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Tartalmi o6sszefoglalo

A LATERAL ORGAN BOUNDARY DOMAIN (LBD) gének csoportja egy novényekre
specifikus, konzervalt, szervhatarokon mukodé népes géncsaladot takar. Habar
bizonyitottan részt vesznek szinte minden fejlédési folyamatban az embriogenezistol
egészen a viragképzésig, pontos szerepiiket mindezidaig csak néhany esetben sikeriilt
meghatarozni. Emellett a rendelkezésre allo informaciok nagy része Arabidopsissal végzett

kisérletekb6l szarmazik, az egyszikiiekben bet6ltott funkcidjukrol alig vannak ismereteink.

Kutatasaink két olyan LBD génre iranyultak, melyekrdl feltételezziik, hogy az
oldalgyokerek képzodésével és a sejtciklus szabalyozasaval is kapcsolatba hozhatok.
Nevezetesen a Bd2g53690 és a Bd2g34520 génekrdl van szo6. Kisérleteinkben ennek a két
génnek az expresszios mintazatat kivantuk felderiteni egy alig 10 éve koztudatba kertilt
egyszikli modellndvény, a szalkaperje (Brachypodium dystachion) segitségével.
Kiilonbzé novényi szovetekben, a gyokércsicstol egészen a hajtascsticsig, vegetativ és
generativ szervekben egyarant vizsgaltuk kvantitativ, valds idejiit PCR (Quantitative Real-

Time Polimerase Chain Reaction) analizissel a két gén transzkripcios szintjét.

Tovabba osszefiiggéseket kerestlink ezen gének és a Brachypodium adatbazisbol ismert

egyetlen A2 tipusu ciklinjének kifejezddési mintazata kozott.

Kulcsfogalmak: A2 ciklin, LATERAL ORGAN BOUNDARY DOMAIN (LBD) gén, LOB-
domén transzkripcios faktorok, sejtosztodas, szalkaperje (Brachypodium dystachion),

szervfejlodés, valos idejli polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)
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Bevezetés

Egy magasabb rendii, edényes novény felépitése Iényegében a hajtastengelybdl, a rola
elagaz6 oldalhajtasokbol, az azokon fejlodo vegetativ és generativ szervekbdl, valamint a
kozponti gyokérbdl és az oldalgyokerekbdl all. Az éldvilagban egyediilallo moédon e
szervek organogenezise szinte teljes egészében posztembrionalisan megy végbe,
koszonhetden annak, hogy a novények esetében csirdzas utan is maradnak pluripotens
sejtpopulaciok, ¢és a mar differencialodott sejtek is képesek dedifferencialodni é€s

visszanyerni pluripotenciajukat, ezzel egylitt osztodoképességiiket.

A hajtasban az embrionalis eredetli hajtas apikalis merisztéma (shoot apical meristem —
SAM) hordozza azokat az Ossejteket, amelyekrdl lassu proliferacioval fiizédnek le az
oldalszervek, levél- és viragkezdemények épitdkoveiként szolgald sejteket 1étrehozo
masodlagos merisztémak. Ezzel ellentétben a gydkérbdl hianyoznak az ehhez hasonld,
gyokér apikalis merisztémabol szdrmazd masodlagos merisztéma-sejtek. Helyettiik a
periciklus inicialis sejtjei kezdenek el osztddni, elinditva ezzel az oldalgydkerek fejlodését.
Ily modon az osztodasra képes sejtek egy nyitott, folyamatos ndvekedésre képes rendszert
biztositanak, melynek elemei meghatarozott rendben ismétlodnek, és a beldliik fejlodo

szovetek, szervek is egymastol diszkrét tavolsagban és sorrendben kovetik egymast.

Cellularis szinten tehat barmely mas tobbsejtli organizmushoz hasonléan a magasabb
rendii novényeknél is a sejtek osztddasa, az utddsejtek meghatarozott sorsa €s ezek korrekt
térbeli ¢és 1ddbeli elrendezddése hatdrozza meg a testszervezOdést. Ennek preciz
szabalyozasat bonyolult folyamatok Osszetett, sokrétli kapcsolatrendszere biztositja. A
novényi hormonok koziil kiemelt szereppel bir ezekben a folyamatokban az auxin és a
citokinin, molekularis szinten pedig a sejtosztodast szabalyozo transzkripcids faktorok,
ciklinek és ciklin dependens kinazok. Mindenekeldtt azonban a fejlédé 1) szerv és a
merisztémak hataranak kijel6lése az egyik legfontosabb feladat. Mai ismereteink szerint ez
a hatarvonal nem egyfajta filozoéfiai, ,,vagy merisztéma vagy fejlodd szerv” szélsOséges
allapota kozti dontést jelenti, hanem sokkal inkdbb egy egyedi expressziés mintazattal
rendelkezd, specializalt sejtekbdl all6 6nallo entitds. A hatarvonalat meghtzo sejtek
szigndlok hatdrozzdk meg. Funkcidjuk kettds: elvalasztani egymastdl a merisztémat és a
beldle fejlddd szervet, ugyanakkor fenntartani az osztodo szovet és a differencidlodott

sejtek kozotti kapesolatot. Ennek megfelelden olyan egyedi, csak rajuk jellemzé géneket
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milkddtetnek, amelyek mérséklik a sejtosztddast ¢és az auxin efflux csatorndk
hatékonysagat, ugyanakkor aktivaljadk a merisztematikus géneket. Prominens példak a
kizarolag szervhatarokon elhelyezked6 sejtekben kifejez6d6 génekre a ladfii (Arabidopsis
thaiana) CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC) génjei, vagy a PETALLOSS (PTL), a
BLADE ON PETIOLE (BOP) ¢és nem utols6 sorban a LATERAL ORGAN BOUNDARY
DOMAIN (LBD) gének (Rast és Simon, 2008).

Az LBD-génekkel kapcsolatos kutatasok a 2000-es évek elején kezdddtek. Létezésiikre
Arabidopsis ET22 vonalakkal végzett géncsapdazasi (gene trap) kisérletek deritettek fényt
(Shuai és mtsai, 2002). A Suahi és munkatarsai altal talalt génrél kezdetben csak annyit
lehetett tudni, hogy valamennyi hajtas apikalis merisztémabol eredd szerv adaxialis

alapjanak sejtcsoportjaiban valamint az oldalgydkerek inicidlisaiban expresszalodik. A

neve is innen ered: LATERAL ORGAN BOUNDARY (LOB).

Az altala kodolt fehérje akkor még ismeretlen volt. Pusztan csak annyit lehetett
megjosolni, hogy tartalmaz egy meglehetdsen konzervalt, nagyjabol 100 aminosavbol allo
szerkezeti motivumot, a LOB-domént. E domén szekvenciaja még 42 masik Arabidopsis
génben és szamos mas novényfajban, pl. szojaban (Glycine max), lucernaban (Medicago
sativa és Medicago truncatula), kukoricaban (Zea mays), rizsben (Oryza sativa),
paradicsomban (Licopersicon esculentum), erdei feny6ben (Pinus sylvestris), buzaban
(Triticum aestivum) és burgonyaban (Solanum tuberosum) is fellehetd. Kidertilt az is, hogy

valojaban egy igen sok tagot szamlalo, nagy géncsalddrdl van sz6 (Shuai €s mtsai, 2002).

