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Tartalmi 6sszefoglalé

Kutatasaink kdzéppontjaban egy olyan, csak novényekben fellelhet6 transzkripcios faktor
csalad — a LOB-domain (LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN) transzkripcids
faktorok csaladja (roviden LBD) - all, amely kdzponti szerepet tolt be a merisztematikus
sejtcsoportok mitkodésének és a beldliik lefiizé6do sejtek differencialodasanak jol dsszehangolt
szabalyozasaban. Habar igazoltan részt vesznek szinte minden szervfejlodési folyamatban az
embriogenezistél egészen a terméshozasig, pontos szerepiiket mindezidaig csak néhany
esetben sikeriilt meghatarozni. Emellett a rendelkezésre all6 informaciok dontd tobbsége
ladfiivel (Arabidopsis thaliana), mint elsészamt kétszikii névényi modellszervezettel végzett
kutatasokbol szarmazik. Egyszikiiekben betdltott funkcidik kevéssé ismertek. Célunk az LBD
gének szerepének felderitése a szalkaperjével (Brachypodium distachyon), mint kalaszos

gabonaféléink széles korben elfogadott modellndvényével végzett kutatdsokon keresztiil.

Jelen munkaban bemutatdsra keriil a szalkaperjében fellelhet6 LBD gének részletes
szekvencia-elemzéssel torténd azonositasa, rokonsagi kapcsolataik vizsgalata, valamint
kifejezddési mintdzatuk gyokércsucstol egészen a hajtascsicsig, vegetativ és generativ
szervekre egyarant kiterjed, valdos idejii PCR (quantitative real-time polimerase chain
reaction) technikéval torténd részletes analizise. Szerepelnek tovabba két, az aprolékos
vizsgalatok alapjan kivalasztott, egymassal kozel rokon LBD gén (Bd2g34520- BdLBD1C-1
valamint a Bd2g53690- BALBD1C-2) sejtciklus szabalyozasaval vald osszefliggéseire iranyuld

kutatasaink.

Kulcsfogalmak: szervfejlédés, LBD gén (Lateral Organ Boundaries Domain), LOB-domain
(Lateral Organ Boundaries) transzkripcios faktor, szalkaperje (Brachypodium distachyon),

expresszios mintazat, valos idejii polimeraz lancreakcid, A2 ciklin, Y2H (éleszt6 kéthibrid).



Tartalom

Tartalmi 6SSZEFOGIALO ..............coooiiiiii e 2
TAFTAIOM. ... s 3
BEVEZELES ... e 5
1. Irodalmi AtteKINEES .............coooviiiiiiiiii 7
1.1 A szalkaperje (Brachypodium distachyon), mint modellnovény ...............ccccoovviiiienincicinnn. 7
1.1.1,,Az egyszikiiek Arabidopsis thalian@-ja”..........ccccoerieiririninireresee e 7
1.1.2 A szalkaperje rokonsagi Kapesolata ........c.eeveerieiieniiiiiieieeeeeeree e 10
1.1.3 A SZAIKAPEIJE ZEIMOIMJA ...eveeuririeiietieieetest ettt ettt st e e sb st e st bt et s bt et e st st e e e sre s s e sreeme e nesneeneene 11
1.1.4 A szalkaperje kutatashoz nyilvanosan hozzaférhetd bioinformatikai forrasok ...........cceeeenueennen. 14
1.1.5 A szalkaperje jelene és jovoje modellorganizmuskent........c.ovveeeriereeiieninieeneneese e 15
1.2 A LOB-domain transzKripcios faktor cSalad................ccoovviiiiiiiiiinnniiinicsesese e 19
1. 2.2 Az LBD transzkripcids faktorok SZETKEZELe........ccvreervirirsierieniieiesieeeese et 20
1.2.3 Az LBD transzkripcios faktorok evolucios eredete €s filogenetikai kapcsolatai ..........cccveeueeneene. 21
1.2.4 Az LBD transzkripcios faktorok szerepe a novények egyedfejlodésében ..........cocceveeeeiiinneennne 23
1.2.4.1 A levélfejlodés és az LBD transzkripcids faktorok kapcsolata ........coceeveereenieniieeneenieeniecnnenne 25
1.2.4.2. A viragfejlodés és az LBD transzkripcios faktorok kapcsolata...........cocevevereeveenieneeencnenenins 27
1.2.4.3 Az LBD transzkripcios faktorok és a gyokérfejlodés kapcesolata........ccoveeveerieiienienniecniecnnenne 28
1.2.4.4 LBD transzkripcios faktorok pleiotrop funkciokkal.........coccveevieeiierieeneeniiniinieieeneesee e 30
1.2.5 Az LBD transzkripcios faktorok és a metabolikus folyamatok kapcsolata.............cceeeevuveeeennne. 31
1.2.6 Az LBD gének kifejez6désének szabalyozasa ..........cccoveeiieeieiiiiniiniiiieeseeseenee e 32
1.2.7. Az LBD transzkripcios faktorok €s a sejtosztodas szabalyozasanak kapcsolata.............cc...c...... 33
20 COIKILUZESEK ...ttt e 37
3. ANYAG €S MOUSZET ..ottt ettt nnes 39
3.1 A szalkaperje LBD transzkripcios faktorainak in silico vizsgalatahoz kapcsolodé médszerek
............................................................................................................................................................... 39
3.1.1 A szalkaperje LBD transzkripcios faktorokainak azonositasa ...........cccceevvreevenersereneescneeneenn. 39
3.1.2 Az LBD transzkripcios faktorok rokonsagi kapcsolatainak vizsgalata.........cccoeeeerincencneenne. 39
3.1.3 Genom szinti vizsgalatok: genom synteny és duplikacios események vizsgalata...........ccceenenne 40
3.2 Az LBD gének expresszios profiljanak vizsgalatahoz kapcsolédo modszerek ........................ 40
3.2.1 NOVENYEK NEVEIESE......eevireeeirrieiieiieieeite sttt sttt st et re s a e s r e nesre s e nnesre e e 40
3.2.2 MINEAVELEL. ...ceei ittt ettt sttt ettt e bt e s bt e s ae e sab e et e e be e bt e ebeeeheeeateenteenteenbeen 42
3.2.3 Minték feldolgozasa: RNS-iz0lalas, CDNS-SZINtEZIS .....ccovvereereerirrririeereeseeseeseeseeeeeesseesseens 44
B2AQRT-PCR .o 44



3.3 Az éleszt6 két-hibrid (Y2H) vizsgalatokhoz kapcsolod6 anyagok és modszerek..................... 46

3.3.1 Az Y2H rendszerben vizsgalni kivant jeloltek kivalasztasa, a vizsgélathoz sziikséges konstrukciok

18treh0zasa €S ClIENOTZESE. .......coeiviriiiiiiiiic e e e 46
3.3.2 Az Y2H kolcsonhatési teszthez hasznalt élesztd torzsek, kompetens sejt készitése..................... 49
3.3.3 ElesztO sejtek transzfOrmMAlASa...........c..eureeereeeeerseraeseeseeseesssssessessessessessessessessessesssssesssssssessassanes 49
3.3.4 B-galaktoziddz enzimaktiVitds METESE.......ervuerrereeriirieeeente ettt s 51
4. Eredmények és megvitatasuk .............cccoooiiiiiiiiiii 53
4.1 A szalkaperjében megtalalhaté LBD transzkripcios faktorok azonositasa és rokonsagi
KAPCSOIATAL ...ttt bbbttt bt b e 53
4.2 A szalkaperje LBD génjeinek kromoszomalis elhelyezkedése és lehetséges duplikacios
T T0tsTo] F=1 - T OSSPSR 60
4.3 A szalkaperje LBD génjeinek kifejezodési mintazata...................ccccoooiniiiiiinen, 61
4.4 A szalkaperje LBD1C-1 és 1C-2 fehérjéinek kapcsolata a sejtciklus szabalyozasaval ........... 71
4.4.1 A lehetséges kolcsonhato partnerek Kivalasztasa........occeveereiniiniiiiniineeneeececeeeee e, 72

442 A BdLBD1-Cl1 és BALBDIC-2 A2 tipust cikleinekkel vald lehetséges kolcsonhatasanak
VIZSGALALA ...ttt ettt b e b et h et e e bt e ke e bt e ehe e sae e et e et e e beenbeennees 77

4.4.3 A BdLBD1C-1 és BALBD1C-2 homo- és heterodimer képzésének tesztelése Y2H renszerben. 83

4.5 PEISPEKIIVAK ...ttt ettt b e s b e s at e st e et e et e she e satesate st e e be e beenbeenaees 85
50 OSSZEGZES ...ttt 87
LTS8 ] 0= SRS 92
ROVIAIEESEK ...ttt ettt bt e st bt e st e e e sab e e sabe e s beeesnbeeennneas 97
IrodalomJe@YZEK ...........oocvviiiiiei s 99
PUubBIKACIOS TS ... s 116
KOSZONEtNYIIVANIEAS ........oooiiiiiiiiii e 117
NYITAEKOZAL ...ttt e bt s b e e ae e beaae e st e s te e st e sbeebeebesaeenre e 118
FUGEEICK ...ttt e et r et 119
1. A kisérlet soran alkalmazott protokolloK ..........c.eoiiiiiiiiiiiiii e 119
2. A kisérletekhez hasznalt primerek ........cccooveveiiriininie e 124
3. Az Y2H kisérletekhez hasznalt vektorkonstrukCiok ..........cccoveviviniiniiiiiiiiiiiiiniecce 125



Bevezetés

A magasabb rendli edényes novények strukturija leegyszertisitve hajtastengelybdl, a rola
elagazo oldalhajtasokbol, az azokon fejlodé vegetativ €s generativ szervekbdl, valamint a
kozponti gyokérbdl és az oldalgyokerekbdl épiil fel. E szervek létrehozasa szinte teljes
egészében posztembriondlisan megy végbe, vagyis a ndvények — a magasabbrendli allati
szervezetektdl eltér6 modon — teljes életciklusuk alatt képesek uj szervek, szovetek
létrehozasara. Ez a kivételesen rugalmas egyedfejlédési program nemcsak béamulatos
formagazdagsagot ¢s folyamatos ndvekedést tesz lehetévé, de az dallanddéan valtozod

kornyezethez torténd alkalmazkodast is biztositja.

Ez a lenylig6z0 plaszticitdas részben az osztodoképes merisztematikus sejtcsoportok
aktivitasanak koszonhetd. Ilyen embrionalis eredetii merisztémak a hajtascsticsban (SAM-
shoot apical meristem) és a gyokércsucsban (RAM- root apical meristem) talalhatok. A hajtas
esetében ebbdl a cstcsi merisztémabol fizodnek le az oldalszervek, levél-és
viragkezdemények épitékoveiként szolgald differencialodott sejteket 1étrehozd tovabbi
merisztémak. A gyokér cstcsi mereisztémaja pedig folyamatos hosszanti novekedést biztosit
¢s forrasa a gyokér harom szdvettajat — a bérszovet, elsddleges kéreg és kdzponti henger vagy
sztéle — kialakitd masodlagos merisztematikus sejteknek. Emellett megfelelé koriilmények
kozott a mar differencialodott sejtek is 0jboli osztodasra birhatok ("reaktivalhatok"), tovabb
fokozva ezzel a novények plaszticitastat. Az osztodoképes sejtek ily modon egy nyitott,
folyamatos novekedésre képes rendszert biztositanak, melynek elemei meghatarozott rendben
ismétlddnek, és a beldliikk fejlodd szovetek, szervek is egymastol diszkrét tdvolsagban és
sorrendben kovetik egymast, kialakitva ezzel a ndvény architektirajat.

A pontos €s aranyos szervfejlddéshez a novények esetében is nélkiilozhetetlen a sejtek
folyamatok kozott kiemelt jelentéséggel bir a merisztémak és a fejlddé 0j szerv hataranak
kijelolése. Mai ismereteink szerint az osztdédd képes szoveti régiok és a beldlik képzddo
primordiumok ko6zotti hatar nem egyfajta filozofiai ,,vagy merisztéma vagy fejlédé szerv”
sz€lsOséges allapota kozotti dontést jelenti, hanem sokkal inkabb egy jol definialhato, specialis
sejtek alkotta diszkrét valasztovonal. A hatidrvonalat meghtizé sejtek lassti osztodési és
differencialodasi kapacitassal rendelkeznek, ¢és olyan egyedi, csak rajuk jellemz6
génexpresszids mintazattal jellemezhetOk, mely biztositja a merisztémak indeterminalt
allapotanak fenntartasdhoz sziikséges mikrokornyezetet, ugyanakkor koordinélja az utddsejtek

érési folyamatait is (Reddy és mtsai, 2007; Wang és mtsai, 2016).



Jellegzetes, csak a szervhatarokon elhelyezkedd sejtekben kifejez6dé gének pl. a CUP-
SHAPED COTYLEDON (CUC), a PETALLOS (PTL) valamint a BLADE ON PETIOLE
(BOP) gének (Rast és Simon, 2008), és ilyen, az oldalszervek képzddési helyén kifejezodd
génként irtak le az els6 LBD gént is (Shuai és mtsai, 2002). A Shuai és mtsai. altal azonositott
gén valamennyi hajtas apikalis merisztémabdl eredd szerv alapi részének adaxialis
sejtcsoportjaiban és az oldalgyokerek inicidlis sejtjeiben aktiv. Az elnevezés erre a specialis
kifejez6dési mintazatra utal: LATERAL ORGAN BOUNDARIES, azaz oldalszervek hataran
mukodé gén. Az altala kodolt fehérje bar akkor még ismeretlen volt, annyit meg lehetett
josolni, hogy tartalmaz egy konzervalt, 100 aminosav hosszu szerkezeti motivumot, a LOB-
domaint. Maga a motivum ugyan mar a 90’-es évek derekatol megtalalhato volt kiillonbdzo
genom-adatbazisokban, mint ismeretlen funkcioval rendelkezé szerkezeti elem (DUF260 -
domain of unknown function), és jo néhany, LBD génekre visszavezethetd mutaciot irtak le
Shuai €s mtsai. munkajat megel6zden is (Hetz és mtsai, 1996), az LBD gének intenziv kutatasa
csak a 2000-es évektol, a csaladrol megjelent elsé részletes publikacid megjelenése utan

kezd6dott el.

A LOB-domain motivum tovabbi 42 masik Arabidopsis fehérjében is megtalalhato, és
késobb kideriilt az is, hogy az algaktol kezdve egészen a zarvatermokig szinte minden zold
organizmusban el6forduld transzkripcids faktor-csaladrol van sz6 (Husbands és mtsai, 2007,
Majer és Hochholdonger, 2011). Mivel LOB-domainnel vagy hasonl6 szerkezeti motivummal
rendelkezd fehérjét novényi adatbazison kiviil eddig sehol sem talaltak, az ide tartozo fehérjék
kétséget kizardoan novényi specifikus folyamatokban vesznek részt. Ezen folyamatok dontd
tobbsége a szervfejlodés iranyitasaval kapcsolatos: eddigi ismereteink alapjan az LBD gének
részt vesznek a gyokérfejléddésben, a levélmorfologia kialakitdsdban, generativ szervek

képzddésében és szinte minden, organogenezist érintd folyamatban (Xu és mtsai, 2016).

A tobb mint tiz éve zajlo kutatdsok ellenére eddig csak néhadny LBD gént sikertilt
részletesen jellemezni, legtobbjiik szerepe maig ismeretlen. Emellett ismereteink jelentds része
ludfiivel (Arabidopsis thaliana) végzett kutatasokbol szarmazik, az egyszikiekben talalhatod
LBD gének funkcidjardl még kevesebbet tudunk. Atfogd jellemzésiik olyan egyszikii
modellrendszerekben, mint amilyen a szalkaperje (Brachypodium distachyon),
kiindulopontként szolgalhat az LBD gének egyszikiiek egyedfejlodésében betdltott szerepének
megismeréséhez. Az  egyszikiieck  szerfejlodési  folyamatait irdnyité  molekularis
mechanizmusok feltardsa nemcsak tudomanyos szempontbdl relevans kutatasi teriilet, hanem

hosszl tadvon gazdasagi szempontbol is nagy jelentéséggel birhat.



1. Irodalmi attekintés
1.1 A szalkaperje (Brachypodium distachyon), mint modellnévény

A fufélek, kozottik is elsdsorban a koztermesztésben 1évé kaldszos gabonaféléink
folymatok megértése nehézkes és hosszadalmas lenne megfelelé modellorganizmusok
hasznalata nélkiil. A szalkaperje (B. distachyon) mintegy masfél évtizeddel ezel6tt keriilt a
tudomanyos érdeklédéskdzéppontjaba - nem véletleniil: ez az egyéves, kalaszos fiiféle szamos
olyan elény6s tulajdonsaggal rendelkezik, melyek alapjan a mai modern novénybioldgiai
kutatasok idealis modellszervezetének tekinthetd, amelyet ma mar széles korben, tobb mint

350 laboratoériumban hasznalnak vildgszerte.

1.1.1 ,,Az egyszikiiek Arabidopsis thaliana-ja”

Az €16 szervezetek bonyolultsaga, végtelen komplexitasa mindig is oOridsi kihivasok elé
allitotta a kutatokat. A biologiai folyamatokat irdnyitd alapvetd torvényszertiségek feltarasa
érdekében kezdtek el hasznalni, és hasznalnak ma is olyan, viszonylag kevésbé Osszetett és
laboratériumi koriilmények kozott is konnyen kezelhetd szervezeteket, mint amilyen pl. a ludfi
(A. thaliana). Mivel azonban kétszikii novény, és tobb mint 150-200 millié évnyi evolucios
tavolsag valasztja el a fliféléktdl, szamos egyszikiiekre jellemzd sajatossag (pl. az egyszikiiek
egyed- és szervfejlodésének specifikumai, az ezeket iranyitd gének és szabalyozasi halozatok
funkcidjanak modellezése) tanulmanyozasahoz nem megfelelé objektum (Hayama és
Coupland, 2004). Az egyszikiiek, azon beliil is a fiifélék (Pooidae) oriasi gazdasagi jelentdsége
okéan ugyanakkor egyre nagyobb igény volt egy konnyen kezelhetd egyszikli modellrendszer
kidolgozasara. Erre a célra hosszu ideig tobb haszonnévénylink, pl. a kukorica (Zea mays)
vagy a rizs (Oryza sativa) is alkalmasnak tiint, am ezek egyike sem elégiti ki maradéktalanul a
modellszervezetekkel szemben tamasztott alapvetd kovetelményeket: kis méret és relative
egyszerli nevelési feltételek, rovid generacios idd, Onbeporzés, kicsi, diploid genom,
viszonylag konnyl és hatékony transzformalhatosag (Vogel és Bragg, 2009; Brutnell és mtsai,
2015).

A szalkaperjével (Brachypodium distachyon) foglalkozo tanulmanyok jelentds része
egészen a 2000-es évek forduldjaig oOkoldgiai kozpontu volt (Davis és mtsai, 1985). A
megtalalhatok. Osi szarmazasi helye a Kozel-Kelet és a Mediterraneum teriiletére tehet,

ugyanarra a régiora, ahonnan termesztett kaldszos gabonaféléink dontd tobbsége is



eredeztethetd. Széles elterjedési teriiletének megfeleléen szamos Okotipusa ismert. Az egyes
valtozatok kozott eltérések tapasztalhatok a generacios id6 hosszaban, a novények méretében,
a ploiditdas mértékében, a viragzas idOpontjadban, vernalizacids igény tekintetében, betegség-
ellenallosag ¢€s stressz tolerancia szempontjabol is (Opanowitz és mtsai, 2008; Schwartz és
mtsai, 2010; Luo és mtsai, 2011). A variansokbol két gyiijteményt is létrehoztak: az egyiket az
amerikai USDA-NPGS (United States Department of Agriculture — National Germplasm
System), a masikat a walesi Aberyswyth Egyetem (University of Aberyswyth) gondozza
(Jenkins és mtsai, 2003; Vogel és Hill, 2008). A tobb mint 200 6kotipus korének fenntartasa és
folyamatos bdvitése mellett beltenyésztett vonalak eldallitasa is folyik. Az egyes vonalakat
,Bd” eldtaggal latjak el a tudomanyos név roviditéseként, ezt altalaban két szam koveti,
kotdjellel elvalasztva pl. Bd2-3. Az elsé szam annak az Okotipusnak az azonositojara utal,
amelybdl a vonal ered. A mésodik szam az ugyanabbdl az Skotipusbol szdrmazod kiilonb6zo
vonalak elkiilonitésére szolgal. A nevezéktanban kivételt képez a Bd21-es vonal: eredetileg
egyediili leszarmazottja volt a Bd254867-es Okotipusnak, igy masodik szamot nem kapott
(Garvin és mtsai, 2008). Ez a vonal azért is kiilonleges, mert a genomikai kutatdsok
tobbségéhez, a teljes genom- és EST (Expressed Sequence Tag) szekvenalasi projekthez is
ennek a vonalnak a genomja, DNS- ¢és RNS-tartalma szolgalt forrasként. Tobbek kozott a
rendelkezésre allo részletes szekvencia-ismeretek miatt valasztottuk mi is kisérleteinkhez a
Bd21-es vonal novényeit.

A szalkaperje, mint emlitésre mélto igéretes modellszervezet csak a 2000-es évek elején
keriilt a koztudatba (Bablak és mtsai, 1995; Draper és mtsai, 2001; Vogel és mtsai, 2006),
elsésorban fizikai jellemz6i miatt. Egyszerli nevelési igényei, Kis termete (max. 30 cm)
valamint rovid generacioés ideje (10-18 hét) révén idealis nagy mintaszamot igényld
kisérletekhez: egyedsiiriisége akar 1000 novény/m? is lehet (Vogel és Bragg, 2009).
(Osszehasonlitas képen ekkora teriiletre Arabidopsisbol 2000, bizabol (Triticum aestivum) 50,
rizsbdl (O. sativa) pedig csak 36 novény iltethet.) Ez a mennyiség iiveghazi koriilmények
kozott vagy novényneveld kamraban is fenntarthato, lehetéve téve nagy mennyiségli névényi
anyag ellenérzott feltételek mellett torténd eldallitdsat. Nevelési igényei meglehetsen
egyszerliek (Feuillet és Muehlbauer, 2009). Nem igényel kiilonleges talajkeveréket; a
laboratoriumunkban hasznalt, gyokérfejlodési és szarazsagtiirési vizsgalatokhoz bevalt homok-
perlit 2:1 aranyu elegyén is jol nevelhetd. Optimalis nevelési koriilmények (20h megvilagitas,
4h sotét fotoperiddus, 21-22°C nappali, 18°C éjszakai hémérséklet) mellett a legtobb vonal (pl.
a Bd2-3, Bd-3-1 és a Bd21-es vonal is) vernalizacio nélkiil, mar 4-5 hét alatt viragzik. Hosszu

nappalos koriilmények kozott igy mat két honap elteltével begylijthetok az érett magok, egy év
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alatt pedig akar 6 generacio is felnevelhetd (Garvin és mtsai., 2008). Néhany vonal a Bd21-
estOl eltéréen hosszabb-rovidebb vernalizacios periodust is igényel a virdgzas indukaldsédhoz,
amely par héttel meghosszabbitja a generacios idot. A vernalizacid6 minimalis iddtartamaban

jelentds eltérések tapasztalhatok a kiilonb6zo dkotipusok kozott (Schwarz és mtsai., 2010).

A széalkaperje Onbeporzd, ami megkonnyiti a géntérképezéshez, mutans analizishez
nélkiilozhetetlen homozigdta vonalak eléallitasat. Keresztezése ugyanakkor munkaigényesebb
a legtobb modellként hasznalt névényfajhoz képest. A szalkaperje esetében kalaszonként nagy
biztonsaggal csak egy virag porozhatd be mesterségesen, és sikeres beporzasonként egyetlen
szemtermést kapunk, mig példaul a ludfii esetében az utdodszdm akéar 20-30 mag/becd is lehet
egy-egy virag sikeres beporzasabol. Genommérete az egyik legkisebb az ismert fifélék kozott
(alig 300 Mb). Osszehasonlitva mas modellndvényekkel, a szalkaperje tehat mind fiziolégiai,
mind bioldgiai és genetikai jellemzdi alapjan egyarant eleget tesz a jo6 modellorganizmusokkal

szemben tamasztott alapvetd kdvetelményeknek (1. Tablazat).

A B. distachyon osszehasonlitasa a Poaceae csalad jelentdsebb tagjaival és a ludfiivel

szalkaperje ludfii buza kukorica rizs arpa
(Brachypodium  (Arabidopsis  (Triticum e i) (Oryza (Hordeum
distachyon) thaliana) aestivum) sativa) vulgare)
magassag 0,3m 0,2m Im 2m 1,2m 12m
egyf’d,sﬁrﬁsigl 1000 2000 50 4 36 80-120
(novény/m°)
nevelési igény2 egyszeri egyszeri kozepes igényes igényes kozepes
reprod’u l.(tiv onbeporzas onbeporzas  Onbeporzas ke{esztbepongé o Onbeporzas Onbeporzas
stratégia onbeporzas
(ea s 12
ge“ezzcé‘t‘)’s 1do 8-12 8-12 (tavaszi) 10-15 12-24 10-20
40+ (6szi)
terméshozam >1000 100 50-150 200-1000 >1000 150-200
transzformalhatésag konnyii konnyii lehetséges konnyt konnyii konnyt
genomméret (Mb) 300 164 16700 2400 441 5000
kromoszémaszam 10 10 42 20 24 14
(2n)
fotoszintézis C3 C3 C3 C4 C3 C3
T-DNS mutans v o . transzpozon . .
elérheto elérheto nincs ] nincs nincs
vonalak alapt

1. Tablazat. ‘Az egyedszam laboratériumi koriilményekre vonatkozik. > A relativ nevelési
igény a novény méretének és tiiréshatirdnak fliggvényében értelmezends. A kukorica
természetes szaporodasi stratégidja Onbeporzas; a keresztbeporzds a hibrid vetdmagok
eléallitasara vonatkozik. (Opanowitz és mtsai, 2008; Brkljacic és mtsai, 2011)



1.1.2 A szilkaperje rokonsagi kapcsolatai

A fufélék (Poaceae) csaladja, ahova a szalkaperje is tartozik, tobb mint 10000 fajt €s tobb
mint 600 nemzetséget foglal magédban; ezzel az egyik legnépesebb csaldd a magasabb renda
novények kozott. A fiifélék harom alcsaladja, az Erhartoidae [ahova a rizs (Oryza sativa)
sorolhat6], a Panicoidae [ahova pl. a kukorica (Zea mays), a cirok (Sorghum bicolor), a
cukornad (Saccharum officinarum) és a koles (Panicum miliaceum) is tartozik] és a Pooidae
alcsaldd (ahovda a kalaszos gabonafélék 1is sorolhatok) adja élelmiszer- ¢és
takarmanyndvényeink donté tobbségét, és mint megujulo energiaforrasok sem elhanyagolhatok
(Kellogg, 2001; Gaut, 2002). Bar a szalkaperje agronomiai jelentésége messze elhanyagolhato,
filogenetikailag a kalaszos gabonaféléink kozeli testvérének tekinthetd. A szalkaperje (B.
distachyon), cirok, rizs és buza (Triticum aestivum) egymassal ortoloég génjeinek analizise arra
enged kovetkeztetni, hogy a B. distachyont 32-39 milli6 évnyi evolucios tavolsag valasztja el a
buzatdl. Becslések szerint ez a tdvolsag a rizs esetében 40-53 millid év, a cirok esetében pedig
45-60 millié év (Vogel és mtsai., 2010). A szalkaperje tehat az egyik (hanem az egyetlen)
olyan kozeli rokona az egyik legnagyobb 6konomiai jelentségli gabonafélénknek, amely

rendelkezik a modellszervezetekre jellemzd elonyds adottsagokkal.

ITS (Internal Transcribed Spacer) és 5.8s rDNS szekvenciakon, a kloroplasztisz ndhF
génjén, valamint genomi RFLP (Restriction Frgment Lenght Polimorphism) és RAPD
(Random Amplification of Polimprphic DNA) markerekeken alapuld filogenetikai vizsgalatok
szerint a Brachypodium nemzetség a mérsékelt 6vi gabonaféléinket magaban foglalo klad és a
rizs kozott helyezkedik el (Catalan és mtsai, 1995; Catalan és Olmstead, 2000). A
kloroplasztisz genom restrikcios helyeit is figyelembe vevé tovabbi kutatasok alapjan a
Brachypodium génusz a Pooidae alcsalad torzsfajan beliil a Triticae és Poeae taxonok
testvércsoportjanak tekinthetd (Kelogg, 2001; Ddoring és mtsai, 2007). 20 kiilonb6zd, magas
szinten kifejez0dd gén 11 kb-os homoldg szekvencidinak elemzése szintén aldtdmasztotta a

gabonafélék és a szalkaperje kozotti szoros filogenetikai kapcsolatot (1.A abra, Vogel és mtsai,
2006).

Maga a Brachypodium génusz kicsi, nagyjabol 20 fajt szamlal. Az ide tartozo fajok
valtozatos kariotipussal rendelkeznek (1n=5,7,8,9 vagy 10, ahol 'n’ a kromoszoémék szdma).

Leirtak kozottiik poliploid valtozatokat, és eltérések tapasztalhatok az egyes fajok kozott a

crer

leg6sibb. Divergalasa megel6zi legkozelebbi fajtarsai (B. arbuscula, B. retusum, B. rupestre,
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B. phoenicoides, B. pinnatum, B. sylvaticum) szétvalasat (1.B abra, Catalan és mtsai, 2014).
Hozza hasonloan csak a B. mexicanum és a B. sylvaticum 6nbeporzok, de a B. distachyon az

egyetlen egyéves a nemzetségen beliil (Catalan és Olmstead, 2000).

Pinus
B Bsylvaticum
Bpinnatum

A Brachypodium
100 Bphaenicoides
Hordeumn Bretusum
Barbuscula
894 1'0L riiicum

Bdistachyon
Onyza BhybridumBd
1000 BhybridumBs

Saccharum Bstacei
1000 .
Bmexicanum
Sorgh P
crghum Bboissieri
1000 .
Zea Lolium

Festuca

1000

Arabidopsis Hordeum

) Triticum
Lycopersicum Oryza

995 |———— Populus

Glycine

1. Abra. (A) A Brachypodium rokonsagi kapcsolatai. A gyokereztetett torzsfa 20, magas
szinten kifejez6dd gén részleges nukleotid-szekvenciaja alapjan késziilt. Az eldgazasok hossza
aranyos a szekvencidk divergalasanak mértékével. A szamok bootstrap értékeket jelolnek.
(Vogel és mtsai, 2006) (B) A Brachypodium génusz rokonsagi kapcsolatai a GIGANTHEA
(GI) gén szekvencigja alapjan (Catalan €s mtsai, 2014).

A B. distachyon a génusz diploid képvisel6i kozé tartozik, 1n=5 kromoszémaszammal, bar
a buzahoz hasonloan a B. distachyon egyes 6kotipusai kdzott is 1éteznek poliploid valtozatok,
ahol a kromoszomak szama In=10 vagy 15. Az 1n=10 és 1n=5 kariotipust vonalak diploidnak
tekinthetdk, mig az 1n=15 kromoszomaszamu vonalak valdsziniileg e kettd allotetraploid
leszarmazottjai (Hasterock és mtsai, 2004), molekularis vizsgalatok alapjan jelenleg harom
kiilon fajként kezelik a harom eltér6 kariotipust (a B. distachyon 1n=>5, a B. stacei 1n=10, a B.
hybridum 1n=15) (Catalan és mtsai, 2014).

1.1.3 A szalkaperje genomja

A szélkaperje genomjanak mérete 272 Mb; alig nagyobb, mint a legkisebb genommérettel
rendelkez6 fiiféle, az Oropetium thomaeum genomja (244Mb) (Brandham és Bennett, 1995). A
B. distachyonrol mara mar szamos genomikai informacié rendelkezésiinkre all, beleértve

cDNS konyvtarakat, BAC-konyvtarakat, EST- gyiijteményeket, nagy felbontdsu, részletes
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genetikai térképeket és nem utolsé sorban a genom teljes szekvencidjat (Vogel és mtsai, 2010).
Az elsé hozzaférheté informaciokat a Genebank-ba 2005-ben felt6ltott mintegy 20 és félezer
EST-szekvencia jelentette, melyhez Osszesen 6 cDNS konyvtar adatait dolgoztak fel, és
nagyjabol 6000 gén transzkriptumat reprezentalja (Vogel és mtsai, 2006). Késébb, a
genomszekvenalasi projekt részeként tovabbi 180 ezer EST-szekvencidval boviilt az adatbazis
(Feuillet és mtsai, 2009).

Az EST- szekvenalasokkal parhuzamosan elkezdddott a BAC-konyvtarak létrehozasa is.
Osszesen hat BAC-kényvtar késziilt a B. distachyon genombdl. Ebbél kettd a Bd21-es vonal
genomjat reprezentdlja. Koziilik a legnagyobb, Osszesen 184320 klont szamlalo, 56x-0S
lefedettséget biztositd konyvtar is a Bd21-es vonalbol sziiletett. Nem véletleniil: a kiilonb6z6
okotipusok ¢és beltenyésztett vonalak kozott ez az egyik olyan diploid vonal, amely a
legkevesebb kromoszomaszammal rendelkezik (1n=5), tovabba a nagyfoku, nyolc generaciora
visszamend beltenyésztettség miatt ebben a vonalban igen alacsony a heterozigozitas mértéke
(Vogel és mtsai, 2016).

A BAC-kontigok végeinek megszekvenalasaval €és Osszeillesztésével 2009-re késziilt el a
B. distachyon teljes fizikai térképe. A kapott mintegy 300 Mb-nyi szekvencia - 6sszehasonlitva
a rizs genomrol ismert adatokkal — arra enged kovetkeztetni, hogy a B. distachyon genomja
45,9%-0s GC-tartalommal rendelkezik, 28%-a repetitiv DNS, melyb6l 11% homolog, 77,3%-a
unikalis, csak a szalkaperjére jellemzO szekvencia, és a genom nagyjabol 21%-a alkotja a
kodolo régiot (Huo és mtsai, 2006, 2008, 2009; Febrer és mtsai, 2010). A transzpozonok
aranya meglehetdsen alacsony: a genom 21,4%-at foglaljak el retrotranszpozonok (ez az arany
rizsben 26%, a cirokban 54%, buzaban tobb mint 80%) (Bennetzen ¢s Kellogg, 1997), 4,77%-
at pedig DNS-transzpozonok. Megkozelitdleg ugyanekkora aranyban vannak jelen DNS-

transzpozonok mas fiifélélék genomjaban is (Paterson és mtsai, 2009; Wicker és mtsai, 2009).

A BAC-klonok és ESTk szekvenalasabol szarmazo adatok nagyban hozzajarultak a teljes
genom szekvencia tokéletesitéséhez. A genomszekvenalas 2007-ben kezdddott el Community
Sequencing Program keretein beliil. Két év elteltével sikeriilt nagy pontossagu, 8x-0S
lefedettségli teljes genom szekvenciat meghatarozniuk. A fiifélék kozott a B. distachyon
genomja a negyedik, amelyet megszekvenaltak a rizs, a cirok és a kukorica utan — és ezzel az
els6 olyan fiiféle a Pooidae alcsaladon beliil, amelynek ismert a teljes genom szekvenciaja. A
szalkaperje 99,6%-os teljességli genom-szekvencidja a rizs és a ludfii mellett egyike a

legpontosabb és legteljesebb ndvényi genom-szekvencidknak (Michael és VanBuren, 2015).
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A vizsgalatok eredményeként a B. distachyon genomban 25523 fehérjekodolo gént
prediktaltak, ami megkozelitleg egy tartomanyba esik a rizs (28236) és a cirok (Sorghum
bicolor) (27640) feltételezett fehérjekddold génjeinek szamaval (Tanaka és mtsai, 2008;
Paterson ¢s mtsai, 2009). Ebbdl 811 gén (foként transzmembran receptor kinéazok,
glikoziltranszferazok, peroxidazok és P450 fehérjéket kodold gének) sorolhatd a fiifélék
csaladjara specifikus csoportba (Vogel és mtsai, 2010). A géncsaladok filogenetikai analizise
alapjan a szalkaperje géncsaladjainak tobbsége hasonld mértebeli megoszlast mutat a rizs, a
cirok és a Triticae alcsalad képvisel6inek azonos géncsaladjaival (Vogel és mtsai, 2010).

A szalkaperje fehérjekodold génjei koziil megkozelitdleg 7-8 ezer gén ortholdgja mas
fifélékben, pl. a rizsben, cirokban, buzaban és a biza D genomjanak Osében, az Aegylops
tauschii-ban is fellelhet6. Az ortolog génparok 40-45%-a mutat mind elhelyezkedésében, mind
sorrendjében teljes konzervaltsagot a szdlkaperje €és a cirok, valamint a szalkaperje €s a rizs
kozott (Wang és mtsai, 2012). Ez az arany a szalkaperje és a buza D genomja kozott 58%
(Mayer ¢és mtsai, 2014). A konzervaltnak tekintheté gének magas szama alapjan a B.
distachyon alkalmas modell lehet a fiifélék funkcionalis genomikai szemponta kutatasaihoz is.

