval ezeknek a mérgezé stressz-
melléktermékeknek egy részét a glutation transzferdz (GST) enzim szupercsalad tagjai bontjak
el. Ezeknek az enzimeknek a csaladjat vizsgaltuk a modell-organizmus: Brachypodium
distachyon Bd21 és szarmazéka, egy szarazsagtiir6 Bd21-3 vonal esetében. Az ozmotikus
stressz-kezelés  mindkét  Brachypodium  genotipus  vizpotencialjanak  csokkenését
eredményezte, a kontroll és a kezelt ndvény ww kozotti kiilonbsége a Bd21-3 utols6é mintavételi
napjaval csokkent, ami bizonyos mértékii alkalmazkodasra utal az alkalmazott ozmotikus
stresszel szemben. A fokozott GST-aktivitas erételjes védelmi reakciot mutatott a redox-

kornyezet egyensulyanak hianya miatt.

A genomszekvencia atvizsgalasa 91 teljes hosszusagli vagy részleges GST szekvencia
azonositasdhoz vezetett. Bar a szalkaperjének viszonylag kis genomja van, az azonositott GST-
gének szama szinte ugyanakkora volt, mint amennyit a bazaban korabban tapasztaltunk. A
GST-expressziok mérése azt mutatta, hogy a stressz az alabbi kiilonbségeket okozta: magasabb
expresszios szintek vagy gyors indukcié BAGSTF8, BAGSTU35 ¢s BAGSTU42 géntermékek
esetében, ez feltételezhetden az intenziv méregtelenitéshez sziikséges az ozmotikus stressz

alatt.

Ahhoz hogy a jovOben jobb stressztiird ndvényeket hozhassunk 1étre, meg kell érteni a novényt
véd6é mechanizmusokat, és azonositani kell ezeknek a folyamatoknak az elemeit, koztiik a
stressz-valaszokban részt vevo géneket és azok filogenetikai variabilitasat. Ilyen jel6ltek azok

a glutation transzferazok (BAGSTF8, BAGSTU35 és BAGSTU42), melyek emelkedett vagy



indukalhatd génexpresszios szinteket mutatnak a szalkaperjében az ozmotikus stressz soran. A
Brachydpodium vonalakban a tau és phi osztalyokhoz tartozd GST-kodold szekvencidk
ezeknek a fajtaknak a talajszarazsaggal szembeni magas toleranciajat eredményezhetik a stressz

soran keletkez6 toxikus anyagcseretermékek hatékony méregtelenitésével.