Mivel LOB-doménnel vagy hasonld szerkezeti motivummal rendelkezé fehérjét
novényi adatbazisokon kiviil eddig sehol sem talaltak, kétséget kizardan ezek a fehérjék
novényi specifikus folyamatokban vesznek részt. Az LBD-gének valtozatos iddbeli- és
szovetspecifikus kifejez6dési mintdzata alapjan sejthetdé az is, hogy szamos kiilonb6z6
fejlédési folyamat iranyitasban jatszanak szerepet. Aktivitasuk sok mas, kulcsfontossagu
gén expressziojaval atfed. Példaként emlitve néhanyat: a viragképzésért felelés UNUSUAL
FLORAL ORGANS (UFO), az apikalis merisztéma sejtjeit szabalyoz6 NO APICAL
MERISTEMLESS (NAM) vagy a CUP-SHAPED COTYLEDON gének kifejezodése
kisértetiesen hasonlit az LBD génekéhez (Souer és mtsai, 1996; Aida és mtsai, 1997; Lee
¢és mtsai, 1997, Zondlo ¢és mtsai, 1999; Takada ¢és mtsai, 2001). Késébb az is

bebizonyosodott, hogy ezen gének egyiittesen feleldsek a szervhatarok kijeloléséért, a



merisztémak ¢és a fejlodé oldalszervek elhatarolasat végzd sejtek identitdsanak

fenntartasaért.

A tobb mint egy évtizede zajlo kutatdsok eredményeként ma mar azt is tudjuk, hogy a
LOB-domain fehérjék transzkripcids faktorok (Husband és mtsai, 2007). Szdmos esetben
az altaluk szabalyozott gének is ismertek, mint pl. a KNOTTED-LIKE HOMEODOMAIN
(KNOX) gének (Byrne és mtsai, 2000, Ikezaki és mtsai, 2010; Phelps-Durr és mtsai, 2005).
Emellett sikeriilt felderiteni néhany, az LBD gének mukodését kozvetleniil irdanyitd
mechanizmusra is, mint pl. az AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) fehérjék altal torténd
kozvetlen LBD-génaktivacid. S6t, néhany LBD gén prométrében auxinra érzékeny (auxin

responsive — AuxRE) szekvencia-elemeket is talaltak (Majer és Hochholdinger, 2011).

Sajnos, bar tobb szaz génrdl feltételezhetd, hogy az LBD génekhez tartozik, eddig
minddssze csak néhanyukat sikeriilt funkciondlis szempontbol részletesen jellemezni, a
legtobbjiik pontos biologiai szerepe maig bizonytalan. Emellett ma még legaldbb ilyen
keveset tudunk az Oket szabalyozd cisz-hatd elemekrdl és az LBD fehérjék kozvetlen
targetjeir6l is. A viszonylag kevés vagy még részleteiben hidnyos informacio ellenére
azonban vitathatatlanul fontos szerep tulajdonithato az LBD-géncsalad tagjainak. Atfogd
vizsgalatuk a szervhatarok fenntartdsa és a novényi hormonokra, kdrnyezeti hatdsokra
adott valaszfolyamatok hatterében 4ll6 molekuldris mechanizmusok megértése

szempontjabol is 1ényeges.

Kutatasunkkal szeretnénk tovabb arnyalni a roluk kialakitott képet. Am még miel6tt
ratérnék az eredmények prezentdlasara, szeretném roviden bemutatni magat a géncsaladot,

valamint a vizsgalati objektumul szolgalé Brachypodium dystachiont.



1. A szalkaperje (Brachypodium dystachion) bemutatasa

A szalkaperje (Brachypodium dystachion) mintegy tiz éve keriilt a tudomanyos
érdeklédés kozéppontjaba. Nem véletleniil: ez az egyéves kis fliféle szamos olyan kedvez6
tulajdonsaggal rendelkezik, melyek alapjan a mai modern ndvénybioldgiai kutatasok
idealis modellszervezetének tekinthetd. Alig egy évtized alatt sikeriilt igéretes és igen
hasznos modellndvénnyé avanzsalni a szalkaperjét. Ma mar rendelkezésiinkre allnak BAC-
konyvtarak (Hasterok és mtsai, 2006; Huo és mtsai, 2006; 2008), genetikai markerek
(Vogel és mtsai, 2009a) a genom fizikai térképe (Garvin és mtsai, 2009; Gu ¢és mtsai,
2009), 2009 ota pedig elérheté a Brachypodium teljes genom-szekvenciaja (Vogel és
mtsai, 2010), valamint a molekularis biologiai vizsgalati modszerek, mutagenezis-
technikak, hatékony transzfrmécios eljarasok sikerrel adaptalhatok a szalkaperje esetében
is (Vain és mtsai, 2008; Vogel és mtsai, 2006a), hogy csak a legfontosabb eredményeket
emlitsem. Ebben a fejezetben roviden ismertetném magat a novényt, kiillonos tekintettel

azokra a sajatsagokra, melyek alapjan mi is idedlis ,,kisérleti alanynak™ valasztottuk.

1.1 A Brachypodium dystachion, mint modellnévény

Az €16 szervezetek bonyolultsaga, végtelen komplexitdsa mindig is oriasi kihivasok elé
allitotta a kutatdkat. A bioldgiai folyamatokat iranyit6 alapvetd torvényszeriiségek feltardsa
érdekében kezdtek el hasznalni, és hasznalnak ma is olyan, viszonylag kevésbé Gsszetett
szervezeteket, mint pl. az E. coli, a fonalférgek (Nematoda) kozzé tartozoé Caenorabditis
elegans, az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) vagy a novénybiologiaban a ladfii
(Arabidopsis thaliana). De miként pl. az ecetmuslica sem alkalmas a gerincesekre jellemz6
specialis folyamatok leirdséara, akként a ludfii alkalmazhat6ésaganak is megvannak a maga
korlatai. Példanak okaért az egyszikliek egyed- ¢és szervfejlodésének, eltérd
sejtfalszerkezetének, az interkaldris merisztémak kialakulasanak és szerepének

modellezéséhez az Arabidopsis nem megfeleld objektum.

Mivel azonban a fiifélék oridsi szerepet toltenek be mindennapi kenyeriink forrdsaként,
¢és varhatoan a jovében mint energiandvények is, egyre nagyobb sziikség volt egy konnyen
kezelhetd, egyszikiiekre alkalmazhaté modellrendszer kidolgozasra. Molekularis bioldgiai
szempontbol ennek a szerepnek a betdltésére korabban a rizs (Oryza sativa) alkalmasnak
tlint, viszonylag kis genommérete okan. Sajnos azonban, 1évén vizes élohelyen eléfordulod

tropusi eredeti novény, nehezen alkalmazhaté pl. a mérsékelt Ovi gabonafélék



vernalizaciés folyamatainak, szarazsagtiirésének vagy akar fagytlirdé képességének
vizsgalatahoz. Nagy mérete €és specialis nevelési igényei pedig tovabb nehezitik a rizzsel

val6 kutatomunkat (Vogel és Bragg, 2009b).