Bar a genomszekvendlds fokuszaban elsdsorban a Bd21-es vonal all, mar négy tovabbi
vonal és két okotipus teljes genom szekvenciaja is ismert: Bd1-1, Bd21-3, Bd3-1, Bd30-1,
BdTR12c¢ és Koz-3 (Gordon ¢és mtsai, 2014). Ez a hat varians morfoldgiai kiilonbségeken tul
jelentds eltéréseket mutat olyan fenotipusos tulajdonsdgokban, mint pl. a virdgzas id6épontja,
abiotikus  stresszhatasokkal szembeni tolerancia, betegségelenallosag. A  variansok
kivalasztasanak elsddleges szempontja az SSR (single sequence repeat) markerek alapjan
becsiilt evolucids tavolsag volt. E szerint a Bd1l-1 az egyik legdivergaltabb a B.distachyon
variansok kozott, a késdi virdgzasu csoportot képviseli. A Bd23-1 és Bd3-1 vonalak allnak
genetikailag legkozelebb a referenciaként szolgaldo Bd21-es vonalhoz, mig aBd30-1 vonal
nagyjabol a Bd1-1 és a Bd21 kozott helyezkedik el divergaltsag tekintetében. A BATRC12 és
a Koz-3 okotipusok habitusukban, fenotipusos jellemzdikben és molekulédris markereik alapjan
a beltenyésztett vonalaktol eltérd divergalodasi csoportot reprezentalnak (Gordon és mtsai,
2014; Tyler és mtsai, 2014).

A kivalasztott variansok kozotti genetikai eltérések alapjan a B. distachyon okotipusai
kozotti genetikai valtozatossag mértéke nagysagrendileg hasonlé a Medicago truncatula és az
Arabidopsis thaliana esetében becsiilt szamokkal (Nordborg és mtsai, 2005; Branca és mtsai,
2011); ugyanakkor nagyobb, mint a rizs, és kisebb, mint a kukorica genetikai polimorfizmusa
(Caicedo és mitsai, 2007; Gore és mtsai, 2009). A szalkaperje variansainak O&sszehasonlito

genomikai vizsgalata segithet a fajon beliili fenotipusos valtozatossdg hatterének
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megismeréséhez. Ehhez jelenleg folyamatban van 56 tovabbi B. distachyon varians atfogo
szekvenalasa.
1.1.4 A szalkaperje kutatashoz nyilvanosan hozzaférheto bioinformatikai forrasok

A fent emlitett genomikai kutatdsokbol szarmazod eredmények Oridsi méretd,
folyamatosan novekvd és frissiilé adathalmazt jelentenek. A leghasznosabb adatbazisok

elérhetdségeit a 2. tablazat foglalja 6ssze (a teljesség igénye nélkiil) (Vogel, 2016).

A szalkaperjével kapcsolatos legfontosabb, nyilvanosan is elérhetd adatforrasok

Adatbazis Intézmény URL Leiras

teljes szekvencia- adatbazis,
T-DNS inszercids helyek,

DOE Joint Genome http://phytozome.jgi.doe.gov/ genome browser, természetes
Phytozome . .

Institute variansok (pl. SNP)
gylijteménye, 6sszehasonlitd
genomikai alkalmazasok

_ Boyce Thompson Institute  Nttp:/bti.cornell.edu/brachybio TILLING populaciok
BrachyBio
for Plant Research elérhet6sége
T-DNS inszercids vonalak,
http://jgi.doe.gov./our- szalkaperje-vonalak és
Brachypodium DOE Joint Genome science/science-programs/plant- okotipusok, protokollok
resources Institute genomics/brachypodium/ keresztezéshez,
mutagenezishez,
transzformaciohoz
Cold Spring Harbor http://gramene.org Osszehasonlitdo genomikai
Gramene )
Laboratories alkalmazasok fiifélékre
] ) http://plexdb.org/ RNAseq ¢és microarray alapt
PlexDB lowa State University )
génexpresszios adatok
TILLING Unité de Recherche en http://urgv.evry.inra.fr/UTILLdb
) TILLING-gytijtemény
database Génomique Végétale
. szalkaperje-vonalak
USDA NPGS USDA http://www.ars-grin.gov/npgs

gyljteménye

2. Tablazat. (Vogel, 2016)
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Az eredeti tervek szerint létre kivantak hozni egy, az Arabidopsis-kutatasok origdjanak
szamit6 TAIR (The Arabidopsis Information Resource) adatbazishoz hasonld egységes
adatbazist a szalkaperjérol rendelkezésre allo adatok Osszegytijtésére (Huala és mtsai, 2001).
Anyagi forrasok hianyaban ennek helyét tobb kiilonb6z6 adatbazis tolti be. llyen,
leggyakrabban frissiild, atfogd adatbazisok a Phytozome és a Gramene, ahol mas novények
mellett a szalkaperje teljes Osszeillesztett genom-szekvenciaja, SNP-variansok, BLAST-portal,
T-DNS inszercidés vonalak adatai is megtalalhatok, és in silico Gsszehasonlito genomikai

analizisekre is lehetOséget nyujtanak.

(Pacurar és mtsai, 2008; Vain és mtsai, 2008; Vogel és Hill, 2008) tobb mint 23 ezer T-DNS
inszerciés mutans érhetd el a DOE Joint Genome Institute altal. Az eddig azonositott
inszerciok Osszesen 9000 gént érintenek, melyek zoméhez fenotipusos eltérések is kothetdk
(Bragg és mtsai, 2012). A szalkaperjébdl emellett két, kémiai mutagenezissel eldallitott
TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) -populacié ismeretes (Dalmais és
mtsai, 2013). Az egyik, megkozelitéleg 6000 vonalat szamlalo gylijteményt a franciaorszagi
INRA (http://urgv.evry.inra.fr/UTILLdD), a masik, nagyjabol 3000 vonallal biiszkélked6
kollekciot a Boyce Thompson Institute (http://bti.cornell.edu/brachybio) hozta 1étre és

gondozza. Bar a mutans vonalak analizise folyamatban van, de az eddig elemzett mutansok

barmelyik kutatocsoport szamara hozzaférhetok.

1.1.5 A szalkaperje jelene és jovdje modellorganizmusként

Alig 15 év elteltével tehat mara mar rendelkezésiinkre allnak BAC-konyvtarak (Hasterok
¢s mtsai., 2006; Huo és mtsai, 2006), genetikai markerek (Vogel és mtsai., 2009), ismert a
genom fizikai térképe (Garvin €és mtsai, 2009; Gu ¢és mtsai, 2009), és teljes szekvencidja
(Vogel és mtsai, 2010; Catalan és mtsai, 2014); sikerrel adaptaltdk az alapvetd molekularis
biologiai modszereket, mutagenezis technikakat, transzformacios eljarasokat (Vain és mtsai,
2008; Vogel ¢és Hill, 2008; Alves ¢és mtsai, 2009) - hogy a szalkaperje modellndvénnyé

valasahoz sziikséges legfontosabb mérfoldkdveket emlitsem.

A szalkaperje elfogadottsagat modellként jol tiikrozi a hozzd kapcsolodd publikaciok
folyamatosan ndvekvé mennyisége, valamint a kiilonboz6 kutatohelyek altal benyujtott

Brachypodium-igénylések szama (2. abra; Brkljacic és mtsai, 2011; Vogel, 2016).
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modszereinek modellszervezeteként (Draper és kozzététele. mtsai, 2010)
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2. Abra. (A) A szalkaperje (B. distachyon) magok igényléseinek és a szalkaperjével
kapcsolatos publikaciok szamanak alakuldsa. A magok igénylésének szama a harom {6
amerikai forrashoz — NPGS, David Garvin valamint John Vogel laboratoriuma - beérkezd
megrendelések szamét jelenti; az Amerikai Egyesiilt Allamokon kiviili, egyéb forrasokbol
torténd rendelések nem szerepelnek a statisztikdban. (B) Arabidopsis magok rendelésének
alakuladsa az ABRC adatai alapjan, az intézmény megalakulasat (1992, piros nyillal jeldlve)
kovetd években. (C) Az Arabidopsist, mint modellnévényt vizsgald publikaciok szama 1980 és
1990 kozott, a ludfii-kutatds korai éveiben. El6szor 1979-ben hasznaltdk az embriogenezis
folyamatanak modellezéséhez (rdzsaszin nyil). 1984-ben ismerték fel a kisméretli genomjaban
rejlo lehetdségeket (z6ld nyil). 1987-ben hasznaltak eldszor molekularis biologiai eszkdzoket
(gének pozicionalis klonozasat) a ludfi biokémiai, fiziologiai és fejlddésbiologiai
folyamatainak megismeréséhez (fekete nyil). (Brkljacic és mtsai, 2011; Vogel, 2016)
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A Brachypodium-magok iranti igény jelentésen 2006 utan emelkedett meg, a
genomszekvenalasi projekt bejelentését kovetden. A magok hdrom f6 amerikai forrasdnak (a
National Plant Germplasm System (NPGS), John Vogel valamint David Garvin laboratériuma)
Osszesitett adatai alapjan a genomszekvendlasi kisérletek kezdetén nagysagrendileg
ugyanannyi szalkaperje-magot rendeltek, mit 1udfiibél 1992-ben, egy évvel az Arabidopsis
Biological Resource Center (ABRC) megalapitisat kovetden. A teljes genom
megszekvenalasanak hire a szalkaperjével foglalkozé tudoményos munkdk szédmat is
fellenditette; 2015-ig 6sszesen 417 olyan publikécid sziiletett, melynek cimében szerepel a
,Brachypodium” kifejezés, ebbdl 389 cikk 2010 és 2015 kozott jelent meg (Vogel és mtsai,
2016).

Csak néhany példa azokra a Kutatasi eredményekre, melyek ékesen bizonyitjak a
szalkaperje sokoldalu alkalmazhat6sagat modellndvényként: minthogy a Pooidae alcsaladon
beliil a szalkaperje volt az els6, melynek genomjat teljes mértékben megszekvenaltak, az igy
kapott genomikai informaciok lehetéséget nyujtottak (€s nyujtanak ma is) &sszehasonlito
genomikai analizisre a fifélék hidrom nagy, gazdasagilag legjelentdsebb alcsaladjanak
Habar mar korabban feltételezték, hogy a fifélék evolucios folyamataiban és a kromoszomak
szamanak alakulasaban nagy szrepe volt teljes kromoszomak mas kromoszoémak centromerikus
szalkaperje és a rizs genomjanak 6sszehasonlitd elemzése adott (Qi és mtsai, 2010).

Hasonldéan jo példa a hosszunappalos fifélék viragzasi idejét szabalyozo folyamatok
vizsgalata: az ismert, viragzasi 1d6t ¢€s vernalizaciot szabalyozo gének genom szintii
Osszehasonlitasa a szalkaperje, a rizs (mint rovidnappalos fiiféle) és a ludfii kozott utat nyitott a
fufelek és a ludfl virdgzasat 1dézitd mechanizmusok kiilonbségeinek megértése felé¢ (Higgins
¢és mtsai, 2010).

A szalkaperje alkalmasnak bizonyult olyan, kaldszos gabonaféléket érintd
gombabetegségek patomechanizmusanak modellezéséhez is, mint pl. a Fusarium fajok okozta
liszk6sodés vagy a Puccinia graminis okozta feketerozsda (Peraldi és mtsai, 2011; Figuerosa
és mtsai, 2013). Igéretes eredmények sziilettek szalkaperje felhasznaldsaval az abiotikus
stresszorokra adott valaszok molekularis hatterének megismerése kapcsan is, mint pl. a

crcr

mérseékelt Ovi fifélék alacsony homérséklethez torténd adaptaciojat eldsegité gének

crer

Végiil, de nem utolsés sorban a szalkaperje alkalmas a fiifélék szervfejlodési

folyamatainak és egyedfejlédésének modellezéséhez is, kiilonds tekintettel a gyokérarchiektira
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kialakulasanak tanulmanyozasara (Watt és mtsai, 2009), a gyokérzet biotikus (pl. Rhizoctonia-
fertdzés) ¢és abiotikus stressz  hatdsokra (pl. tdpanyaghiany, szarazsag) adott
valaszfolyamatainak és auXin-homeosztazisanak vizsgalatara (Pachecho-Villalobos és mtsai,
2013; Schneebeli és mtsai, 2015), valamint a gyokérzet és az arbuszkularis mikorrhiza-gombak
kozotti szimbiotikus kapcsolatok tanulméanyozéasara (Hong és mtsai, 2012).

A jovObeni kutatdsok jelentds része a szekvenaldsokbdl nyerhetd atfogd adatok bovitése
felé mutat. Tobbek kozott szerepel a Brachypodium-variansok kozotti fenotipusos eltérésekért
felelés genetikai kiilonbségek beazonositdsa tovabbi teljes genom szekvenalasokkal.
Hasonléan nagy projekt a szalkaperje génexpresszidjanak szamos szdvettipusra,
stresszkoriilményre és fejlédési allapotra vonatkozd RNS-szekvenalas alapt vizsgalata,
lehetévé téve a microarray alapu kutatasokbol szarmazo nagy mennyiségii expresszios adatat
pontositasat (Priest és mtsai, 2014) és az alternativ splice-variansok azonositasat (Walters és
mtsai, 2013; Mandadi és Scholthof, 2015). Intenziven kutatjdk a szalkaperjében fellelhetd
mikroRNS-eket is. Alacsony hémérsékletre (Zhang és mtsai, 2009) vagy vizhianyos
koriilmények kozott aktivalodo mikroRNS-ek (Budak és mtsai, 2011; Bertolini és mtsai,
2013), reproduktiv folyamatokban részt vevé Kis RNS-ek (Wei és mtsai, 2009) jelentds része,
valamint néhany szovet specifikus mikroRNS (Jeong és mtsai, 2013) mar ismertek. A
genomikai kutatdsok kovetkezd 1épcséfokat a funkcioval bird, de fehérjét nem kodolo
genetikai elemek szerepének feltarasa jelenti. Ezzel a céllal kezdték el a human, egér és
Drosophila ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) projekteket (ENCODE Project
Consortium, 2012), és ezzel a céllal hivta életre a DOE/USDA a Brachypodium ENCODE
projektet. Ez az elsd, hivatalosan is bejelentett ilyen kezdeményezés a ndvények kozott (Lane
¢s mtsai, 2013).

A fentiek alapjan lathatd, hogy a szalkaperje rovid 1d6 alatt lett elfogadott és széles kdrben
hasznalt egyszikli modellndvény, kutatasa pedig intenziven bdviil. A fellendiilés elsésorban a
kivételesen pontos teljes genom szekvencidnak koszonhetd. Tobbek kozott mi is ennek okan
valasztottuk a szalkaperjét, mint modellnévényt egy olyan, csak ndvényekben eléfordulod
transzkripcidos faktor csaldd Osszehasonlitdé genomikai analiziséhez, melyrédl még

kétszikiiekben is csak keveset tudunk.
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1.2 A LOB-domain transzkripcios faktor csalad

Az LBD (Lateral Organ Boundaries Domain) transzkripcios faktorokat, mint csak
novényekben eléfordulo, oldalszervek képzddését iranyitd fehérjecsaladként irtak le még a
2000-es évek elején (Shuai és mtsai, 2002). Ko6zds jellemzdjiik egy igen konzervalt szerkezeti
motivum, a LOB (Lateral Organ Boundaries) domain, mely a transzkripcios faktorokra
jellemz6 alapvetd funkciokért (DNS-kotés és fehérjékkel vald kolcsonhatas) felelGs.
Feltételezhetd, hogy a szervhatarok kijeldlésével és fenntartasaval jatszanak kulcsfontossagt
szerepet a novényi egyedfejlédésben. Szamos, a legkiilonb6zobb fejlodési folyamatokban —
embriogenezisben, gyokér- és levélfejlodésben, virag- és remésképzésben — rendellenes
mutans fenotipus ismeretes, mely Osszefiiggésbe hozhaté az LBD géncsaladdal. Ebben a

fejezetben bemutatasra kertilnek altalanos jellemzdik és sokrétii funkcidjuk.

1.2.1 Hatarvonalak a novényi egyedfejlodésben

Az LBD csalad elnevezése beszédes: arra utal, hogy az ide tartoz6 fehérjék foként a
merisztémak ¢és a beldlikk kifejlddd oldalszervek hataran aktivak. Az osztodoképes szoveti
régiokat és a mar differencialodott szervkezdeményeket egymastol elvalasztd sejtek
nélkiilozhetetlenek az 1) szervek képzddésének preciz idébeni ¢€s térbeli koordinacidja
szempontjabol (Aida ¢és Tasaka, 2006). Az altaluk kialakitott valasztovonal mar az
organogenezis korai szakaszaban megjelenik, szerepiik azonban joval tobb egy egyszerii fizikai
hatar megteremtésénél és fenntartasanal. Egyrészt elhataroljak a kiilonbozd sejtcsoportokat, pl.
a levélkezdemények érett sejtjeit a hajtas apikalis merisztéma sejtjeit6l, ugyanakkor a kozottik
1évé kapcsolat megteretmtéséért is felelosek, amely fontos a merisztémak pluripotenciajat
biztositdé mikrokornyezet kialakitdsahoz ¢€s a differencidlodott sejtek determinalt allapotanak
fenntartasahoz (Rast és Simon, 2008).

Bar hatarvonalakat kialakitd sejtek a magasabb rendii novények szervezetének szamtalan
kiilonbozd pontjan fellelhetok (pl. oldalhajtasok, oldalgyokerek, levél- és viragkezdemények
stb. hataran), alapvetéen mégis ugyanazokkal a ko6zos tulajdonsagokkal jellemezhetok,
elhelyezkedésiiktdl fliggetleniil: ritkdn osztddnak, novekedésiik lassu, amelyet a ndvekedést
serkentd ndvényi hormonok, az auxin és a brasszinoszteroidok lokalisan alacsony
koncentracidja biztosit (Gendon ¢és mtsai, 2012). Tovabba kdrnyezetiiktél markansan eltéro,
egyedi génexpresszids mintazattal rendelkeznek. A csak itt mikodd gének jelentds része
konzervalt funkcidju transzkripcids faktor, melyek eddig még kevéssé ismert, egymassal

szorosan Osszefliggd szabalyozasi haldzatokon keresztiil irdnyitjdk a szervhatarok kialakulasat
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¢s fenntartasat. Hidnyukban egymadssal fuziondlt oldalszervek, abnormalis sejtosztodasi
események és aberrans fejlodési formak alakulnak ki (Breuil-Boyer és mtsai, 2004, Aida és
Tasaka, 2009).

Az Arabidopsissal végzett eddigi kutatasok alapjan a legismertebb, szervhatarokat kijel616
transzkripcidos faktorok a NAM (NO APICAL MERISTEM), CUC (CUP SHAPED
COTYLEDON), LAS (LATERAL SUPRESSOR), LAF (LATERAL ORGAN FUSION) ¢és
RAX (REGULATOR OF AXILLARY MERISTEM) csaladok tagjai (Aida és mtsai, 1997,
Aida és Tasaka, 2006). Ilyen, a hatarvonalakat kialakito sejtek miikodésében kozponti szerepii

géncsaladként fedezték fel az LBD géneket is.

1. 2.2 Az LBD transzkripcios faktorok szerkezete

Az LBD-fehérjék egy jellegzetes, N-terminalison elhelyezkedé motivum, a LOB (Lateral
Organ Boundary)-domain alapjan ismerhet6k fel. A nagyjabol 100 aminosav hosszu struktira
harom nagy szerkezeti egységbdl épiil fel. Tartalmaz egy meglehetdsen konzervalt, négy
cisztein-reziduensbdl (C) allo egységet (CX,CXgCX3C), ahol a ciszteinek mellett allo
aminosavak (X) variabilisak, de a szamuk meghatarozott. Feltehet6leg ez a régio rendelkezik
DNS-kéto aktivitassal. Mellette helyezkedik el az ismeretlen funkcioju, kdzponti glicin-alanin-
szerin motivummal rendelkez6 GAS-blokk. A LOB-domain utolsé eleme egy leucin-zipper-
szeri motivum (LXeLX3LXgL), amely valdsziniisithetden fehérje-fehérje kolcsonhatdsok

kialakitasaért felelds. (3. abra, Shuai és mtsai, 2002).

C block GAS block

. . . .
1  MASSSNSYNSPCAACKFLRRKCMPGCIFAPYFPPEEPHKFANVHKIFGAS
Coiled coil

51 NVTKLLNELLPHQREDAVNSLAYEAEARVRDPVYGCVGAISYLORQVHRL

101 QKELDAANADLAHYGLSTSAAGAPGNVVDLVFQPQPLPSQQLPPLNPVYR

151 LSGASPVMNQOMPRGTGGSYGTFLPWNNGHDQQGGNM 186

3. abra Az els6ként beazonositott LBD fehérje, az Arabidopsis LOB (At5g63090) teljes
aminosav-szekvenciaja. A csaladra jellemz0 domain-struktura sziirke hattérrel, a konzervalt
motivumok alahuzassal keriiltek kiemelésre. A fekete pontok a konzervalt cisztein és prolin
aminosavak poziciojat jelolik. (Shuai és mtsai, 2002)

Koélcsonhatd partnereikrél ugyan még keveset tudunk, de leirtak mar homodimerizacira
valo képességet néhany LBD esetében (Majer és mtsai, 2012; Lee és mtsai, 2013), és néhany

LBD-fehérjék kozotti heterodimerizacios kapcsolat is ismert, mint pl. az AtLBD10-AtLBD27
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(Kim ¢és mtsai, 2015), AtLBD18-AtLBD33 (Berckmans és mtsai, 2011), AtLBD30-AtLBD6
(Rast és mtsai, 2012) parok.

A fehérj¢k LOB-domain motivumon kiviil esd, C-terminalis fel6li vége viszont
meglehetdsen varidbilis, valdsziniileg a célgének transzkripcidjanak szabalyozéasaban vesz
részt. Az azonban nem egyértelmi, hogy transzkripciot aktivald vagy represszald szerepe van-
e (Liu és mtsai, 2005). A DNS-k6té motivum megléte és a sejtmagi lokalizacio alapjan is
megjosolhato az LBD proteinek elsddleges szerepe: transzkripcios faktorok. Biokémiai
funkcidjukat elséként Arabidopsisban igazoltak. Kimutattak, hogy az AtLOB specifikusan
kotodik az 5° — GCGGCG — 3’ DNS-szekvenciahoz, és affinitasat csokkenti a bHLH 048

(basic helix-loop-helix) transzkripcids faktorral vald kolcsonhatas (Husbands és mtsai, 2007).

1.2.3 Az LBD transzKkripcios faktorok evolicios eredete és filogenetikai kapcsolatai

LBD transzkripcids faktorok szinte minden ndvényfajban megtaldlhatok, valtozd szamban.
Példanak okaért a mohak (Bryophitae) kozé tartozo Physcomytrella pratensben 26, a
korpafiivek (Lycophytae) kozé tartozo Selaginella moellenderfiben 11, mig a zarvatermoék
koziil borsz6ldben (Vitis vivifera) 42, Populus trichocarpaban 54, rizsben 35, ludfiiben és
kukoricaban 43 LBD fehérjét kodoldo gént azonositottak. A Charophytae algak azok az
evolucios szemszogbdl legdsibb fajok, ahol mar megtalalhatd legalabb egy, LBD jellegii
szekvencia. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy igen 6si, nagyjabdl 1,2 milliard évvel ezel6tt
1étrejott géncsaladrol van szo, mely az évmilliok alatt fokozatos gyarapoddson ment keresztiil
(4. bra, Coudert és mtsai, 2012). Valdsziniisithetd, hogy az elsd ilyen expanzids esemény tobb
mint 440 milli6 évvel ezelott kovetkezett be a mohdk és a korpafiivek divergalasat
megelézéen. Ez az esemény nagy szerepet jatszhatott a novények terresztris, szarazfoldi
életmodhoz vald alkalmazkodasat lehetdvé tévé molekularis szabalyozasi haldzatok
érintd expanziés esemény iddpontja bizonytalan, de feltehetben az edényes ndvények
megjelenését (420 millié éve) kdvetden, de még az egyszikiiek €s kétszikiiek divergalasat (130

millié éve) megel6zben kovetkezett be (Cleal és Thomas, 2009; Willis és McElwain, 2014).

Szekvencia hasonlosag alapjan a LOB-domain fehérjék két nagy csoportba sorolhatok: az
egyik csoport (I-es tipus) leucin-zipperhez hasonldé motivuma teljes, tartalmazza mind a négy
konzervalt leucint. A masik csoport tagjai (II-es tipus) leu-zip motivuma hidnyos, feltehetéen
nem alkalmas fehérjék kozotti coiled-coiled kolcsonhatasok kialakitasara (Mayer ¢&s

Hoccholdinger, 2011). Az LBD fehérjék tobbsége az l-es tipusba tartozik (fajon beliil
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atlagosan az LBD-k 4/5-e). Rokonsagi viszonyaik szerint az I-es osztaly fehérjéi tovabbi 6t
alosztalyra (A-E) bonthatok. Ez a beosztas mar a mohaknal is megfigyelhetd, vagyis az LBD
gének diverzifikacidja mar kordn, a soksejtes ndvények megjelenése idején (t6bb mint 400
millié éve) végbemehetett. Bar az alcsaladok szédma alig valtozott az azota eltelt évmilliok
alatt, az egyes alcsaladok mérete szamottevéen novekedett a viragos novények kialakulasaval
parhuzamosan (Chanderbali és mtsai, 2015). Ugyan az egyes alcsalddokhoz eddig nem sikertilt
egyértelmii funkciot tarsitani, feltételezik, hogy az alcsaladok diverzifikacidja fontos szerepet
jatszott a hajtasos novényekre jellemzO komplex struktardk, pl. a gyOkérarchitektira és

hajtasrendszer kialakuléséban.

| osztdy Il osztaly
A B C D E I )
—— Arabidopsis thaliana 9 10 2 8 6 42
—— Eucalyptus grandis 5 6 12 3 1 8 35
cetssikdiok I Populus trichocarpa 9 10 13 3 9 12 56
[ |—— Vitis vinifera 8 6 18 1 3 6 42
Misodik expanzids esemény arvatermdk Aquilegia coerulea 5 9 4 1 4 3 26
(420-130 millio éve) \ Oryza sativa 4 7 1 9 5 35
Els6 expanzios esemény ~ magvas ’“‘m[[ Zea mays 8 8 1 2 6 7 42
ey " Sorghum bicolor 5 8 8 2 5 8 |36
edényes névények
bl e Picea abies 9 12 40 1 1 8 |n
Lycophyta Selaginella moellendorffii 4 1 3 0 3 3 14
Bryophyta Physcomitrella patens 5 5 5 0 8 5 28

lllllllllllll

crer

filogenetikai fa  sematikusan reprezentdlja a LOB-domain fehérjék eredetének
rekonstrudlasdhoz hasznalt fajok rokonsagi kapcsolatait, valamint jelolésre keriiltek az LBD
fehérjék szempontjabol fontos evolacids események. A torzsfan feltiintetett kladok
divergalasanak becsiilt ideje a torzsfahoz tartozé idévonalon szerepel, millié években (My). A
tablazatban a feltiintetett fajokban azonositott LBD fehérjék Osszesitett szdma (), valamint
csalddonkénti megoszlésa taldlhat6. A z06ld szinnel kiemelt "A" alcsalad elsdsorban a
levélfejlodés, a kék szinnel kiemelt "B" alcsalad a gyokérfejlodés iranyitasaban tolt be fontos
szerepet (Coudert és mtsai, 2012; Kong és mtsai, 2017).
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1.2.4 Az LBD transzkripcios faktorok szerepe a novények egyedfejlodésében

Ugyan az irodalmi adatok zome ludfiivel végzett kisérletekbdl szdrmazik (és az ott
talalhato LBD gének alig harmadat sikeriilt eddig részletesen jellemezni), szertedgazo
funkcidjuk a csirazastol a termésképzésig szamos esetben igazolddott. Néhany, egyszikiiekre
(rizsre és kukoricara) vonatkozo kutatds alapjan az eddig feltart funkcidk konzervaltnak
tinnek. A megértést segitdé 5. abra szemlélteti az eddig feltart kapcsolatokat, az ismert

funkcioval rendelkezé LBD transzkripcios faktorokat pedig a 3. tablazat foglalja 6ssze.

Oldalszervek fejlédése
Arabidopsis _ Kukorica
: Lo/ BR LOB15
JLO+AS2+AS1 JLO+AS2 i 61
7 BRZ1 ‘ / \
- ‘ wus (g1 MADS1
KNOX PINL  piNg o8 BOP1, BOP2 MADS6E
(STM, BP) PIN3
' PIN7 |
| — BAS1 . i i J
Merisztémak ¥ szervhatarok pclglljdnaplsl?zt:rr:vzsl ' viragzat
erisztema v v, .
identitssa Auxin eloszlas fenntartasa fejlédése fejlédése
Gyokérfejlédés
Arabidopsis auxin Kukorica, rizs Medicago
! auxin truncatula
JLo IAAL4  NaCl, ABA
/ \ v auxin
— IAA
v A ARF7, ARF9 |
pPLT PIN- — 1 v
fehérjek ’ —~ ARF HB1
LBD16 LBD18 LBD29 \
+ + v \, -
' 1BD1
L GIP1 7J }» L0B33 0sCRL1
Auxin- Auxin- v ZmRTCS+ZmRTCL
vélaszok  eloszlds EXP14,EXP17 | E2Fa l
\ / Hajtas eredetii
/ l ‘ ajgsggfe; . Oldalgyokerek
gyokérfejlédés OldalgySkerek megjelenése és fejlédése fejlédése megkelenése

5. abra. Az LBD transzkripcids faktorok részvételével iranyitott molekularis mechanizmusok.
Az LBD fehérjék pirossal vannak roviditve. A pozitiv szabalyozasi kapcsolatokat nyil, a
negativ kapcsolatokat zart vonal jeloli. A feltiintetett fehérjék kozotti interakciok ,,+ jellel
vannak feltiintetve. Roviditések: ABA-abstcizinssav, ARF — auxin reszponziv faktorok, AS1/2
— ASYMMETRIC LEAVES1/2, BAS1 - PHYTOCROME B ACTIVATION TAGGED
SUPRESSOR1, BOP1- BLADE.ON PETIOLEl, BP - BREVIPEDICELLUS, BR -
brasszinoszteroid, BRZ1- BRASSINAZOLE-RESISTANT1, CRL1- CROWN ROOTLESS],
EG1- EXTRA GLUMEL, HB1- HOMEODOMAIN-ZIP1, IAA- indol acetic acid (auxin)
induced protein, IG1-INDETERMINATE GAMETOPHYTE1, JLO- JAGGED LATERAL
ORGAN, KNOX- CLASS -1 KNOTTEDI1-LIKE HOMEOBOX TRANSCRIPTION
FACTOR, PIN- PIN-FORMED, PLT- PLETHORAL, RTCL- RTCS-LIKE, RTCS-
ROOTLESS CONCERNING CROWN AND SEMINAL ROOT, STM- SHOOT
MERISTEMLESS, WUS- WUSCHEL. (Xu és mtsai, 2016)
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gén azonosité alcsalad funkcio referencia
Arabidopsis
AtLOB At5g63090  Tosztaly/ A levélfejlodés Shuai és mtsai, 2002
AtLBD6/AS2  Atlg65620 [ osztaly/ A levélfejlodés Semiarti és mtsai, 2001
AtLBD10 At2923660 I osztaly/ A pollenképzddés Kim és mtsai, 2015
AtLBD16 At2942430 I osztaly/ B gyokérfejlodés, Goh ¢és mtsai, 2012
in vitro regeneracio Fan és mtsai, 2012
AtLBD18 At2945420 I osztdly/ B gyokérfejlodés, Lee és mtsai, 2009
in vitro regeneracio Fan és mtsai, 2012
AtLBD20 At3g03760 T osztaly/ B Fusarium  oxysporum Thatcher és mtsai, 2012
rezisztencia
AtLBD29 At3g58190 I osztaly/ B gyokérfejlodés, Okushima ¢és mitsai,
in vitro regeneracio 2007
Fan és mtsai, 2012
AtLBD30/JLO At4g00220  Iosztaly/ B embriogenezis, Bureau és mtsai, 2010
gyokérfejlodes, Rast és Simon, 2012
viragfejlodés Borghi és mtsai, 2007
AtLBD3 At1g16530 I osztaly/ C  viragfejlodés Naito és mtsai, 2007
AtLBD15 At2g40470 I osztaly/ C  SAM funkciojanak  Sun és mtsai, 2013
fenntartasa
AtLBD12 At2g30130 I osztaly/ D levélfejlodés Nakazawa ¢és mitsai,
2003
AtLBD27/SCP At3g47870 I osztaly/ E  pollenképzddés Oh és mtsai, 2010
AtLBD36 At5g66870 Il osztaly metabolikus folyamatok Rubin és mtsai, 2009
AtLBD37 At5g67420 1l osztaly metabolikus folyamatok Rubin és mtsai, 2009
AtLBD38 At3g49940 Il osztaly metabolikus folyamatok Rubin és mtsai, 2009
AtLBD39 At4937540 1l osztaly metabolikus folyamatok Rubin és mtsai, 2009
AtLBD40 At1g67100  II osztaly metabolikus folyamatok Zentella és mtsai, 2007
Kukorica
RA2 AC233943.1 Tosztaly/ A viragfejlodés Bortiri és mtsai, 2006
IG1 Zm2g118250 Tosztaly/ A viragfejlédés Evans €s mtsai, 2007
RTCS Zm2g092542 | osztaly/ B gyokérfejlodés Taramino ¢és mtsai, 2007
RTCL AC148918.2 Tosztily/ B gyokérfejlodés Xu és mtsai, 2015
RTCN Zm2g092483 Tosztaly/ B gydkérfejlodés Taramino és mtsai, 2007
Rizs
AS2 0s01g66590 I osztaly/ A levélfejlodés Ma és mtsai, 2009
ARL1/CRL1  0Os03g05510 Tosztaly/ B gyokérfejlodés Inukai és mtsai, 2005
DH1 0s02g57490 T osztaly/ B viragfejlédés Li és mtsai, 2008
LBD7-1/ Os07g40000 1II osztaly metabolikus folyamatok Albinsky és mtsai, 2010
LBD37

3. Tablazat. Az Arabidopsisban, kukoricaban ¢és rizsben funkcionalisan is jellemzett LBD

gének.
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Amint az lathato, nehéz atfogéd képet alkotni a LOB-domain fehérjékrol, hiszen szerepiik a
novényi egyedfejlodés legkiilonbozobb aspektusaiban tetten érhetd. A kovetkezokben harom
nagy szervcsoport, a levelek, a gyokér €s a generativ szervek kialakuldsa koré csoportositva

mégis kisérletet teszek funkciojuk, ha nem is teljes, de részletes bemutatasara.

1.2.4.1 A levélfejlodés és az LBD transzKkripcios faktorok kapcsolata

A csalad elséként felfedezett tagja, az AtLOB kifejezetten az oldalszervek eredési helyén,
az adaxialis felszinen expresszalodik, Osszefiiggésben a levélfejlédés korai stddiumaval.
Mikodését a SHOOT MERISTEMLESS (STM) ¢és a BREVIPEDICELLUS (BP)
transzkripcids faktorok egyiitt szabalyozzak, lehetdvé téve, hogy az AtLOB génjének
kifejezodése az Ossejtek €s a fejlodo levélprimordiumok kozotti sziik sejtrétegre korlatozodjon
(Dolan ¢s Langdale, 2004). Bar az altala iranyitott folyamatok kevésbé ismertek, egyik
bizonyitottan fontos feladata a brasszinoszteroid-koncentracié alacsony szintjének
szabalyozésa, negativ visszacsatolasos (feed-back) mechanizmusokon keresztiil (Bell és mtsai,
2012). Az AtLOB transzkripcidja ugyanis fokozodik brasszinoszteroid-jelatvitel egyik
kulcsregulatora, a BRZ1 (Brassinazole Resistantl) altal. Az AtLOB ugyanakkor kozvetleniil
aktivalja egy olyan citokrom P450 tipusu enzim, a BAS1 (PHY-B ACTIVATION TAGGED
SUPRESSOR) génjét, melynek terméke gatolja a basszinoszteroid szignal-transzdukciodjat és
brasszinoszteroid-koncentracio nélkiilozhetetlen a szervkezdemények differencialodasahoz,
nemcsak a levelek, hanem az oldalhajtasok fejlddése szempontjabol is (Gendron és mtsai,
2012). Jol mutatja ezt, hogy AtLOB hianyaban aszimmetrikus levelek kialakulasan tal
oldalhajtasok képzddését érintd aberraciok is megfigyelhetdk (Bell és mtsai, 2012).

Az AtLOB-hoz hasonldéan az AtLBD6 is a szimmetrikus levélmorfologia kialakitasaban
vesz részt. Hianyaban szamos fenotipusos eltérés jelentkezik a leveleken: a levéllemez
altalaban szeldelt, sz¢éle csavarodott, dorzoventralis szimmetridja nem felismerhetd, a levelek
erezete pedig rendezetlen, destrukturalt (Semiarti és mtsai, 2001). A fenotipusos eltéréseket
még az LBD géncsalad felfedezése eldtt leirtak, és az ezért felelés AtLBD6 gént mint
aszimmetrikus levélmorfologiat okozo AS2 (ASYMMETRIC LEAVES?2) gént irtak le. Ezt az
elnevezés a géncsalad késdbbi nevezéktandban is visszakdszon: az LBD génekre a
szakirodalomban szinonimaként hasznaljak az ASL (ASYMMETRIC LEAVES LIKE)
kifejezést, és az LBD-nomenklatirdhoz hasonléan szamokkal kiilonitik el a csaldd egyes
tagjait. A kettds nevezéktan azonban félrevezetd lehet: egyrészt a szamozas nem esik egybe a

két nevezéktanban, masrészt az AS1 sorszamu, elsdként jellemzett ASYMMETIC LEAVES
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gén valdjadban nem LBD-transzkripciés faktort, hanem a MYB (Myeloblast) transzkripcios
faktorok csaladjaba tartozo proteint kddol. Az viszont mar nem véletlen, hogy az elnevezésiik
hasonl6, hiszen az AtLBD6 és az AtAS1 hidnya hasonld fenoipussal jar (Bryne és mtsai,
2000). Ez sem véletlen: az AtLBD6/AS2 ugyanis kolcson hat az AtAS1 proteinnel. Ko6zos
komplexben végzik a merisztéma sejek identitasat meghatarozo transzkripcios faktorok, pl. a
KNOX (KNOTTED LIKE HOMEOBOX DOMAIN) csaladba tartozo6 STM (SHOOT
MERISTEMLESS) ¢s BP (BREVIPEDICELLUS) génjeinek tartos represszalasat, mégpedig a
HIRA kromatin remodelling komplex kozvetitésével; igy tartva determinalt stidiumban a levél
differencialodott sejtjeit (Ori €s mtsai, 2000; Lin és mtsai, 2003; Iwakawa és mtsai, 2007). A
hajtas apikalis merisztémajaban (SAM- shoot apical meristem) paradox médon az STM
transzkripcios faktor mind az AtAS1, mind az AtLBD6/AS2 kifejez6dését gatolja, am a SAM
¢s a fejlodd levélkezdemény hatdran olyan szdvetspecifikus transzkripcios faktorok, mint a
BOP1 (BLADE ON PETIOLATE) és BOP2, kozvetlentil aktivaljak egyebek mellett mind az
AtAS1, mind az AtLBD6/AS2 és AtLOB gének kifejezddését. A BOP1 a levélfejlodés késdbbi
szakaszaiban is fenntartja ezeknek a géneknek a magas szintli expressziojat a levél adaxialis
oldalédn ¢és a szallitoszovetek mentén, és ugy tiinik, hogy ezzel a szabdlyozéasi mechanizmussal
a BOP1 és BOP2 a levél organogenezisénak kulcsfontossagu 1épéseit iranyitjak (Jun és mtsai,

2010).

Az AtLBD6/AS2 feltételezhetéen szerepet jatszik a miR165/166 mikro RNS
poszttranszkripcios érésében is. Ez a mikroRNS a levelek abaxidlis oldalan fejezddik ki, és az
adaxialis oldal identitdsat meghatarozé 3-as tipusit homeodomain leu-zip (HD-ZIP)
transzkripcids faktorok mRNS-eit csendesiti (Williams és mtsai, 2005). Ezek a megfigyelések
azt sugalljak, hogy az AtLBD6/AS2 tovabbi, eddig még ismeretlen funkciokkal és célgénekkel

is rendelkezik (Ikezaki és mtsai, 2010).

Az LBD transzkripcios faktorok kozotti szovevényes kapcsolatokat jol mutatja, hogy a
mar emlitett BOP1 és BOP2 géneket és mas, SAM identitdsat meghatarozo traszkripcids
faktorok, pl. a WUS (WUSCHEL) gének kifejez6dését egy masik LBD, az AtLBD15 aktivalja
(Sun és mtsai, 2013). Az AtLBD15 kozvetlen célgénjei kdzott szdmos celluldz szintézist végzo
enzim génje is megtalalhato, ezeket viszont represszalja, igy biztositva a pluripotens sejtekre

jellemzd, differencialodott sejtekénél rugalmasabb sejtfal kialakitasat (Zhu és mtsai, 2014).

A fent ismertetett szabalyozasi folyamatok ugyanakkor nemcsak az Arabidopsisra igazak:
kukoricaban az AtASI1 ortologja, a ROUGH SEATH2 (RS2) ugyanugy kdlcson hat a HIRA-
komplexszel valamint a kukorica IG1 (INDETERMINATE GAMETOPHYTEL1) fehérjéjével,
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mely az AtLBD6/AS2 legkozelebbi megfeleldje kukoricaban; és ugyanigy KNOX gének
represszalasat végzik a levélprimordiumokban (Phelps-Durr és mtsai, 2005), mint ladfi
esetében at AtLBD6/AS2. Vagyis annak ellenére, hogy a ludfii és a kukorica levelének
strukturdja markansan eltér egymastol, kialakulasat mégis hasonlo, konzervalt mechanizmusok

iranyithatjak.
1.2.4.2. A viragfejlodés és az LBD transzkripcioés faktorok kapcsolata

Az LBD transzkripciés faktorokra jellemzd pleiotrop funkcidkat jol példazza, hogy az
AtLBD6/AS2 szerepet jatszik a viragfejlodésben is. Akarcsak a levélben, a fejlodo
viragkezdemények esetében is csak az adaxialis oldalon expresszalodik. Az AtASl
transzkripcids faktorral és egy cink-ujj fehérjével (JAGGED - JAG) kozosen biztositja
viragszervek hatarat kijelolo sejtek identitasat. Az as2 jag és az asl jag géneket érint6 kettds
mutaciot hordozé novényekben fokozottan expresszalodnak a hatarsejtekre jellemzé CUCIH,
CUC2 (CUP SHAPED COTYLEDON) és PTL (PETAL LOSS) gének, fenotipusosan pedig
kicsi szirom- és csészelevelekkel rendelkeznek. Ez a tulajdonsag az asl jag ptl tripla
kovetkeztetni, hogy a virarprimordiumokban a szervhatarokra specifikus gének represszidja
jeloli ki a csészelevelek és sziromlevelek kozotti hatarokat (Xu és mtsai, 2008). Egy masik
LBD gén, az AtLBD36/ASL1 terméke valodsziniileg az AtLBDG6-tal részben redundans
funkciot tolt be ebben a folyamatban (Calfun-Junior €s mtsai, 2005).

Kukoricaban és rizsben az AtLBD6/AS2-vel ortolog szerepet betolté 1G1
(INDETERMINATE GAMETOPHYTEL) az AtLBD/AS2-h6z hasonldoan szerepet jatszik a
levélszimmetria kialakitdsan tul a néi gametofiton fejlddésének iranyitdsdban is, de mas
mechanizmusokon keresztiil (Evans, 2007). Célgénjei els6sorban olyan MADS-boksz
transzkripcios faktorok, mint a MADS1/AGAMOUS ¢és MADS6, melyek a viragszervek
identitasat biztositjak. Ezen gének represszaldsa, valamint a jazmonat bioszintéziséért felelds
EG1 (EXTRA GLUMET1) génjének aktivalasa révén tartja az IG1 indeterminalt allapotban a
virdgmerisztéma sejtjeit. Hianyaban levélmorfologiai eltérések mellett az embridzsak sejtek
abnormalis fejlédése tapasztalhatdo, ami a bel6lik képz6dd reproduktiv szervek és a teljes

termdtaj rendellenességeit vonja maga utan (Zhang €s mtsai, 2015).

Egy masik, szintén a kukoricdbdl ismert LBD gén, amely a virdgfejlodésben jatszik

szerepet, a Ramosa2 (RA2), az AtLOB ortologja. Kifejezédése csak a virdgzat inicialis

.....

régioijaban, az axillaris merisztémakra korlatozodik. Mutacidja aberrans virdgzatot
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eredményez: a cimeres viragzat szerteagazo, és a termds viragzatbol fejlédoé csdben a szemek
elhelyezkedése is abnormalis. Bar az altala iranyitott folyamatok kevésbé ismertek, feltehetden
az axillaris merisztémak novekedésének korlatozasaban vesz részt (Vollbrecht és mtsai, 2005;
Bortiri és mtsai, 2006). Azt, hogy funkci6ja mennyiben azonos a ludfiiben megtalalhato

ortholdgjaval, még nem vizsgaltak.

A RAZ2 rizsben megtalalhato legkdzelebbi rokona, a DEGENERATED HULL (DH1)
szintén a viragzat fejlodését szabalyozza: hianyaban a pelyvalevelek fejletlenek, a bibék és a
porzok fedetlenek. Maga a gén csak az axillaris bimbokban, a fejlodé bugaban ¢s a fiatal

viragokban aktiv, kifejezddése a generativ szervek érésével egyre csokken (Li és mtsai, 2008).

1.2.4.3 Az LBD transzkripcios faktorok és a gyokérfejlodés kapcsolata

Az LBD transzkripcids faktorok egy maroknyi csoportja (6sszesen 6t LBD: az AtLBDI16,
AtLBD17, AtLBD18, AtLBD29 és AtLBD33, mind a B alcsalad tagjai) az auxin altal indukalt
gyokeérfejlodési folyamatokért felelds (Okushima és mtsai, 2007; Lee és mitsai, 2009;
Matsumura és mtsai, 2009). Arabidopsisban az egyik legjobban jellemzett auxin altal kivaltott
gyokérfejlodési folyamat az oldalgyokerek képzodése.  Ludfiiben az oldalgyokerek
kialakulasanak els6 1épéseként a protoxilém szomszédsagaban elhelyezkedd pericilkusban
talalhato kompetens sejtek (periciklus inicialis sejtek) auxin hatasara el6bb aktivalodnak,
amelyet a sejtek polarizacidja jelez. Az aktivalodott sejtek aszimmetrikus osztodasaval egy
kisméretli kozponti €s egy nagyobb, szélsé utoddsejt keletkezik. Az utddsejtek folyamatos
osztodassal alakitjak ki a fejlédd oldalgyokér primordiumat (De Smet és mtsai, 2007; Fukai és

mtsai, 2007; Benkova és Bielach, 2010).

Molekularis szinten a magas auxin koncentracié az auxin jelatvitel effektor transzkripcios
faktorait gatlo IAA14 (INDOL-ACETIC ACID INDUCED PROTEIN) gyors degradaciojat
eredmeényezi, lehetdveé téve az ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR) transzkripcios faktorok,
els6sorban az ARF7 és ARF19 aktivalasat. Az altaluk irdnyitott gének végsd soron a periciklus
inicidlis sejtek osztddasahoz, és egy 1) oldalgyokér megjelenéséhez jarulnak hozza (Péret és
mtsai, 2009). Az ARF transzkripcios faktorok altal kozvetleniil aktivalt gének kozé tartoznak
az AtLBD16, 18 és 29 gének (Okushima és mtsai, 2007; Lee és mtsai, 2009; Feng és mtsai,
2012). A kozos szabalyozas ellenére az altaluk kodolt LBD fehérjék szerepe mas és mas. Az
AtLBD16 az oldalgyokerek eredési pontjan a periciklus sejtek aszimmetrikus osztodasat
iranyitja ott, ahol kellden magas koncentracidoban akkumulalodik az auxin (Goh és mtsai,

2012). Az AtLBD29 inkabb a periciklus inicialis sejtek kompetencidjanak fenntartasaért
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felelés (Feng és mtsai, 2012). Az AtLBD18 pedig nemcsak az utddsejtek specializaciojat,
hanem az oldalgyokerek tovabbi fejlodését is iranyitja (Lee €s mtsai, 2009). Az AtLBD18 egy
masik LBD transzkripcios faktorral, az AtLBD33-mal kozosen az E2Fa génjének, mint a
sejtosztodas egyik legfontosabb, pozitiv reguldtoranak aktivalasaval kozvetleniil iranyitja a
periciklus-sejtek reaktivalasat (Berckmans és mtsai, 2011). Az oldalgyokerek novekedését
pedig a sejtfal rigiditdsat csokkenté EXPANSIN (EXP) gének expresszidjanak fokozasaval
segiti el (Kim és mtsai, 2013; Lee és mtsai, 2013), koaktivatorok, pl. a GIP1 (G-Box binding
Factor Interacting Proteinl) kozremiikodésével (Lee és mtsai, 2014). Arrol, hogy a tobbi
harom LBD (az AtLBD29, AtLBD16, AtLBD17) milyen kdézvetlen mechanizmusok révén
szabalyozza a gyokérfejlédést, sajnos nem sokat tudunk. Annyi bizonyos, hogy hianyukban
még auxin-analogok hozzdadasaval sem valthatd ki oldalgyokér-képzddés, aldtdmasztva

kulcsfontossagl szerepiiket.

A fentebb ismertetett mechanizmusok szoros Osszefiiggésben allnak a novényekre
egyediilalloan jellemzé regenerdlodasi képeeséggel. A  kallusz képzdédés, mint a
szovettenyészetb6l torténd in  vitro novényregeneralas elsé 1épése, az érett sejtek
az oldalgyokerek fejlodését iranyitd genetikai programmal szdmos kozOs vondst mutat
(Sugimoto ¢s mtsai, 2010), és szorosan kapcsolodik a gyokérfejlédést iranyit6 LBD gének
(AtLBD16, AtLBD17, AtLBD18 és AtLBD29) gyors és dinamikus aktivalasahoz. Ezek az
LBD gének a folyamat soran ugyanigy ARF transzkripcids faktorok révén aktivalodnak, amint
azt a gyokérfejlodésnél lathattuk. Szerepiik a kallusz képzddésben éppugy a meriszematikus
sejtjeinek fenntartasat biztosité gének aktivalasaban nyilvanul meg, akarcsak az oldalgyokerek

fejlodésénél (Fan és mtsai, 2012; Liu és mtsai, 2014).

Az LBD gének gyokérfejlddésben jatszott szerepe konzervaltnak tlinik: az AtLBD29
megfeleldi kukoricaban (ZmRTCS- ROOTLESS CONCERNING CROWN AND SEMINAL
ROOT) és rizsben (CRLI-CROWN ROOTLESS) az egyszikiiekre jellemz6 jarulékos, hajtas
eredetli koronagyokerek képzodésének ismert szabalyozoi, expressziojukat pedig az AtLBD29-
hez hasonléan ARF transzkripcios faktorok aktivaljak (Inukai és mtsai, 2005; Taramino és
mtsai, 2007). Kifejezédésik a koronagyokerek eredési helyére, a koleoptil nodusz
parenchimalis szdveteire és az oldalgyokerek eredési pontjaira korlatozodik. Figyelemre mélto
azonban, hogy mig a rizs és kukorica genomjaban megtaldlhat6 a ZmRTCS ¢és az OsCRLI1
paralog szekvenciaja is (feltehetéen genom duplikacio eredményeként), addig Arabidopsisban

nincs paralogja az AtLBD29 génnek. Az eddigi eredmények alapjan a ZmRTCS ¢és paralogja,
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az RTCL (RTCS-LIKE) egymassal kolcsonhatva feleldsek a hajtas eredetli gyokerek
képzddésének indukalasaért. Erdemes megjegyezni, hogy a ZmRTCS hianya nem jar egyiitt az
oldalgyokerek szamanak jelentds valtozasaval, a koronagyokerek viszont fejletlenek vagy
hianyoznak (Hetz és mtsai, 1996; Taramino és mtsai, 2007). Ennek magyarazata a ZmRTCS és
az RTCL funkciondlis redundancidjaban keresend6. Az RTCL expresszidja a primer
oldalgyokerekben kompenzalhatja az RTCS hianyat a gén funkcidvesztéses mutansaiban, a
jarulékos gyokerek kialakulasdhoz viszont kozosen kellenek (Majer és mtsai, 2012; Xu és

mtsai, 2015).

Bar a rizs OsCRL1 génjével paralég ARL1 (ADVENTITIOUS ROOTLESS) génjérol
részletes vizsgalatok hidnyaban keveset tudunk, de funkcidvesztéses mutacidja szintén a
jéarulékos gyokerek hidnyaval jar egyiitt. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy ezen paralog LBD
gének evolucidés megjelenése nagyban eldsegitette az egyszikiiekre jellemzd, foként jarulékos

gyokerekre tamaszkodo6 gyokérarchitektira kialakulasat (Coudert és mtsai, 2010).

1.2.4.4 LBD transzkripcios faktorok pleiotrép funkciokkal

Amint az a fentiekbdl is lathato, egy-egy LBD transzkripcids faktorhoz ritkan rendelhetd
hozzéa egyetlen konkrét funkcid, és egy-egy LBD gyakran tobb szerv, pl. levél és virdgzat
fejlodésében is részt vesz egyszerre (1d. AtLOB és AtLBD6/AS?2), bar ezek az esetek sokkal
inkabb arra utalnak, hogy a kiilonb6zé szervek kialakuldsat szabalyoz6 molekularis
mechanizmusok k6zos gyokerekkel rendelkeznek. Vannak azonban ennél joval szélesebb korti

funkciéval rendelkez6 LBD transzkripcids faktorok.

Az egyik ilyen szélsdséges példa az AtLBD30/JLO (JAGGED LATERAL ORGAN)
esete. Az AtLBD30/JLO ugy tlinik, altaldnos szereppel bir a sejtek specializacidjaban és az
oldalszervek struktardjanak kialakitdsaban, dozistdl fliggd moddon. Teljes funkcidvesztése
meggatolja a magok fejlédését még a korai stadiumban, és letalis az embriokra nézve (Borghi
¢s Simon, 2007; Bureau és mtsai, 2010). Csokkent aktivitasa viszont csak a levelek és a
virdgzat strukturdjanak defektusait okozza (Rast €s Simon, 2012). Hianydban a merisztémak
pluripotens sejtjeinek miikodését fenntartd6 KNOX (KNOTTED LIKE HOMEOBOX
DOMAIN) transzkripcios faktorok, mint pl. a mar emlitett STM (SHOOT MERISTEMLESS)
¢s BP (BREVIPEDICELLUS) génjei fokozott és kiterjedtebb aktivitast mutatnak. Az eddigi
kutatasok szerint a KNOX gének szabalyozasat az AtLBD30/JLO az AtLBD6/AS2-AtAS1
komplexszel kolcsonhatasban végzi. Az AtLBD30/JLO ¢és az AtLBD6/AS2 fizikai
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kolcsonhatasa sziikséges ahhoz, hogy az AtAS1 kapcsolddhasson a komplexhez, az AtAS2
pedig Osszekottetést biztosit az AtLBD30/JLO ¢és az AtAS1 kozott (Rast €s Simon, 2012).

Az AtLBD30/JLO kapcsolata az auxin transzport altalanos szabalyozasaval magyarazatul
szolgalhat az altala betoltott pleiotrép funkcidkra. Ismert, hogy a hajtascsticsbol a gyokér felé
iranyuld polaris auxin transzportot a sejtmembranban lokalizalodé auxin influx és efflux
carrier fehérjék végzik, és az igy fellépd lokalis hormonkoncentracids csucs hatarozza meg az
oldalszervek képzodési helyét (Fukaki és Tasaka, 2009; Robert és Friml, 2009). Az auxin
effluxot PIN (PIN-FORMED) fehérjék biztositjak, melyek miikodését egy auxin altal
szabalyozott visszacsatolasos feed-back mechanizmus kontrollalja (Friml és mtsai, 2002,
Heisler ¢és Jonsson, 2006; de Reuille és mtsai, 2006). Az AtLBD30/JLO szamos PIN fehérjét
kodold gén expresszidjat, pl. a PINI, PIN3, PIN7 kifejezddésének eldsegitését, és a PIN4
represszalasat direkt modon szabdlyozza; ezzel kozvetlen hatast gyakorol az auxin lokalis
eloszlasara (Borghi és Simon, 2007; Bureau és Simon, 2008; Bureau és mtsai, 2010; Rast ¢és
Simon, 2012). Az AtLBD30/JLO emellett kdzvetett modon is hat a PIN gének miikddésére a
PLT (PLETHORA) gének pozitiv szabalyozasa révén. A PTL olyan AP2 (APETALA?2) tipust
transzkripcids faktorokat kodol, amelyek auxin-indukélta feedback-mechanizmusok révén
iranyitjak a PIN gének miikodését, meghatarozzdk a gydkércsucs apikalis merisztémajanak

------

Bureau és mtsai, 2010). Az viszont nem tisztazott, hogy ebben a kapcsolatban van-e szerepe az

AtLBD6/AS2-AS1 komplexnek.

1.2.5 Az LBD transzkripciés faktorok és a metabolikus folyamatok kapcsolata

Az eddig bemutatott szervfejlddést szabalyozé LBD gének mind az I-es tipusba
sorolhatok. A Il-es tipusi LBD gének az eddigi vizsgalatok alapjan inkabb anyagcsere
folyamatokban jatszanak szerepet. Ludfiiben pl. az antocianinok, mint masodlagos anyagcsere-
termékek szintézisét a nitrogén és nitrat (NO3’) jelenléte gatolja, mégpedig a II-es csoportba
tartozd AtLBD37, AtLBD38 és AtLBD39 gének indukalasaval (Rubin és mtsai, 2009;
Scheible és mtsai, 2004). Nitrogén-anyagcserében valo érintettségiiket tamasztja ald, hogy ezek
az LBD gének erdsen indukalddnak nitrat hatasara, overexpresszidjuk pedig attételesen az
anticianin-szintézis kulcsenzimeinek kikapcsolasat okozza. Hianyukban fokozodik az
antocianin-és flavonoid termelés, még nitrogénforras jelenlétében is. Az eddigi Kutatasok
alapjan az AtLBD37, AtLBD38 ¢és AtLBD39 olyan MYB-domain transzkripcios faktorok,
mint pl. a PAP1 és PAP2 (MYB-TF PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT)

génjeinek represszalasaval gatoljak az antocianin képzddését, melyek az antocianin-

31



bioszintézis kulcsenzimeit kodold génjeket aktivaljak. Ilyen kulcsenzimek egyebek mellett a
chalchon-szintaz, a gluthation-S transzferaz és a dihidroxi-flavnol reduktaz (Borevitz és mtsai,
2000; Thoge és mtsai, 2005; Wangwattana és mtsai, 2008). Emellett szamos nitrat-felvétellel
¢és hasznositassal kapcsolatos gén miikodésére is negativan hatnak. Tobb mint 50 ilyen N-
reszponziv gén ismeretes, koztik a legtdbb nitrat transzportereket és nitrat-reduktdzokat
kodolo gén (Rubin és mtsai, 2009). Ezen funkciok konzervaltsagara utal, hogy a rizs OsLBD37
altal kodolt transzkripcids faktor az AtLBD37-hez hasonlé modon befolyasolja a nitrogén-
metabolizmust (Albinski és mtsai, 2010).

1.2.6 Az LBD gének kifejez6désének szabalyozasa

Az LBD gének szerepe tehat messze tilmutat azon a kezdeti elképzelésen, miszerint csak
az oldalszervek fejlédését iranyitjak. Funkcioik ennél joval komplexebbek. Az altaluk
iranyitott molekularis szabalyozasi utvonalak szoros egylittmitkddése felelds a kifejlett novény
arcitektirdjat kialakitd szamos fejlédési programért. A szervfejlddés és az LBD gének
kapcsolata alapjan az LBD gének jelentdsége az adott hormonalis jelek (elsésorban névekedést
szabalyoz6 ndovényi hormonok) megfeleld fejlodési programma torténd konvertalasaban
keresendd. Jo példa erre az auxin altal aktivalodé LBD gének mar taglalt, gyokérfejlodést
szabalyozd csoportja, vagy az AtLOB és a brasszinoszteroid-jelatvitel kapcsolata. Tovabbi
példaként emlithetd a kevésbé ismert AtLBD3, mely a citokinin altal kivaltott foszforilacios
szignal-kaszkad egyik elsddleges effektora lehet. Feltehetden a generativ szervek fejlodése és a
citokininek hatasmechanizmusa ko6zo6tt teremt kapcsolatot (Natito és mtsai, 2007). A kép

azonban ennél sokkal Osszetettebb...

A legtobb ndvényi hormon mellett ugyanis szdmos kornyezeti hatds, pl. soOstressz,
gliikozkoncentracid, patogének vagy sebzés, de még a fény is hatdssal van az LBD gének
miukodésére. Elsdsorban II-es tipusit LBD génekkel kapcsolatban demonstraltak, hogy NaCl
jelenlétében megvaltozik az aktivitdsuk, mig néhany, auxinnal kapcsolatba hozhat6é LBD
génrdl (az AtLBD16,17,18,29 és 33 gének) kideriilt, hogy gliik6z mellett megsziinik az auxin
altali szabalyozottsaguk (Jiang és Deyholos, 2009; Mishra és mtsai, 2009).

A gyokérarchitektira szdmos belsé ¢és kiilsd hatds kovetkeztében képes plasztikus
valtozasokra a megvaltozott kornyezethez torténd alkalmazkodas érdekében. Az abiotikus
stresszhatdsokra adott valaszokat fOként az abszcizinsav irdnyitja. Magas sOkoncentracid
mellett a gyokérzet hosszanti ndvekedése visszafogott, az oldalgyokerek képzddése azonban
fokozodik, elsésorban az abszcizinsav auxinnal antagonista hatasdnak kovetkeztében.

Medicago truncatulaval végzett kutatasok alapjan az abszcizinsav repressziv hatasat sostressz
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esetén egy homeodomain-zip transzkripcios faktor, a HB1 kozvetiti. Tobbek kozott oly modon,
hogy kozvetleniil gatolja az auxin altal aktivalt MtLBD1 kifejezddését (Ariel és mtsai, 2010).
Az MtLBD1 ll-es tipusu LBD, vagyis egy olyan kivételes példa a csoporton beliil, amely nem
masodlagos metabolitok képzddését szabalyozza. Azt viszont, hogy hogyan, milyen

folyamatok révén hat a gyokérfejlédésre, még nem ismerjiik.

Mas gyokérfejlédésben részt vevéd LBD génrdl pedig kideriilt, hogy a patogénekkel
szembeni valaszreakciokban is kozremiikddnek. llyen pl. az AtLBD20, mely a gyokérparazita
Fusarium oxysporum gombaval szembeni rezisztencia negativ regulatoraként ismert. Az
AtLBD20 patogének altali aktivaldsa a jazmonat, mint védekezési hormon, szignalizacios
utvonalan keresztiil torténik. Maga az AtLBD20 viszont szamos jazmonatok altal aktivalt

védekezési gén kikapcsolasat eredményezi (Tatcher és mtsai, 2012).

A novények egyedfejlédése szempontjabol az egyik legmeghatirozobb kiilsé tényezd a
fény. Az altala kivaltott fotomorfogenetikus valaszok szintén kapcsolatba hozhatok LBD
génekkel. Az AtLBD25/DDA1 (DOWN IN DARK AND AUXIN1) a fotomorfogenetikus
valaszok koziil a hipokotil megnyuldsanak szabdlyozasaval vesz részt. Aktivitdsa sotétben és
auxin hatdsira cs6kken. Hidnydban elmarad a hipokotil sotétre adott megnyulasos valasza,
viszont a tobbi, sotétben jelentkezd fenotipusos valasz, mint az etiolaltsag, az apikalis kampo
képzddése, a sziklevelek zart allapota DDA 1 hianyaban a vad tipushoz hasonloan jelentkeznek.
Ezek a megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy az AtLBD25/DDA1 mind az auxin
jelatviteli folyamatainak, mind a fény altal szabalyozott fejlodési folyamatoknak k6zos eleme
lehet; funkcidja pedig vélhetden az auixn altal kivaltott megnyuldsos novekedés gatlasa a
hipokotilban, fény hatasara. Ezzel egylitt ugyanakkor a direkt kapcsolatot még nem talaltak az
AtLBD25/DDAL és a fényszabalyozas kozott. Annyi igazolt, hogy a HY5 (ELONGATED
HYPOCOTYL), mint a fotomorfogenetikus valaszokat kozvetitd egyik legfontosabb bZIP
tipusu transzkripcids faktor, indirekt médon szabalyozza az AtLBD25/DDA1 gén aktivitasat
(Mangeon és mtsai, 2011).

1.2.7. Az LBD transzkripcios faktorok és a sejtosztodas szabalyozasanak kapcsolata
Cellularis szinten barmely mas tobbsejtii organizmushoz hasonléan a magasabb rendii
novényeknél is a sejtek osztddasa, az utddsejtek meghatarozott sorsa és korrekt térbeli és
iddbeli elrendezddése hatarozza meg a testszervezddést. Az LBD gének rendellenes miitkddése
miatt kialakulé abnormalis fenotipusok szinte minden esetben sejtosztodasi és differencialodasi
hibakra vezethetOk vissza. Az AtLBD6/AS2 hianyaban fellépé aszimmetrikus levélmorfologia

rrrrrr

pl. az adaxidlis/abaxialis szimmetriatengelyt kialakitd sejtek dediffererenciacidjanak ¢és
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okozza, melynek kovetkezményeként az adaxialis oldalon megné a sejtek szama (Iwakawa és
mtsai, 2007; Zgurski és mtsai, 2005). A vele ortolog kukorica Zmlgl génjének hianyaban a
hasonléan aberrans levélszerkezet mellett a termétajat alkotod sejtek abnormalis osztodasa is
megfigyelhetd. Normalis esetben a zarvatermOk embridzsékjanak (tulajdonképpen a majdani
magkezdemény) kialakuldsa a sejtmagok tobbszori, szabad osztdodasaval kezdddik, melyet
cellularizacio és a sejtek differencidlodasa kovet. Igl hidnyaban a sejtmagok osztodasanak
fazisa viszont hosszabb lesz, ami szamos rendellenességet idéz elo, pl. extra szinergida sejtek

megjelenését és tobb petesejt kialakulasat (Evans, 2007).

Nemrég deriilt fény arra, hogy ludfiiben az AtLBD27 génnel azonos SCP (SIDECAR
POLLEN) a pollenképzddést szabalyozza, mégpedig a him gametofitonban talalhatod
mikrospora sejtek aszimmetrikus osztodasanak koordinalasaval (Oh és mtsai, 2011).
ZarvatermOkben a him gametofiton harom sejtbol all: egy vegetativ sejtbol és két ivarsejtbol,
melyek a haploid mikrospora anyasejtek két egymast kovetd mitotikus osztodasanak
eredményei. Az elsé aszimmetrikus osztodas soran létre jon egy vegetativ sejt és egy csirasejt.
A csirasejt masodik osztoddsa hozza létre a két ivarsejtet, mig a vegetativ sejt differencialodik,
¢s késobb a pollentomlé kialakitasaban vesz részt (McCormick, 2004; Borg és mtsai, 2009).
AtLBD27/SCP hianyaban a mikrosporak elsé mitotikus osztédasa szimmetrikus marad, emiatt
a masodik osztddasnal négysejtes pollen képzddik két vegetativ sejttel és két ivarsejttel (Oh és
mtsai, 2010, 2011). Funkcidjahoz és sejtmagba torténd transzportjahoz ugyanakkor
nélkiilozhetetlen a kolcsonhatasa egy masik LBD proteinnel, az AtLBD10-zel (Kim és mtsai,
2015). Ezek a megfigyelések alatamasztjak az LBD gének és a sejtciklus szabalyozasanak
szoros kapcsolatat, a kozottik 1évo kozvetlen Osszefiiggésekre azonban még kevés a konkrét

bizonyiték.

A sejtosztddast szabalyozd biokémia reakcidk nagyfoku konzervaltsagot mutatnak az
eukatiotak kozott. Az eukaridtdkra univerzalisan jellemzé modon a sejtosztédas koordinalasa
specifikus szerin/threonin kinazok, a ciklin-fiiggé kinazok (CDK — cyclin dependent kinase)
pontosan iranyitott miikodésén alapszik.  Szabalyozasuk két alapvetd mechanizmuson
keresztiil torténik. Az egyik a tirozin reziduenseiken torténd foszforilacio/defoszforilacio: a
CDK kinazok két ilyen foszforilacios helyet tartalmaznak, az egyik foszforilacioja aktivalja,
mig a masiké inaktivalja az enzimet. A szabalyozdsuk masik 1ényeges eleme a specifikus ciklin
partnerek jelenléte. Nélkiilik egyik CDK sem mutat aktivitast, és a ciklinek hatdrozzak meg

szubsztrat-specifitasukat is (Dewitte és Murray, 2003). A ciklinek a sejtciklus egyes fazisainak
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megfelelden szekvencidlisan jelennek meg és bomlanak le a proteoszémakban. Sarjadzo
¢lesztében (Saccharomyces cerevisiae) egyetlen CDK ¢és 9 ciklin fehérje vesz részt a sejtciklus
iranyitasaban, mig magasabb rendii eukariotakban (igy a noévényekben is) legkevesebb
nyolcféle CDK kinaz (CDK1-8) és a ciklinek komplex, minimum 10 csoportba (A-J) sorolhato

csaladja all rendelkezésre ebbdl a célbdl (Renaudin és mtsai, 1996).

A sejtciklus osszetett szabalyozasanak gerincét tehat a CDK kindzok alternald aktivitasa
képezi, amelyet foként a sejtciklus kiillonboz6 fazisaira jellemzé ciklinek specifikus
megjelenése ¢és lebomlasa biztosit. A leglényegesebb pontokra leegyszertsitve a folyamatot, a
sejtosztodast beinditd lancolat elsé 1épéseként a G1 fazisban jelen 1évé CDK kinazok (CDK-A)
kapcsolodnak megfeleld ciklin-partnereikkel (a G1 fazisra jellemzd D és E tipusu ciklinekkel),
¢s ezzel egyidejlileg foszforildlodik a CDK kinazok aktivacios helye is, aktivalo kindzok altal.
Az igy aktiv allapotba keriilt CDK-ciklin komplex juttatja at a sejtet a G1-S fazis hataran. A
sejtciklus G1/S fazisaban aktivalodo ciklin-ciklin fiiggd kinaz komplexek (els6sorban D-tipusu
ciklinek és CDK partneriik) tobbszorosen foszforilaljak az RBR (retinoblastoma related
protein) fehérjét, ami enneck kovetkeztében disszocial az E2F/DP transzkripcios faktor
komplexrdl. A gatlas aldl ily modon felszabaduld E2F/DP komlex sokrétiien segiti el a sejtek
osztodasat: szamos replikdciohoz sziikséges gént aktival, eldsegiti a replikacidt kovetd
ellen6rz6 mechanizmusokban részt vevd fehérjék génjeinek aktivalasat €s a mitotikus gének
transzkripcidjat is (Inzé és De Veylder, 2006; Berckmans és De Veylder, 2009). Az S fazis
végére a G1 ciklinek degradalodnak, CDK partneriik pedig defoszforilalodik, ezzel inaktiv
allapotba keriil. Ekkor a sejt belép a G2 fazisba, ahol megtorténik a mitdzis szakaszanak
elokészitése. Ennek részeként megszintetizalodnak a mitozist iranyitd ciklinek (A és B
ciklinek), és kapcsolodnak a megfelel6 CDK kinazokkal (CDK-B). A CDK kinazok
ugyanakkor még inaktivak: mind az aktivacios, mind a gatlo helyei foszforilaltak, valamint
inhibitor fehérjék is gatoljak a miikodésiiket. A mitdzist iranyitd ciklin-CDK komplexek
aktivitasukat kozvetleniil a mitdzis kezdetén nyerik el, az aktivitast gatlo inhibitor fehérjék és
az aktivitast gatlo foszfatcsoport eltavolitisaval. A mitdzis végén a mitotikus ciklinek
lebomlanak, a CDK kinaz aktivacids kotéhelyén 1évo foszfatcsoportot lehasitja egy foszfataz,
igy a CDK ismét inaktiv allapotba keriil, mikozben megkezdddik a G1 fazis ciklinjeinek
akkumulacidja, és a sejt ujbol készen all egy kovetkezd osztddasi ciklusra (Inzé és De Veylder,
2006).

Arra vonatkozoan, hogy miként kapcsolodnak be ebbe a folyamatba az LBD

transzkripcids faktorok, kevés ismeret all rendelkezésre. Az egyik kozvetlen kapcsolatra utald
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megfigyelés az E2Fa transzkripcids faktor génjének mar emlitett, LBD gének altal torténd,
auxin-fiiggé modon kivaltott aktivalasa, az oldalgyokerek képzddése soran. Ludfiiben 6sszsen
hat E2F tipusu transzkripcids faktor ismert, ebbdl a sejtosztodasra pozitiv hatdsu E2Fa az
egyetlen, amelyred igazoltak, hogy kifejez6dése LBD transzkripcios faktorok révén is

szabalyozddik (Berckmans és mtsai, 2011).

A sejtosztdédas és az LBD transzkripcidés faktorok kozvetlen kapcsolatara utalnak
munkacsoportunk eddig még nem publikalt eredményei is. Eleszté két-hibrid (Y2H — yeast two
hybrid) rendszerben végzett kisérleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy a lucerna
(Medicago sativa) egyik A2 tipusu ciklinjének kolcsonhatd partnere egy LBD fehérje, az
MtCPP1 (Medicago truncatula cyclin partner proteinl) (Gyorgyey Janos, szobeli kozlés). (A
mintegy 20 éve végzett kutatds eredeti célja az MsA2 ciklin kolcsonhatd partnereinek
felderitése volt. Mivel akkoriban valt a Medicago truncatula a pillangésviraguak nitrogénko6td
szimbidzisat vizsgald kutatasok modellnovényévé, az A2 ciklin kolcsonhatd partnerének
megtalalasahoz sziikséges expresszidos konyvtar mar ebbdl a fajbol szarmazott.) Ennek a
Medicago truncatula LBD proteinnek szalkaperjében megtalalhato két legkzelebbi rokona in
vitro kinaz assay kisérletben pedig foszforilalodott szalkaperje sejtszuszpenziobol izolalt
ciklin-ciklin fiiggdé kinaz komplexek altal (Horvath Géabor, Zombori Zoltan szobeli kozlése
alapjan). Azt még nem tudjuk, hogy ezeknek a kapcsolatoknak mi lehet a szerepe a
sejtosztddas menetében, ahogyan azt sem, hogy milyen hatdsa lehet a ndvény egyedfejlédésére
nézve. A jelenlegi ismereteink tiikkrében feltételezhetd, hogy az LBD gének a sejtosztodas és az
utodsejtek érési folyamatainak Osszehangoldsaban jatszanak kulcsfontossagl szerepet. Ezek a
mechanizmusok alig ismertek még ludfiiben is, egyszikiiekkel kapcsolatban pedig még
kevesebbet tudunk. Ennek ismeretében érthetd, miért kertiltek érdeklodésiink kézéppontjaba az
LBD gének és a sejtciklus-szabalyozas foszerepldi, és miért vizsgaljuk dket egy olyan, mara

mar elfogadott egyszikli modellrendszerben, mint a szalkaperje.
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2. Célkitiizések

Az LBD gének, kdszonhetden sokrétli szerepkoriiknek és ndvényspecifikus voltuknak, az
utobbi évek intenzivebben tanulméanyozott génjei kozé keriiltek. Megismerésiik lehetdséget
nyujt nemcsak a merisztémak ¢€s fejlodo szervek hataran miikkodé molekularis mechanizmusok
mélyebb megértéséhez, de minél tobb nodvényfajra Kkiterjedd vizsgalatuk a ndvényi
sziiletett az LBD transzkripcids faktorokrdl, nemcsak ludfiivel végzett kisérletekbdl (Shuai és
mtsai, 2002), hanem olyan haszonnovényekkel kapcsolatban is, mint pl. az alma (Malus
domestica) (Wang és mtsai, 2013), paradicsom (Solanum licopersicum) (Wang és mtsai, 2013),
a borszol6 (Vitis vinifera) (Cao és mtsai, 2016), egyszikiiek koziil pedig a rizs (Oryza sativa)
(Yang és mtsai, 2006) és a kukorica (Zea mays) (Zhang és mtsai, 2014). Ezzel egyiitt az
egysziklieckben megtaldlhatdé LBD génekrdl igen kevés ismeret 4ll rendelkezésiinkre. Munkéank
soran egyik célunk éppen ezért a géncsalad feltérképezése a szalkaperjében, mint kaldszos

gabonaféléink modellnévényében. Ezzel kapcsolatban harom l1ényeges célkitiizésiink volt:

1. Az LBD transzkripcios faktorokat kodold gének azonositisa a szalkaperje
(Brachypodium distachyon) genomjaban.

2. A szalkaperje LBD transzkripcios faktorainak részletes filogenetikai analizise,
rokonsagi kapcsolatainak Osszehasonlitdsa mas fajokban mar azonositott LBD
transzkripcids faktorokkal.