Ezzel szemben a Brachypodium génusz képviseldi a vilag szinte dsszes mérsékelt ovi
szubkontinensére tehetd. Széles elterjedési teriiletének megfelelden szamos Okotipusa
ismert: az egyes valtozatok kozott eltérések tapasztalhatok a generacios id6 hosszéaban, a
novények méretében, a virdgzas idépontjaban, betegség-ellendllosadg és stressztolerancia
tekintetében (Luo és mtsai, 2010; Opanowitz és mtsai, 2008; Schwartz és mtsai, 2010). A
buzahoz hasonléan a Brachypodium okotipusok ko6zott is leirtak poliploid valtozatokat,
ahol 1n kromoszémaszam 5 helyett 10 vagy 15. Ez a szdmsorozat szépen beleillek egy
autopoliploid sorba: diploid, tertaploid és hexaploid. Fluoreszcens in situ hibridizacidval
(FISH) végzett kariotipizalasi kisérletek alapjan azonban sokkal valosziniibb, hogy az
In=10 és az 1n=5 kromoszomaszamu kariotipusok diploidoknak tekinthetok, az 1n=15
kromoszéma szamuak pedig e kettd allotetraploid leszarmazottai (Hasterok ¢és mtsai,
2004). Az allotetraploid névények konnyen elkiilonithetok diploid tarsaiktol: nagyobb
méretlire nonek, magvaik nagyobbak, nem igényelnek vernalizdciot a virdgzas
indukélasidhoz, és a kiilonbozdé kornyezeti hatdsokra nézve sokkal tolerdnsabbak, mint a

diploid valtozatok (Vogel és Bragg, 2009b).

A variansokbol két gylijtemeényt is 1étrehoztak: az egyiket az amerikai USDA (United
States Department of Agriculture), a masikat a walesi Aberystwyth University gondozza.
A gylijtemény legnagyobb része Spanyolorszagbdl, Franciaorszadgbol, Olaszorszagbol,
Szlovéniabol, Torokorszagbol és Irak teriiletérdl szarmazik. A tobb mint 30 természetes
Okotipus fenntartisa mellett a két intézményben beltenyésztett vonalak eldallitasan is
faradoznak. Az egyes vonalakat ,,Bd” el6taggal illetik, amelyet altalaban két szam kovet,
kotdjellel elvalasztva, pl. Bd2-3. Az elsd szam annak az dkotipusnak az azonositojara utal,
amelybdl a beltenyésztett vonal szarmazik. A masodik szam feltlintetése pedig azért
sziikséges, mert egy Okotipusbol altalaban tobb kiillonbozdé beltenyésztett vonalat is
l1étrehoztak, a kotdjel utdni szamjegy ezeknek a vonalaknak a megkiilonboztetésére szolgal.
A nomenklatiréban kivételt képez a Bd21-es vonal: eredetileg egyediili leszarmazottja volt
a Bd254867-¢s okotipusnak, igy masodik szamot nem kapott (Garvin és mtsai, 2008). Ez a

vonal azért is kiilonleges, mert a genomikai kutatdsok tobbségében, a teljes genom- és



EST-szekvenalasi projektekhez is ennek a vonalnak a genomja, DNS és RNS-tartalma
szolgalt forrasként, éppen azért, mert diploid, 1n=5 kromoszoéma szamu. Tobbek kozott a
rendelkezésre allo részletes szekvencia-ismeretek miatt valasztottuk mi is kisérletiinkhoz a

Bd21-es vonal novényeit.

Kis termete ¢s rovid generdciés ideje miatt idedlis nagy mintaszdmot igényld
kisérletekhez: egyedsiirisége akar 1000 névény/mz. Ez az egyedszam konnyen
fenntarthato tiveghazi koriilmények kozott vagy akar novényneveld kamraban is, lehetové
téve nagy mennyiségli novényi anyag ellendrzott kornyezeti feltételek mellett torténd
eléallitasat. Osszevetésként ugyanekkora teriiletre Arabidopsisbél 2000, bizabol

megkozelitéleg 50, rizsbdl pedig csak 36 ndvény iiltethetd (Vogel és Bragg, 2009b).

A rizsnél joval alkalmasabb modellndvénynek tekinthetd szerkezeti és funkcionalis
genomikai vizsgdlatok szempontjabol is: harom, egymastol fliggetlen kutatdocsoport
vizsgalatai alapjan a Brachypodium c-értéke hozzavetdlegesen 0,36 pg/haploid genom,
Osszhangban a genomméretre kapott 300-320 Mbp koriili nagysaggal (Bennett és Leitch,
2005; Vogel és Hill, 2008; Vogel és mtsai, 2006b), ami az egyik legkisebb az ismert
fufélék kozott. Filogenetikailag is sokkal kozelebbi rokonsagban all a legjelentsebb
gabonandvényeinkkel (buzaval, arpaval), mint a rizs. Szekvenciavizsgalatok szerint a
Brachypodium nemzetség a rizs és a mérsékelt 6vi gabonaféléket magaban foglalo klad
kozott helyezkedik el (Hsaio ¢€s mtsai, 1994; Catalan ¢és mtsai, 1995, 2000). A
kloroplasztisz genom restrikcios helyeit és a matK gén szekvencidjat is figyelembe vevo
tovabbi kutatasok alapjan a Brachypodium génusz a Poidae alcsalad torzsfajan beliil a
gabona-, takarmany- és pazsitfiifélék levalasa el6tt helyezkedik el, vagyis a gazdasagilag
oriasi jelentéséggel bird gabonandvényeinket tomoritd Triticae és és Poeae taxonok

testvércsoportjanak tekinthetd (Kelogg, 2001; Doring és mtsai, 2007).

Mindemellett 6nbeporzd, ami megkonnyiti a géntérképezéshez, mutins analizishez

nélkiilozhetetlen homozigota vonalak inditasat és fenntartasat (Draper és mtsai, 2001).

Osszehasonlitva tehat a leggyakoribb modellndvényekkel, a Brachypodium mind
biologiai, fiziologiai, mind genetikai jellemz6i alapjan is eleget tesz a jo
modellorganizmusokkal szemben tamasztott alapvetdé kovetelményeknek (1. tablazat,

Opanowitz és mtsai, 2008).
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A Barchypodium dsszehasonlitasa gazdasagilag hasznos fiiféléinkkel és a ladfiivel

Brachypodium Arabidopsis  Triticum Oryza Hordeum
. . . Zea mays .
dystachion thaliana aestivum sativa vulgare
kromoszémaszam (2n) 10 10 42 20 24 14
genomméret 300 Mb 164 Mb 16700 Mb 2400 Mb 441 Mb 5000 Mb
reproduktiv stratégia onbeporzo onbeporzd6  Onbeporzd  keresztbeporzas*  Onbeporzé  Onbeporzd

12 (tavaszi)

életciklus (hét) 10-18 10-11 ) 10+ 20-30 16+
40+ (6szi)
magassag 0,3m 0,2m 1m 2m 1,2m 1,2m
transzformalhat6sag konnyi konnyi lehetséges konnyti konnyi konnyi
. nagyon .
nevelési igények nagyon egyszer egyszeri egyszeri igényes egyszeri
egyszerii

1. tablazat (Opanowizt és mtsai, 2008) * A kukorica (Zea mays) természetes szaporodasi stratégiaja
is eredendéen Onbeporzas, a beltenyésztett vonalakat is igy tartjak fenn, a keresztbeporzas csak a
hibrid vetémagok eléallitasi modszerére vonatkozik.