3. A szalkaperje LBD transzkripcios faktorait kodolo gének szervspecifikus
kifejezddésének vizsgalata, részletes expresszids profil készitése és a kapott
mintazatok Osszehasonlitasa mas novényfajok LBD génjeinek mar ismert

kifejezédéseével.

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 széalkaperje azonositott LBD génjei kozott
két olyan génre fokuszaltunk, melyek a legnagyobb homoldgiat mutattdk 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 (Roudier és mtsai, 2003), kapcsolata az

LBD transzkripciés faktorokkal meghatdrozd lehet a gyokérfejlddés szempontjabol.

37



Kivancsiak voltunk arra, hogy hasonlo kapcsolatok lehetnek-e szalkaperjében is? Ennek a

kérdéskornek a vizsgalatahoz kapcsolodé célkitlizésiink az alabbi volt:

4. A Medicago sativa A2 ciklin szalkaperjében megtalalhat6 legk6zelebbi homologja
¢s a Medicago truncatula MtCPP1 szalkaperjében megtalalhatdé legkozelebbi

homologjai kdzotti kdlesonhatas tesztelése élesztd kettds-hibrid rendszerben.
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3. Anyag és médszer

3.1 A szalkaperje LBD transzkripciés faktorainak in silico vizsgalatahoz kapcsolodo
moédszerek
3.1.1 A szalkaperje LBD transzkripcios faktorokainak azonositasa

A szalkaperje (Brachypodium distachyon) LBD transzkripcos faktorainak azonositasahoz
kétféle megkozelitést alkalmaztunk. Els6ként a luadfii (Arabidopsis thaliana) TAIR10
(https://www.arabidopsis.org/) adatbazisiban megtalalhaté LBD transzkripcidos faktorok
konzervalt domain-motivumanak aminosav-szekvenciait hasznaltuk referenciaként a
szalkaperje teljes proteom-adatbazisaval szembeni atfogdé BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) szekvencia-hasonlosagon alapuld analizishez. Az ehhez sziikséges szalkaperje
protcom a Phyzozome v12 (http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)  portalrol
hozzaférhet6, a B. distachyon v3.1 verzioja, legfrissebb genom-illesztésen alapuld szekvencia-
adatbazisbol szarmazott. A protein BLAST alapi kereséshez a Phytozome v12 portal
szekvencia-illesztd programjanak alap beallitasait hasznaltuk, a talalatok maximalizalasa
érdekében E=1-e003 (expected value) hatarérték megadasaval. Mésodik 1épésként a BLAST
keresés eredményeként kapott lehetséges LBD  fehérje-szekvencidkat a  Pfam
(http://pfam.xfam.org/) és a SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) portal domain-elemz6
programjainak alap bedllitasaival vizsgaltuk tovabb a konzervalt szekvencia-motivumok
azonositdsdhoz. Végeredményiill azokat a fehérjéket tekintettik egyértelmiien LBD
transzkripcios faktornak, melyek a Pfam adatbazis PF03195 (DUF260-domain of unknown
function) csaladjaba sorolddtak. A beazonositott fehérjék teljes aminosav-szekvenciai és az
6ket kodolo gének nukleotid-sorrendje, a gének prediktalt szerkezete a disszertacié digitalis

mellékleteként megtekinthet6 (elektronikus mellékletl).

3.1.2 Az LBD transzkripcios faktorok rokonsagi kapcsolatainak vizsgalata

Az el6z6 pontban vézolt adatbazis-keresés eredményeként kapott LBD
fehérjeszekvencidk ismeretében megvizsgaltuk a kozottiik fennalld rokonsagi kapcsolatokat.
A filogenetikai kapcsolatokat szemléltetd torzsfa alapjat a szalkaperje LBD transzkripcios
faktorok domain-strukturajanak aminosav-szekvencidja adta. A rokonsagi fa megalkotasa a

MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) szekvencia-illeszté program

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/) altal készitett illesztés alapjan tortént. A szekvenciak
Osszerendezéséhez az aldabbi paramétereket hasznaltuk: az illesztést befolyasold, de nem

konzervalt aminosavak kozotti hézagok kikiiszobolése érdekében a hézagok pontozasanal (gap
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penalty) magas értékeket allitottunk be (gap open penalty = 3, gap extension penalty = 1),
szubsztitucios modellként a BLOSUMG62 (BLOcks SUbstitution Matrix) hasonlosagi matrixot
valasztottuk. Az igy kapott szekvencia-illesztés alapjan a torzsfat ,,szomszéd-Gsszevono”
(Neighbour Joining- NJ) modszerrel alkottuk meg. A neighbour joining alapu filogenetikai
rekonstrukcidohoz sziikséges evolucids tavolsag (distance) becsléséhez az un. p-distance
paramérert allitottuk be. A torzsfat a MEGA6 szoftver segitségével abrazoltuk
(http://www.megasoftware.net) (Tamura ¢és mtsai, 2013). A kapott térzsfa megbizhatosaganak
tesztelése bootstrap probaval, 1000 ismétlésben tortént.

A fent ismertetett moddszerekkel azonos moddon megvizsgaltuk a szalkaperjében
azonositott LBD transzkripcios faktorok és mas fajokbol mar ismert LBD transzkripcios
faktorok kozotti filogenetikai kapcsolatokat is. A vizsgalathoz a szalkaperje mellé harom
masik fajt vontunk be: a kozeli rokonsag miatt a kukoricat (Zea mays) és a rizst (Oryza sativa),
kétszikiliek koziil pedig a ludfiivet (Arabidopsis thaliana) valasztottuk ki. Az analizishez ebben
az esetben is az emlitett fajok LBD transzkripcios faktorainak konzervalt domain-motivumat

reprezentald aminosav-szekvenciakat hasznaltuk fel.

3.1.3 Genom szintii vizsgalatok: genom synteny és duplikacios események vizsgalata
A szalkaperje teljes genomjanak synteny-analizise és génduplikdcids eseményeinek

vizsgalata a Plant Genome Duplication Database (http://chibba.agtec.uga.edu/duplication)

adatai alapjan késziiltek (Lee és mtsai, 2013). A reprezentativ diagram a PLAZA v3.0 portal
online elérhetd grafikus eszkozével késziilt (http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza) (Proost
és mtsai, 2009, 2015).

3.2 Az LBD gének expresszios profiljanak vizsgalatahoz kapcsolodé modszerek
3.2.1 Novények nevelése

A szalkaperje (Brachypodium distachyon) genomjaban azonositott LBD gének
kifejezddésének vizsgalatdhoz a nagy pontossagu, megszekvenalt genommal bird, mérsékelten
stressztolerans Bd21-es Okotipust valasztottuk. A magokat a csirdzas id6pontjanak
szinkronizalasa érdekében kiiiltetés eldtt négy-6t napig sotétben, nedves talajra helyezve, petri
csészsében, 4°C-on sztratifikéltuk. A magokat ezt kovetden homok-perlit 2:1 aranya
keverékébe iiltettiik, a novényeket normél koriilmények kozott, ndvényneveld kamraban
neveltiik. Fotoperiédus: 18h megvilagitas/ 6 ora sotét, fényerésség: 250 pmol*m™?*s™,
Hoémérséklet: allandé 21-22 °C. Relativ paratartalom: 60-65%. Az optimélis vizellatas

érdekében a novényeket a mintagyiijtésig a nevelokdzeg 80%-o0s viztartalma mellett neveltiik.
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(A neveléshez hasznalt homok-perlit relativ 100%-os vizkapacitasa 260-265 g/kg). A

mintavétel harom kiillonbozé kort ndvénypopulacobdl tortént: a vegetativ szervek 14 napos

novényekbdl, a generativ szervek és a zaszloslevél 28 napos névényekbdl, mig a kiilonbozd

fejlettségi stadiumt magok 40-45 napos novények kaldszaibol szdrmaztak (a novények kora

alatt a csirazastol eltelt id6 értendd) (6. dbra). A mintdk részletes leirasa és a mintavétel menete

a 3.2.2 fejezetben keriil ismertetésre.

6. abra. A) 14 napos Brachypodium distachyon noévények; B) 27-28 napos, viragzo
Brachypodium distachyon novények. (A novények kora a csirazastol eltelt id6t jeloli.) A fehér

vonal 2 cm-t jelol.

A nedvességtartalom ¢és a megfeleld tapanyagok utanpotlasat Hoagland-tapoldattal (0,5x)

a nevelés teljes id6tartam alatt naponta biztositottuk.

Hoagland-tapoldat (1x):

NH;H,PO, 150 mg/I
Ca(NOg3), x4 H,0O 656 mg/I
MgSQO, x 7 H,0 240 mg/I
KNOs; 606 mg/I
Fe-EDTA 2,5ml/l
Mikroelem-t6rzsoldat 1 ml/l

Mikroelem-torzsoldat Osszetétele:

H3BO,

CuSO4 x 5 H,0
Na;MoO4
ZnSO4 x 7 H,0
MnCl; x 4 H,0O

2,86 mg/l
0,08 mg/l
0,03 mg/l
0,22 mg/l
1,81 mg/l
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3.2.2 Mintavétel

Osszesen 37 kiilonbozé ndvényi részbdl gytijottink mintat: 25 ndvényi részt (1.-25.

mintak) 14 napos, vegetativ stadiumi novényekbdl, €s 12 ndvényi részt viragzo, generativ

stadiumu névényekbdl (26.-33. mintak és a portok 28 napos névényekbdl, a 34.-36. mintak 40-

45 napos novényekbdl szarmaztak). A mintadk beazonositasa és begyiijése sztereomikroszkop

segitségével tortént. A mintdkat listazva a 4. tdblazat tartalmazza, a mintavételi helyeket a 7.

abra szemlélteti.

Rovidités | Minta
1. |R1 gyokércsucs
2. |R2 megnyulasi zona
3. |R3 differencialodasi zona
4. | R4 érési/felszivasi zona
5. |R5 fiatal oldalgyokér-kezdemény
6. | R6 érett oldalgyokér-inicialis
7. | SN szkutellaris gyokerek nddusza
8. |CN koleoptil-nodalis gyokerek nddusza
& 9. | N1 elsd levél ndodusza
E 10. | N2 masodik levél ndodusza
‘] [11. | N3 harmadik levél nodusza
% 12. | IN1 elsd levél internddiuma (CN és N1 kozotti internodium)
E 13. | IN2 masodik levél internddiuma (N1 és N2 kozotti internodium)
:% 14. | LH1 elso levél hiivelye
EFE 15. | LH2 masodik levél hiivelye
S | 16. [ LH3 harmadik levél hiivelye
gﬁ 17. | LL1 elsd levél liguldja (levélesuklo)
18. | LL2 masodik levél ligulgja
19. | LL3 harmadik levél ligulaja
20. | L1 elsd levél lemeze
21. | L2 masodik levél lemeze
22. | L3 harmadik levél lemeze
23. | L41 _ 3 Negyedik levél lemezének bazalis szegmense
24. | L42 é f ~ Negyedik levél lemezének kozépsd szegmense
25. | L43 5 E % Negyedik levél lemezének apikalis szegmense
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Rovidités | Minta

26. | ZL z4szloslevél lemeze
» 27. | KT kalasztengely
£ (28 [LE lemma (toklasz)
E 20|18z a lemma szakalla
§ 30. | PA palea (pelyvalevél)
~§ 31. | V1 kifejlett virag 1-2 nappal a pollinaci6 elott
:—8' 32. | V2 fejlodo virdg 3-4 nappal a pollinécio eldtt
:E 33. | V3 fejletlen virdg 5-6 nappal a pollinécio elott
= 34. | E1 kifejlett termés 9-10 nappal a pollinacié utan
% 35. | E2 fejl6dod termés 6-7 napal a pollinacid utan
S [36. | E3 fejletlen termés 3-4 nappal a pollinaci6 utan

37. | portok portok

4. Tablazat. A kisérlet soran vizsgalt kiilonb6z6 novényi részek. A levelek (elsotdl a
negyedikig) és részeik szamozasa a levelek megjelenési sorrendjével azonosak.

7. abra. A génexpresszios vizsgalathoz begyiijtott novényi részek sémaja. A roviditéseket a 4.
tablazat tartalmazza.
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Az egyes novényi részekbdl megkdzelitdleg 200 ndvény felboncolasaval sikeriilt begytijteni
az RNS-izolalashoz sziikséges minimalis 50-100 mg-nyi ndvényi anyagot. A frissen begytjtott
mintékat folyékony nitrogénben fagyasztottuk, felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Tekintettel arra,
hogy a mintavétel nagy egyedszambol tortént, a biologiai ismétlést egy alkalommal, hét mintara
korlatozva tettiik meg. Ez a hét minta: R1-gyokércsucs, R3- a gyokér differencialodasi zonaja,
L2- a masodik levél lemeze, N3- a harmadik levél nodusza, V1- kifejlett virag 1-2 nappal a

pollinacio el6tt, E3- fejletlen termés 3-4 nappal a pollinaci6 utan, portok.

3.2.3 Mintak feldolgozasa: RNS-izolalas, cDNS-szintézis

A szalkaperje LBD génjeinek kiilonbdzd ndvényi részekben mérhetd relativ transzript-
mennyiségét valds idejii, kvantitativ polimeraz-lancreakciéval (qRT-PCR) kivantuk
meghatarozni. Ehhez a begyiijtott novényi mintakbdl total-RNS tartalmat izolaltunk LiCl
(Lithium-Chloride) modszerrel, Jaakola és mtsai. (Jaakola és mtsai, 2001) protokolljat kovetve,
kis modositdsokkal. Az izoldlt RNS-eket ezt kovetden DNase kezeléssel mentesitettiik az
esetleges genomi DNS-t61, majd 1% agardz gélen torténd elektroforézissel ellendriztiik az izolalt
(NanoDrop; Thermo Scientific). Osszesen 1pg total RNS-bél 20 ul végtérfogatban RevertAid H
minus M-MuLV reverz transzkriptazzal (Thermo Scientific), random hexamer primerek
felhasznalasaval szintetizaltunk CDNS-t. A cDNS-szintézis tisztasaganak ellendrzése céljabol
reverz transzkriptdz nélkiili kontroll reakciokat is Osszeéllitottunk. Az RNS-izolalas, DNase
kezelés, CDNS-szintézis ¢és az ellendrzéshez hasznalt PCR reakcio részletes leirdsat a Fliggelék

,,Protokollok” fejezete tartalmazza.

3.24 qRT-PCR

A valos idejli kvantitativ PCR reakcidohoz 1:45 higitdsban hasznaltuk a cDNS-t templatként,
a Life Technologies altal forgalmazott 2x SYBR Geen PCR Master Mix, 5 pmol forward és 5
pmol reverse primer hozzdadasaval, 15 pl végtérfogatban. A reakcid soran képz6dd termékek
mennyiségének detektalasa az ABI Prism 7900-HT Fast Real-Time késziilékkel tortént. A PCR
amplifikaciot harom technikai parhuzamos reakcioval, standard két 1épésben, az alabbi
beallitasokkal futtattuk le: 10 min. 95°C, majd 40 cikluson keresztiil ismétlddé 95°C denaturacid
(15 sec.) és 60°C annealing+elongacido (1 min.). Az reakcidk specifikussdgat az alabbi
kritériumok teljesiilésével igazoltuk: a) a termékek olvadasi (disszociacios) gorbéjén kizardlag

egy, jol koriilhatarolhatd csucs lathatd és b) a termékek 2%-os agardz gélben végzett
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elektroforézis vizsgéalata sordan a gélben reakcionként csak egy, a termék prediktalt méretnek

megfeleld méretli sav lathato.

A célgének fehérjekodold régidira tervezett specifikus primerparok szekvencidit a

Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cqi/) online

elérhetd program segitségével terveztik meg, az aldbbi irdnyelvek figyelembe vételével: a
primerek mérete 16-23 nukleotid kdzz¢é essen; lehetdség szerint a primerparok egyik tagja exon-
intron hatart fedjen at; az olvadasi hémérséklet (Tm) 59-62 °C kozott legyen, ahol a Wallace
szabaly értelmében Tm=4(G+C)+2(A+T); a primerpar két tagjdnak olvadasi homérséklete
kozott ne legyen 2 °C-nal nagyobb kiilonbség; a primerparok GC-tartalma 60% alatti legyen; a
termék mérete 85-220 nukleotid kozott legyen. A tervezésnél torekedtiink arra, hogy a primerek
onmagukkal és primerparjukkal képzett mésodlagos szerkezetek és dimerizacios kapcsolatok
szama alacsony legyen (kevesebb, mint 5), a struktarak kialakulasaval jaro szabadenergia-
felszabadulas értéke alacsony legyen (lehetéség szerint a szabadenergia-valtozas AG értéke -4
feletti legyen). A szerkezetek kialakulasanak eshetGségét és az ezzel jardé szabadenergia-
valtozast az IDT DNA (Integrated DNA Technologies) portaljarol elérhetd Oligo Analyzer

(http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) alkalmazassal ellendriztiik. A primerparok specifikussagat

az NCBI portaljanak PrimerBlast alkalmazasaval (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/) teszteltiik, a Brachypodium distachyon Refseq mMRNA-adatbazisaval szembeni kereséssel.
A primerparok atlagos amplifikacios hatékonysagat az adott primerhez tartoz6 qRT-PCR
reakciok amplifikécios gorbéjének meredekségébdl szamitottuk ki az alabbi egyenlet szerint:
E=10 (Y1) ahol ,E” az amplifikacios hatékonysagot, a ,,slope” a gorbe meredekségét jeldli
(Pfaffl, 2001; Svec és mtsai, 2015). Az altalunk hasznalt primerek a szamitott értékek alapjan
magas, 1,98 ¢és 2,023 kozé esé hatékonysaggal rendelkeznek. Szekvencidjuk, az Aaltaluk
amplifikalt termék méretét és az egyes primerparhoz tartozé amplifikdcios hatékonysagot a

Fiiggelék ,,qRT-PCR méréshez hasznalt primerek” tdblazata tartalmazza.

A specifikus primerek hasznalataval nyert adatokbol 244

modszerrel (Livak ¢és
Schmittgen, 2001) hataroztuk meg a vizsgalt LBD gének relativ transzkript szintjét az adott
mintdkban, ahol a Ct azt a ciklusszamot jeldli, amikor az amplifikalodoé termékek mennyisége
elérte az exponencidlis fazis kezdetéhez bedllitott un. treshold hatarértéket. A normalizalashoz
elsé lépésként a ACt értéket egy adott mintira a vizsgalt gén és a referenciaként valasztott
egységesen magas kifejezédést mutatd gén Ct értékének kiilonbségével kaptuk. Jelen esetben
két, Hong és mtsai (Hong és mtsai, 2008) altal bizonyitottan alkalmas referenciagén, az UBCI18

ubiquitin-konjugal6 enzim és az EF1a elongacios faktor gének Ct értékének atlagat hasznaltuk a
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normalizalashoz. A kovetkezd 1épésben belsé referenciapontként az 6sszes LBD gén Osszes
mintara kapott ACt értékének atlaga (az LBD gének atlagos kifejez0désének relativ értéke) és az
adott minta ACt értékének kiilonbségébdl szarmaztattuk a AACt értéket. A kapott eredmények

,heat-map” dbrazoldsa a Heml v1.0 (Heat map Illustrator) programmal készilt

(http://hemi.biocuckoo.org/) (Deng és mtsai, 2014), az eredmények csoportositasahoz az alabbi
klaszterez6 eljarasok alkalmazéséaval kiegészitve: Euklidészi hasonlosagi matrix kombindlva a

,maximum linkage” (maximalis kapcsoltsag) klaszterezési modszerrel.

3.3 Az éleszto két-hibrid (Y2H) vizsgalatokhoz kapcsolodo anyagok és modszerek

3.3.1 Az Y2H rendszerben vizsgalni kivant jeloltek kivalasztasa, a vizsgalathoz sziikséges

konstrukeiok 1étrehozasa és ellenorzése

A korabbi kisérletek alapjan kolcsonhatd partnernek bizonyuld6 Medicago truncatula
MtCPP1 (MTR 5g083960) és Medicago sativa MsA2;2 ciklin (CAB46083 — a tovabbiakban
MsCYC-A2) szalkaperjében megtalalhatd legkdzelebbi homoldgjait TBLASTX analizissel
azonositottuk be, a szalkaperje genom adatbéazisaval szembeni kereséssel (Altschul és mtsai,
1997). Az analizis alapjan a szalkaperje egyetlen A2 tipusu ciklinjét (Bd4g06827 — a
tovabbiakban BACYC-A2) és két LBD transzkripcios faktort kodolo génjét (Bd2g34520 —a
tovabbiakban BALBDI1C-1 és Bd2g53690 — a tovabbiakban BALBD1C-2) vélasztottuk ki az
Y2H vizsgalatokhoz.

A jeloltk kivalaasztasahoz kapcsolodoan elkészitettiik a szalkaperje fontosabb ciklinjeinek
(A, B és D-tipusti ciklinek) rokonsagat illusztalo torzsfat és megvizsgaltuk a BACYC-A2
kifejez6dési mintazatat is. A szalkaperje ciklinek reprezentativ filogenetikai vizsgalata teljes
hosszusagli aminosav-szekvencidk illesztése alapjan, a LOB-domain fehérjék rokonsagi
kapcsolatainak vizsgéalatanal hasznalt paraméterekkel megegyezden késziilt. A BdCYC-A2
kifejez6dési mintdzatanak feltérképezéséhez a LOB-domain transzkripcids faktorok expresszios

mintazatanak analizisénél ismertetett novényi mintakat és modszereket alkalmaztuk.

A kolcsOnhatasok teszteléséhez hasznalt konstrukcidkat az 5. tablazat tartalmazza. A
Clontech altal forgalmazott vektorok térképei a Fiiggelék ,,)Y2H teszthez hasznal vektorok”
bekezdésében talalhatdk.

46


http://hemi.biocuckoo.org/

bait (,,csali”) pray (,,préda”)
konstrukcio klonozasi hely konstrukcio klonozasi hely

pGBK-T7: BACYC-A2 Ndel-Sall pGAD-T7: BdLBD1C-1 EcoRlI-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: BALBD1C-2 | EcoRI-Sall
pBD-GAL4: MsCYC-A2A * | EcoRI-Sall pAD-GAL4: MtCPP1 * EcoRI-Sall
pGBK-T7:BdLBD1C-1 EcoRI-Sall

pGBK-T7:BdLBD1C-2 EcoRI-Sall

5. tablazat. Az Y2H kolcsonhatasi teszthez 1étrehozott konstrukciok. A jellel tiintettiik fel az un.
destrukcids motivum nélkiili, trunkalt fehérjéket hordozo6 konstrukcidkat. * jellel tiintettiik fel a
teszthez hasznalt, de nem a szerzd altal létrehozott konstrukciokat.

crer

embriogén kalluszbdl izolalt total RNS-bdl késziilt cDNS templatként torténd felhasznalasaval
amplifikaltuk. Az embriogén kallusz 1étrehozdsa Alves és mtsai (Alves és mtsai, 2009) leirasa
alapjan tortént. Az RNS izolalasa és a ¢cDNS szintézise a korabbban ismertetett protokollok
alapjan tortént. A cDNS-szintézishez ebben az esetben oligo-dT oligonukleotidot hasznaltunk
primerként random hexamer helyett, 0,13 pg-os végkoncentracioban, templatként pedig 5 pg

RNS-t adtunk a 20ul végtérfogata reakciohoz.

A kivélasztott szalkaperje-gének kodold szekvencidinak amplifikacidhoz a proofreading
aktivitassal rendelkez6 Phusion TAQ Hot Start II (Thermo Scientific) enzimet hasznaltuk 50ul
végtérfogat, a gyartd altal ajanlott Osszetételii reakcidelegyben. Az A2 ciklin esetében
klonozasra keriilt egy, a fehérje gyors lebomlasaért felelds un. destrukcidos motivumot nem
tartalmazo rovidebb (trunkalt) ,,A” véltozat is, a protein stabilitdsanak novelése érdekében. Ez a
konstrukci6 a szalkaperje A2 ciklin esetében a 81-501 aminosavat kddolod régiot jelenti, mig a
lucerna A2;2 ciklin esetében a 121-484 aminosavat kodold régiot takarja (Roudier és mitsai,
2000; a publikacoban A2 valtozatként feltiintetve). Az amplifikdcidhoz hasznalt primerparokat a
Fiiggelék "A Y2H konstrukciok létrehozasdhoz hasznélt primerek" tablazata tartalmazza. Az
amplifikaci6 az aldbbi PCR programmal tértént: 10 min. 95 °C inkubacié a "hot start" enzim
aktivalasahoz, ezt kovetéen 40 cikluson keresztiil: 95 °C 30 maésodpercig a templat
denaturalasahoz ("annealing"), 63 °C 30 masodpercig a templét és a primerek hibridizalasahoz,
majd 72 °C 1 percen keresztiil a PCR termék szintéziséhez. A reakciot a 40. ciklus utan egy 5
percig tartd 72 °C szakasz zarta a termékek szintézisének teljes befejezése érdekében.
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A reakciok termékét és a megfeleld vektorokat a ligaldst megelézden egy éjszakan at
emésztettik a megfeleld restrikcios emészté enzimekkel. A vektorba torténd ligalas T4 DNA
Ligase (Thermo Scientific) enzimmel tortént, a gyartd ajanlasanak megfeleld reakcidelegyben €s
reakciokoriilmények kozott, 22°C-on, egy oras inkubécioval. Az Eserichia coli XL1 Mrf> Blue -
Stratagene (A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac [F’ proAB laclgZAM15 Tnl0 (Tetr)]) torzsének kompetens sejtjeit a ligatummal az alabbi
protokoll alapjan transzformaltuk: 200 pl kompetens sejtet 30 percen keresztiil, jégen inkubaltuk
5 pl ligatummal, majd 1 perc 42 °C hé sokk utan a sejteket jégen lehtitottiik, ezt kdvetden 800 ul
LB (Luria-Bertani) tdpoldat hozzdadasaval, 45 percen keresztiil 37 °C-on inkubaltuk a sejteket,
200 rpm razatassal. A kulturabdl az inkubaciot kovetden 100 pl-nyit a megfelelé antibiotikumot
tartalmazo szelektiv LB agar lemezre szélesztettiink, és 37°C-on egy éjszakan 4t novesztettiik a
sejteket. A transzformacidhoz hasznalt kémiai kompetens sejtek eléallitasara Sambrook és mtsai
(Sambrook ¢és mtsai, 1989) altal kidolgozott rutin eljarast hasznaltuk. Az E. coli sejtek
tenyésztéséhez hasznalt LB Osszetétele (pH=7.0-7.2): 10 g/l tripton, 5 g/1 élesztd kivonat és 10
g/l NaCl. A szilard taptalajhoz 1,5% (v/w) bakteriologiai agart is hozzaadtunk. A transzformans
kolonidk  szelektdlasahoz az  aldbbi  antibiotikumokat alkalmaztuk: a pGBK-T7
vektorkonstrukciokat hordoz6 kolonidkhoz kanamicint 50pg/ml végkoncentracioban, a pGAD-
T7, pGAD424 és pGBT9 vektorkonstrukciokat hordozé kolonidkhoz ampicillint 100 pg/ml

végkoncentracidban hasznaltunk.

A klonozas sikerességét a szelektiv taptalajon felnovo baktériumtelepekrdl végzett kolonia
PCR segitségével ellendriztiik 2x Dream Taq Green PCR Master Mix (Thermo Scientific)
felhasznalasaval, a gyartd altal javasolt Gsszetételll reakcioelegyben, 20ul végtérfogatban. A
reakciohoz a vektorokat forgalmazd Clontech altal ajanlott teszteld primereket hasznaltuk: 5°-
BD: 5>-TCATCGGAAGAGAGTAGT -3’ és 3’-BD: 5’- CGTTTTAAAACCTAAGAGTCAC-
3’ a,,bait” konstrukciok teszteléséhez, 5°-AD: 5’-CTATTCGATGATGAAGATACCCCA -3 és
3’-AD: 5’-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGA -3° a ,pray” konstrukciok
teszteléséhez. EQy-egy reakcidhoz egy kacsnyi baktérium-sejtet adtunk templatként. Az
amplifikaciohoz az alabbi PCR programot hasznaltuk: 10 min 95 °C, majd 30 cikluson keresztiil
30 sec. 95 °C, 30 sec. 55 °C, 45 sec. 72 °C, végiil a 30. ciklus utan 5 min. 72 °C. A PCR alapjan
pozitivnak mutatkozé koloniakbol a BIO Basic INC EZ-10 Spin Column Plasmid DNA
MiniPreps Kit segitségével a készletben talalhatd protokoll alapjan plazmid DNS-t izoldltunk. A

kinyert plazmidok szekvenaldsaval bizonyosodtunk meg a klonozéds sikerességérol. A
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szekvenalashoz a fent emlitett teszteld primereket haszndltuk. A szekvenaldst az MTA-SZBK

Szekvenald Platformjanak munkatarsai végezték.

3.3.2 Az Y2H kolcsonhatasi teszthez hasznalt éleszté torzsek, kompetens sejt készitése

Az éleszt6-két hibrid kolcsonhatasi teszthez a Saccharomyces cerevisiae AH109 (MATa,
trp1-901, 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, gald4A, gal8A, GAL2-ADE2
LYS2::GAL1-HIS3 met2::GAL7-lacZ) torzseit hasznaltuk. A kompetens sejtek elballitasa az
alabbi protokoll alapjan tortént: legfeljebb 5 napos, YPAD agar lemezre szélesztett élesztd
koloniabol inditott starter kulturdt 20 ml YPAD tapoldatban novesztettiink egy ¢éjszakan
keresztiil, 30°C-on, 250-300 rpm razatdssal. A starter kultirat ODgy=0,17-0,20 értékre
higitottuk vissza YPAD oldattal; 100 ml-nyi visszahigitott kultara 20 transzformaciohoz
clegendd mennyiségli élesztésejtet eredményez. A kultirat tovabb ndvesztettiik 30°C-on
ODg00=0,6-0,7 érték eléréséig, ahol ODggo a kultira 600 nm fényhullamhosszon mért optikai
denzitasat jelenti. ODggo=0,6-0,7 érték megkozelitdleg 107 sejt/ml sejtstiriiséget jelent. Az
¢lesztd sejteket 700g-vel (3000 rpm) 5 percig centrifugaltuk, majd a tapoldatot ledntottiik a
sejtekrél, és 100 ml-nyi kiindulasi kultra esetén 50 ml steril tridesztillalt vizben
visszaszuszpendaltuk a sejteket. Az élesztd tenyésztéséhez hasznalt YPAD (yeast pepton adenin
dextrose) tapkozeg Osszetétele (pH=6.8): 1% (w/v) éleszt6 kivonat, 2% (w/v) Bacto®-pepton,
2% (w/v) gliikoz, 0.01% (w/v) adenin hemiszulfat. A szilard taptalajhoz 1,5% (v/w) agart is

hozzaadtunk.

3.3.3 Eleszt6 sejtek transzformalasa

A desztillalt vizben szuszpendalt sejteket transzformacio eldtt lecentrifugaltuk (3000 rpm, 5
min.), eltavolitottuk a feliilusz6t, majd 1 ml 100 mM litium-acetat (Li-Ac) oldatban
szuszpendaltuk vissza az ¢lesztd sejteket (100 ml kiinduldsi kultara esetén). Egy-egy
transzformacidhoz 50 ul éleszté-szuszpenzidt hasznaltunk fel, vagyis egy transzformalasi
elegybe megkozelitéleg 5x107 kompetens sejt keriilt. Kozvetleniil a transzformacio el6tt a
sejtekrdl 30 sec. 3000 rpm centrifugalast kovetden eltavolitottuk a 100 mM Li-Ac oldatot, és a
sejtekre rarétegeztiik a transzformacios puffert, szigorian az alabbi sorrendben: 240 ul 50%
PEG 3350, 36 pl 1M Li-Ac, 25 pul hdovel denaturalt single-Stransed (egyszala) carrier DNS (2
mg/ml salm sperm DNA, Sigma Aldrich), 1-1 ug bait és pray vektorkonstrukcio 50 ul-re

kiegészitve steril desztillalt vizzel. Az ¢élesztd sejteket alapos vortexeléssel felszuszpendaltuk a
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transzformacios elegyben, majd 30 percig 30 °C-on inkubaltuk. Ezt kdvetéen 25 percre 42 °C-on
inkubaltuk az elegyet, majd centrifugalassal (5 min. 3000 rpm) Osszegyljtottik az élesztd
sejteket, és eltavolitottuk a transzformacids oldatot. A sejteket ezutan 1 ml steril desztillalt
vizben szuszpendaltuk fel, és a megfelelé szelekcios un. SD (selective dropout) taptalajra

szélesztettiik ki. A sejteket 30 °C-on neveltiik legfeljebb egy hétig.

A transzformans élesztok szelekcidja a kisérletben hasznalt élesztd torzsek aminosav
auxotrofigjanak komplementalasan alapul. Az Y2H kisérlethez valasztott vektorkonstrukcidkban
a ,,bait” vektoron kodolt TRP1 gén a triptofan bioszintézisének hianyat hidalja at, mig a ,,pray”
Sikeres kotranszformacio esetén az élesztd sejtek képesek néni triptofant (W) és leucint (L) nem
tartalmazé SD taptalajon (SD-WL). Amennyiben a bait és pray vektorok egyiittes
betranszformalasa megfelelden hatékony, megkdzelitdleg 10* transzformans koloniat kell
kapnunk 1-1ug vektor bejuttatasaval. A kotranszformacios hatékonysag az alabbi képlet alapjan

hatarozhaté meg a SD-WL taptalajon felndvo transzformans kolonidk szamabol:

koloniak szama x a szuszpenzi 6 teljes térfogata (ml)
a lemezre kiszélesztett mennyis ég (ul) x a higitas aranya x
a transzform 4alé DNS mennyis ége (ng)

= transzformans sejtek mennyisége/ pg DNS

Az egyenletben a transzformalé DNS mennyisége kotranszformacio esetén is csak az egyik
vektorra vonatkozik. Esetliinkben 100 ul élesztd kultarat szélesztettiink SD-WL taptalajra, 1:10
higitdsban, a szuszpenzié teljes térfogata 1ml volt, a transzformacidhoz 1-1 ng vektort
hasznaltunk. Vagyis megkozelitdleg 100 sejtet kell szamolnunk a lemezen egy megfelelden
hatékony kotranszformacié utan.

100 x 1 ml x 103 pl/ml

=10*
100pulx0.1x1pg

A kolcsonhatas teszteléséhez a rendszer a S. cerevisiae Gal4 transzkripcios faktoranak
DNS-kot6 (BD-binding domain) és aktivator (AD-activation domain) motivumait hasznalja fel.
A ,bait” konstrukcidoban a BD motivum fuzios partnerként egyszerre képzddik az un. ,.csali”
fehérjével, melynek kolcsonhatd partnerét/partnereit keressiik. A ,,préda” (pray) konstrukcio
esetében az aktivator motivum (AD) szintetizalodik a kdlcsonhatéd partnerrel fuzios fehérjeként.
A vizsgalt fehérjék erds kolcsonhatdsa esetén a motivumok miikodéképes egységgé allnak

crer

gének transzkripcidjat. Ez praktikusan azt jelenti, hogy a kérdéses fehérjék interakciojanak
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esetén a transzformans élesztok SD-WLHA minimal taptalajon is képesek novekedni (Fields és

Song, 1989; Chien és mtsai, 1991).

A vizsgalathoz hasznalt SD taptalaj 6sszetételtele (pH=5.8): 1,7 g/l yeast nitrogen base wo.
ammonium sulfate and amino acids (Sigma Aldrich); 5 g/l ammoénium-szulfat; 0,61 g/l CSM-
ADE-HIS-LEU-TRP (MP Biomedicals), 20 g/l agar, 2% glikoz. 1 | SD-WL taptalajhoz
kiegészitésként 100-100 ml/l L-hisztidin és L-adenin aminosav-oldatot is adtunk (200 mg/I

koncentracioju torzsoldatbol).