1.4 Nevelési feltételek

A szalkaperje szdmos erénye kozil feltétleniil ki kell emelni konnyl nevelhetdségét.
Nem igényel kiilonleges talajkeverékeket. Igy a laboratériumunkban hasznalt,
gyokeérfejlodési és szarazsagtlirési vizsgalatokhoz bevalt homok-perlit 2:1 ardnyu elegyén
is jol nevelhetd. A perlitnek kdszonhetden ennek a keveréknek igen jok a vizhaztartési
jellemz6i, raadasul Gsszehasonlitva mas ilteté kozeggel, a homok-perlitben vagy homok-
vermikulit keverékében nevelt ndvényeknél ritkabban jelentkezik a Pythium okozta
gyokérrothadas, amire normal koriilmények kozott a szalkaperje eléggé fogékony (Vogel

¢és Bragg, 2009b).

Az optimalis nevelési koriilmények (20 h megvilagitas: 4 h sotét fotoperiodus, 24°C-0s
nappali, 18°C-os éjszakai hémérséklet) ndvényneveld kamraban és iiveghdzban is
egyszerlien biztosithatoak és kontrollalhatoak (Vogel és Bragg, 2009b). Emellett a viragzas
indukalasahoz az Osszes eddig ismert vad diploid valtozat igényel vernalizacios
kortilményeket. A vernalizacié minimalis id6tartamaban jelentds eltérések tapasztalhatok a
kiilonboz6 okotipusok kozott (Schwartz és mtsai, 2010). Altalanosan elmondhaté, hogy a
hiivosebb, északabbra fekvd teriiletekrdl, pl. az Eszak-Torokorszagbol szarmazok a
viragzashoz hosszabb, 8-12 hetes hidegkezelést igényelnek, mig a déli teriiletekrdl, pl.

Irakbol szarmazoknak 2-3 hét is elegendé. Altaldban a vernalizaciés kezelést
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sztratifikacioval kombinalva alkalmazzak. A vernalizacio kovetkeztében a novények ugyan
kisméretiiek lesznek, de a hidegkezelést kovetden gyorsan elkezdenek viragozni (Vogel és

Bragg, 2009b).

Allando, 20-21°C-0s hémérséklet és hosszinappalos megvilagitds mellett a Bd2-3, a
Bd3-1 ¢és a Bd21-es beltenyésztett vonalak vernalizacids periddus nélkiil is virdgzanak

(Vogel és mtsai, 2006a; Vogel és Hill, 2008).

1.5 Genomikai kutatasok

A Brachypodiumrél mar szamos genomikai informacié a rendelkezésiinkre all,
beleértve a cDNS konyvtarakat, BAC-konyvtarakat, EST-gylijteményeket (Vogel és mtsai,
2006b), nagy felbontast, részletes genetikai térképeket és nem utols6 sorban a teljes
genom szekvenciat (Vogel sé mtsai, 2010). Az els¢ hozzaférhetd informaciokat a
Genebank-ba 2005-ben feltoltott mintegy 20440 EST-szekvencia jelentette (Vogel és
mtsai, 2006b). Osszesen hat cDNS kényvtar adatait hasznaltak fel, és nagyjabol 6000 gén
transzkriptumat reprezentalja. A ¢cDNS klonok random szekvenalasaval nyert adatok igen
hasznosnak bizonyultak microarray-kisérletekhez, génexpresszids vizsgalatokhoz, genomi
szekvencidk annotdldsdhoz. KésObb, a genomszekvenalasi projekt részeként az amerikai
Department of Energy Joint Genome Institute tovabbi 180 ezer EST-szekvenciaval
bovitette az adatbazist (Vogel és Bragg, 2009b).

Természetesen ahhoz, hogy bepillantast nyerjiink a teljes genomba, az EST-k ismerete
nem elegendd. A genom méretének és komplexitasanak becsléséhez, fizikai térképének
megalkotasahoz BAC-konyvtarak 1étrehozasa elengedhetetlen, kiilonosen akkor, ha nem
all rendelkezésiinkre a teljes genom szekvencia. Ezen kiviil megkonnyiti a fajok kozotti
Osszehasonlitd genomikai vizsgélatokat is. Brachypodiumbol 6sszesen hat BAC-konyvtarat
hoztak 1étre, ebbdl kettd6 a Bd21-es vonalbol sziiletett (Huo és mtsai, 2007). Ez a két
konyvtar 29 haploid genom-ekvivalenst reprezental, és az egyes génekre 99,99%-0S
valoszintiségii lefedettséget biztosit. A kontigok 0Osszerendezésével pedig 2009-ben
elkésziilt a Brachypodium-genom fizikai térképe (Gu és mtsai, 2009). Bd21-es
konyvtarakat hasznaltak BES (BAC end sequence) szekvencidk meghatarozasahoz is. A
kapott 38,2 Mbp-nyi szekvencia - 6sszehasonlitva a rizs genomrol ismert adatokkal - arra

enged kovetkeztetni, hogy a Brachypodium genom 45,9%-0s GC-tartalommal rendelkezik,
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18%-a repetitiv DNS, melybdl 11% homoldég, 7,3% unikalis, csak a Brachypodiumra

jellemzd szekvencia, és a genom 21,1%-a alkotja a kddold régiot (Huo és mtsai, 2007).

Nem utols6é sorban BAC-konyvtarak segitették a kutatokat a teljes genom-szekvencia
tokéletesitésében. A szekvenalasi kutatdsok 2007-ben kezddédtek el a Community
Sequencing Program keretein beliil. Két év elteltével sikeriilt nagy pontossagu, 8x-0S
lefedettségli teljes genom-szekvenciat meghatarozniuk. A vizsgalatok eredményeként a
Brachypodium genomban 25523 fehérjekddolo gént prediktaltak, ami nagyjabol egy
tartomanyba esik a rizs 28236, és a cirok (Sorghum bicolor) 27640 feltételezett
fehérjekodold génjeinek szaméaval (Paterson és mtsai, 2009; Tanaka és mtsai, 2008; Vogel

¢és mtsai, 2010).

A fent emlitett kutatasi eredmények oOriasi méreti adathalmazt jelentenek.
Adatbézisokba gylijtve mar az interneten is hozzaférhetdk, s nélkiiliikk elképzelhetetlen

lenne a szalkaperje széles korben torténd alkalmazésa (2. tdblazat).