3.3.4 p-galaktozidaz enzimaktivitas mérése

Az Y2H rendszerben vizsgalt fehérjekolcsonhatasok kimutatdsdnak masik lehetdsége a
LacZ riportergén termékének biokémiai detektalasan alapul. A LacZ gén egy bakteridlis f-
galaktozidaz enzimet kodol, mely a galakt6z, mint tapanyagforras hasznositasaért felelds. Az
Y2H teszteléshez hasznalt ¢lesztd torzsekbe integralasra keriilt, ahol aktivitast csak akkor mutat,
ha a ,,bait” és ,,pray” vektorba klénozott fehérjék kolcson hatnak egymassal. A B-galaktozidaz
enzim jelenlétét a Clontech éleszté kéthibrid kézikonyvben (Yeast Protocolls Handbook) leirt
ONPG (orto-nitrophenyl-p-D-galactopiranoside) modszerrel végeztiik (Schneider és mtsai 1996)
kis modositasokkal, ismétlésként harom fliggetlen transzformacidbol szarmazd 1-1 élesztd

koloniabol.

Az enzimaktivitds méréséhez a transzformans €lesztd koloniat egy €jszakan at ndvesztettiik
SD-WL tapoldatban, 250 rpm razatassal, 30°C-on. A starter kultirat masnap ODggo=0,15-0,2
értékig higitottuk és tovabb novesztettiik YPAD tapoldatban ODgyp=0,6-07 érték eléréséig. Az
¢lesztésejteket lecentrifugaltuk (10000g, 30 sec), majd a pelletet 300 ul Z-pufferben
szuszpendaltuk vissza. A sejtek feltdrdsa a Yeast Protocolls Handbook kézikonyvben leirtak
szerint, Z-pufferoldatban felszuszpendalt sejtek folyékony nitrogénben torténd tobbszori
lefagysztasaval-kiolvasztasaval tortént. A feltarast kovetden a sejteket lecentrifugaltuk (10000g,
10 min, 4 °C), a feliilusz6 frakciobol fehérjekoncentraciot mértiink Bradford-reagenssel torténd
fotometralassal (ODsgs). A B-galaktozidaz enzim akitvitdsinak meghatarozasahoz 100 pg
fehérjét adtunk a Yeast Protocolls Handbook kézikonyvben leirt reakcioelegyhez: 0,7 ml Z-
puffer B-merkaptoetanollal kiegészitve (100 ml Z-pufferhez 0,27 ml p-merkaptoetanol
hozzaadasa sziikséges kozvetleniil az enzimaktivitas mérése elott) és 160ul ONPG, Z-pufferben
oldva (4 mg/ml koncentracidban, kozvetleniil az enzimaktivitdas mérése el6tt elkészitve). A
reakcidelegyet 30 °C-on inkubdltuk egészen az élénksirga szin megjelenéséig. A sarga szin

megjelenését kovetden az elegyhez 400ul Na,CO3 (1M) oldatot adtunk az enzimreakcid gatlasa
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céljabol, majd ODa49 NM-en fotometralva meghatarozutk az enzimreakcd soran képz6dd termék
mennyiségét. A fotometralassal mért termék mennyiségének képzodéséhez sziikséges idobol
aranyosan az alabbi egyenlettel adhaté meg a reakcidhoz adott egységnyi B-galaktoziddz enzim

aktivitasa (,,Unit”):

0D420
x20 = Unit

ahol ODgy a fotométerrel mért optikai denzitas értéke 420 nm-en, T a sarga szin

megjelenéséig eltelt id6 percben megadva, 20 pedig az un. higitasi faktor.

A reakcidhoz hasznalt Z-puffer Osszetétele (pH=7.0): 16,1 g/l Na,HPO,7H,0; 5.5 g/l
NaH,PO,H,0; 0,75 g/l KCI; 0,246 g/l MgSO,4 7H,0.
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4. Eredmények ¢és megvitatasuk

Az LBD génekrol rendelkezésre allo ismeretekbdl kiindulva feltételezhetjiik, hogy
szalkaperjében is népes csaladot alkotnak, kifejezddésiik varhatoan mas novényekben eléfordulod
LBD génekhez hasonléan elsdsorban fiatal, osztodoképes sejteket nagy aranyban tartalmazéd
szervekben, novényi részekben a legmagasabb, mint amilyen pl. a gyodkércsucs, a fiatal
oldalgyokér-kezdemények, a hajtas eredetli jarulékos gyokerek és levelek noduszai vagy a
fejlodé generativ képletek. A géncsaladrol eddig feltart funkcionalis sokféleség alapjan a
szalkaperje LBD génjeinek esetében is nagyon heterogén kifejez6dési mintazat varhatd. Ugyan a
sejtciklus szabalyozasa és az LBD transzkripcios faktorok kozotti kapcsolatokra eddig még
kevés a konkrét bizonyiték, az eddigi tapasztalatok alapjan feltételezhetd6 a kapcsolat a
sejtosztodas kozponti szabdlyozoi és az LBD transzkripcids faktorok kozott a széalkaperje

esetében is, bar erre vonatkozdéan munkank kezdetén csak hozzéavetdleges feltevéseink voltak.

4.1 A szalkaperjében megtalalhatéo LBD transzkripcios faktorok azonositasa és rokonsagi
kapcsolatai

A Tudfiibol (A. thaliana) mar ismert konzervalt LOB-domain motivum szekvenciajaval a
szalkaperje (B. distachyon) teljes proteom adatbazisaval szemben végzett BLAST-analizis
eredményeként 0sszesen 28 LBD transzkripciods fakort sikertilt azonositani. Ezzel a szalkaperje
rendelkezik az egyik legkevesebb szdmii LOB-domain proteinnel az eddig vizsgalt magasabb
rendli novények kozott. A szalkaperje LBD transzkripcios faktorait kodold gének azonositoit,
(Oriza sativa), kukoricaban (Zea mays) és ludfiiben (Arabidopsis thaliana) legkozelebbi

homolognak tekintheté LBD transzkripcios faktorok listajat a 6. tablazat tartalmazza.

Amint azt korabban lattuk, az LBD géneket vagy az okozott fenotipus vagy legtobbszor az
annotalas sorrendje és a genomi pozicid alapjan szamozva nevezték el. Minthogy ludfiiben irtak
le els6ként a géncsaladot, gyakran nevezik el az LBD transzkripcids faktorokat ludfiiben
megtalalhatdé homologjaik alapjan is. Az adatbazisok jelentds része, igy pl. az NCBI és a
PHANTER 1is ez utobbi elvet koveti a szalkaperje LBD transzkripcids faktorainak
elnevezéséhez. Ez a nevezéktan azonban gyakran félrevezetd lehet: egyrészt nem minden
szalkaperjében talalhato LBD fehérjét kodold génnek van ludfiiben fellelhetd parja, masrészt
egy-két ludfiiben megtalalhatdé LBD génnek tobb homoldgja is lehet szalkaperjében, vagyis a
nevezektan néhany esetben redundans. A nevezéktan hidnyossagainak kikiiszobolése érdekében

kidolgoztunk egy jol kdvethetd, a fehérjék rokonséagi kapcsolatait is tiikkroz6 nomenklatirat a
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szalkaperje LOB-domain transzkripcids faktorainak elnevezéséhez. Az éltalunk alkalmazott

elnevezések az alabbi sémat kovetik: pl. BALBD1A-1, ahol a faj tudoméanyos nevének

monogramjat €s a géncsalad roviditését kovetd szam az osztalyt, az utana kovetkezo betli pedig

az alosztalyt jeloli, ahova az adott fehérje tartozik. A kotdjel utani szam az adott fehérje

filogenetikai fan elfoglalt helyére utal; az adott alosztalyon beliil a legkorabban divergalt tag

kapja az 1 szamot, a legkésébb divergalt pedig a legmagasabbat. Az altalunk bevezetett

elnevezéseket az adatbazisokban fellelhetd nevezéktannal egyiitt szintén a 6. tablazat foglalja

0ssze.
Génzonosito Genomi Legkozelebbi Legko6zelebbi homolog Leﬁkoze:‘?bbl
és elnevezés pozicio homolég rizsben kukoricaban ’om’? o8
ludfiiben
Bd1g14677* Bd1:11638427 0s03g41600.1* GRMZM2G154320_T01  AT5G66870.1
BdLBD1A-1 ..11642108  OsLBD3-5 (40.4%)/LBD6 LBD36/ASL1
(37.5%) (36.8%)
Bd2g04270* Bd2:3004918.. 0s01g07480.1* AC233943.1_FGT002 * AT5G63090.2*
BdLBD1A-2 3007300 OsLBD1-1 Ramosa2/LBD16 LOB /ASL4
(Ramosa2) (67.9%) (63%) (36.6%)
Bd2g25270 Bd2:23195649 0s05g34450.1 GRMZM2G118250_T05 AT1G65620.3
BdLBD1A-3 ..23200184 OsLBD1-5 (60.2%)1g1/LBD17 LBD6/AS2
(68.2%) (31.1%)
Bd2g57380* Bd2:55601869 0s01g66590.3* GRMZM2G118250_T05* AT1G65620.3
BdLBD1A-4 ..55604636 OsLBD1-9/AS2 Ig1/LBD17 LBD6/AS2
(73.6%) (63.2%) (34%)
Bd2g51310* Bd2:50973581 0s01g56530.1* GRMZM2G025758_T01* AT3G03760.1
BdLBD1B-1 ..50974400  OsLBD1-7 (41.5%)/LBD19 LBD20/ASL21
(60.2%) (44.1%)
Bd1g68170* Bd1:66961988 0s03g14270.1* GRMZM2G110913_T01* AT2G45420.1
BdLBD1B-2 ..66963648  OsLBD3-3 (76.9%)/LBD10 LBD18/ASL20
(LBD18) (76.5%) (61.2%)
Bd3g22510 Bd3:21692420 0s03g14270.1 GRMZM2G150594 _T01  AT4G00220.1
BdLBD1B-3 ..21693954  OsLBD3-3 (71.8%)/LBD42 LBD30/ASL22/JLO
(LBD18) (52.5%) (47.5%)
Bd1g75120* Bd1:72376111 0s03g05500.1* GRMZM2G092483_T02* AT3G58190.1
LBD1B-4 ..72377166 OsLBD3-1/CRL1 RTCN/LBD1 LBD29/ASL16
(LBD17) (77.5%) (61.2%) (42.1%)
Bd3g55680* Bd3:55904170 0s02g57490.1* GRMZM2G075499 T01* AT2G42430.1
BdLBD1B-5 ..55905970 OsLBD2-1/DH1 (74.2%)/LBD22 LBD16/ASL18
(68.4%) (33.5%)
Bd4g14881 Bd4:15566162 0s02g57490.1 GRMZM2G075499 T01  AT2G42430.1
BdLBD1B-6 ..15568944 OsLBD2-1/DH1 (38.9%)/LBD22 LBD16/ASL18
(41.6%) (30.5%)
Bd1g75110* Bd1:72372649 0s03g05510.1* GRMZM2G092542_T01* AT3G58190.1
BdLBD1B-7 ..72373696  OsLBD3-2/CRL1 RTCS/LBD2 LBD29/ASL16
(LBD17) (58.5%) (69.3%) (39%)
Bd3g12550* Bd3:11230072 0s08g44940.1* GRMZM2G092542_T01  AT3G58190.1
BdLBD1B-8 ..11232349 OsLBD8-4 RTCS/LBD2 LBD29/ASL16
(85%) (38.3%) (54.2%)

54



Bd2g34520*
BdLBD1C-1
(LBD15)
Bd2g53690*
BdLBD1C-2

Bd1g13166
BdLBD1C-3
(LBD3)
Bd4g44850
BdLBD1C-4
(LBD12)
Bd1g65760*
BdLBD1C-5

Bd2g37961
BdLBD1C-6

Bd3g40651
BdLBD1D-1
(LBD23)
Bd1g06225*
BdLBD1D-2
(LBD23)
Bd2g08480
BdLBD1E-1
(LBD2)
Bd2g41585
BdLBD1E-2
(LBD27)
Bd3g35280
BdLBD1E-3
(LBD22)
Bd4g28883
BdLBD1E-4
(LBD22)
Bd1g22920
BdLBD2-1

Bd1g14780*
BdLBD2-2

Bd4g16740
BdLBD2-3
(LBD40)
Bd4g16750
BdLBD2-4
(LBD40)

Bd2:34601112
..34603600

Bd2:52840198
..52841742

Bd1:9975575..
9980256

Bd4:48072688
..48076289

Bd1:64959728
..64960790

Bd2:38319864
..38320712

Bd3:42851542
..42852220

Bd1:4167363..
4168030

Bd2:6872314..
6873018

Bd2:41622009
..41623732

Bd3:37624400
..37626350

Bd4:34350771
..34351919

Bd1:18432098
..18433449

Bd1:11708595
..11710543

Bd4:17613573
..17614868

Bd4:17617853
..17619050

0s05g07270.1*
OsLBD5-2
(32.8%)
0s01g60960.1*
OsLBD1-8
(72.4%)
0s03g45750.1
OsLBD3-6
(39%)
0s05g27980.1
OsLBD5-3
(37%)
0Os03g17810.1*
OsLBD3-4
(67.1%)
0s03g17810.1
OsLBD3-4
(37.4%)
0s03g57670.1
OsLBD3-7
(40.9%)
0s03g57670.1*
OsLBD3-7
(65.7%)
0s01g14030.1
OsLBD1-2
(34.2%)
0s01g39150.1
OsLBD1-4
(21%)
0s08g31080.1
OsLBD8-2
(45.3%)
0s08g31080.1
OsLBD8-2
(34.3%)
0s07g40000.1
OsLBD7-1
(57.4%)
0s03g41330.1*
OsLBD3-9
(82.6%)
0s01g32770.1
OsLBD1-11
(74.1%)
0s01g32770.1
OsLBD1-11
(68.3%)

GRMZM5G868471_T01
(34.4%)/LBD40

GRMZM2G092517_T01*
(70.8%)/LBD18

GRMZM2G079185_T01
(55.1%)/LBD25

GRMZM2G044150_T01
(36.5%)/LBD28

GRMZM2G021095_T01
(69.5%)/LBD11

GRMZM2G165805_T01
(42.7%)/LBD31

GRMZM2G165805_T01
(32.3%)/LBD31

GRMZM2G011385_TO1*
(58.7%)/LBD9

GRMZM2G180319_T02
(25.6%)/LBD33

GRMZM2G386095_T01
(21.3%)/LBD32

AC217910.3_FGTO06
(52.2%)/LBD5

AC217910.3_FGT006
(38.2%)/LBD5

GRMZM2G177110_TO01
(69.2%)/LBD14

GRMZM2G017319_T01*
(80.9%)/LBD7

GRMZM2G073044_T01
(44.5%)/LBD37

GRMZM2G073044_T01
(47.3%)/LBD37

AT2G30340.1*
LBD13/ASL10
(37.9%)
AT2G40470.1
LBD15/ASL11
(52%)
AT1G16530.1
LBD3/ASL9
(45.5%)
AT2G30130.1

LBD12/ASL5/PCK1

(38%)
AT1G07900.1
LBD1/ASLS
(54.9%)
AT2G28500.1
LBD11/ASL7
(37%)
AT3G26660.1
LBD24/ASL13
(35.5%)
AT3G26660.1
LBD24/ASL13
(65%)
AT1G06280.1
LBD2/ASL32
(17.9%)
AT3G13850.1
LBD22/ASL30
(21.6%)
AT3G13850.1
LBD22/ASL30
(16.8%)
AT3G13850.1
LBD22/ASL30
(14.4%)
AT4G37540.1
LBD39/ASL41
(55.3%)
AT5G67420.1
LBD37/ASL39
(39.8%)
AT3G02550.1
LBD41/ASL38
(38.6%)
AT3G02550.1
LBD41/ASL38
(44%)
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6. Tablazat. A szalkaperjében talalhaté LBD gének ¢és legkozelebbi megfeleldi rizsben,
kukoricdban ¢és ludfilben. A széalkaperje LBD gének zarojelben feltiintetett elnevezése a

Phytozome v12 adatbéazisbdl szarmazik; a zarojel elott szerepld név az altalunk adott elevezés. A
rizsben, kukoricdban ¢és ludfiiben megtalalhatdo legkozelebbi rokon fehérjékkel mutatott

hasonlosag %-os értéke szintén a Phytozome v12 adatbazisbol szdrmazik, a feltehetden otholog
parok * jellel keriiltek megkiilonbdztetésre.

Az LBD transzkripcios faktorok filogenetikai analizisénél gyakori probléma a fehérjék
domain-motivumon kiviili aminosav-sorrendjének nagyfoku variabilitdsa, ezért a rokonsagi
kapcsolatok vizsgalata soran altalanos gyakorlat, hogy csak a konzervalt LOB-domain motivum
hasonlosagat veszik alapul (Majer és Hoccholdinger, 2011). A szalkaperje LOB-domain

fehérjéinek rokonsagi kapcsolatait mi is a részletes szekvencia-elemzések alapjan meghatarozott

domain-motivumra korlatozva hataroztuk meg. Az elkésziilt rokonsagi fat a 8A abra szemlélteti.
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CX,;CX¢CX3C-motif GAS-block __ coiled-coil motif
BALBD1D-2 13 R AR P):IF PREEE ASDPQ N ACK O FFaGY A 00 - ASIRINeD PVYGCIAGY T L OIAEY TEAQT 113
BdLBD1D-1 40 R 2 AP} FPREEE ASLPQ M AT e ‘EQRLRDPVYGCE his: 138
P et MY A CKELRRK LG CEF ALY RStV 2 WV HKVE GASNVEKL. ACARLRDPVYGCVAE T 126
BdLBD1B-3 33 N TN -~ TENGAA! Tt e T (e ACARIRDPVYGCV[) 133
BALBD1B-7 9 PR 2 N5 150 A SNV ACARLRDPVYGCVR 109
BALBD1B-8 7 S-—-~HEQGAA [EiA t e T A ACARLRDPEYGCVR 107
BALBD1B-5 16 PR AT HKVEGASN R KLLE ASERLRDPVYGCVE 117
BdLBD1B-6 9 S----SEHGES); FAHIHKVFGAS@KL A ACERLRDPVYGCVR 104
BdLBD1B-4 11 AESZFNR92C - - - - AEDGAS QNN l:1 -\ T ITA A e ACARVRDPVYGCVR 111
BALBD1B-1 44 N2GCVFAPE e - AV HRVE GA SNV KL ZVALIRBTAR ACARIEDPVYGCVGHY 150
BdLBD1C-5 51 2 PYFPEEEEEY PTDPA YHRVFGASNIMKL: 2ESAIA AARLRDPVYGCRGH 152
BALBD1C-6 33 R ?Ei ------ 202 KFALVHRVEGASNIMKL: P A My vEA AR RDPVYGR G T S 133
BdLBD1C-4 20 NANCVFAPYFPEEEEE PEDPAJ: i [VFGASNVEKM! ZAAQIZA RRDPVYGEEGRIS He) AQIKS VR 121
BALBD1C-3 21 [FeNXeiniddt:leanCayy ey ——-- SSEPH:1 KVFGASNEBYKL ZAEH): ANARMRD PEYGCVGRIEETLOS S TOIALA 121
BdLBD1C-1 60 AQEWPI3S|ZaS - - - -~ PLEPH 4 KVEGASNVEK] ASRLRDEVY GCHCH IR, AWEATIAALT 161
BdLBD1C-2 57 AHESPIFNA93S —- - - - AN ARV HKVFGASNVEKMI SEAEGHA ARIRERDPVY GO 157
BALBD1A-3 40 |ZoNXeida (eoPDGGF e - - ——- P K FT HRVEGASNVEKL ANy RLRDPVYGCVCRTIL] 1.0l 139
BALBD1A-4 37 |eNNeiasdd eoPD@yyNAags - ——-- 20 U Je R FY/(0VHRVFGASNVIKL: R AYEARIRERDPVYGCVEY TEILO L LOODLIAN 136
BdLBD1A-2 30 2GCVFAPYFPEEEEE 24 LK FANVHKVFGASNVIKL: R AYEADARVED PVYGCVGIRUL.O Rife; AR: 131
BdLBD1A-1 7 »GCVFAPYFPEEREE 202 \RFANVHKVFGASNVEKL: PR AYEADARLRDPVYGCVEMISILO R 107
BdLBD1E-3 72 2 ) APYFPREEES ADQOR HILNAJ i AJeVEI LiNT) AINUNA AEMEA T QYGlele YR TMLDY AHIAR 171
BALBD1E-4 68 2 ;) SYFPEEEE ADQOL JILNAE I AJEVERO ) ZPELITR RA AEVIZA Y)Y Gll&CRMA T DIRSR[S 2 165
BALBD1E-2 88 2 ) N2GCLiAPYFPEEEEE AENPGS|ZRNSEi AJe T KNI ZPEK) AR YEAELS ) R 187
BALBD1E-1 20 2 ) ALY FEEEEEE ANRMND[3RAMLBIEVA TR (KANATEEAZRRAE; JIT| )2h B YRE|SC} R 119
BALBD 2-2 2 A GlesD Y LRES IEWIDGAQPQANATVE\YAIFIFERAG! FVASIIAA R A P gﬁé ————————————————————— 105
BdLBD 2-1 12 RK LRI\ CLHWI EAAESQGHATVEA N FIEERAG 'LSFLATA PVEGH SGSWE/CEAAVQTVLR---- 114
BdLBD 2-3 4 RK R CLEWTKSPDAQANATVE /ALYE SRAG ILNRIAA PEYGE SGRWEACQAAVIAVLKG--- 106
BALBD 2-4 4 R\YLRK RIzCLEWIKS PDAQANATVF {ALF) {€RAGI LN} PIYGE SGRWEACQAAV)JAVLKGE-- 107
* *

consensus 1 ....*. .. % .*x ... L. L. oo ...

8. 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 MEGAG 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 hosszisidga a divergencia mértékét tiikkrozi; az egységnyi szakasz 0,1 aminosav
pozicionkénti cseréjét jeloli. Az elagazdsokndl feltiintetett szamok az 1000 ismétlésbol
szarmaztatott bootstrap értékeket jelolik. B) Az LBD transzkripcios faktorok rokonsagi
kapcsolatainak megallapitasahoz alapul szolgald, konzervalt domain-struktarat kodolod
aminosav-szekvenciak illesztése. * jellel a legkonzervaltabb, minden szekvenciaban ugyanott
elhelyezked6 aminosavak keriiltek kiemelésre. Azok a konszenzus aminosavak, melyek a
szekvencidk tobb mint 50%-4ban ugyanabban a pozicidban fordulnak eld, sziirke hattérrel, a
szekvencidk tobb mint 75%-aban el6fordulok fekete hattérrel keriiltek megkiilonboztetére. A
szamok a motivumok fehérjén beliili poziciojat jelolik.

A rokonsagi fa alapjan két nagy csoportra oszthatok a szalkaperje LOB-domain fehérjéi: 1
¢és Il osztalyra. A II osztaly minddssze négy tagot szamlal, mig a fehérjék tobb mint 80%-a
80sszesen 24 fehérje) az l-es osztilyba tartozik. Az I osztily tagjai tovabbi 6t alosztilyra
oszthatok (A-E jeloléssel). A szalkaperje LOB-domain fehérjéinek rokonsagi viszonyai és az
egyes csoportokban taldlhaté fehérjék szdma konszenzusban 4ll az eddigi irodalmi
tapasztalatokkal: mas fajokban végzett filogenetikai vizsgalatok alapjan is két nagyobb osztaly
¢s Ot alosztaly kiilonboztethetd meg az LBD fehérjék kozott, és az egyes csoportok mérete
aranyaiban hasonld a szalkaperjében Aaltalunk tapasztaltakhoz (Coudert és mtsai, 2012;

Chanderbali és mtsai, 2015). A csoportok elnevezésénél kovettiik az irodalmi hagyoméanyokat.

A szalkaperje LOB domain fehérjéinek az eldzdekhez hasonld 6sszehasonlitod filogenetikai

analizise rizsben, kukoricaban ¢és ludfiiben talalhaté LBD transzkripcidés faktorokkal
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megerdsitette, hogy szalkaperjén beliil nincs csak ra jellemzd, egyedi LBD leszarmazasi ag;
minthogy a szalkaperjében azonsitott csoportok jol illeszkednek a rizs, kukorica és ludfii LBD
transzkripcios faktorainak alcsoportjaihoz, velik egyiitt térképezddnek a torzsfan (9 abra). A
teljes aminosav-szekvenciak kozotti hasonlosag, valamint a rokonsagi fan tapasztalt szomszédos
elhelyezkedésiik alapjan Osszesen 14 feltételezhetden ortholdg par azonosithato a szalkaperje és
a rizs LBD transzkripcidos faktorai kozott. Kozilik 10 fehérjének valdsziniisithetden
kukoricdban is megtaldlhat6 az ortholdgja, mig kettdnek ludfiiben is lehet ortholog parja. A

feltételezhetGen ortolog parokat a 6. tablazat tartalmazza, ,,*” jellel megkiilonboztetve.
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9. abra. A szalkaperje (B. distachyon), rizs (O. sativa), kukorica (Z. mays) és ludfti (A. thaliana)
LBD transzkripcios faktorainak rokonsagi faja. A fa a konzervalt domain-motivum aminosav-
sorrendjének hasonldsaga alapjan késziilt. A szekvenciak illesztése a dolgozat mellékleteként
csatolt lemezen, digitalis formaban tekintheté meg (elektronikus melléklet2). A fa NJ
(neighbour-joining) moédszerrel késziilt, és a MEGAG6 programmal lett vizualizalva. A szines
kiemelések a csaladon beliili egyes alcsoportokat jelolik. Az eldgazasokndl feltiintetett szamok
az 1000 ismétlésbol szarmaztatott bootstrap €rtékeket jeldlik.

A szalkaperje, rizs, kukorica ¢és ladfii LOB-domain motivumainak filogenetikai
Osszehasonlitdsa alapjan ugyan nem kiilonboztethetdk meg csak egyszikiiekre vagy csak
kétszikiliekre jellemz6 leszarmazasi vonalak, az egyes csoportok divergacioja viszont jol lathato
eltéréseket mutat. A B alcsalad egyszikiiekben sokkal divergaltabbnak tiinik a kétszikli fajokhoz
képest, mig az A alcsaldd expanzidja inkébb a kétszikliekre jellemzd (Coudert és mtsai, 2012).
Ezt tiikrozi az altalunk végzett, négy kiillonboz6 fajra kiterjedd filogenetkai analizis eredménye
IS.

A filogenetikai fa alapjaul szolgald szekvenciaillesztésb6l (8B. abra) megallapithato, hogy
az Osszes szalkaperjében azonositott LBD transzkripcids faktor domain-struktirdja hordozza a
csalad karakterszitikus motivumait: mindegyik szalkaperje LBD fehérjében megtaldlhat6 a
cisztein-gazdag régio (CX,CXsCX3C), a konzervalt GAS-blokk és a leucinban gazdag ,.coiled-
coiled” motivum is felismerhetd. A leucinban gazdag régidval kapcsolatban azonban lathato,
hogy a D ¢és E alosztily esetében a jellegzetes ,,LXgLX3LXsL” motivum csak részleges,
minddssze két konzervalt leucint tartalmaz, mig a Il osztalyba tartozoknal még toredékesebben
van jelen. A jellegzetes struktirakon tul tovabbi konzervaltnak mondhaté motivumok is
felfedezhetok: a GAS-blokk preferencialisan FX;VH motivumal kezddédik, és minden esetben
DP(V/)'YG motivummal zarul. Bar a GAS-blokk funkcidja tisztdzatlan, ,.DP(V/)YG”
motivumanak prolin reziduense igen konzervalt mas fajok LBD transzkripcios faktoraiban is,
irodalmi adatok alapjan fontos szerepet jatszat a DNS-koto aktivitasban (Lee és mtsai, 2013). A
ciszteinben gazdag région beliil néhdny motivum alcsalddra jellemzdé eléfordulast mutat: a
,»GCACK” ¢és ,,CKFLRRKC” motivumok a B alcsladra nézve karakterisztikusak, mig ugyanitt a
,RCAACKYL” motivum csak a D alcsaladban, a ,,CAACKYQ” specifikusan az E alcsaladban
van jelen, mig a ,,CNGCRVLKG” motivum a II osztaly fehérjéire jellemzd. Osszehasonlitva a
rizsbdl, kukoricabdl és ludfiibdl szdrmazo szekvencidkkal, konzervaltnak tekintheték (Yang és
mtsai, 2006). Eléfordulasuk konszenzusban all az eddigi irodalmi tapasztalatokkal (A
szalkaperje, rizs, kukorica és ludfli LBD fehérjéinek domain-szekvencidjat Osszehasonlito
illesztés a dolgozat mellékleteként csatolt lemezen, digitalis formaban tekinthetd meg-

elektronikus_melléklet2-, a dokumentum terjedelmére valé tekintettel.)
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4.2 A szalkaperje LBD génjeinek kromoszomalis elhelyezkedése és lehetséges duplikacios

kapcsolatai

A szalkaperje 28 LBD génjének genomi elhelyezkedése meglehetdsen egyenldtlen: az 1. és
2. kromoszoma 9-9 gént hordoz, 5-5 LBD gén talalhat6 a 3-as és 4-es kromoszomakon, mig az
5. kromoszéman egy sem. A gének kozott harom olyan csoport is felfedezhetd, ahol a gének
kozott kevesebb, mint 200 kb a tavolsag; ebbdl kettd az 1. kromoszdéman, egy a 4. kromoszoéman
talalhat6. Az egyenl6tlen diszpergaltsag €s az egymashoz kozel elhelyezkedd gének nagy szdma

eldrevetiti a dupplikécios események nagyardnyu eléfordulédsat.

BdLBD-1A-2

InterPro 6 IF 3)
11 rendelkez6 fehérjéket kodolo gének lokalizacioja.

Domain leitasa: LOB domain

Gének szama:28

—
0 5mb

d Kodolé gének ége (aza
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10. abra. A szédlkaperje LBD génjeinek elhelyezkedését és genom duplikacios eseményeit teljes
genom szintll synteny alapjan szemléltetd reprezentativ abra. A szines savok az Osszetartozd
kollinearis blokkokat kotik Ossze. A bekeretezett génparok az egymastol legfeljebb 200 kb
tavolsadgban elhelyezkedd géneket jelolik. Az abra a Plant Genome Dupplication Database adatai
alpjan késziilt.

A ,,Genome Dupplication Database” adatbazisabol nyert informaciok in silico vizsgalata
alapjan Osszesen 10 LBD gén szarmazhat génduplikacios eseményekbdl. Ebbdl két csoport, a
BdLBD1B-4 ¢s BALBD1B-7, valamint a BALBD2-3- ¢és BALBD2-4 gének tandem duplikaciora
vezethetOk vissza, mig hat tovabbi gén (BdALBD1C-2, BALBD1B-2, BALBD1A-3, BALBD1A-4,
BdLBD1B-3, BdLBD1B-5) részleges géduplikaciok eredményei lehetnek. A legtobb
duplikélodott génpar mas-mas kromoszoman helyezkedik el. Az LBD gének kromoszomalis
elhelyezkedését €s a duplikécios események sematikus abrajat a 10. abra szemlélteti.

A szalkaperje teljes genomjanak dsszehasonlitd elemzése arra enged kovetkeztetni, hogy a
teljes genom mintegy 92%-at érintették duplikacios események, és a gének 30%-a duplikacios
eseményekbdl eredeztethetd (Vogel és mtsai, 2010). Ezzel 6sszhangban all, hogy az altalunk
végzett analizis szerint az LBD kodold gének 36%-a szarmazhat dupplikacios eseménybdl, ezen
beliil is leginkabb a B alcsalad fehérjéit kodolo gének a leginkabb érintettek. A 10. abra alapjan
genomatrendezddési események is nagy szerepet tOlthettek be a szédlkaperje LBD génjeinek

crer

géncsaladon beliill konszenzusbhan all azzal az altalanos megfigyeléssel, miszerint a

crer

kovetden megtobbszorozodott gének megdrzése (Blanc és Wolfie, 2004; You és mtsai, 2015).
4.3 A szalkaperje LBD génjeinek kifejezodési mintazata

A széalkaperje LBD transzkripcios faktorait kodolo gének szovet/ novényi szervre specifikus
aktivitasat reverz transzkripcio kapcsolt valds idejii polimeraz lancreakcioval (qRT-PCR)
kovettiik nyomon, 0Osszesen 37 kiilonbozé ndvényi mintdban. Az Osszes LBD gén két
referenciagénhez (EF1-alpha és UBCI18) képest mutatott atlagos kifejezédéséhez viszonyitott
relativ transzkript mennyiségeket az egyes génekre, logl0 formaban a 11. 4dbra foglalja Gssze.
Az egyes gének kifejez6dési mintazata oszlopgrafikonban a relativ transzkript szintek pontos

értekeivel egyiitt a disszertacid digitalis mellékleteként megtekinthetd (elektronikus melléklet3).
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11. abra. A szalkaperje (Brachypodium distachyon) LBD génjeinek 37 kiilonb6z6 ndvényi
részben qRT-PCR technikdval meghatarozott relativ transzkript mennyisége, logl0 forméaban
megadva. A relativ transzkript mennyiségek két referenciagén (UBCI18- ubiquitin konjugald
enzim valamint az ElFla-elongaciés 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
expresszalodd LBD gének alapjan. A mintak roviditései: R1-gyokércstcs, R2- megnyulasi zona,
R3-differencialodasi zona, R4- érési/felszivasi zona, R5- fiatal oldalgyokér-kezdemény, R6-érett
oldalgyokér-inicialis, SN-szkutellaris gyokerek nddusza, CN- Kkoleoptil-nodalis gyokerek
nodusza, N1-els6 levél nddusza, N2- masodik levél nddusza, N3- harmadik levél nddusza, IN1-
elsé levél internodiuma, IN2- maésodik levél internédiuma, LH1- els6é levél hiivelye, LH2-
masodik levél hiivelye, LH3- harmadik levél hiivelye, LL1- elsdé levél liguldja (levélcsuklo),
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 kozépsd szegmense, L43- negyedik levél lemezének apikalis
szegmense, ZL- zaszloslevél lemeze, KT- kalasztengely, LE- lemma (toklasz), LSZ- a lemma
szakalla, PA- palea (pelyvalevél), V1- kifejlett virdg 1-2 nappal a pollinacid elétt, V2- fejlédo
virdg 3-4 nappal a pollinacio6 el6tt, V3- fejletlen virag 5-6 nappal a pollinacio elétt, E1- kifejlett
termés 9-10 nappal a pollinacié utdn, E2- fejlddé termés 6-7 napal a pollinacié utan, E3-
fejletlen termés 3-4 nappal a pollinacié utan, portok- portok. A mintak részletes leirasat lasd az
"anyag modszer" "mintavétel" fejezetében.

A vizsgélt novényi részek kozil 24 minta két hetes/ négy leveles allapotii kontroll
korilmények kozott nevelt novényekbdl szarmazott (ide tartoznak a gyokér kiilonbozé
szegmensei- a gyokércsucs, a megnyutlasi zona, differencialddasi zona, felszivasi zona valamint
a fiatal és érett oldalgyokerek eredési pontjai; a jarulékos gyokerek kialakitdsaban érintett
novényi részek- a koleoptil nédusz, szkutellaris nddusz valamint a hajtas kiilonb6z6 nodduszai; a
z0ld novényi részek koziil az internodiumok, a kiilonbozé kort levelek levéllemeze,
levélhiivelye és liguldja), a zaszloslevél lemeze és a virdgzat kiilonbozo részeit reprezentald 8
minta (a kalasztengely, a toklasz és a toklaszhoz tartoz¢ "szakall" vagy "szalka", a pelyvalevél,
harom kiilonbozd fejlettségi stadiumt termds virdg valamint a portokok) 28 napos névényekbdl
keriiltek begytijtésre, mig a harom kiilonb6zo fejlettségi stadiumot reprezentald termések 40-45
napos novényekbdl szarmaztak. (Részletes leirast 1d. az "Anyag ¢és modszer" fejezet
mintavételre vonatkozo részében).

Az igen részletes, a gyokércsucstol a hajtascsiicsig szinte minden ndvényi részre kiterjedo,
vegetativ és generativ szerveket egyarant €rinté génexpresszids analizis alapjan megallapithato,
hogy a szalkaperje LBD génjeinek relativ transzkript mennyisége nagyon tag hatarok kozott
mo0zog. Az expresszio relativ mértékét tekintve harom nagy csoportba sorolhatjuk a szalkaperje
LBD génjeit. Altalanosan magas transzkript szinttel jellemezhetdk a II csoport génjei (BALBD2-
1, 2-2, 2-3 és 2-4), a BALBD1A-2, 1A-3, 1B-4, 1B-5, 1B-7, 1B-8, 1C-1, 1E-3 és 1E-4. A

kovetkezO csoport kifejezodésének mérteke a tobbi LBD génhez viszonyitva kozepes:

63



BdLBD1A-1, 1A-4, 1B-2, 1B-3, 1C-2, 1C-3, 1C-4, 1C-5, 1C-6. A harmadik csoport génjeinek
aktivitasa a tobbi LBD génhez képest alacsony (ide tartozik a BALBD1B-1, 1B-6, 1D-1, D-2,
1E-1, 1E-2). Az expresszids szintek kozotti jelentOs eltérések ellenére mindegyik gén mutat
detektalhaté mértékii aktivitas legalabb egy, altalunk vizsgalt novényi részben. Lathato az is,
hogy az egyes LBD gének egyedi és jellegzetes kifejez6dési mintazatot mutatnak. Példaként
lehet emliteni a BdLBDI1C-1 gyokércsucsra jellemzd aktivitdsadt, vagy az LBDIB-7
kifejezodését, amely a gyokér kiillonbozo zonaiban a legkifejezettebb, viszont a gydkércsticsban
hianyzik. Hasonléan szélsGségesen szovetspecifikus az LBD1E-3 és 1E-4 kifejez6dése:
aktivitasuk szinte kizarolag a portokra korlatozodik. Az egyedi jellegzetességek mellett
észrevehetd, hogy (néhany kivételtdl eltekintve) az egy filogenetikai csoportba tartoz6 LBD
gének kifejezddési mintdzata hasonld, és gyakran gyakran atfed egymassal.