A Brachypodium-kutatasokhoz nyilvanosan is hozzaférhet6 adatforrasok

Forras Tartalom Honlap

International Brachypodium legtijabb kutatasi eredmények és http://www.brachypodium.org/

Initiative hasznos linkek

BrachyBase a teljes Brachypodium-genom http://www.brachybase.org/
adatbazis

Brachypodium Genome Browser  0sszehasonlito genomikai adatbazis  http://www.modelcrop.org/

USDA-ARS Germplasm Search okotipusok, beltenyésztett vonalak http://www.ars-grin.gov/

adatbazisa
Gene Discovery bEST Resource EST-szekvencia adatbank http://brachypodium.pw.usda.gov/
BrachyTAG T-DNS tagging adatbazis http://www.brachytag.org
2. tablazat

Nem elhanyagolhaté a Brachypodiummal kapcsolatos publikaciok mennyisége sem. A
cikkek és rewiew-k egyre novekvd szama egyarant hitelt érdemléen bizonyitja a
szalkaperje alkalmassagat novénybioldgiai kutatasokra, és eldrevetiti az eldtte allo fényes

karriert.
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2. A LOB-domén gének és fehérjék szerkezete, funkcidja

A csak novényekben talalhato LBD (Lateral Organ Boundaries Domain) géncsalad
termékei esszencidlisak az oldalszervek képzodésének szabalyozasdban, és szerepet
jatszanak az antocianidin- és a nirtogén-matabolizmus regulacidjaban is. Kozos
tulajdonsaguk, hogy tartalmaznak egy jellegzetes szerkezeti motivumot, a LOB-domént.
Szamos, a legkiilonbdz6bb novényi fejlédési folyamatokban — embridgenezisben, gyokér-,

levél- és viragképzésben — rendellenes mutans fenotipus ismeretes, amelyek Osszefiiggésbe

hozhatok a LBD géncsaladdal, alatdmasztva sokrétli szerepiiket.

2.1 Hatarvonalak a novényi egyedfejlodésben

A novényvilag lenyligozé formagazdagsagat az idében és térben precizen koordinalt
egyedi mintazatok kialakitasaért felelds fejlodési programoknak koszonheti. Ezek koziil az
egyes szervek, valamint a szervek és merisztémak kozott huzodo hatdrvonalak kijelolése
bir a legnagyobb jelentdséggel (Aida és Tasaka, 2006). A hatarokat fenntartdo sejtek a
szervkezdemények kornyékére korlatozodnak, tipikusan ritkan osztodnak, egyszersmind
lehetévé teszik az oldalszervek képzését (Breuil-Broyer és mtsai, 2004).

Kitiintetett szereplikb6l addodoan ezek a sejtek specidlis expresszids mintdzattal
rendelkeznek. Példdul az embriondlis hajtdsmerisztéma kialakitdsaban valamint a
sziklevelek és a viragkezdemények elhatarolasaban szerepet jatsz6 NAM (NO APICAL
MERISTEM), vagy a CUC (CUP-SHAPED COTYLEDON) gének kifejezetten ezekben a
sejtekben expresszalodnak, hasonléoan az LBD és hajtaselagazasokat szabalyozo LAS
(LATERAL SUPRESSOR) transzkripcios faktorok génjeihez (Aida és mtsai, 1997; Greb
és mtsai, 2003). A tovabbiakban azonban csak az LBD géncsalddra és termékeikre

szoritkoznék.

2.2 Az LBD fehérjék szerkezete és génjeik filogenetikai kapcsolatai

Az LBD fehérjek jellegzetes N-terminalis LOB (Lateral Organ Boundary)-domén;jiikrdl
ismerhetdk fel. A struktira magéban foglal egy N-terminélison elhelyezkedé domént. Ez a
C-domén négy cisztein-reziduensbdl (C) allo, meglehetdsen konzervativ motivumot
tartalamz: CX,CXgCX3C. A ciszteinek mellett elhelyezkedd tobbi aminosav (X) variabilis,

de a szamuk meghatarozott. Feltehet6leg ez a domén rendelkezik DNS-koté funkcioval.

14



A LOB-domén struktira emellett tartalmaz egy glicinekbdl 4ll6 konstans régiot és egy
leucin-zip struktarara emlékezteté motivumot is. Ebben a motivumban 6t hidrofob
aminosav (két valin, egy izoleucin, két leucin) taldlhatd, egymadstdl hat, valtozatos
aminosavval elvélasztva. Valoszinlsithetd, hogy fehérje-fehérje kdlcsonhatasok

kialakitasaért felelés (1. abra, Majer és Hochholdinger, 2011).

CX2CXe CXaC G Va2 Xela12XeVase XeLsowXeleos,

C-domain Invariant G Leucine-zipper-like motif Variable C-terminus

LOB domain

1. abra: a LOB-domén proteinek altalanos felépitése. A LOB-domén jellegzetessége a DNS-
kotésért felelés C-domén, valamint a fehérje-fehérje kolcs6nhatasokat biztositd leucin-zip-hez
hasonl6 motivum. A leu-zip motivumban feltiintetett szdmok a hidroféb aminosavak
gyakorisaganak szazalékos aranyat jelolik a kukorica LBD géncsaladja alapjan (Majer és
Hochholdinger, 2011).

A DNS-k6t6 motivum megléte és a sejtmagi lokalizacio alapjan is megjosolhaté a LOB-
domén proteinek szerepe: kivétel nélkiil mind transzkripcidés faktorok. Funkcidjukat
elsoként az Arabidopsisban igazoltak: kimutattak, hogy az ASL4 (AtLOB) fehérje
specifikusan kotédik az 5° GCGGCG 3’ DNS-szekvenciahoz, és affinitasat csokkenti a

bHLHO048 (basic helix-loop-helix) fehérjével vald kolcsonhatas (Husbands és mtsai, 2007).

Arabidopsisban az LBD géncsalad 43 tagot foglal magaban. Rizsb6l 35, kukoricabol
pedig 43 LBD gént irtak le eddig. Mig a rizs és a kukorica LBD gének koziil 17, addig
Arabidopsisban minddssze hét bizonyult ortholognak. (J6 par LBD-gént tobbszor,
kiilonb6z6 névvel is annotaltak, ezért a példaként emlitett gének mellett zardjelben egyéb
megnevezésiik is olvashatd.) E hadrom faj LBD génjeinek filogenetikai rekonstrukcioja
alapjan az LBD géncsalad két nagy csoportra oszthatd: az egyik csoport (I-es tipus)
rendelkezik funkcionalis leu-zip-hez hasonlé motivummal, mig a masik csoportban (II-es
tipus) ez a motivum nem miikodik. A II-es tipusi LBD fehérjék leu-zip motivuma ugyanis
hianyos, igy a kolcsonhat6 fehérjékkel nem képes coiled-coil szerkezet kialakitasara, ezért
valdsziniileg funkciojat vesztette. Az LBD gének tobbsége az I-es tipusba tartozik (2. abra,
Majer és Hochholdinger, 2011).
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Os 20804970

Zm GRMZM2G 118250 P03 (ZmLBD19; 1g1)
Os 115463919

Zm GRMZM2G 133806 P01 (ZmLBD40)

Zm GRMZM2G0S6084 P01 (ZmLBD36)
At1g65620 (LBDE)

70 (LBD36)

(LBD10)

Zm GAMZM2G 121487 PO1 (ZmLBD33)
At4g22700 (LBD32)

At5535900 (LBD3S)

Os 13486689
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At3g27650 (LBD25)

Os 37700302

Zm GAMZM2G 154320 P01 (ZmLBD10)
Zm GRMZM2G059329 P01 (ZmLBD28)
Zm GAMZM2G362627 PO1 (ZmLBD27)
At3g11090 (LBD21)