Az "A" alcsaladba tartoz6 LBD gének kifejez6dési mintdzatuk alapjan két nagy csoportra
oszthatok. Az 1A-1 és 1A-2 gének transzkriptumai minden ndvényi részben detektalhatok,
jollehet az 1A-1 kifejez6dése a generativ szervekben a legmagasabb, mig az 1A-2
transzkriptuma relative legnagyobb mértékben a gyokér kiilonb6zé szegmenseiben
akkumulalédik. Veliik ellentétben a BALBD1A-4 aktivitasa teljes egészében hianyzik a gyokér
kiilonb6z6é zonaibol, az 1A-3 transzkriptje pedig csak a fejlodé viragokban, termésekben és a
portokban van jelen.

Az "A" alcsaladhoz hasonléan a "B" alcsalad tagjai is két kiilon csoportba sorolhatok
kifejez0dési mintazatuk alapjan. A B alcslad filogenetikailag korabban divergalt tagjainak
(BALBD1B-1, 1B-2 ¢s 1B-3) kifejezddése heterogén képet mutat: az 1B-1 alacsony, csak
néhany novényi szervben detektalhatd aktivitassal rendelkezik, mint pl. a kiilonb6z6 koru
levelek liguldja, az els6 és masodik levél lemeze, a zaszloslevél, pelyvalevél és toklasz. Az 1B-2
gén transzkriptuma az Osszes gyoOkérszegmensben és a generativ ndvényi részekben is
detektalhatd, mig az 1B-3 csak a fejlodo termésekben és a masodik levél ligulajaban mutatott
szamottevo aktivitast. Ezzel szemben a B alcsalad tobbi, késobb divergalodott tagjai (1B-4, 1B-
5 1B-7 és 1B-8) magas transznkript-mennyiséggel és erdteljesen gyokérspecifikus
kifejezodéssel jellemezhetok. Megfigyelhetd, hogy ezen gének relativ transzkript mennyisége a
gyokércsticsban  jelentésen alacsonyabb a gyokér tobbi szegmenséhez viszonyitva. A
legnagyobb transzkript mennyiségek a megnyulédsi zondban tapasztalhatok, €s ez a mennyiség
fokozatosan csokken az érettebb gyokérzonak felé haladva. A sorba egyediil a BALBD1-B6 nem
illeszkedik részint kimondottan alacsony, részint szorvanyos, csak néhany névényi részben (pl. a
jarulékos gyokerek eredési helyének szamitd szkutellaris és koleoptilaris ndduszokban)

detektalhaté aktivitasa miatt, amely sokkal inkabb a B alcsalad korabban divergalt tagjainak
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(elsésorban a BALBDI1B-3) kifejez0dési mintadzatdra emlékeztet. Kifejez6dési mintazatukat
tekintve a C alcsalad génjei tekinthetdk a legheterogénebb csoportnak. A BALBD1C-1 aktivitasa
kimondottan a gyokérre (azon beliil legszamottevObben a gyokércsucsra) €s a jarulékos
gyokerek eredési heyére jellemzé. A BALBDI1C-2 transzkriptuma szinte minden novényi
részben detektalhatd, a levéllemezeket kivéve, de legnagyobb mennyiségben a kiillonboz6
fejlettségi stddiumu termésekben és a kaldszkak kiilonboz6 részeiben akkumuldlodik. A
BdLBD1C-3 ¢és 1C-6 gének expresszidja ugyan alacsony, de majdnem minden vegetativ zold
novényi részben aktivak. Hozzajuk hasonléan a BALBDI1C-4 relativ transzkript mennyisége
szintén alacsony, de szamottevd aktivitdsa a gyokérbdl szarmazo mintdkban detektalhatd. A
BALBDI1C-5 is mutat aktivitast a kiilonboz6 gyokérszegmensekben, de jelentds mértéki
expresszioval rendelkezik a kiilonb6z6 kora levelek lemezében, levélhiivelyében és liguldjdban
is. Az 1C-5 esetében - ellentétben az LBD génekrdl altalanosan feltételezhet6 képpel, miszerint
inkabb fiatal, osztodoképes sejteket nagy mennyiségben tartalamaz6é ndvényi szervekben
miikodnek leginkabb - a legtobb transzkriptum az érett, idosebb ndvényi rszekben pl. az elsd
levél lemezében vagy a gyokér érési/felszivasi zondjaban detektalhato.

A D alcsaladba tartozd gének alacsony relativ transzkipt mennyiséggel jellemezhetdk,
koziiliik az 1D-1 a kiilonb6z6 ndduszokban (a szkutellaris és koleoptil nodalis gyokerek eredési
helyén, valamint a hajtas elsé és masodik noduszaban), a levelek lemezében és liguldjadban mutat
aktivitast, mig az 1D-2 a generativ ndvényi részek kivételével szerte a ndvényben
expresszalodik. Az E alcsalad tagjai kozott a BALBDIE-1 és 1E-2 kifejez6dési mintazatanak
kozos vonasa, hogy aktivitasuk a detektalhatosag alsé hatarat alig haladja meg. Aktivitasuk csak
a szkutellaris és koleoptilaris noduszban valamint a masodik levél szegmenseiben mérhetd, de
nagyon alacsony, szinte elhanyagolhatd mértékben. (Természetesen lehetnek olyan altalunk nem
tesztelt koriilmények vagy ndvényi részek, melyben ez a két gén az altalunk tapasztaltaknal
joval magasabb expresszios szintet érhet el.) Veliik ellentétben a BALBDI1E-3 és 1E-4 igen
magas szinten expresszalodik, de csak a portokban ¢és a kiilonbozd fejlettségi stadiumu
viragokban. Az I csalad génjeivel ellentétben a II csalad tagjai semmilyen szdvetspecifitassal
nem rendelkeznek. Kifejezetten magas szinten expresszalodnak minden altalunk vizsgalt
ndvényi mintdban, egy-két kivételtdl eltekintve, mint pl. az LBD2-1, amely a termésekben és
viragokban alig mutat aktivitast, vagy az LBD2-3, amelynek relativ transzkript mennyisége a
z4sz16s levélben igen alacsony.

Az LBD gének kifejezdédésének atfogd vizsgalata soran kapott valtozatos mintazatok
tikrében a géncsalddon belill nagyfoku funkciondlis heterogenitds tételezhetd fel;

egybehangzoan a korabbi irodalmi tapasztalatokkal, melyek arra engednek kovetkeztetni, hogy
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az LBD gének a novényi egyedfejlédés legkiilonfélébb aspektusaban érintettek (Majer és
Hochholdinger, 2011; Xu és mtsai, 2016). Az egyes génekre jellemzd egyedi kifejezddési
mintazatok alapjan egy-egy LBD egyedi funkciokkal rendelkezhet. Gyakran még az egy
rokonsagi korbe tartozd gének kifejezOdése is markans eltéréseket mutat, ami miatt
korlatozottan lehet jol definidlhat6 funkciot tarsitani egy-egy alcsaladhoz. Az egyedi mintdzatok
ellenére azonban szamos gén esetében tapasztaltunk jelentds mértékben atfedd kifejezddési
profilt.

A hasonl6 mintazattal rendelkez6 gének k6zott nemcsak redundéans fukciok feltételezhetok,
de az atfed6 mintazat egyben azt is jelenti, hogy egy adott névényi részen belill az egyszerre
kifejez6d6 LBD gének egyedi kombinacidja van jelen, amely kombinécio jellemz6 az adott
novényi részre vagy szervtipusra. Ez jol lathato, ha a névényi mintdkat az altaluk expresszalt
LBD gének alapjan csoportositjuk (11. B abra). Eszerint az altalunk vizsgalt névényi részek
négy nagyobb csoportba sorolhatok. Az elsé csoportot a gyokér kiilonb6zd zonai valamint a
fiatal olddalgyokér-kezdemények és az érett oldalgyokér-inicidlisok alkotjak (R1-R6 mintak).
Ezekben a mintakban jellemzden a II csalad génjei valamint az LBD1A-2, az LBD1B-2, 1B-4,
1B-5, 1B-7, 1B-8 és az LBD1C-1, 1C-2, 1C-4, 1C-5 mikédnek. A masodik csoportba tartozo
mintakban szinte az dsszes LBD gén aktvitasa detektalhatd. Ilyen ndvényi részek a szkutellaris
¢s koleoptil ndduszok, a hajtas els6, masodik €s harmadik nodusza, az elsd és masodik levél
kiilonboz6 szegmensei (levélhiively, ligula) és a portok. Ezekben a mintdkban kiillondsen magas
a Il csaladba tartozo gének relativ transzkript mennyisége, mellettiik az I csalad tagjainak relativ
expresszios szintje igen alacsony, legtobbszor alig mérhetd. Ez alol kivételt képez az LBD1C-5,
amely az elsé és masodik levél ligulajaban erételjes aktivitast mutat, valamint az LBD1E-3 és
1E-4, melyek kifejez6désének relativ mértéke a portokban igen magas. A harmadik csoportba
azok a ndvényi részek tartoznak, melyekben a II csalad génjei mellett az LBD1A-1, 1A-2, 1A-4,
1C-6 valamint az 1D-2 gének kifejez6dése szamottevd. Ide sorolhatok a szar internodiumai, a
levéllemezek ¢és a legfiatalabb, még fejetlen negyedik levél szegmensei és a zaszloslevél. A
negyedik csoportot a viragzat kiilonboz6 részei valamint a kiillonbozé fejlettségi stadiumu
viragok és termések alkotjak. Ezekben a mintakban az LBD gének koziil a Il csoport tagjai
mellett az LBD1A-1, 1A-2, 1A-3, 1A-4, 1B-2, 1C-2 gének mutatnak aktivitast. Az LBD gének

heterogén kifejezddését részleges biologiai ismétlés is alatdmasztotta (12. dbra).
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Relativ transzkript mennyiség
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12. abra. A szilkaperje LBD génjeinek relativ expresszids szintjei 7 kiilonb6z6 ndvényi
részben. Az R1, R3, L2, N3 mintak 14 napos, négyleveles novényekbdl szarmaztak, a V1 minta
28 napos novényekbdl, az E3 minta 40-45 napos kontroll korilmények kozott nevelt
ndvényekbdl szarmazott. A feltiintetett szoras (SD-standard deviation) két bioldgiai ismétlésbol
szarmaz6 ¢értékekre vonatkozik. A relativ transzkript mennyiségek két referenciagén (UBC18-
ubiquitin konjugald enzim valamint az EIF1a-elongacios faktor 1 alpha) atlagos kifejezddéséhez
¢s az 0sszes LBD gén atlagos expresszids szintjéhez normalizalva lettek megadva.

Mivel ahhoz, hogy az egyes ndvényi részekbdl az expresszios vizsgalathoz megfeleld
mennyiség alljon rendelkezésre, nagy mennyiségii névényi anyag keriilt feldolgozasra (mintegy
200 novény), ezért erre valo tekintettel a bioldgiai ismétlésnél a 37 mintabol 7 reprezantativ
novényi részen (R1- gyokércsucs, R3- differencialddasi zona, L2- mésodik levél lemeze, N3-
harmadik levél nédusza, V1- kifejlett virag 1-2 nappal a pollinaci6 eldtt, E3- fejlodo termések 3-
4 nappal a pollinaciot kdvetden, portok) végeztiik el Gjra a teljes expresszios vizsgalatot. Ennek
eredményét a 12. dbra szemlélteti.

Ugyan LBD génekkel kapcsolatban ennyire részletes, a géncsalad minden tagjara és szinte
minden ndévényi részre kiterjedd vizsgalat mas ndvényekben még nem sziiletett, szamos, a
géncsalad atfogo és altalanos jellemzésére torekvé muka ismert nemcsak modellndvényekbdl,
mint a ladfii (Shuahi és mtsai, 2002; Matsumura és mtsai, 2009) vagy a Lotus japonicus (Yang
¢és mtsai, 2016), hanem olyan gazdasagilag fontos fajokbol is, mint pl. a rizs (Yang és mitsai,
2009), a kukorica (Zhang és mtsai, 2014), az arpa (Gou és mtsai, 2016), az alma (Malus
domestica) (Wang és mtsai, 2013), a borsz6l6 (Vitis vinifera) (Cao és mtsai, 2016) vagy az
eperfafélék kozé tartozé Morus notabilis (Lou és mtsai, 2016). Annak ellenére, hogy ezek az
irodalmi adatok nehezen mérhetdek Ossze egymasal és az altalunk kapott eredményekkel -
részint a vizsgalt novényi részek kozotti kiilonbségek, részint az eltérd technikdk miatt - a
kifejez0dési mintazatok mégis jelentds hasonlosagot mutatnak.

A tapasztalatok alapjan a nagyon diverz, valtozatos kifejez0dési mintdzat altalanos
jellemzdje az LBD géneknek, fajtol fliggetleniil, és az is altalanosnak tekinthetd, hogy egy-egy
ndvényi részben tobb LBD gén is mitkddik egyszerre. Figyelembe véve az irodalmi adatokat,
nemcsak a szalkaperje LBD génjeire, hanem az egész csaladra jellemz6 gyakori tulajdonsag,
hogy a szovet/szervspecifikus kifejez6dés mellett szamos LBD gén egyszerre tobb kiilonb6zo
novényi részben is expresszalodik. Ezek a megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy
egy-egy LBD transzkripcids faktor akéar tobb ndvényi szerv fejlodését iranyithajtja szimultan,
mas LBD fehérjékkel kombindcioban. Kisérletek igazoljak, hogy ludfiiben az AtLBD6/AS2 ¢és
az AtLBD30/JLO egyilittesen felelések a megfeleld levélmorfoldgia kialakitasaért (Borghi és
mtsai, 2007; Rast és Riidiger, 2012). Az AtLBD30/JLO ugyanakkor fontos szerepet tolt be az
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embriogenezis folyamataban, késobb pedig a szallitoszovetek differencialodasaban is, de egy

masik LBD transzkripcios faktorral, az AtLBD18-cal kozosen (Soyanto és mtsai, 2008; Bureau
¢s mtsai, 2010).

Osszesitve a

szalkaperje

LBD génjeinek kifejezddési

mintazatait

és

a mas

fajokbanmegtalalhaté legkozelebbi rokon LBD génekrdl rendelkezésre allo ismereteket (7.

tablazat), a géncsalad még egy igen lényeges jellegzetessége latszik kirajzolodni: a nagyfoku

konzervaltsag. Erre enged kovetkeztetni a kiilonboz6 fajok LBD génjeinek kifejezédési

mintazata ko6zotti hasonlosagok, €s amint az irodalmi bevezetOben emlitésre kertilt, néhany

esetben funkcionalis egyezést is kimutattak a 1adfli, a rizs vagy a kukorica néhany LBD génje

kozott pl. az LBD6/AS2 génre vonatkozdan (Semiarti és mtsai, 2002; Evans és mtsai, 2007; Ma
¢s mtsai, 2009).

Név Jellemz6 expresszio Ortholog gén ismert funkcidéval/ kifejez6dési mintazattal™
minden novényi 0s03g41600.1 virdezatban
BdLBD-1A-1  részben, féként a (OsLBD3-5) ort%) kban
generativ szervekben | GRMZM2G1543020_TO01 P
. . - a szar kiilonb6z6 . .
BALBD-1A-2 rr}mden novényi AC233943.1_FGT002 bqgfw{ragzat szegmenseiben, Bortiti és mtsai,
részben (Ra2) fejlédése ) 2006
virdgzatban
BdLBD-1A-3 a viragzat kiillonbozo
= részeiben
‘T‘: minden z51d névénvi 0s01¢66590 levelekben, Ma és mtsai, 2009
8 BALBD-1A-4  részben és a vird zzilt (OsLBD1-9) levélfejlodés, viragzatban Iwakawa és mtsai,
& Kiilénbozs részei%)en GRMZM2G11825_T05/Igl  embriofejlddés termések 2002
< AT1G65620 (LBD6/AS2) perikarpiuméban Evans, 2007
levelek lemeze és
BdLBD-1B-1  ligul4ja, viragzat i?ggzol\élféé?ﬁggsf? viragzatban
részei
BdLBD-1B-2 a gyokérzonak és a AT2G45420 oldalgyokerek gyokérben, Soyano és mtsai,
viragzat részei (LBD18/ASL20) fejlodése hajtasban 2008
szkutellaris és 1t oty s hajtasban, . .
BdLBD-1B-3  koleoptil nodusz, gﬁgggig(LBDSO/ fﬁkﬁiﬁ?iﬁﬂi gyokérban, ]2351{83“ es misai,
fejlédo termések J viragokban
BdLBD-1B-4 gyokérzonak és ?Rl?r'\éﬁ')\AZGOQMSB—TOZ koronagyokerek  gyokérben, Xu és mtsai, 2016
levélnoduszok fejlodése radikulaban
szamos ndvényi ?5253%724_ gl(l)DHl) Li és mtsai, 2008
BdLBD-1B-5  részben, foként a gyokeérfejlédés gyokérben Goh és mtsai,
“l s a AT2G42430
gyokérzonakban (LBD16/ASL18) 2012
Szkutellaris és
BdLBD-1B-6 koleoptil nddusz,
levélndduszok
GRMZM2G092542_T01 Taramino &
(RTCS) [
ayokérzondk s 0s03g05510.1 misal, 2007
BdLBD-1B-7 lovélnéduszok (OsLBD3-2/CRL1) gyokérfejlodés gyokérben 11;;11 gesé ?;?331;12005
- AT3G58190 2012
< (LBD29/ASL16)
S
g gyokérzonak, )
; BdLBD-1B-8 elsGsorban a 0s08044940.1 (OsLBD8-4) gyokérben

megnyulasi zona
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gyokérzonak,

0s05907270.1 (OsLBD5-2)

BdLBD-1C-1 els'(ijss)rban' AT2G30340.1 (LBD13) gyokérben
gyokérccsucs
a levéllemezek hajtas apikalis Sun és mtsai
kivételével minden | AT2G40470 o Skt 2013 »
BALBD-1C-2  névényi részben, (LBD15/ASL11) “:Z“ISZ emakes Eyoker f)n’ e s .
foként a virdgzatban, | Os01g60960.1 (OsLBD1-8) 02 2TV viragzatban u ¢s misai,
. ejlodése 2014
termésben
e citokinin
BALBD-1C-3 ?élsez\glelle{vkélllrll(:’)lzili(;zk AT1G16530 infiukélta gyokérben, Naito és mtsai,
pelyV; & toklész > | (LBD3/ASL9) ?e]ll('idésit ) virdgban 2007
Olyamato
gyokérszegmensek,
BdLBD-1C-4 masodik level lemeze
¢s liguldja
vegetativ ndvényi .
BiLBD.ac.s  Fészek elsdsorbana | Os03g17810.1 (OSLBD3-4) g;ﬁfr’ﬁgn .
level kiilonboz6 AT1G07900.1 (LBD1) .
o levélben
részeiben
a level kiilonb6z6
BdLBD-1C-6 rés%ei,levélnéduszok,
kalasztengely,
pelyvalevél, portok
szkutellaris és
BdLBD-1D-1 koleoptil nddusz, a
level kiilonb6z6 részei
= a levelek kiilonb6z6
‘L; részeiben, 0s03¢57670 (OsLBD3-7) levélméret és a szar kiilonb6z6 Li és misai
£ BdLBD-1D-2  levélnoduszokban, g levélmorfolégia  szegmenseiben, 2(‘)16; misat,
& pelyvalevélben, meghatarozasa levélben
a toklaszban
szkutellaris és
BdLBD-1E-1 koleoptil nodusz,
masodik level lemeze
szkutellaris és
BdLBD-1E-2 koleoptil nddusz,
= masodik level lemeze
% BALBD-1E3  portok
=
= BdLBD-1E-4 portok
den novens AT4G37540 antocidn e nvényi 12%1(')%“ °s misai,
BdLBD-2-1 ~ meennovenyt (LBD39/ASL41) szintézis, e novenyt A
részben viragzési id6 részben Li és mtsai,
2017
:(AT5C567/420 ) antocian Rubin és mtsai,
minden ndvényi LBD37/ASL39 A minden névényi 2009
BALBD-2-2  sben 0s03g41330.1 (OsLBD3-9)  SAntezs, részben Li és mitsai,
GRMZM2G017319 TO01 virdgzési id5 2017
0s01g32770.1 (OsLBD1-
minden ndvényi 11) minden ndvényi
BdLBD-2-3 részben GRMZM2G073044_T01 részben
AT3G02550.1 (LBD41)
= 0s01g32770.1 (OsLBD1-
= minden névényi 11) minden novényi
E BdLBD-2-4 részben GRMZM2G073044_T01 részben
o

AT3G02550.1 (LBDA41)

7. tablazat. Osszefoglald tablazat a szalkaperje LBD génjeinek jellemzé kifejez6dési mintazatardl és mas
fajokban megtalalhat6 ortholog parjaik funkcidirdl. *Az ortholog gének expresszidjara vonatkozo adatok
ladfiivel (A. taliana) (Shuai és mtsai, 2002), rizssel (O. sativa) (Yang és mtsai, 2006) valamint
kukoricaval (Zea mays) (Zhang és mtsai, 2014) végzett atfogd vizsgalatokbdl szarmaznak. A tablazatban
feltiintetett referenciak a funkcionalis vizsgalatokra vonatkoznak.
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A ludfi (A. thaliana), a kukorica (Zea mays), a rizs (O. sativa) és a szalkaperje (B.
distachyon) LBD génjeinek egybevagd kifejez6dési mintazata megerdsiteni latszik az LBD
génekrol altalanosan elfogadott nézetet, miszerint az egyes LBD gének funkciodja alig valtozott
az egyszikliek ¢és a kétszikiieck tobb mint 130 millido évvel ezeldtt bekovetkezett evolucios
szétvalasa ota. Bar kizarolag a kifejezddési mintazatokban fellelheté azonossagokra alapozva —
egyéb Osszehasonlitd vizsgalatok hianyaban - hiba volna egyértelmii funkcionalis azonossagot
feltételezni a kiilonboz6 fajok és a szalkaperje rokon LBD génjei kozott, de a hasonlosagok jo

kiindulasi pontként szolgalnak az egyes LBD gének szerepének prediktalasahoz és feltarasahoz.

4.4 A szalkaperje LBD1C-1 és 1C-2 fehérjéinek kapcsolata a sejtciklus szabalyozasaval

Az eddigi tapasztalatok arra engednek kdvetkeztetni, hogy az LBD transzkripcids faktorok a
sejtosztodas és a differencidlodas folyamatainak koordindlasdban toltenek be 1ényeges szerepet
az osztodoképes szovetek ¢és a fejlddd szervprimordiumok hataran (Rast és Simon, 2008; Xu ¢és
mtsai, 2016). Belathat6, hogy az 0j sejtek megjelenésének, az utddsejtek sorsanak térben és
idoben jol Osszehangolt iranyitasa dontd fontossagii a novény egész architektarajanak
kialakulasa és fenntartasa szempontjabol. Ugyan az mar szamos esetben ismert, hogy az LBD
transzkripcidos faktorok mely reguldciés hélozatok részeként vesznek részt a ndvényi
egyedfejlodés iranyitasaban (Majer és Hochholdinger, 2011; Xu és mtsai, 2016), kozvetlen
Osszekottetésiik a sejtciklus irdnyitdsaval mindmaig hipotézis targyat képezi. Bar az LBD
transzkripcids faktorok és a sejtosztddas szabalyozoi kozott fenndllo direkt kapcsolatok 1étezése
kétséget kizaroan feltételezhetd, a kozvetlen Osszekottetést biztositd mechanizmusok még
feltaratlanok.

Kutatocsoportunk korabbi, még publikalatlan eredményei alapjan az egyik ilyen lehetséges
direkt kapcsolat a LOB domain fehérjék és a sejtciklus szabalyozasa kozott az LBD
transkripcids faktorok és a ciklin-CDK komplexek kozotti kdlesonhatas. Nevezetesen, éleszto-
két hibrid rendszerben a lucerna (Medicago sativa) A2;2 tipusi mitotikus ciklinjének
(szekvencia-azonosito: CAB46083.1) egyik kolcsonhatéd fehérje partnere egy kozel rokon faj, a
Medicago truncatula egyik LBD transzkripcios faktora, az MtCPP1 (cyclin partner ptotein)
(Medtr5g083960). Irodalmi adatok alapjan a lucerna A2;2 ciklinje elsésorban az olyan
merisztémak (a hajtds és a gyokér apikdlis merisztémdja, az oldalgydkerek és a
pillangdsviraguakra jellemz6 gyokérgiimok fejlédése soran megjelend masodlagos merisztémak)
mitotikus aktivitasaval hozhato Gsszefliggésbe (Roudier és mtsai, 2003), melyek mikodésének

iranyitdsaban potencialisan az LBD gének is érintettek.
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Az MtCPP1 ¢és az A2;2 ciklin kozotti kolcsonhatas felveti a lehetdségét az LBD
transzkripcids faktorok sejtciklus fiiggd szabalyozottsaganak, és bar akkori kutatasaink nem az
LBD génekre fokuszaltak, figyelmiinket az LBD géncsalad felé¢ forditottak. A disszertacio
tovabbi részében azok az éleszté-két hibrid rendszerben (Y2H- yeast two hybrid) végzett
kisérletek keriilnek bemutatasra, melyeket a lucerna A2;2 ciklinjének és a Medicago truncatula

MtCPP1 fehérjéjének szalkaperjében megtalalhato legkozelebbi rokon fehérjéivel végeztiink.

4.4.1 A lehetséges kolcsonhato partnerek kivalasztasa

A szalkaperje teljes fejhérjeszekvencia adatbazisaban végzett részletes, Sszekvencia-
hasonlosdgon alapuldé BLAST keresés eredményeként az MtCPP1 legkdzelebbi rokonai a
szalkaperje LBD transzkripcids faktorai kozott a BALBD1C-1 valamint a BALBD1C-2. A harom
fehérje hasonlosagat reprezentald szekvencia-illesztést a 13. abra szemlélteti. Mivel mind a
BdLBD1C-1, mind a BdLBD1C-2 azonos, megkozelitdleg 50%-os hasonlosagot mutat az
MtCPP1 szekvencidjaval, az Y2H vizsgalatokhoz mindkét fehérje génjének kodold szekvencidja

klonozasra kerilt.

BdLBD1C-1 (Bradi 1 BrIASEwoEHEE

Medtr5g083960.1 11 )

BALBD1C-2 (Bradi 1 S&T EIGREIRRE GRS S Spali
consensus 1 *. . CEORER L.

LOB-domain

BdALBD1C-1 (Bradi
Medtr5g083960.1

BALBDIC-Z (Bradi A
cConsensus 61 k*kk********_*kk*_k_k**_k*_kkk_*kk**k*kk*k*_k**k_* _*_******

BAIBDIC-1 (Bradi 121 "MG2 C 7 A ARLLR Ael TeanHE o HT LEFPEP
MedtrS5g083%60.1 100 : SELC AT REE TR RIS E————-
BALED1C-Z (Bradi 118 ) CMGATS C BIALEAETSRANE AE TIAF HERE S5 GED————

consensus 121 Fdkkkdk Kk hkhkkkhkkkhkdkkk  hhkkkk K Kk *_ & &

BALED1C-1 (Bradi 181
Medtr5g083%60.1 155
BALBDI1C-Z (Bradi 174
consensus 181 .

BdLBDIC-1 (Bradi 239 —————- Bs s
Medtr5g083960.1 180 QPT-—————-
BALEDIC-2 (Bradi 226 [OPSSSIAAD
consensus 241 . . I

13. abra. A Medicadgo truncatula MtCPP1 (Medtr5g083960.1) és a szalkaperjében megtalalhatd
legk6zelebbi homolédgjainak, a BALBDI1C-1 (Bd2g34520) és 1C-2 (Bd2g53690) szekvencia-illesztése.
Az egyenes vonal a LOB-domain struktura kiterjedését jeloli. A szekvencidk tobb mint 50%-dban
ugyanabban a pozicidoban eléforduld konszenzus aminosavak sziirke, a szekvencidk tobb mint
75%-4ban eléforduldk fekete hattérrel keriiltek megkiilonboztetére. A szdmok a motivumok

crer
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Hasonlé megkozelitéssel azonositottuk be a lucerna A2;2 tipust ciklinjének szalkaperjében
megtalalhato legkozelebbi megfeleljét is. A keresés eredményeként sikeriilt beazonositanunk a
széalkaperje ciklinjei k6zott az egyetlen A2 tipust ciklint (Bd4g06827), mint a lucerna A2;2
ciklinjének legkozelebbi rokonat (14. abra).

-5 (Bradi2g21330.2)

cchG-z(BradMgO:i 121.1)

(195526Bb1pe.), - 01
(y L9v6zBrIPesa)i-t R
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destrukciés box

MALRIAN CQAP“G RGK (FV-—SEETEREF. EGYE RGALDENAS FQPK 15 “ \YT
————MRE]] KAGEVP': ." OJP KEIP TONQ OPERANSI#E -~ -~~~ N DV _YJPHEI‘

Bradidg0eB27.1-

—

CAB46083.1 1

consensus 1 P

Bradi4g06827.1- 99 'IPPQKVKR BLE] SLLBVSGTS EEAQ ——————— RTI#LP—— XD IT'n'v LARE GiaEAFFOGR
CAB46083.1 89 EJ{82{FREVAR-~~-~ P-- vp= ERPP K ==M ﬁjssﬂ D.D E‘Riu- RE“AR_.JEEQ
consensus 101 % . L W L0, R R e L

N term|nal|s C|kl|n domam

Bradi4g0e827.1- 190 IR——--- NASETADSETGDEAV SN V Sl e T 2 S (80 T IS SR ALERE | Fiele)n MREILVDW v VE
CLB46083.1 181 ERi KGNIEELLDV EHED| Bl LD T YinkiL N IR REp43N EME V00D T MR VDWLVEVS Q

CONSensus 201 ..... * L LA o kdkd wd ¥ Wk kdd b ok dddd e kS dd vy CEN L L

Bradi4gleB27.1- 285 0 K WELOLLGITMLI ASEYEE T PRUEEFCE I TDNT Y i FNE VR EME ] DJG H SR E TTETFLER FLE A GrlZ i) ‘
CLB46083.1 281 IR LOLLGI TMMLI ATKYEE INAPRIEDFCEF I TDNT Y yREV M FLE sl KEEE *ETTFTFJFFFaFr‘Q”“YKﬁP“
consensus G AR wwh | ks EwRhEw hwwk RAwRd whdh ok RAmkEEAER o kE k% T BERT

C-terminalis ciklln domam
Bradidg0sB27.1- 384

ANYLAELTL)S FLE SWVAASEVFLARNTLDQSIEWN] HETRR4ASRINIETC Ri -T5G R YIRIO B K ISAC VN LS E)
CLB46083.1 EL-p YL AEL TI ' SMVL VELERWTLDQ SERIEWN] &‘E‘EK*EDL C!I' QDK SEPEIAL
oW W ww W ww W

COonsensus 40T wdddk ko Wk dk ok ok w kbbb edk ek ok Wk kd

Bradidg0eB27.1-
ChB46083.1
consensus

14. abra. (A) A szalkaperje A, B és D ciklinjeinek teljes aminosav-szekvencian alapuld
rokonsagi kapcsolatai. Fekete rombusszal jeloltek a Phytozome v12 adatbazisban nem szerepld,
de az NCBI adatbankjaban megtalalhato cikinek. Piros korrel az A2 cikin keriilt kiemelésre. A
torzsfa alapjaul szolgald szekvencia-illesztés a disszertacio digitalis mellékletében szerepel
(elektronikus_melléklet4). (B) A Medicago satiiva A2;2 ciklinjének (CAB46083.1) és
szalkaperjében megtalalhatd legkdzelebbi homologjanak, az A2 ciklin (Bradi4g06827.1)
szekvencia-illesztése és fontosabb szerkezeti motivumaik. A szekvenciak tobb mint 50%-aban
ugyanabban a pozicioban eléforduld konszenzus aminosavak sziirke, a szekvencidk tobb mint
75%-aban el6fordulok fekete hattérrel keriiltek megkiilonboztetére.

Az egyszerliség kedvéért a szalkaperje ciklinjeinek rokonsagi fajara csak a fontosabb
sejtcikus szabalyozd ciklinek keriiltek fel. Ennél a szalkaperje ciklinjeinek csaladja joval
Osszetettebb, mas magasabb rendii névényekhez hasonloan tovabbi alcsaladokat is tartalmaz (H,
J, L, U, P és T-tipusu cikinek), am a szalkaperje ciklinjeinek részletes filogenetikai analizise
nem képezi a disszertdcio targyat. A részleges analizis ugyanakkor demonstralja, hogy a
szalkaperje A, B és D ciklin alcsaladjainak komplexitdsa rokonithatdo az eddig vizsgalt mas
novényfajok cikin csalddjainak komplexitasival (Renaudin és mtsai, 1996). Altalanosan
elfogadott nézet, hogy a D ciklinek a sejtciklus G1 fazisbol torténd kilépéshez, az A ciklinek
részben az S fazis folyamataban, részben pedig a B ciklinekkel atfedé funkcioban a G2/M
fazisanak atlépésében vesznek részt (Pines, 1995). Erdekes megfigyelés, hogy az allati

szervezetek esetében csak egyetlen A tipusu ciklin talalhato, mig a névényeknél 3 kiilonb6z6
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alosztaly (A1-3) is elkiilonitheté az A tipusu cikinek kozott. Az A alcsalad novényekre jellemz6
komplexitasa felveti a lehet6ségét annak, hogy a csak névényekben eléforduld A tipusu ciklinek
novényekre jellemzd egyedi funkciokkal birhatnak, bar e tekintetben kevés ismeret all
rendelkezésiinkre. A lucerna  A2;2  ciklinjének  merisztémak  kialakuldsdban  ¢és
osztodoképességének fenntartdsaban betoltott szerepe egy ilyen, csak novényekre jellemzd
specifikus funkcio, jollehet a sejtciklus irdnyitatdban konzervalt, novényekben ¢és allatokban
egyarant megtalalhaté mechanizmusok révén vesz részt (Roudier és mtsai, 2000; 2003).

A legtobb magasabb rendii novényfaj esetében 4 kiilonb6z6é A2 tipusu cikin ismeretes, pl.
ludfiiben (Wang és mtsai, 2004), rizsben (La €s mtsai, 2006), de még lucernaban is két A2 ciklin
allélt azonositottak (Roudier és mtsai, 2000). A szalkaperjében megtalalhatd egyetlen A2 ciklin
funkciojat eddig még nem vizsgaltak, ennél fogva nem tudjuk, szerepe mennyiben egyezik meg
a lucerna A2;2 ciklinjének szerepével. Erre csak a szekvencidk hasonldsdgara tdmaszkodva
lehetnek sejtéseink. Ugyan a szalkaperje A2 ciklinjének szekvencidja mindossze 48%-0S
hasonlosagot mutat a lucerna A2 ciklinjével, mégis tobb szempontbol alkalmas jeloltnek tiint
arra vonatkozolag, hogy megvizsgaljuk kdlcsonhatasat az MtCPP1 szalkaperjében megtalalhatod
két legkdzelebbi homoldgjaval. Egyrészt eldzetes vizsgalataink alapjan ugyanis a szalkaperje A2
ciklinjének szovetspecifikus kifejezodése jO egyezést mutat a lucerna A2;2 ciklinjének nem

szimbiotikus szervekben mutatott expresszids mintazataval.

A lucerna A2;2 ciklin 7-10 napos, kontroll koriilmények kozott nevelt ndvényekben csak a
gyokércsucsban és a hajtas apikakis merisztémaban mutat aktivitast (Roudier és mtsai, 2003).
Hozz4a hasonloan a szalkaperje A2 ciklinje a két hetes szalkaperje ndvényekben a
gyokércsticsban, a fejlddé oldalgydkerek inicidlisaiban valamint a negyedik levél bazalis,
hajtasa apikalis merisztémat is tartalmazé szegmensében mutatja a legmagasabb transzkript
szinteket. Masrészt a szalkaperje A2 ciklinjének kifejezédése mind a BALBDI1C-1, mind a
BdLBD1C-2 kifejez6dési mintazataval atfed. A szalkaperje A2 ciklinje ugyanis szamottevo
aktivitast mutatott a gyokér osztddoképes szoveti régioit taratalmazo szegmensei mellett (ahol a
BdLBD1C-1 is expesszalodik) ugyanis a legszamottevobb aktivitast a fejlédé generativ
szervekben (viragokban és termésekben) mutatott (ott, ahol a BALBDI1C-2 is kifejezédik) (15.

abra).

A szalkaperje A2 ciklinjének expreszios vizsgalatat tajékozodasi jelleggel végeztiik el, és
csak eldkisérletnek tekinthetd. Célja csupan annyi volt, hogy kideritsiik, kifejez0dési mintazata

alapjan lehet-e alkalmas jelolt a BALBD1C-1 valamint a BALBD1C-2-vel valo kdlcsonhatasra,
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akar in vivo koriilmények kozott is. Erre a harom kiilonbozo gén kifejezodési mintazatainak
k6zos pontjai mindenképp utalnak. Minhogy azonban a ciklinek kifejez0désének részletes
vizsgalata nem képezte kutatasaink céljat, bioldgiai ismétles nem sziiletett a szalkaperje A2

ciklinjének expressziojara vonatkozoan.