Os 115440779

Zm GRMZM2G092517 P01 {ZmLBD20)
At2g40470 (LBD15)

At2g30340 (LBD13)

36 Os 255676056

29 Zm GRAMZM2G 110913 P01 (ZmLBD3)
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Os 115451891

At2g45420 (LBD18)
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—©Os
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Zm GRMZM2G021095 P01 (ZmLBD4)

Zm GRMZM2G 145568 P01 (ZmLBD41) Class |
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67 Zm GRMZM2G447176 PO1 (ZmLBD12)
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58 Zm GRMZM2G079185 P01 (ZmLBD26)

At1g16530 {(LBD3)

Os 113648445
Os 115483761

87
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Os 115463329
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At1g36000 (LBDS)
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383
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At3947870 (LBD27)
At1g72980 (LBD7)
Os 125563426
At3g13850 (LBD22)
Os 37572992
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Zm GAMZM2G079768 P01 (ZmLBD23)
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Zm GAMZM2G044902 PO1 (ZmLBDS)
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TRENDS in Plant Science

2. abra: az Arabidopsis (zolddel jeldlve), a rizs (feketével jelolve) és a kukorica (pirossal jelovle)
LBD-fehétjéinek filogenetikai faja. A sarga kiemelés a rizs és kukorica orthologokat, a zold az
Arabidopsis orthologokat jel6lik (Majer és Hochholdinger, 2011).
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2.3 Az LBD fehérjék szerepe a novények egyedfejlodésében

Mivel az LBD fehérjék kulcsfontossagu szerepet toltenek be a szervhatarok
kijelolésében ¢és fenntartasaban, nem meglepd, hogy részt vesznek szinte az Osszes

fejlodési folyamatban az embriogenezistdl egészen a virdgzasig.

2.3.1 A levélfejlodés és az LBD gének kapcsolata
A géncsalad elséként megismert tagja, az AtASL4 (AtLOB) kifejezetten az oldalszervek

eredési helyén, az adaxidlis felszinen expresszaldodik, osszefliggésben a levélfejlddés korai
stadiumaval. Mikodését a SHOOT MERISTEMLESS ¢és a BREVIPEDICELLUS (BP)
transzrkipcidés faktorok egyiitt szabalyozzak, lehetdvé téve, hogy az AtLOB gén
kifejezddése az Ossejtek ¢és a fejlodd levélprimordiumok kozotti sziik sejtrétegre
korlatozodjon (Dolan és Langdale, 2004).

Hozza hasonloan az AtAS2 (AtLBDG6) feladata a szimmetrikus, lapos levélforma
Kolcsonhatd partnere az AtAS1. A hajtas apikalis merisztémajaban (SAM-shoot apical
meristem) az STM (SHOOT MERISTEMLESS) mindkettdjiiket negativan szabalyozza,
ugyanakkor a SAM ¢s a fejlodo levelek hataran a BOP1 (BLADE-ON-PETIOLATE) és a
BOP2 kozvetleniil indukalja az AtAS2 (AtLBDG6), az AtASL1 (AtLBD36) ¢a az AtLBD4
(AtLOB) gének expressziojat. A BOP1 késobb is fenntartja a fejlodd levél adaxialis oldalan
¢és a szallitoszovetek mentén az AtAS2 magas transzkripcids szintjét. Az AtAS2 és az
AtAS1 kolcsonhatva egymassal kozvetlenill kotddnek a BP (KNAT1) gén promdterének
remodelling komplexszel kozosen a BP gén tartés kikapcsolasat eredményezik a
levélfejlodés soran. Késobb kidertilt, hogy az AS1-AS2 komplex a tobbi 1-es tipusi KNOX
gént, mint pl. KNAT2, KNAT6, az abaxialis levélfeliilet identitasaért felelés ETT/ARF3 és
KNADI2 géneket hasonlé modon represszalja, végleges, determinalt stddiumban tartva a
levél sejtjeit (Iwakawa és mtsai, 2007; Jun és mtsai, 2010, Lin és mtsai, 2003; Ori és mtsai,
2000). Ezzel parhuzamosan a levélben a tobbi KNOX gént az AtARF6 €s az AtARFS tartja
inaktiv allapotban (Tabana és mtsai, 2010).

Az AtAS2 ugyanakkor feltételezhetéen szerepet jatszik a miR165/166 mikroRNS
poszttranszkripcionalis érésében is. Ez a mikroRNS a levelek abaxialis oldalan fejezodik
ki, és az adaxialis oldal identitasat meghatarozé 3-as tipusu homeodomén/leu-zip (HD-

ZIP) transzkripcios faktor csalad mRNS-eit csendesiti (Williams és mtsai, 2005). Ezek az
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eredmények azt sugalljak, hogy az AtAS2 (AtLBD6) rendelkezik tovabbi, eddig még
ismeretlen funkcidkkal és célgénekkel (Izekai és mtsai, 2010).

Ahogy az AtAS2 a levelek adaxialis-abaxialis szimmetridjanak fenntartasaért felel, ugy
az AtASL38 (AtLBD41) a levelek dorzoventralis fejlodését koordinalja. Overexpresszidja
kakastatéjban (Celosia cristata) abaxializalt levelek képzodéséhez vezet (Meng és mtsai,
2009).

A fent emlitett folyamatok ugyanakkor nemcsak az Arabidopsisra igazak: kukuoricaban
az AtASI1 ortholog ROUGH SHEAT?2 ugyanugy kolcsonhat a HIRA-komplexszel és a
kukorica azon LBD-fehérjéivel, melyek kozeli rokonsagot mutatnak az AtAS2-vel, és
ugyanugy KNOX gének represszalasat idézi elé a levélprimordiumokban (Phelps-Durr ¢és
mtsai, 2005). A rizs AtAS2 orthologja, az OsAS2 szintén bizonyitottan szerepet jatszik a
levélfejléodésben (Ma és mtsai, 2009).

2.3.2 Az LBD gének és a viragfejlédés kapcsolata
Az AtAS2 gén nemcsak a levélfejlédésben jatszik szerepet: akarcsak a levélben, a

fejl6do viragkezdemények esetében is csak az adaxialis oldalon expresszalodik. Az AS1 és
a JAGGED (JAG) fehérjékkel egyiittesen biztositja a viragszervek hatarat kijelold sejtek
identitasat. Az as2 jag ¢és az asl jag géneket érint6 kettds mutaciot hordozd ndévények
overexpresszaljak a hatarsejtekre jellemzé CUCI1, CUC2 és PETAL LOSS (PTL)
fehérjéket, fenotipusosan pedig Kicsi szirom- és csészelevelekkel rendelkeznek. Ez a
tulajdonsag az asl jag plt tripla mutaciéval vagy az asl jag cucl cuc2 négyszeres
mutacioval menekithetd, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a primordiumban a
szervhatarokra specifikus gének represszidja jeloli ki a csészelevelek és a sziromlevelek
kozotti hatarokat (Xu és mtsai, 2008).

Kukoricaban az Indeterminate gametophytel (Igl) gén korlatozza a ndi gametofiton
proliferativ fazisanak hosszat. Az Igl mutdnsok embriozsdkja abnormalis fejlodést,
ugyanakkor a levelek adaxialis-abaxialis polaritasa is zavart szenved (Evans, 2007, 2009).
Kimutattak, hogy a gén terméke, az IG1 protein kdlcsonhatasban all a ROUGH SHEAT?2
(RS2) fehérjével, ami a kukoricdban az AtAS1 ortholdgja (Evans, 2009).

Egy masik, szintén a kukoricabol ismert LBD-gén, amely a viragfejlédésben jatszik
merisztémakra korlatozodik (Bortiri €s mtsai, 2006; Vollbrecht és mtsai, 2005). Mutacidja
rendellenes virdgzatot eredményez: a cimeres virdgzat szertedgazd, és a termds viragzatbol

fejlodé csoben a szemek elhelyezkedése is abnormalis (3. abra, Majer és mtsai, 2011).
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Feltételezhetben a Ra2 szerepe az axillaris merisztémak novekedésének korlatozasa a

Ramosal (Ral) gén indukalasaval (Bortiri és mtsai, 2006).
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3. abra: a kukorica LOB-domén génjeinek mutéacidi: (a)A ra2 mutacidja elagazé cimeres
viragzatot eredményez (bal oldalon a vad tipus, jobb oldalon a ra2 mutans porzos virdgzata). (b) A
ra2 mutansban a kukoricacs6 is rendellenes (felﬁl a vad tl'pus alul a ra2 mutans kukoricacsc’i) (©)

“ g ey

noveszt hajtas eredetii koronagyokereket (crown root - CR) és embrionalis magi gyokereket
(seminal root — SR) (baloldalon a vad tipus, jobb oldalon az rtcs mutans) (Majer és Hochholdinger,
2011).

Rizsben a DEGENERATED HULL1 (DH1) rendelkezik hasonlé szereppel: a mutansok
pelyvalevelei fejletlenek, a bibék és a porzok fedetlenek. Maga a gén csak az axillaris
bimbokban, a fejlddé bugdban és a fiatal virdgokban expresszalodik, kifejezddése a

szervek érésével egyre csokken (Li €s mtsai, 2008).

2.3.3 A merisztémafejlédés és a szallitoszovetek kialakulasanak kapcsolata az LBD-
génekkel
Arabidopsisban a jlo-D (jagged lateral organ-D) dominans funkcionyeréses mutacioja

kovetkeztében a nodvények torpe novésiiek, erdsen bokrosodnak, leveleik pedig
csipkézettek, rojtosak (Borghi és mtsai, 2007). Ugyanakkor a JLO (AtASL19/ AtLBD30) és
az asl20 (Ibd18) kett6s knock-out mutacidja semmilyen fenotipusos elvaltozast nem
okozott, mig a JLO gén és egy represszor domén flzionaltatasa utan a levélfejlddés és a
gyokér xilém-elemeinek differencidcidja rendellenesnek mutatkozott. Ezzel a
megfigyeléssel parhuzamosan kideriilt, hogy a JLO expresszidja a fejletlen trachea-
elemekre jellemzo, és a vele paralog AtASL20 (AtLBD18) génnel kdzdsen szabalyozzak a
szallitonyalabok kialakulasat. Az AtASL20 (AtLBD18) auxinnal indukalhat6, és mitkkodése

erdsen fligg az AtARF7 gént6l (Soyano és mtsai, 2008; Okhusima és mtsai, 2005).

A JLO gén kifejezddését kozvetleniil két NAC-domén transzkripcios faktor, az
AtVNDY7 és az AtVNDG6 szabalyozza pozitiv feed-back mechanizmusok révén (Yamaguchi
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¢s mtsai, 2010). Maga a JLO a KNOX (KNOTTED-LIKE HOMEOBOX) gének kozé
tartozo6 STM (SHOOT MERISTEMLESS) ¢és BP (BREVIPEDICELLUS) gének
transzkripcidjanak eldsegitésével hatarozza meg a merisztémak sorsat (Borghi és mitsai,

2007; Bureau és Simon, 2008).

2.3.4 Az LBD gének és a gyokérfejlodés kapcsolata
Az LBD gének nem meglep6 modon hatassal vannak a gyokérfejlédésre is: mind az

egyszikiiekben, mind a kétsziklieckben befolyasoljak az oldalgyokerek képzodését (Inukai
és mtsai, 2005; Liu és mtsai, 2005, Okushima és mtsai, 2007, Breckmans és mtsai, 2011).
Arabidopsisban az oldalgyokerek kialakulasa els6sorban az auxinra érzékeny AUXIN
RESPONSE FACTOR7 (AtARF7) és a vele kolcsonhato AtARF19 aktivitasatol fligg.
Termékeik direkt aktivitast fejtenek ki a ludfii két LBD-génjére, az AtLBD29 (AtASL16) és
az AtLBD16 (AtASL18) génekre. Valosziniisithetd, hogy mindketten egy auxin altal
indukalt szignaltranszdukcios kaszkad elemei, amelynek végkimenetele az oldalgyokerek
fejlodésnek indulasa (4. abra, Majer és Hochholdinger, 2011). Az AtLBD29 (AtASL16)
jellemzden az oldalgyokerek képzddésének kezdeti szakaszaban, a primordiumokban aktiv,
mig az AtLBD16 (AtASL18) a fiatal oldalgyokerekben mindeniitt kifejezdik (Lee és mtsai,
2009).
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4. dbra: Az LBD16 és LBD29 altal kivaltott oldalgy6kér-fejlédés Arabidopsis thaliana-ban. Magas
auxinkoncentracié esetén az ARF7 (AUXIN RESPONSE FACTOR) és ARF19 fehérjéket gatld
IAA14 (INDOL-ACETIC ACID INDUCED PROTEIN) gyorsan degradalodik, az ARF7 és ARF19
igy aktivalni tudja az LBD16 és LBD29 gének expressziojat. A képz6do LBD16 ¢s LBD26 fehérjék
aktivitasa a periciklus sejtek osztodasahoz, végsé soron az oldalgyokek képzOodéséhez vezet. A

maximalis auxinkoncentracioju periciklus sejtek sotétzold szinnel jeloltek (Majer ¢és
Hochholdinger, 2011).
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Az AtLBD29 (AtASL16) legkozelebbi rokonai egyszikiieckben - az Rtcs gén
kukoricaban, a Crll (Arll) gén rizsben - a koronagyokerek organogenezisében jatszanak
kozponti szerepet (Inukai €s mtsai, 2005; Liu és mtsai, 2005, Taramino és mtsai, 2007,
Hetz ¢és mtsai, 1996). Az Rtcs kimondottan a koronagydkerek inicialisaiban miikodik, mig
rizsbeli orthologja, a Crll (Arll) szintén a koronagyokerek képzddési helyén, a koleoptil
nédusz parenchima-szovetében és az oldalgyokerek eredési pontjaban, a periciklus gytirii
sejtjeiben aktiv.
kevesebb oldalgyokeret novesztettek, addig masik alléljaban, az arll-ben bekdvetkezett
mutédcié semmilyen 1ényeges elvaltozast nem okozott. Oldalgydkerek tekintetében az rtcs
mutans novények sem térnek el fenotipusosan vad tarsaiktdl, viszont koronagyokereik
fejletlenek vagy teljesen hidnyoznak (Inukai és mtsai, 2005; Taramino és mtsai, 2007).
Ennek magyarazata valoszinlleg az rtcs-vel paralog Rtcl gén funkcionalis
redundanciajaban keresend6. Az Rtcl expresszidja a primér oldalgyokerekben
feltételezhetden kompenzalja az Rtcs gén funkcidvesztését a mutdnsban (Taramino és

mtsai, 2007).