1600 -
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1200

1000

800

600

400 -

Relativ transzkript mennyiség

200 - —

anther

15. abra. A széalkaperje A2 ciklinjének (Bd4g06827.1) relativ transzkript mennyiségének
alakulasa 37 kiilonb6z6 ndvényi részben. A relativ transzkript mennyiségek két referenciagén
(UBC18 ubiquitin konjugaldé enziml18 ¢és ElFla- elongaciés faktorl alpha) atlagos
expressziojahoz, valamint a vizsgalt mintdk koziil a szalkaperje A2 ciklinjét legalacsoyabb
mértékben expresszaldé mintdhoz (harmadik levél lemeze) viszonyitva értendék. A mintdk
roviditései: R1-gyokércsics, R2- megnyllasi zoéna, R3-differencidlodasi zona, R4-
érési/felszivasi zona, R5- fiatal oldalgyokér-kezdemény, R6-érett oldalgyokér-inicidlis, N1-els6
levél nodusza, N2- masodik levél ndodusza, N3- harmadik levél nodusza, IN1- els6 levél
internédiuma, IN2- masodik levél internodiuma, LH1- elsé levél hiivelye, LH2- masodik levél
hiivelye, LH3- harmadik levél hiivelye, LL1- els6 levél liguldja (levélcsukld), LL2- masodik
levél liguldja, LL3- harmadik levél ligulaja, L1- elsd levél lemeze, L2- masodik levél lemeze,
L3- harmadik levél lemeze, L41- negyedik levél lemezének bazalis szegmense, L42- negyedik
levél lemezének kozépsd 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- fejlodd virag 3-4 nappal a
pollinacio elétt, V3- fejletlen virag 5-6 nappal a pollinacié elétt, E1- kifejlett termés 9-10 nappal
a pollinaci6 utan, E2- fejlodd termés 6-7 napal a pollinacié utan, E3- fejletlen termés 3-4 nappal
a pollinacié6 utan, portok- portok. A mintak részletes leirasat lasd az "anyag modszer"
"mintavétel" fejezetében.
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4.4.2 A BdLBD1-C1 és BALBD1C-2 A2 tipusi cikleinekkel valo lehetséges

kolcsonhatasanak vizsgalata

Az éleszt6-kéthibrid rendszerben végzett kisérleteink elsddleges célja a Medicago
truncatula MtCPP1 és a lucerna A2;2 ciklin kozotti kolcsonhatas reprodukalasa volt
szalkaperjében megtaldlhaté homolog fehérjékkel. Ehhez, amint az a fentiekbdl Kkitiinik,
igyekeztliink koriiltekintéen megvalasztani a jelolteket. A kolcsonhatds teszteléséhez a
BdLBD1C-1 valamint BALBD1C-2 gének kodolo szekvencidja teljes hosszusagban keriilt
beklonozasra a ,,pray” vektorba, mig a szalkaperje A2 ciklinjének teljes kodold szekvenciajat ill.
trunkalt, destrukcidés motivumot nem tartalmazo valtozatat a ,bait” vektorkonstrukcidkba
klonoztuk be. A kolcsonhatasokat két kiilonboz6 vektorparon is leteszteltiik, tovabba a
konstrukciok bejuttatasahoz kellden nagy transzformacios hatékonysagot biztositd ko-
transzformacioés protokollt hasznaltunk az Y2H renszer egyik leggyakoribb technikai
problémajanak, a fals pozitiv kolcsonhatasok detektalasanak kikiiszobolése érdekében. Az
eredmények szemléltetése céljabol az élesztd-két hibrid kisérletekre vonatkoz6 abrakon a
szelektiv taptalajra kihelyezett 25 pl transzformalt éleszté-kultarak szerepelnek. A bejuttatott
konstrukciok az abrak feletti tablazatban talalhatok. A kolcsonhatasi tesztben szereplé fehérjék
esetleges autoaktivald hatdsanak tesztelése céljabol a fehérjék kodold szekvencdjat hordozéd
vektorokat inszertet nem tartalamzo {iires vektorokkal parban is betranszformaltuk. Ezzel
kapcsolatban megallapithatd, hogy autoaktivitast a kolcsonhatds teszteléséhez hasznalt
konstrukciok esetében nem tapsztaltunk.

A 16. abran lathato a pGBK-T7 bait és pGAD-T7 pray vektorparokkal torténd Y2H

kolesonhatési teszt eredménye az AH-109 és PJ69-4A élesztd torzsekben.

bait pray bait pray
1 pGBK-T7 -iires pGAD-T7 - iires 12 | pGBK-T7 -iires pGAD-T7 - iires
2 pGBK-Bd-cycA2 pGAD-T7 - iires 13 | pGBK-Bd-cycA2 pPGAD-T7 - iires
3 pGBK-Bd-cycA2-A | pGAD-T7 - iires 14 | pGBK-Bd-cycA2-A | pGAD-T7 - iires
4 pBD-Ms-cycA2-A pGAD-T7 - iires 15 | pBD-Ms-cycA2-A pGAD-T7 - iires
8|5 | pBD-Ms-cycA2-A pAD-GAL4- Mt-CPP1 g 16 | pBD-Ms-cycA2-A pAD-GAL4- Mt-CPP1
g' 6 | pGBK-Bd-cycA2 pGAD-T7- BALBD1C-1 % 17 | pGBK-Bd-cycA2 pGAD-T7- BALBD1C-1
7 pGBK-Bd-cycA2 pGAD-T7- BdLBD1C-2 18 | pGBK-Bd-cycA2 pGAD-T7- BdLBD1C-2
8 pGBK-Bd-cycA2 pGAD-GAL4-Mt-CPP1 19 | pGBK-Bd-cycA2 pGAD-GAL4-Mt-CPP1
9 | pGBK-Bd-cycA2-A | pGAD-T7- BdLBD1C-1 20 | pGBK-Bd-cycA2-A | pGAD-T7- BALBDI1C-1
10 | pGBK-Bd-cycA2-A pGAD-T7- BdLBD1C-2 21 | pGBK-Bd-cycA2-A pGAD-T7- BdLBD1C-2
11 | pGBK-Bd-cycA2-A pAD-GAL4-Mt-CPP1 22 | pGBK-Bd-cycA2-A | pAD-GAL4-Mt-CPP1
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16. abra. A szalkaperje A2 ciklinje és két kivalasztott LOB-domain transzkripcids faktora
(BALBD1C-1 ¢és BdALBDI1C-2) valamint az MtCPP1 kozotti interakcié vizsgalata Y2H
kolcsonhatasi teszttel, két kiilonbozo €lesztd torzsben (AH-109 valamint PJ69-4A), epitop tag
szekvenciat tartalmazo vektorkonstrukciokkal (pGBK-T7, pGAD-T7 vektorok). A) SD-WL
kettds szelekcios taptalajon. B) SD-WLHA négyszeres szelekcids taptalajon. Az abrakhoz
tartozd tablazatban szerepld A jelzés az adott ciklin destrukcios motivum nélkiili valtozatat
jeloli.

Megbizhatdan reprodukalhatd kolesonhatast csak az MtCPP1 és az Ms-Cyc-A2A esetében
kaptunk, szalkaperjében megtalalhato legkozelebbi rokonaik kozott viszont nem. Erdemes
megjegyezni, hogy mind a teljes hosszusagli, mind a destrukcios box nélkiili szalkaperje A2
ciklin konstrukciok kotranszformacioja jelentésen lecsokkentette a transzformans élesztok
novekedési képességét. (A transzformans élesztdk novekedésére gyakorolt negativ hatds harom
fliggetlen kisérlet egybahangzd eredménye; a 16. &bra csak a legreprezantativab kisérleti
eredményt szemlélteti.) Tapasztalataink alapjan a PJ69-4A torzs hasznalatdval magasabb
transzformacios hatékonysagot sikeriilt elérniink, ezért tovabbi kisérlteteinket ennek a torzsnek a
hasznalataval végeztiik. Mivel az elsé vektorparral a (pGAD-T7 és pGBK-T7) a kdlcsonhatas
tesztelése nem jart sikerrel, ezért a kisérletet egy masik vektorparral (pGBT9 és pGAD-424) is
megismételtik. A pGAD-T7 ¢és pGBK-T7 konstrukciok hasznalata sordn a vektorrdl
expresszalodd fehérje epitop taggel ellatott forméban képzddik, és ez a jelolés a GAL4
megfeleld domainje (aktivator- ill. DNS-kot6 domain) és a fuzids partnerként vele egylitt
termelddd, vizsgalni kivant fehérje kozott helyezkedik el. Az epitop tag lehetdvé teszi az

expresszalodo fehérjék western blottal torténd kimutatasat. Az epitop tagekre specifikus

ellenanyagokkal mi is elvégeztiik a western-blott analizist, amelynek eredménye alapjan a
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lehetséges kolcsonhatod partnerek megfelelden detektalhatok a transzformdns élesztd sejtekbol

nyert fehérjeextraktumbol. A kolesonhatés hianyat tehat nem a fehérjék expresszidjanak hidnya

okozza.(Minvel ez az analizis csak a konstrukciok ellenérzésére szolgalt, eredményei ennél

részletesebben nem Kkeriilnek targyalasra a disszertacioban.)A kolcsonhatasok teszteléséhez

valasztott masodik vektorpar (pGBT9 és pGAD-424) nem tartalmaz epitop tag szekvenciat. Bar

a tag jelenlététdl elvileg nem varhato, hogy zavarja a lehetséges kolcsonhatasok kialakulasat, a

tag nélkiili vektorkonstrukciok nemcsak szerkezetileg allnak koézel a Medicago fehérjék

kolcsOnhatasanak vizsgalatahoz hasznalt pAD-GAL4, pBD-GAL4 vektorokhoz, hanem a jelolés

nélkiil képz6do fhzios fehérjék térszerkezete is kdzelebb all a kdlcsonhatd partnerként vizsgalt

fehérjék eredeti struktirdjahoz. A masodik vektorparral végzett kisérletek eredményeit a 17. €s

18. abra szemlélteti.

PJ69-4A

bait pray
1 pGBT9-iires pGAD-T7 - iires
2 pGBT9-iires pGAD-T7 — BdLBD1C-1
3 pGBT9-iires pGAD-T7 — BdLBD1C-2
4 pGBT9-Bd-cycA2 pGAD-T7 - iires
5 pGBT9-Bd-cycA2A pGAD-T7 - iires
6 pGBT9-Bd-cycA2 pGAD-T7- BdLBD1C-1
7 pGBT9-Bd-cycA2A pGAD-T7- BdLBD1C-1
8 pGBT9-Bd-cycA2 pGAD-T7- BdLBD1C-2
9 pGBT9-Bd-cycA2A pGAD-T7- BdLBD1C-2
10 pBD-GAL4-Ms-cycA2A | pAD-GAL4-MtCPP1
11 pBD-GAL4-Ms-cycA2A | pGAD-T7-BdLBD1C-1
12 pBD-GAL4-Ms-cycA2A | pGAD-T7-BdLBD1C-2
13 pBD-GAL4-Ms-cycA2A | pGAD-T7- iires
14 pGBT9-Bd-cycA2 pAD-GAL4-MtCPP1
15 pGBT9-Bd-cycA2A pAD-GAL4-MtCPP1

A SD-WL

SD-WLHA
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17. abra. A szalkaperje és a lucerna A2 ciklinje és a szalkaperje két kivalasztott LOB-domain
transzkripcids faktora (BALBD1C-1 és BALBD1C-2) valamint az MtCPP1 kozotti interakcio
vizsgalata Y2H kolcsonhatasi  teszttel, PJ69-4A  torzsben, pGBT9 ¢és pGAD-T7
vektorkonstrukciokkal. A) SD-WL taptalajon. B) SD-WLHA taptalajon. Az abrakhoz tartozo
tablazatban szerepld A jelzés az adott ciklin destrukciés motivum nélkiili valtozatat jeloli.

Kolcsonhatast a szaklaperje A2 ciklinje €s a szalkaperje két kivalasztott LBD transzkripcios
faktora k6zott nem tapasztaltunk sem abban az esetben, amikor a ciklint tag nélkiil kifejeztetd
,bait” konstrukciot kombinaltuk az LBD fehérjéket tag jeloléssel expresszald ,,prey”
konstrukcioval (17. &bra), sem pedig akkor, amikor az LBD transzkripciés faktorok
kifejezodését tag nélkiil biztositd pGAD-424  vektorkonstrukcioval —préobalkoztunk
kombindcioban a pGBTY9 vektorba klonozott szalkaperje A2 ciklinnel (18. abra). A pGBT9
vektorkonstrukciok alkalmazasakor is tapasztaltuk a szalkaperje A2 ciklinjének (kiilondsen a
stabilabb, destrukcios motivum nélkiili A valtozat esetében) negativ hatdsat az élesztd
novekedésére - hasonléoan a kolcsonhatas teszteléséhez elGszor hasznalt pGBK-T7
vektorkonstrukcidhoz. Pozitivum ugyanakkor, hogy mind a BALBD1C-1, mind a BdALBD1C-2
kolcsonhatast mutatott a lucerna A2 ciklinjével - de csak akkor, amikor a szalkaperje LBD
fehérjéi az epitdp tag jelolést biztositd pGBK-T7 vektorrol expresszalodtak (17. abra). Ugyan
két teljesen kiilonbozé novényfaj fehérjéi kozotti kolcsonhatast sikeriilt kimutatni, de
mindenképpen utal arra, hogy a BALBD1C-1 ¢és a BALBD1C-2 is képes lehet kdlcsonhatasba
lépni ciklinnel/ciklinekkel. Amikor ugyanezt a kisérletet a pGAD-424 vektorba klonozott
BdLBD1C-1 valamint BALBD1C-2 génekkel ismételtiik meg, nem kaptunk kolcsénhatast a

lucerna A2 ciklinje és a szalkaperje kivalasztott LBD transzkripcios faktorai kozott (18. abra).

bait pray

1 pGBT9-iires pGAD-424 - iires

2 pGBT9-iires pGAD-424—- BdLBD1C-1

3 pGBT9-iires pGAD-424 — BdLBD1C-2

4 pGBTY-Bd-cycA2 pGAD-424 - iires

5 pGBT9-Bd-cycA2A pGAD-424 - iires

6 pGBT9-Bd-cycA2 pGAD-424- BdLBD1C-1
<7 pGBTY-Bd-cycA2A pGAD-424- BILBD1C-1
2 [8 pGBTY9-Bd-cycA2 pGAD-424- BILBD1C-2
“ e pGBT9-Bd-cycA2A pGAD-424- BdLBD1C-2

10 pBD-GAL4-Ms-cycA2A pAD-GAL4-MtCPP1

11 pBD-GAL4-Ms-cycA2A | pGAD-424-BdLBD1C-1

12 pBD-GAL4-Ms-cycA2A | pGAD-424-BdLBD1C-2

13 pBD-GAL4-Ms-cycA2A pGAD-424- iires

14 pGBT9-Bd-cycA2 pAD-GAL4-MtCPP1

15 pGBTY-Bd-cycA2A pAD-GAL4-M{CPP1
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0,6

s | T

0,4

0,3

unit

0,2

0,1 T

pGBTY- /pGADA24-

pGBTY- /pGAD424-BdLBD1C-1

pGBT9-/ pGAD424-BdLBD1C-2
pGBTY-Bd-cycA2 /pGAD424-
pGBTI-Bd-cycA2A / pGADA24-
pGBTY-Bd-cycA2/ pGAD424-BdLBD1C-1
pGBTY-Bd-cycA24/ pGADA424-BdLBD1C-1
pGBT9-Bd-cycA2/ pGAD424-BdLBD1C-2
pGBTY-Bd-cycA2A/ pGADA24-BdLBD1C-2
pBD-MS-A2A / pAD- MtCPP1
pBD-MS-A2A/ pGAD424-BdLBD1C-1
pBD-MS-A2A/ pGAD424-BdLBD1C-2
pBD-MS-A2A /pGADA424-
pGBTY-Bd-cycA2 / pAD-MtCPP1
pGBTY-Bd-cycA2A / pAD-MtCPP1

18. abra. A szalkaperje és a lucerna A2 ciklinje és a szalkaperje két kivalasztott LOB-domain
transzkripcids faktora (BALBD1C-1 és BALBD1C-2) valamint az MtCPP1 kozotti interakcid
vizsgalata Y2H kolcsonhatasi teszttel, PJ69-4A torzsben, pGBT9 ¢és pGAD-424
vektorkonstrukciokkal. A) SD-WL szelekcios taptalajon. B) SD-WLHA szelekcios taptalajon.
C) A transzformans ¢éleszt6 kulturakbol izolalt B-galaktozidaz enzim aktivitasa 1pg enzim altal
egységnyi mennyiségli szubsztrat elbontasahoz sziikséges idére vonatkoztatva (unit). A szoras
harom fiiggetlen biologiai ismétlés eredményét tiikkrozi. A A jelzés az adott ciklin destrukcids
motivum nélkiili valtozatat jeloli.
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A tény, hogy a pGAD-424 vektorkonstrukcié hasznélatakor nem volt kimutathatd
kdlcsonhatéds a lucerna A2;2 ciklinje és a szalkaperje kivalasztott LBD fehérjéi kozott, pGAD-
T7 vektor hasznalataval viszont igen, arra enged kovetkeztetni, hogy a vektorvalasztas
nagymértékben képes befolyasolni az Y2H tesztelés eredményeit. Minthogy sem a BALBD1C-1,
sem a BALBD1C-2 fehérjére specifikus ellenanyag nem allt rendelkezésre, tag jelolés hianyaban
nem volt lehetséges annak ellendrzése, hogy a tag jelolés hidnya negativan befolyasolja-e a
szalkaperje kivalasztott LBD fehérjéinek stabilitasat, és ez okozhatja-e ebben az esetben a

kolesonhatés hianyat.

Az Y2H rendszer korlatjai ko6zé tartozik- a fals pozitiv interakciok detektalasanak
lehetdsége mellett -, hogy nem minden fehérje-fehérje kolcsonhatds mutathaté ki vele.
El6fordul, hogy egy interakcid6 nem elég erés vagy stabil ahhoz, hogy aminosav-
komplementacidra torténd szelekcidoval kimutathatdo legyen (un. ,,fals negativ”’ interakciok)
(Briickner és mtsai, 2009). Ez potencialis magyarazatul szolgalhat arra vonatkozdan, miért nem
vezetett eredményre a szalkaperje A2 ciklinje és két kivalasztott LBD transzkripcios faktora
kozotti kolesonhatds kimutatasara irdnyuld egyik probalkozasunk sem. Ennek igazolésara ugyan
részletes vizsgalatokat nem végeztiink, de B-galaktozidaz enzimaktivitas mérésével ellendriztiik
azt, hogy az epitop tag nélkiili vektorkonstrukciok esetében a lucerna A2;2 ciklin és a
szalkaperje két kivalasztott LOB-domain transzkripcids faktora kozotti kdlcsonhatast nem a
gyenge interakcio miatt nem sikeriilt detektalni. Szamottevd B-galaktozidaz aktivitast ugyanis
csak a pBD-GAL4Ms-cycA2A/pAD-GAL4-MtCPP1 valamint a pGBT9-Bd-cycA2A/pAD-
GAL4-MtCPP1 kombinaciok esetében kaptunk. A B-galaktoziddz aktivitds fotometralassal
torténé mérése alapjan nem csak a lucerna A2;2 ciklinje és az MtCPP1 kozott van kdlcsonhatas,
hanem a szalkaperje A2 ciklinje is képes az MtCPP1-LBD fehérjével kolcsonhatasba 1épni —
annak ellenére, hogy a négyszeres auxotrofia komplementacion alapuld novekedési teszteléssel
nem mutathatd ki ez az interakcié (18.C abra). Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy bar a
kolcsonhatas gyenge lehet a szalkaperje A2 ciklinje és az MtCPP1 kozott, de a szalkaperje A2
ciklinje is képes lehet kolcsonhatasba 1épni LOB-domain transzkripcios faktor/faktorokkal.

Konklazioként megallapithatd, hogy a Medicago A2 ciklin és LBD transzkripcios faktora
kozotti kolesonhatas szalkaperjében megtalalhatdé homolog fehérjékkel torténd reprodukalasa
Y2H rendszerben csak toredékesen volt sikeres. Ennnek szamos oka lehet: adédhat a modszertil

valasztott ¢élesztd-kéthibrid rendszer korlataibol; abbol, hogy az esetlegesen kolcsonhatd
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partnerek negativan befolyasolhatjak az ¢€lesztd életképességét, de eredhet abbodl is, ha az
interakci6 gyenge a vizsgalt fehérjék kozott. Eldéfordulhat az is, hogy a vizsgalt fehérjék nem
stabilan vagy nem megfeleld konformacioban expresszalédnak az élesztd sejten beliil, esetleg
hianyoznak a kolcsonhatast biztositd masodlagos modositasok (pl. foszforilacio) (Briickner és
mtsai, 2009). Végezetiil az sem zdarhato ki, hogy a szalkaperje A2 ciklinje és a kisérlethez
kivalasztott két LBD transzkripcids faktora kozott valoban nincs kdlcsonhatas. A szalkaperje A2
ciklinje és két LBD transzkripcids faktora kozotti kolcsonhatds kimutatasara iranyuld Y2H
kisérletek negativ eredményének hatterében allo okokat nem volt célunk kideriteni - a
disszertacioban bemutatasra keriilt tobbféle kisérlettel csupan néhany olyan alapvetd koriilményt
probaltunk tisztazni, mely negativan befolyasolhatja a kolcsonhatas kimutathatosagat. Annak
ellenére, hogy hipotézisiinket - miszerint a lucerna A2;2 ciklinje és a Medicago truncatula
MtCPP1 LOB-domain transzkripcios faktordhoz hasonléan homologidjuk alapjan a szalkaperje
két LBD fehérjéje, a BALBDIC-1 és a BALBDI1C-2 képes kolcsonhatni a szalkaperje A2
ciklinjével — nem sikeriilt igazolni, kisérleteink alapjan mégis arra kovetkeztethetiink, hogy mind
a szalkaperje A2 ciklinje képes LBD transzkripcios faktorral torténd interakcidra, mind a
BdLBD1C-1, 1C-2 fehérjék képesek kolcsonhatast kialakitani ciklinnel; mivel ez Medicago
partnerekkel mindkét oldalrol kimutathaté volt. Az tovabbra is tisztdzasra var, mely
ciklinnel/ciklinekkel hathat koélcson a BALBDIC-1 ¢és a BALBD1C-2, ahogy azt sem tudjuk,
mely LOB-domain transzkripcios faktorral/faktorokkal 1éphet kolcsonhatasba a szalkaperje A2
ciklinje. Az Y2H kisérletek tanulsaga alapjan ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasdhoz
elényosebb lesz in vitro technikdkat alkalmazni. Ilyen, a szalkaperje LBD fehérjék ¢és
ciklin/CDK komplexek kolcsonhatasat valamint az LBD transzkripcios faktorok feltételezett
foszforilacidos  szabalyozéasat feltarni hivatott kisérletek mar jelenleg 1is folynak

kutatocsoportunkban.

443 A BdLBD1C-1 és BALBD1C-2 homo- és heterodimer képzésének tesztelése Y2H
renszerben

Az Y2H kisérletek keretén belul sor kertult mind a BALBD1C-1, mind a BdLBD 1C-2
Oonmagaval valamint egymassal valé kolcsonhatasanak tesztelésére is (19. abra). A kapott
eredmények azt mutatjdk, hogy a BALBD1C-1 Y2H renszerben képes Onmagaval és a
BdLBD1C-2-vel is kolcsonhatni, autoaktivald hatast pedig nem tapasztaltunk. A BALBD1C-2
esetében ugyanakkor jol lathato az autokativald hatas abban az esetben, ha a GAL4 DNS-kotd
,binding” doménjét hordozé pGBK-T7 vektorba klonoztuk be. Ezért homodimer képzésére

vonatkozdan a BALBD1C-2 esetében kovetkeztetést nem vonhatunk le.
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A teljesség kedvéért mind a BALBD1C-1, mind a BALBD1C-2 esetében megvizsgaltuk,

képesek lehetnek-e kolcsonhatasra a Medicago MtCPP1 proteinnel is. Erre vonatkozoan csak a

BdLBD1C-2 esetében kaptunk nem tal erds, pozitiv eredményt.

bait pray
1 pGBKT7 - iires pGADTT7-iires
2 pGBKT7- BdLBD1C-1 pGADTT7-iires
3 pGBKT7 — BdLBD1C-2 pGADTT7-iires
o 7 pGBKT7 - iires pGADT7-BdLBD1C-1
o
<8 pGBKT7- iires pGADT7-BdLBD1C-2
E 10 pGBKT7- BdLBD1C-1 pGSDT7-BdLBD1C-1
11 pGBKT7- BALBD1C-2 pGADT7-BdLBD1C-2
12 pGBKT7- BALBD1C-2 pGADT7-BdLBd1C-1
13 pGBKT7-BdLBD1C-1 pAD-GAL4-MtCPP1
14 pGBKT7-BdLBD1C-2 pAD-GAL4-MtCPP1

SD-WL

SD-WLHA

19. abra. ABdLBD1C-1 és BALBD1C-2 homo- ill. heterooligomerizaciojanak tesztelése Y2H
renszerben. A) SD-WL szelekcios taptalajon. B) SD-WLHA szelekcios taptalajon.

Az Y2H rendszerben kapott pozitiv eredményeket — a modszer korlataibol adodoan- minden
esetben érdemes ¢és sziikséges mas biokémiai moszerekkel €s in vivo is igazolni, 6nmagaban az
¢lesztd kettds hibrid moddszer nem elegendd két fehérje kolcsonhatasanak egyértelmi
bizonyitasara. A BdLBD1C-1 és a BALBDIC-2 o6nmagukkal ill. egymasssal mutatott
kolcsonhatasanak alataimasztasa tovabbi kisérletekkel ugyan még varat magara, a BdLBD1C-1

¢s BALBD1C-2 lehetséges homodimerizacidjanak tovabbi vizsgalata abbol a szempontbol is
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figyelmet érdemld kutatasi irany lehet, mivel az eddigi irodalmi tapasztalatok alapjan az LBD
transzkripcidos faktorok zOome inkabb heterodimerekként funkcional, kevés péda van
homodimerizaciora vonatkozoan (Xu és mtsai, 2016). A kapott eredmények tiikrében pedig a
pGBKT7-GAL-4: BdLBD1C-1 konstrukcié alkalmas lehet tovabbi kolcsonhatd partnerek

azonositasat célzo atfogdbb screenelési kisérletekhez is.

4.5 Perspektivak

A fentiek tiikrében a Medicago fehérjékkel mutatott homoldgiara alapozott
munkahipotézisiink, miszerint a BALBD1C-1 és 1C-2 fehérjék kdlcsonhato partnerei lehetnek a
szalkaperje A2 ciklinjének, ¢élesztd két-hibrid kisérleteink alapjan nem nyert megerdsitést. A
kisérletekhez kiindulopontként szolgalo, Medicago fehérjékkel végzett kutatasi eredményekbdl
biztosan csak azt a kovetkeztetést vonhattuk le, hogy LOB-domain transzkripcids faktorok
kozvetlen kapcsolatban  allhatnak a  sejtosztodast irdnyitdé  kozponti  molekularis
mechanizmusokkal. Maga a kozel husz évvel ezel6tti Medicago kisérletbdl eredé alapgondolat,
hogy LOB-domain fehérjék direkt osszekottetésben alljanak a sejtciklus szabalyozasaval, mas
megkozelitésre €piild tovabbi kisérletekre érdemes. Munkacsoportunkban Zombori Zoltan és
Horvath Gabor altal végzett in vitro foszforilacios kisérletek elézetes eredményei éppen ezt
tamasztjak ala: mind a rekombinans uton eldallitott BALBD1C-1, mind az 1C-2 foszforilalodott

szalkaperje sejtszuszpenziobol izolalt 6ssz ciklin-CDK komplexek altal.

Ezek a még publikalatlan eredmények egészen 10j tavlatokat nyitottak szamunkra. A
ciklinekkel vald kapcsolat funkciojanak értelmezése harom nagy, egyenként is tobb évre
eléremutatd kisérletsorozatot igényld kérdéskort vet fel. Az elsd csoportba a foszforilacio
fehérjemiikodésre gyakorolt szabalyozo szerepének feltardsa tartozik. Ennek részeként mar
elkezdtiik azoknak a szerin/treonin aminosavaknak a beazonositasat mind az LBD1C-1, mind az
LBD1C-2 fehérjén belill, melyek a ciklin-CDK komplexek altal foszforildloédnak. Ezen
aminosavakra nézve konstitutivan nem foszforildlhaté valamint konstitutiv foszforilaciot
mimikalé mutans fehérje-variansokat mar létrehoztunk részint abbol a célbol, hogy teszteljiik az
adott aminosavak foszforilacidjanak relevanciajat, részint pedig azért, hogy megvizsgalhassuk a
foszforilaciéo fehérje-kolcsonhatasra és DNS-kotd aktivitdsra gyakorolt hatdsat. A fehérje-
kolcsonhatas vizsgalatahoz jo kiindulopontként szolgal az LBDI1C-1 és 1C-2 homo- ill.
heterodimerizaciés képességének ismerete. A DNS-koté aktivitas teszteléséhez pedig
folyamtban van az LBD1C-1 valamint 1C-2 altal preferencialisan felismert DNS-motivumok
beazonositasa. A masik nagyobb kérdéskor a ciklinek és a két szoban forgdo LOB-domain

transzkripcids faktor kozotti kolcsonhatds magara a sejtosztddasra gyakorolt hatasanak
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vizsgalatara vonatkozik. Hipotézisiink szerint ,,feed-back™ visszacsatolasos szabalyozas allhat
fonn: egyes ciklin-CDK komplexek foszforilacio révén szabalyozzak az LBD transzkripcios
faktorok aktivitasat, melyek sejtosztodast iranyitd gének miikodését iranyitjak- akar pozitivan,
akar negativan. Ennek igazolasadhoz a foszforilaciot végzo ciklin-CDK komplexek beazonositasa
valamint a LOB-domain transzkripcios faktorok célgénjeinek ismerete feltétleniil sziikséges. Ide
kapcsolodik annak megvizsgalasa is, hogy a ciklinek és a két szalkaperje LOB-domain
transzkripcids faktora kozotti kolcsonhatds pozitiv vagy negativ hatdssal van-e magara a
sejtosztodasra. A harmadik kérdéscsoport, melyet az altalunk vizsgalt kdlcsonhatas felvet, e
kapcsolat novények egyedfejlodésében in vivo betdltott szerepének feltarasa. Ezen tulmenden
felmertilnek az altalunk vizsgalni kivant szabalyozast nagyobb kontextusba helyez6 kérdések is;
pl. ez a foszforilacios szabalyozas mennyire konzervalt mas novényekben, és vannak-e esetleg
mas LOB-domain transzkripcios faktorok, melyek mitkodése szintén ciklin-CDK komplexek

altal szabalyozodik?

A sejtciklus szabalyozasa és a LOB-domain transzkripcios faktorok kozott valoszintsitett
kapcsolat tehat rengeteg kérdést vet fel. A disszertdcidban bemutatott kisérleti anyag ezek
megalapozasanak tekinthetd. A fentebb felvazolt kérdések megvalaszolasa joval tilmutat jelen
Ph. D értekezés targyan (s6t, feltehet6en kiilon-kiilon is elegendd ismertanyagot szolgaltathatnak
majdegy-egy 06nalloé disszertaciohoz), am ennek a kapcsolatnak a részletes feltarasa a

sejtosztddas és differencidlodas egészen izgalmas €s Gjszerli sszefliggései felé vezetnek.
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5. Osszegzés

A novények egyediilallban rugalmas egyedfejlodési programjanak hatterében allo
mechanizmusok megismerése a ndvénybiologia jelenleg is intenziven kutatott teriilete. A
novények természetben megfigyelhetd formai sokfélesége - nagy altalanossagban - a csak
novényekre jellemz6 nyitott egyedfejlodési programra vezethetd visssza. Habar az alapstruktarat
(pl. a levél formajat, Gsszetettségét, a virdg alakjat, viragzatta szervezdését stb.) fajra jellemzo
genetikai program szabja meg a novények esetében is, az allatoktdl eltéré modon az adott fajra
jellemz architektura posztembrionalisan alakul ki. Kdszonhetéan annak, hogy egész életiikon at
képesek 1) szervek l1étrehozasara, a novények esetében ez az arhitektura fajon beliil is végteleniil
plasztikus - legyen szo akar egy mamutfeny6érél, vagy az alig arasznyi ladfirél. Ennek a
plaszticitdsnak koszonhetd, hogy szesszilis életformajuk ellenére a ndvények képesek
alkalmazkodni folytonosan valtoz6 kornyezetiikhoz. Fajtol fiiggetleniil a plaszticitas forrasa a
merisztematikus sejtcsoportok pluripotencidjanak fenntartdsa valamint a mar differencialodott
sejtek kompetencidja 1) merisztémak formaldsara. A pontos ¢és ardnyos szervfejlodés
fenntartasahoz az 1 sejtek képzddésének és differencidlodasanak Osszehangoldsa ugyanakkor
elengedhetetlen. Ebben jatszanak kulcsszerepet a merisztémak ¢s differencialt szovetek hataran

elhelyezkedo sejtek (Wang és mtsai, 2016).

Bar ma még csak részleteiben ismert, hogy ezek a ,hatarsejtek” milyen mechanizmusok
révén szabalyozzak a szervfejlédés folyamatat, néhany olyan gént mar azonositottak, melyek
meghatarozzak miikodésiiket és identitasukat (Rast €és Simon, 2008). Ilyen génekként
azonositottak a disszertacio targyat képez6 LBD (Laterao Organ Boundaries- domain) géneket
is. Elnevezésiik (LOB- Lateral Organ Boundaries domain — vagyis oldalszervek hataran mik6do
fehérjék) is erre a jellegzetes kifejez6dési mintazatra utal. Maga a géncsalad egy csak
novényekben eléfordulo, fajonként néhany tucat tagot szamlalo transzkripcios faktor csaladot, a
LOB-domain transzkripcios faktorok csaladjat takarja. Kozos jellemzgjiik a fehérjék amino
terminalisan elhelyezkedé ~100 aminosav hosszu, erésen konzervalt motivum, a LOB-domain,
mely a fehérjék elsddleges funkcidiért (DNS-kotd aktivitds, fehérje-fehérje kolcsonhatasok
kialakitasa) felelds régiokat tratalamazza. A domain struktira alapan az ide tartozo fehérjék
konnyen beazonosithatok (Majer és Hochholdinger, 2011). A felfedezésiik ota eltelt bé masfél
évtizedben mar sokrétlien igazoltdk, hogy az oldalszervek hatdranak kijelolésén tal a
legkiilonfélébb szervfejlodést érintd folyamat iranyitasaban részt vesznek, mint pl.

fotomorfogenetikus folyamatok, levélmorfologia meghatarozasa, oldalgyokerek képzddése,
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viragfejlédés, pollenképzddés, kalluszképzdodés és in vitro regeneracio (Xu és mtsai, 2016). Egy-
egy LBD transzkripcids faktor egyszerre tobb kiillonbozd szerv fejlédési folyamatait is
iranyithatja, és gyakori, hogy ezeket a feladatokat mas-mas LBD transzkripcios faktorokkal
kombinacioban latjak el. Sokréti funkcidjuk ellenére gy tiinik, hogy az LBD transzkripcios
faktorok altalanossadgban a kiilsd kornyezeti jelek és a novényi hormonok jelentette belsd

szignalok fejlédési programma torténd ,,leforditasaban” jatszanak nélkiilozhetetlen szerepet.

Habar a LOB-domain transzkripciés faktorokrol egyre boviilé ismeretanyag —all
rendelkezésiinkre, ezek zome csak ludfiibl (A. thaliana), mint modellnévénybdl szarmazik.
Réadésul a ludfii esetében is az azonositott LBD géneknek alig negyedét jellemezték eddig
részletesen. Az egyszikiiekkel kapcsolatban (néhdny kukoricaval és rizzsel végzett kutatdstol
eltekintve) javarészt még tisztazatlan az LBD gének mikodése. Hatalmas gazdasagi
jelentdségiik okan ugyanakkor az egyszikiiekben is legalabb olyan fontos az altaluk iranyitott
folyamatok megismerése. Az LBD gének vizsgalatdhoz éppen ezért egy, a kaldszos
gabonandvényeinkkel szoros rokonsagban allo fajt, a szalkaperjét (B. distachyon) valasztottuk
kisérleti objektumul; egy olyan egyéves flifélét, mely adottsagai alapjan egyre szélesebb korben
elismert és alkalmazott egyszikli modellorganizmus (Draper és mtsai, 2001; Opanowitz és mtsai,

2008; Kelogg, 2015).

A disszertacidban targyalt kisérletek elsddleges célkitlizése az LBD géncsalad altalanos,
atfogo jellemzése volt a szalkaperjén beliil, beleértve a géncsalad tagjainak meghatarozasat,
filogenetikai kapcsolatainak vizsgalatat, valamint expressziojuk igen részletes, a gyokércsucstol
a hajtacstcsig, vegetativ és generativ szervekre egyarant kiterjedd analizisét. Osszesen 28 LBD
gént sikeriilt azonositanunk a szalkaperje genomjaban. A konzervalt LOB-domain aminosav-
szekvencidjan alapul6 filogenteikai vizsgalataink alapjan a szalkaperje LBD transzkripcios
faktorai két nagyobb osztdlyra (I és II osztdly), az els6 osztdlyon beliill pedig tovabbi 6t
alcsoportba (IA-IE) sorolhatok. A szalkaperje LBD génjeire altalunk bevezetett nomenklatira
ezt az evolucids rokonsdgon alapuld besorolast tiikrozi, és ez a filogenetikai besorolds
Osszhangban all mas fajokban végzett hasonlo elemzések eredményeivel. A rizs, a kukorica, a
ladfti és a szalkaperje LOB-domain transzkripcios faktorainak 6sszehasonlité 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
komplexitdsaban mutatkozott: egyszikiiekben a B-alcsalad, mig kétszikiiekben inkabb az A-

alcsalad kiterjedtebb. A géncsalad evolucios eredetét vizsgald kutatasok alapjan az LBD gének
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crer

ezt kovetd diszpergaldodasnak, valamint annak, hogy a duplikacids eseményeket kovetéen az
LBD géncsalad tagjai prezervalodtak, megmaradtak az evolicid soran. Becslések szerint a
magvas novények ismert LBD génjeinek tobb mint 80%-a duplikacios események eredménye
(Kong ¢s mtsai, 2017). A kromoszomalis régiok kollinearitasan alapulo in slico elemzésiink
szerint ez aldl a szalkaperje LBD géncsaladja sem kivétel. Mas magasabbrendli novényekkel
Osszehasonlitva ugyanakkor a szalkaperje genomja szamottevéen kevesebb LBD gént tartalmaz
(a legtobb zarvatermd novény 34 vagy ennél tobb LBD génnel rendelkezik). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a géncsalad erdteljes expanzidjat eredményezd folyamatok kevesebbszer

érintették a szalkaperje LBD géncsaladjat.

Az LBD génekre jellemz6 nagyfoka funkcionalis divergencia kétség kiviil erre az evolucios
torténetre vezethetd vissza, és ezt tiikrozi vissza az LBD génekre jellemz6 nagyon valtozatos
kifejezodési mintazat is. A QRT-PCR technikéaval feltérképezett részletes expresszids vizsgalat
alapjan a széalkaperje LBD génjeinek szovet/szervspecifikus kifejez6dése nemcsak
alcsoportonként egyedi, de gyakran csoporton beliil is nagy heterogenitast mutat, és sokszor még
az egymassal kozel rokon LBD gének kifejezddése is jelentdsen eltér egymadstdl. Emiatt
nemcsak nehéz, de hiba is volna egy-egy alcsoporthoz altalanos funkciot tarsitani. Néhany
jellegzetesség ennek ellenére megallapithato: igy pl. az IA alcsalad génjei leginkabb a
virdgzatban és a levél szoveteiben expresszalodnak, az IB alcsalddra inkabb gydkérspecifikus
kifejez6dési mintazat jellemzd, az IE alcsalad tagjai pedig inkébb a portokban expresszalodnak.
Tolik eltéréen az IC, ID alosztalyok tagjai igen valtozatos kifejez6dési 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 miikodik, de olyan is
akad, amelyik csak a gyokér egyes szegmenseiben mutat expressziot. Az ID alcsalad esetében az
LBD1D-1 csak a levél kiilonb6zd részeiben, mig az LBD1D-2 szinte minden vegetativ szervben
kifejezddik. Egyediil a 11 osztaly génjeire jellemzd a nem szdvetspecifikus expresszio. Hasonlo
valtozatossag csak kevés masik géncsalad esetében figyelhetd meg. A sokszinii kifejezddési
mintazat nemcsak a szalkaperje LBD géncsaladjara érvényes: az altalunk kapott eredmények
Osszhangban allnak mas fajokbol mar ismert expresszios mintazatokkal. A szalkaperje egyes
LBD génjeinek kifejezddési mintazata nagyfoka hasonldsdgot mutat mas fajokban (pl. ludfiiben,
kukoricédban, rizsben) azonoitott legkdzelebbi rokonjaik kifejez6dési mintdzataval. Bar az
expresszios mintazat ismerete az LBD gének szerepének megértéséhez messze nem elegendd, de

nélkiilézhetetlen kiindulopontja a funkcionalis vizsgalatoknak. A kiilonb6z6, akar egymastol
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tavoli rokon fajok LBD génjeinek kifejez6dési mintdzatai kozott tapasztalhatd egyezések alapjan
feltételezhetjiik, hogy az egyes LBD gének funkcidja evolicidosan nagymértékben konzervalt
lehet.

Munkacsoportunk erre a konzervaltsagra alapozva kezdte el a géncsalad két tagjanak, a
BdLBD1C-1 és a BALBD1C-2 funkcionalis jellemzését. Korabbi kutatasi eredményeink alapjan
a lucerna (M. sativa) A2;2 ciklinje és a M. truncatula egyik LOB-domain transzkripcios faktora,
az MtCPP1 kolcsonhato partnerek lehetnek. Részben ennek a kolcsonhatasnak kdszonhetéen
iranyult a figyelmiink az MtCPP1 szalkaperjében megtalalhatd két homoldgjanak, a BALBD1C-
1 és a BALBDI1C-2 funkcionalis karakterizalasa felé. Ennek keretén belill az egyik célunk a
BdLBD1C-1 valamint a BdLBD1C-2 sejtciklus szabalyozasaval valdo kapcsolatanak
alatdmasztasa. Ezt céloztdk a lucerna A2 ciklinje és az MtCPP1 kozotti kolesonhatas
reprodukélésara irdnyuld kisérleteink élesztd kéthibrid (Y2H) rendszerben, szalkaperjében
megtalalhatd homologjaikkal. Ugyan a szalkaperje A2 ciklinje és a BALBDIC-1 valamint
BdLBD1C-2 ko6zott kolesonhatas kimutatasa Y2H vizsgalatokkal zommel negativ eredményre
vezetett, de a vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy potencialisan mind a BALBD1C-1, mind a
BdLBD1C-2 képes lehet ciklinel/ciklinekkel vald interakciora. Erre utalnak munkacsoportunk
még publikalatlan eredményei is: in vitro foszforilacios kisérletek alapjan a BALBD1C-1 és a
BALBD1C-2 is képes foszforilalodni a szalkaperje sejtszuszpenziobol izolalt ciklin-ciklin

dependens kinaz komplexek altal (Zombori Zoltan, Horvath Gabor- nem publikalt adat).

Arra vonatkozodan, hogy a LOB-domain transzkripcios faktorok kapcsolatban allnak a a
sejtciklus szabalyozasaval, tobb irodalmi adat is utal. Ludfiiben pl. az LBD16 és LBD29 a
gyokér periciklus sejtek osztodasanak pozitiv regulatora (Goh és mtsai, 2012; Feng és mitsai,
2012), az LBD27/SCP (SIDECAR POLLEN) a sejtosztodasi iranyanak ¢és idézitésének
meghatarozasaval jatszik szerepet a mikrospora sejtek fejlddésében (Oh €s mtsai, 2010), az
AS2/LBD6 hianya pedig fokozott sejtproliferaciot eredményez a levelek adaxialis oldalan
(Iwakawa és mtsai, 2007). Arra vonatkozdan, hogy a LOB-domain transzkripcios faktorok
maguk is sejtciklus szabalyozottak lehetnek, eddig még nem volt példa. Eredményeink a
BALBD1C-1 és a BALBDI1C-2 esetében egyértelmiien ebbe az iranyba mutatnak. Kizardlag az
itt bemutatott eredményekre tdmaszkodva azonban még messzemend kovetkeztetéseket nem
vonhatunk le a BALBD1C-1 és a BALBD1C-2 direkt kapcsolatarol a sejtciklus szabalyozasaval.
Nem tudjuk, ebben a folyamatban mely ciklin-CDK komplex vesz részt. Nem ismertek azok a

szervfejlodési folyamatok sem, amelynek irdnyitdsaban szerepe lehet egy ilyen folyamtnak.

90



Felmeriil a kérdés, lehetnek-e esetleg mas ciklin-CDK komplexek altal szabalyozott LOB-
domain transzkripciés faktorok is? Az sem tisztdzott, hogyan befolydsolja a ciklin-CDK
komplexek altal torténd szabalyozas a LOB-domain transzkripcios faktorok mikodését; és az is
kérdéses, ez a feltételezhetd szabalyozasi kapcsolat mennyire altalanos a novényvilagban.
Ezeknek az alapvetd kérdéseknek a megvalaszolasa tovabbi részletes kutatdsokat igényel, és a
novényi egyedfejlédés egy eddig teljesen ismeretlen teriiletének - a sejtosztodds és a

differencialodas 6sszefonodasanak- megismerése fel¢ vezet.
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6. Summary

Understanding the mechanisms behind the unique and flexible ontogeny of plants is an
intensively studied field of plant biology. In a nutshell, enormous variety of plant architecture in
nature can be traced back to this plant specific felxible developmental program. Although basic
structures characteristic of a given species (e.g. compound or simple leaf shape, structure of
flowers and inflorescences) are determined by species specific genetical programmes in the case
of plants as well, but contrary to the animal ones, plant architecture develops postembryonic.
Moreover, this architecture is infinitely variable owning to the special capacity of plants that
they are able to produce new organs during their entire lifespan. This plasticity is true for every
plant species from the Arabidopsis with height of a span to the 100m high Sequoiadendron trees.
Despite their sessile lifestyle plants can adopt to the continuously changing environment thanks
to this plasticity. The sources of flexibility are the maintenance of meristematic cell activity and
the competence of differentiated cells to form new meristems. In order to develop a proper and
proportional plant architecture cell division and differentiation of daughter cells must be
coordinated precisely which is carried out by specialized cells located at the meristem to organ
boundaries (Wang et al., 2016).

Although it is not known in details how they regulate plant organogenesis, some genes
determining the function and identity of boundary cells have been already characterized (Rast
and Simon, 2008). LBD (Lateral Organ Boundaries Domain) genes were identified as one of the
genes specific for boundary cells. In addition, their name refers to this characteristic spatial
expression pattern. LBD genes themselves encode a plant specific transcription factor family
with a few dozens of members. Their common feature is a ~100 amino acid long, highly
conserved domain motif - termed LOB-domain - that contains the regions required for basic
functions of the proteins such as DNA-binding activity and formation of protein-protein
interactions. LOB-domain proteins can be identified easily on the basis of this conserved motif
(Mayer and Hochholdinger, 2011). LBDs were discovered about a decade ago and since then it
has been proven that they define not just lateral organ boundaries but they regulate high variety
of developmental processes, too - e.g. photo morphogenetic responses, leaf shape formation,
lateral root emergence, flower development, pollen production, callus formation and in vitro
plant regeneration (Xu et al.,, 2016). A LOB-domain transcription factor could control the
development of several different organs simultaneously and it is frequently reported that
multiple functions of an LBD are fulfilled by forming complexes with different other LBDs.

92



Despite their highly diverse functions it seems that LBDs play generally an essential role in

integration of environmental stimulis and inner hormonal signals to developmental programmes.

Literature of LOB-domain transcription factors is broadening remarkably broad. However,
our knowledge on them originates mostly from Arabidopsis experiments. Despite the intensive
researches on them only one fourth of LBDs have been functionally characterized yet even in
the most studied Arabidopis, the dicot model plant. Apart from some few data based on maize
(Zea mays) and rice (Oryza sativa) experiments function of LBDs is much more unexplained in
monocotyledonous plants as well. However, on the ground of high economic importance it
would be important to reveal the LBD mediated processes in monocots. For this reason we have
choosen purple false brome (Brachypodium distachyon) as a model organism for our studies on
LBD genes. This small annual grass species is closely related to cereals with high agronomical
importance and owning to its advantageous features Brachypodium became a widely accepted
and used model plant of grasses (Draper et al., 2001; Opanowitz et al., 2008; Kelogg, 2015).

Our primary aim in the project presented here was a general and comprehensive
characterization of LBD gene family in Brachypodium - including the identification of family
members, analysis of their philogenetic relationships and analysis of their spatial expression
pattern in high resolution from root tip to shoot apex. With the help of BLAST (basic local
alignment search tool) based searching approach we identified 28 LBD genes in Brachypodium
genome. LOB-domain transcription factors of Brachypodium can be divided into two main
groups (Class | nad Class Il) and five further subclasses (IA-1E) can be distinguished within
Class | - according to the phylogenetic analysis based on amino acid sequence alignment of
highly conserved LOB-domain motifs. This classification is consonant to the results of similar
philogenetic studies on LOB-domain transcription factors of other species and we established a
nomenclature for Bracypodium LBDs reflecting the phylogeny. There are neither LBD gene
unique to Brachypodium nor monocot specific lineage within the LBD family according to
phylogenetic comparison of Brachypodium, rice, maize and Arabidopsis LBDs. However, there
are some characteristic differences regarding the complexity of some subclasses: subclass 1B
seems to be enlarged in monocots while subclass IA is more expanded in dicots. Based on
surveys investigating origin of LBD gene family, whole genome duplication and gene dispersion
must be the main force of LBD gene diversification and members of the family must be highly
preserved during the evolution. By estimation of Kong et al., more than 80% of known LBD
genes of angiosperms are originated from duplication events (Kong et al, 2017). Our in silico
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analysis of chromosomal co-linearity suggests that Brachypodium LBDs arise on the same way.
However, Brachypodium genome encodes far less LBD genes compared to other higher plants:
most of the angiosperms have 34 or more LBD genes while Brachipodium has only 28. The
reduced number of LBD genes in Brachypodium indicates that LBD gene family in purple false

brome was affected fewer times by mechanisms leading to gene family expansion.

There is no doubt that great functional diversity typical of LBD genes can be traced back to
this evolutionary history and this is also reflected by the highly diverse expression pattern of
LBDs reported frequently. Tissue and organ specific expression patterns of Brachypodium
LBDs revealed by detailed gRT-PCR measurements not only differ from each other regarding to
different subclasses but LBDs in a same phylogenetic subgroup often show high expressional
heterogeneity, too. Moreover, we observed several times that expression of closely related LBD
genes differs dramatically. Because of high variances in the expression it is incredibly difficult -
and there is no sense - to assign one general function to an LBD subclass or a gene.
Nevertheless, some general features can be recognised: e.g. members of subclass 1A are active in
parts of the leaves and in the inflorescence, while members of subclass IB can be characterized
with root specific expression in general and genes in subclass IE are expressed mailny in
anthers. Differing to them, members of subclass IC and ID show highly diverse expression
profile. E.g. among members of subclass IC there is a gene which is active only in vegetative
plant parts, another one is expressed in parts of the root and in generative organs, and another
one is expressed only in root segments, mainly in root tip. Regarding to subclass ID, LBD1D-1
is active in specific parts of the leaf such as ligules and sheaths, while LBD1D-2 is active in
almost all vegetative plant parts we tested. Expression of LBDs in Class II doesn’t exhibit tissue
specificity. The highly diverse expression patterns of LBDs is not only typical of Brachypodium
but our results aslo corresponds with expression dates of LBDs from other species and
expression of each BALBD genes show high similarity to the expression pattern of their
counterparts in other species such as Arabidopsis, maize and rice. This suggests not just great
functional diversity of LBD gene family but also suggests that diverse functions might be
evolutionary conserved among different plant species. Although knowledge of transcript profile
is not enough for understanding the role of LBD genes, but expression pattern analysis is an
essential and integral part of functional characterization of a gene family and provides a solid

base for further studies.
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We started to reveal the function of BALBD1C-1 and BdLBD1C-2 based on the
hypothesized functional conservation of LBD genes. According to our previous yeast two hybrid
(Y2H) studies A2;2 type cyclin of alfalfa (Medicago staiva) interacts with MtCPP1 (cyclin
partner protein), a LOB-domain transcription factor of Medicago truncatula. The aim of that
experiments was to identify the protein partners of alfalfa A2;2 cyclin but the results shed light
on plausible connection of LBD proteins to cell cycle regulation and called our attention to the
LBD protein family. Recent surveys of our laboratory focus on functional characterization of the
closest counterparts of MtCPP1 in Brachypodium, BdLBD1C-1 and BAdLBD1C-2. Based on
homology of BdLBD1C-1 and LBD1C-2 to MtCPP1, we hypothesize that both of the
Brachypodium LBDs might have direct connection to cell cycle regulation. In order to confirm
this hypothesis we attempted to reproduce the original Y2H experiment with the usage of
Brachypodium homologues of MtCPP1 and alfalfa A2 cyclin. Although our Y2H experiments to
demonstrate interactions between Brachypodium A2 cyclin and LBD1C-1, LBD1C-2
respectively led to negative results, we observed that both BALBDs were able to interact with
alfalfa A2 cyclin. This means for us that both LBD1C-1 and LBD1C-2 have the potential to
interact with cyclin(s). Outcome of in vitro kinase assay supports this hypothesis: both LBD1C-
1 and LBD1C-2 is phosphorilated in vitro by total cyclin-cyclin dependent kinase (CDK)
complexes purified from Brachypodium cell suspension culture (Zoltan Zombori, Gabor

Horvéath, unpublished).

It is frequently reported that LOB-domain transcription factors are linked to cell cycle
regulation. For example AtLBD16 and AtLBD?29 are positive regulators of asymmetric division
of pericycle cells during lateral root initiation (Feng et al., 2012; Goh et al., 2012),
AtLBD27/SCP (SIDECAR POLLEN) plays an essential role in correct timing and orientation of
microspore cell division (Oh et al., 2010) while loss of AtLBD6/AS2 function leads to increased
cell proliferation at the adaxial site of leaf laminas (lwakawa et al., 2007) in Arabidopsis.
However, there have been no indications on the cell cycle dependent phosphorilation based
regulation of LOB-domain transcription factors yet. Preliminary results of our Y2H experiments
and in vitro kinase assay supports this to the first. However, we can't lay down exact conclusions
yet regarding to the direct connection between BALBD1C-1, BALBD1C-2 and cell cycle
regulation. We don't know which cyclin-CDK complex is involved in this process. We don't
know which developmental processes are coordinated by cell cycle dependent phosphorilation
based regulation of BALBD1C-1 and BALBD1C-2. It is questionable too, whether there are other

LOB-domain transcription factors which are regulated by cyclin-CDK complexes. The effect of
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phosphorilation on the protein function also needs to be elucidated and we don't know whether
this regulation mechanism is conserved and typical of other plant species or not. Answering
these basic questions requires further experiments and means opportunity to reveal a completely
unknown aspect of plant onthogenesis and leads to better understanding of the relationship

between cell division and differentiation.
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Roviditések

ARF: Auxin Response Factor

ARI1/CRL1: Adventitious Rootless/Crown

Rootless1

ARR: Arabidopsis Response Regulator

AS2: Asymmetric Leaves2

ASL: Asymmetric Leaves-like

BAC: Bacterial Artifical Chromosome

BASL1: phytochrome-B Activation Tagged

Supressor

bHLH: basic Helix-Loop-Helix transcription

factor

BLAST: Basic Local Alignment Search
Tool

BOP: Blade On Petiole

BRZ1: Brassinazole Resistantl

CDK: Cyclin Dependent Kinase

CUC1.: Cup-Shaped Cotiledonl

DH1: Degenerated Hulll

E2F/DP: E2F-Dimerisation Partner

EG1: Extra Glumel

EST: Expressed Sequence Tag
EXP: Expansin
Gl: Giganthea

GIP1: G-bpx Binding Factor Interacting
Proteinl

HB: Homeodomain-zip1 transription factor

HIRA: Histon Regulatory Complex A

IAA: Indol-Acetic Acid Induced Protein

Igl: Indeterminate gametophytel

ITS: Internal Transcribed Spacer

JAG: Jagged

JLO: Jagged Lateral Organ

KNOX: Knotted-Like Homeodomain

transcription factor

LAF: Lateral Organ Fusion

LAS: Lateral Supressor

LBD: Lateral Organ Boundary Domain

LOB: Lateral Organ Boundary

MYB: Myeloblast transcription factor

NAM: No Apical Meristem
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NDHF: subunit of NADH-dehidrogenase

NPGS: National Germplasm System

PAP: Production of Anthocyanin Pigment

(MY B-transcription factor)

PB: Brevipedicellus

PIN: Pin-formed

PLT: Plethora

PTL: Petal-loss

gRT-PCR: guantitative real-time

polymerase chain reaction

Ra2: Ramosa2

RAM: Root Apical Meristem

RAPD: random amplification of

polimorphyc DNA

RAX: Regulator of Axillary Meristem

RBR: retinoblastoma related

RFLP: restriction fragment leight

polymorphism

RS2: Rought Seath2

RTCL: RTCS-like protein

RTCS: Rootless Concerning Crown and

Seminal Roots

SAM: Shoot Apical Meristem

SCP: Sidecar Pollen

SNP: Single Nucleotide Polimorphism

SSR: Single Sequence Repeat

STM: Shoot Meristemless

TILLING: Targeting Induced Local Lesions

in Genomes

WUS: Wuschel
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Fiiggelék

1. A Kkisérlet soran alkalmazott protokollok
1.1 RNS-izolalas LiCl-dal

1) Felhasznalas elétt 20 pl/ml B-merkapthoetnolt adunk az extrahalé pufferhez, majd 65°C-ra

melegitjiik, majd alaposan vortexeljiik.
DEPC kezelt extrahalo puffer dsszetétele (100 ml vizben oldva):
CTAB (2%) 29
Tris (IM; pH8.0) 10 ml
NaCl (2M) 11649
Spermidine (0,5 g/l) 0,005 g
EDTA (0,5M) 4ml

2) 100 mg folyékony nitrogénben, kvarchomokkal, dérzsmozsarban alaposan homogenizalt

novényi mintdhoz 0,5 ml extrahalé puffert adunk, majd alaposan vortexeljiik.
3) A mintat 56°C-on, 2 percig inkubéljuk, majd ismét vortexeljiik.

4) A mintat jégen lehiitjik, majd 0,5 ml fenol: kloroform: izoamilalkoholt (25:24:1) adunk

hozza, ezutan vortexeljik.
5) 5 percig 13000 rpm-en, szobahdmérsékleten centrifugaljuk.

6) A felsd fazist atpipettdzzuk egy 0j eppendorfba, és a térfogatdval megegyezd mennyiségii

kloroformot adunk hozza, majd alaposan vortexeljiik.
7) 3 percig 13000 rpm-en, szobahdmérsékleten centrifugaljuk.

8) A felsé fazist atpipettdzzuk egy 1) eppendorfba, és a térfogata 1/3-dnak megfeleld
mennyiségli 8M DEPC-kezelt, autoklavozott LiCl-oldatot adunk hozzd, majd finoman
osszerazzuk. (Ugyeljiink, hogy ennél a 1épésnél semmiképp se pipettdzzunk az alsé fazisbol

vagy az interfazisbol!)

9) A mintat 4 °C-on overnight inkubaljuk.
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10) A mintat 20 percig centrifugaljuk 4 °C-on, 13000 rpm-en.

11) A pelletrdl eltavolitjuk a feliiluszo frakciot, majd 400 ul DEPC-kezelt, autoklavozott 2M
LiCl-dal mossuk a csapadékot.

12) A csapadékot visszaoldjuk 300 pl 0,5% DEPC-kezelt SDS-oldatban.

13) A mintdhoz 300 pul kloroform:izoamilalkoholt (24:1) adunk., majd 3 percig 13000 rpm-en,

szobahdmérsékleten centrifugaljuk.

14) A felsé fazist atpipettdzzuk egy 0j eppendorfba, majd a térfogata 1/10-ének megfeleld
mennyiségli 3M Na-acetatot (DEPC-kezelt, pH:4.8) és a térfogata haromszorosanak
megfeleld mennyiségli RNazmentes 96% EtOH-t adunk hozza.

15) A mintat -20 °C-on overnight inkubaljuk.
16) A mintat 20 percig centrifugaljuk 4 °C-on, 13000 rpm-en.
17) A pelletrdl eltavolitjuk a feliiltiszo frakciot, majd 400 pl 75% EtOH-val mossuk.

18) Az etanol eltavolitasa utan a pelletet jégen szaritjuk, majd 50 pul DEPC-kezelt vizben
feloldjuk.

19) Koncentraciomérés Nanpdroppal (2 pl minta), majd a minta integritdsanak ellendrzése gél
elekrtoforézissel, 1% agaréz gélen (1 pl minta + 9 pl DEPC-kezelt viz + 2 pul 6x loading
buffer)

20) A mintat ezutan —80 °C-on taroljuk felhasznalasig.
DNaz kezelés

1) A kovetkezd reakcidelegy Osszeallitasa, 60 pl végtérfogatra:

30 ug RNS (~46 pl)

6 ul DNase puffer (Mg?* tartalmit)
6 ul DNase

0,5 ul RNase inhibitor

1,5 ul DEPC-kezelt viz
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2) A mintat 30 percig 37 °C-on inkubaljuk.
3) A mintakat 10 percig 65 °C-on inkubaljuk az enzimek inaktivéalasa érdekében.

4) A reakcidelegyhez 150 pl depc HpO-t, 150ul fenolt (NEM pH 4-es fenolt!) és 150 ul

kloroformot adunk, majd alaposan vortexeljiik.
5) Centrifugalas 10 percig 13000 rpm-en, 4 °C-on.
6) A feliiluszoéhoz 200 pl kloroformot adunk.
7) Alapos vortexelés utdn a mintakat 10 percig 13000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaljuk.

8) A feliiliszohoz 20 pl Na-acetatot (1/10 térfogata a feliiliszonak) és 550 pl 96%-0s etanolt
adunk.

9) -20 °C-on overnight inkubéljuk.
10) Centrifugalas 20 percig 13000 rpm-en, 4 °C-on.

11) Ovatosan leontjiik a feliiliszot a csapadékrol, majd 70%-0s etanollal 2x mossuk a

csapadékot.

12) Csapadék szaritasa jégen, 10-15 percig, majd 25-30 ul DEPC H,O-ben visszaoldjuk a

csapadekot.

13) Koncentracidellendrzés Nanodroppal (2 ul minta), futtatas 1% agar6z gélben (1 ul minta + 9
ul DEPC-kezelt viz + 2 ul 6x loading buffer).

Amikor a mintank integritdsa megfeleld, genomi DNS-t6l mentes, nem degradalodott, akkor a
gélfoton latnunk kell a 18S és a 28S riboszomalis RNS-ek két élesen elkiiloniild savjat, hajtasbol
nyert mintak esetén pedig a plasztiszok riboszomalis RNS-einek plusz két savjat is.

Ha a minta tartalmaz genomi DNS-t is, akkor ezt a kdzvetleniil a zsebek alatt megjelend sav

formajaban latjuk, és ekkor sziikséges a DNaz kezelés megismétlése.
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1.2 cDNS-PCR

1) Reakcidelegy Osszedllitasa:
2ug RNS-templat
1,3 ul random hexamer
Kiegészités 13,8 ul végtérfogatra DEPC-kezelt vizzel.
2) A reakcidelegyet 5 percig 70°C-on inkubaljuk, majd 5 percig jégen hiitjiik.

3) Az elegyhez hozzamériink:

5ul reakcio puffer (5x RT-puffer)
2,5l dNTP mix (10mM)

0,5l RNase inhibitor

2,7 ul DEPC-kezelt viz

4) Az elegyet 5 percig 25 °C-on inkubéljuk, majd 0,5 ul reverz tarnszkriptdzt adunk minden
pozitiv mintahoz. Az enzim bemérése el6tt negativ kontrollként 5 pl-t kivesziink a mintabol,
ehhez nem adunk reverz transzkriptdzt. A negativ kontroll beiktatdsdval a késdbbiekben

ellendrizni tudjuk a reakcidelegy és a mintak tisztasagat.

5) Az elegyet 1 6raig 42 °C-on inkubaljuk, majd 10 percig 25 °C-on tartjuk, végiil 10 perc 70 °C-

os inkubalassal inaktivaljuk az enzimeket.
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1.3 Ellen6rzé6 PCR

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk a cDNS szintézis soran kapott termék mindségérol, feltétleniil
szlikséges egy konzervativ, konstitutivan expresszalodd gén primerparjaval végzett ellen6rzd
PCR reakcio elkészitésére. A Kkisérlet soran az Elingation factor 1 alpha génre tervezett

primerpart haszaltuk (Hong és mtsai, 2008).

1) Reakcidelegy Osszeallitasa egy mintahoz, 20 ul végtérfogatban

0,46 nl steril desztviz

2 ul Tag-puffer (Mg®* mentes)
2 ul dNTP mix (2mM)

0,75 pul reverz primer (10uM)
0,75 pul forvard primer (10uM)
0,04 pul Taq polimeraz (5U/ul)

12 pl templat DNS

PCR reakcio:

e 3 perc 95 °C — Tag-polimeraz aktivalasa

e 30 mp. 95 °C — templat DNS meltingje

e 45mp. 60 °C — primer és templat hibridizalasa ciklusszam: 35
e 1,5min. 72 °C — szintézis

e 7 perc 72 °C — reakcio terminalasa

A PCR-reakciot elvégezziik a reverz transzkriptazt tartalmaz6 pozitiv mintan, és a hozza tartozo
enzimmentes negativ kontrollon is. Minta helyett steril vizet tartalmazd, un. vizes proban,
valamint egy, kordbban mar pozitivnak mindsiilt cDNS-en (un. pozitiv proban) is lefuttatjuk a
reakciot. fgy ellendrizhetjiik, hogy a reakcidelegy tiszta, és a reakcidelegy valamint a hasznalt

enzimek miikodéképesek.

Ellendrzés: amplikonok futtatdsa 2% agar6z gélben
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2. A kisérletekhez hasznalt primerek

2.1 a qRT-PCR mérésekhez hasznalt primerek

gén neve Forward primer Reverse primer termék  amplifikaciés
mérete faktor
(nd) (hatékonysag
%)
BdLBD-1A-1  5- CGAACTGGCGTCCATACATT -3’ 5’- TCCGAGCACTACGAAGGATC -3 109 1.970 (99%)
BdLBD-1A-2  5- GTGAACGCCATTAGCACCAC-3 5-GTCTCCACGCACATTCAGG-3’ 211 2.001 (100%)
BdLBD-1A-3  5- AGCTCCAACAGGACCTCT -3’ 5- GTTGATGAAGTTCTGCGTGC -3 131 1.991 (100%)
BDLBD-1A-4  5- GGGCAAGATCAGCAGTTTTC -3’ 5’- CGAACTCGTATCCTCCGTTG -3 100 1.984 (99%)
BdLBD-1B-1 5- CCGTAGATTTCATGGATGTGG -3’ 5-TCTCGTTTTCCTCCAGATGC-3’ 87 2.018 (100%)
BdLBD-1B-2  5- GACCTCTCCGCACTCTTC -3’ 5’- TGACATGCTGGAGGAAGC -3’ 138 1.983 (99%)
BdLBD-1B-3  5- TCCTCCGTTGACCTCTCTTC -3’ 5’- AGATTGCCGCCTCCACTAC -3’ 149 2.001 (100%)
BdLBD-1B-4 5- GCAAGTTGGGTCTCGTTTGT -3’ 5-AAGGGAAATCGGAACAGAGG-3’ 85 1.996 (100%)
BdLBD-1B-5 5- GTCACACCCATGTCGTCCAT -3’ 5’- CCAGTTTGATCCGTCCTTCT -3 126 1.994 (99%)
BdLBD-1B-6 5- CGTTCAGTTTTGTGGCTTTG -3' 5'- CGAACACCTTGTGGATCG -3' 112 2.004 (100%)
BdLBD-1B-7  5- GTGAGCGAGATGCTGCTG -3’ 5-GGACGAAGACGACCTCCAC-3’ 138 1.993 (99%)
BdLBD-1B-8 5- GGCGATACAAGGGTATGGAG -3’ 5- TGTTGGATGGAAAAGGAGTTG -3’ 115 1.997 (100%)
BdLBD-1C-1 5- CCCTTCAACACGATGACG -3' 5'- CACCTCCAGGAGCATCTTG -3' 165 1.983 (99%)
BdLBD-1C-2  5- GACAACAGCCATCAAGCAGT -3' 5'- ACCACCAAAACGTCAAACAA -3' 117 1.975 (99%)
BdLBD-1C-3  5- AGCAGCCTGGTGTACGAG -3' 5- TTGCCCATCTTGAGCCTGAT -3' 149 1.979 (99%)
BdLBD-1C-4 5-CTGCTTTGGTTGCTTCTTTGA -3’ 5’- CCTTGAACAGAAACGGAGAGA -3 138 1.993 (100%)
BdLBD-1C-5 5- CTTGCCCGCTATCAGCAG -3’ 5- AGGTCGAGGTCCGAATCATA -3’ 104 1.997 (100%)
BdLBD-1C-6  5- CACAGCCCACCAATATTCAC -3' 5'- GACTCCATGCAGCAGAAGCT -3' 100 1.989 (99%)
BdLBD-1D-1  5- CACTGAGAGACACAAGCAGG -3’ 5’- TGAAAGCCCGTCGAGGT -3 103 1.991 (100%)
BdLBD-1D-2  5- CCAGATCGCCATGAACCAG -3' 5'- AGGAACCCTTGTAGTAGCTCT -3' 90 2.024 (100%)
BdLBD-1E-1  5- AACCTCACCAAGCTCATCAA -3’ 5’- GTAGCAACCCTCGGAAGG -3’ 114 1.975 (99%)
BdLBD-1E-2 5- GTAGGAGGAGTTGCGTCGTC -3' 5- TGCGGGGTTGAACTTTACTC -3' 105 1.992 (100%)
BdLBD-1E-3  5- GCCAGATTGACCACAAGGAG -3’ 5- TTGCGATTCTTCAGCCAGT -3 149 1.996 (100%)
BdLBD-1E-4 5- CAGCAGCAATACGGAAACAA -3' 5- TTGTCAGCGTTGATGTGTGA -3 161 1.994 (100%)
BdLBD-2-1 5'- GGTGAACACGACGACGACT-3’ 5’- GAGCCACAGCCCGAGAT -3 100 1.997 (100%)
BdLBD-2-2 5’- CTCCACCACGCTTCATCC -3 5’- GGCTTCATCTGCTGTGCT -3’ 98 2.005 (100%)
BdLBD-2-3 5’- CCTCCACCTCCAAAACAAAG -3 5- GTGTCCTGATCCGACTGTTC -3’ 190 2.004 (100%)
BdLBD-2-4 5'- GAAGAGTCGGGTCAGGACA -3’ 5’- GCTCAATCCGCTCACATCAA -3 198 2.002 (100%)
Bd4g06827.1 5- GGCAAGAAAAGTTTGAGTGTGT-3 5-CTAAGAGTTGTTGATCAACAGGG-3' 110 2.001 (100%)
CYyCcA2
|(3C)i/ UBC)18* 5-GGAGGCACCTCAGGTCATTT-3' 5-ATAGCGGTCATTGTCTTGCG -3' 193
BdEIFa* 5-CCATCGATATTGCCTTGTGG -3' 5-GTCTGGCCATCCTTGGAGAT -3' 183

A *-gal megjelolt génekre tervezett primerparok Hong és mtsai (Hong és mtsai., 2008)

crer
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2.2 Y2H konstrukciok létrehozasahoz, klonozashoz hasznalt primerek

Gén neve Primer szekvenciaja Termélméret (Nd)
Bd4g06827.1(cycA2)-FWD-Ndel 5- CGCATATGGCTGCTAGAAAGGATAATCCTGTCC-3 1506
Bd4g06827.1(cycA2)-REV-Xhol* 5- CCCTCGAGCTAAGAGTTGTTGATCAACAGGGGA-3’
Bd4g06827.1(cycA2)A-FWD-Ndel 5-CGCCATATGTCGTCCAAAAATTGCATTGCTG -3' 1239
Bd4g06827.1(cycA2)-REV-Xhol* 5’- CCCTCGAGCTAAGAGTTGTTGATCAACAGGGGA-3’
Bd4g06827.1(cycA2)-FWD-BamHI 5’- GCGGATCCATGGCTGCTAGAAAGGATAATCC -3 1506
Bd4g06827.1(cycA2)-REV-Nsil* 5- TGCATGCATCTAAGAGTTGTTGATCAACAGGG -3’
Bd4g06827.1(cycA2)A-FWD-BamHI 5’- GCGGATCCTCGTCCAAAAATTGCATTGCTG -3’ 1239
Bd4g06827.1(cycA2)-REV-Nsil* 5'- TGCATGCATCTAAGAGTTGTTGATCAACAGGG -3
BdLBD1C-1-FWD-EcoRI 5’- CCGAATTCATGCCCATTGCAAGTGACTGGCAGGAG -3 771
BdLBD1C-1-REV-Sall 5- CCGTCGACTCAACCGAAATAGGGAACATTCTC -3
BdLBD1C-2-FWD-EcoRI 5- CCGAATTCATGTCCACAGAGAGGGAGAGACT -3’ 753
BdLBD1C-2-REV-Xhol* 5’- CCCTCGAGTCAACCAAAGTATGCACCATGC -3’

A * jelolt primerek esetében a megfeleld vektorba torténd klonozas izoschizomer restrikcios

enzimekkel volt megvaldsithato.

3. Az Y2H Kkisérletekhez hasznalt vektorkonstrukciok

pGBKTT Vector Information FT3248-5

Cat. No. 630488
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all® EALS DN A Sinding Damain
>

TCA TCG Gh GO G AGT AGT AAC Ad4 BET LAl AGS CAETTE ACT GTA '@-EEE GAn TTT

T 5 oy i 3 5 o 147
.
i

s TTPramiar =My Eaivann Tag

T4 ATA CGA CTC ACT ATA GG Coa GOC GCOC ATC ATE GAG GaG CAGAAGCTE ATC TCA GAG GAG GAC CTE
STRAT

BAT AT GEE ATG GAG BEC GAATTC CCG GGG ATE CGT CGA CCT BCA GLB BLE LA TRATTAECATEACTLT

e T — e
e | Neol  SF1 Ecofll g BamHl Sall Parl el

[T Amia |

s TF T et

TTG GG GECTCTAAACGE GTCTTGA GEGETTT TTT GCGCE CTTE CAGECAAGCTAATT COGEE COAATTTCT TATG ATTT
3Toe

L]
AT GATTTTTATTATTALATA AGT TATAL LAA AN ATAL BT ETATACALATT TTAAAGT GACTCTTAG GTT TTAL AALG AL A4

3 DN A2 3 dun & i) =1 i’
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PT1021-5

pGBTS DNA-BD Vector Information
GenBank Accession # UOT646 Catalog #£1605-A
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pGADT? AD Vector Information FT3248-5

Cat. Mos. 630442
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80481
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