2.4 A metabolikus folyamatok I1-es tipusi LBD fehérjék altali szabalyozasa

A mostanaig leirt II-es tipustt LBD gén koziil egyik sem vesz részt fejlodési folyamatok

koordinalasaban, viszont metabolikus folyamatokban szerepet jatszanak.

Konkrét példaként Arabidopsisban a nitrogén és a nitrat meggatolja az antocianinek
szintézisét, mégpedig az AtASL39 (AtLBD37), az AtASL40 (AtLBD38) és az AtASL41
(AtLBD39) gének indukalasaval. Ezen LBD-gének overexpresszidja az antocianin-
szintézisben részt vevo szabalyozd fehérjék génjeinek, a PAP1 és PAP2 géneknek,
valamint szdmos nitrogénre érzékeny génnek a teljes kikapcsoldsat okozza. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az AtASL39 (AtLBD37), AtASL40 (AtLBD38) és AtASL41 (AtLBD39)
gének az antocianin-bioszintézis €s a nirtogén-ellatottsagot jelzd szignalizacids utak

represszoraiként funkcionalnak (Rubin és mtsai, 2009; Scheible és mtsai, 2004).

Rizs teljes hosszusagn cDNS-ét overexpresszalo Arabidopsis FOX-vonalak
metabolomikai vizsgalatai alapjan a rizs OSLBD37 (gi:115453375) génje hasonlé6 modon

befolyéasolja a nitrogén-metabolizmust (Albinsky és mtsai, 2010).

21



2.6 Az LBD gének kifejezodésének szabalyozasa

A legtobb novényi hormonon, valamint olyan kdrnyezeti hatdsok, mint pl. a sostressz
vagy a gliikozkoncentracié szamos LBD gén miikddésére hatast gyakorolnak. Osszesen
hét, I-es tipusi LBD-génnel kapcsolatban sikeriilt demonstralni, hogy NaCl jelenlétében
fokozodik az aktivitasuk, mig néhany, auxinnal kapcsolatba hozhaz6 LBD-génrdl deriilt ki,
hogy gliikk6z mellett megsziinik az auxin altali szabalyozottsaguk (Jiang és Deyholos,
2009; Mishra és mtsai, 2009).

Koztudott, hogy az auxin poOldris transzportjat a sejtmembran influx és efflux carrier
fehérjéi iranyitjak. Ezek koziil az auxin effluxot elésegité PIN fehérjék miikodését egy
auxin altal szabalyozott feed-back mechanizmus kontrollalja (Friml és mtsai, 2002; Heisler
¢és mtsai, 2005; Jonsson és mtsai, 2006; de Reuille és mtsai, 2006). Ismeretes az is, hogy az
oldalszervek képzddési helyét az irdnyitott auxin transzport kovetkeztében kialakuld
lokalis hormonkoncentraciés csucs hatarozza meg, amely tulajdonképpen beinditja az
organogenezist (Fukaki és Tasaka, 2009; Robert és Friml, 2009). A mar korabban
emlegetett jlo mutans térpe Arabidosis felttinben hasonld fenotipusos elvaltozasokat
hordoz, mint a pinl mutans. Nem véletleniil, hiszen a JLO (ASL19, LBD30) fehérje a
PIN1, PIN3, PIN4 ¢s PIN7 gének represszalasaval erdsen befolyasolja az auxin-
transzportot. Alatamasztja ezt a hipotézist az is, hogy a JLO overexpresszidjaval 30%-ra
csOkkenthetd az auxin-transzport rataja. Ez alapjan valosziniisithetd, hogy a JLO az
auxineloszlas szabalyozasaval hozzajarul az embrionalis fejlédés soran az apikalis-bazalis
polaritas kialakitdsahoz (Borghi és mtsai, 2007; Bureau és mtsai, 2008).

Arabidopsisban minddssze két, citokininek altal szabalyozott LBD gén ismert: az egyik
az oldalhajtasok bazalis részén aktiv AtASL9 (AtLBD3), a masik pedig a legkdzelebbi
rokona, a gyokérben expresszalodo AtASL6. Az AtASL9 gén expresszidjat citokininen kiviil
mas névényi hormon nem is indukalja. Az AtASL9 (AtLBD3) overexpresszidja megzavarja
a rozettalevelek fejlddését, abnormadlis virdgzatot és viragokat eredményez. Mukodeését
kozvetlenill szabalyozzak a citokininekre érzékeny B-tipusit ARR transzkripcids faktorok,
tehat a citokininek altal aktivalt foszforilacios szignal-kaszkad egyik elsédleges effektora
az AtASL9 lehet (Naito és mtsai, 2007).

Arabidopsisban igazoltak, hogy az AtASL2 (AtLBD6) a KNOX gének represszalasaval
eldsegiti a gibberellin-szintézist (Ikezai és mtsai, 2010). Ezen kiviil a II-es tipusu LBD-
gének kozzé tartozdo AtASL37 (AtLBD40) miikodését a gibberellin gatolja, a DELLA
proteinek pedig fokozzak (Zentella és mtsai, 2007).
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2.7 Az LBD proteinek és a sejtciklus szabalyozasanak kapcsolata

Az eddigiekbdl is kitlinik, hogy bar sok LBD-gén sikeriilt eddig azonositani, pontos

szerepe csak kis hanyaduknak ismert (3. tdblazat; Majer és Hochholdinger, 2011).

Gén Funkcio Referncia

Arabidopsis

LBD (ASL4) levélfejlodés Shuai és mtsai, 2002

LBD3 (ASL9) viragfejlédés, citokin-reszponziv Naito és mtsai, 2007

LBD6 (ASL2) levélmorfologia meghatarozasa Semiarti és mtsai, 2001
Ori és mtsai, 2000

LBD12 (ASL5) levélfejlodés Nakazawa ¢€s mtsai, 2003

LBD16 (ASL18) gyokérképzddés, auxin-reszponziv Okushima és mtsai, 2007

LBD18 (ASL20) gyokérképzddés, auxin-reszponziv Lee és mtsai, 2009

LBD27(ASL29) pollenképzédés Oh és mzsai, 2010

LBD29 (ASL16) gybkérmorfologia meghatarozasa, Okushima és mtsai, 2007

auxin-reszponziv

LBD30 (JLO/ASL19)  embriogenezis és viragfejlodés Borghi és mtsai, 2007
Soyano és mtsai, 2008

LBD36 (ASL1) viragfejlodés Chalfun-Junior és mtsai, 2005

LBD37 (ASL39) metabolikus folyamatok Rubin és mtsai, 2009

LBD38 (ASL40) metabolikus folyamatok Rubin és mtsai, 2009

LBD39 (ASL41) metabolikus folyamatok Rubin és mtsai, 2009

LBD40 (ASL37) gibberellin reszponziv Zentella és mtsai, 2007

Kukorica

Rtcs hajtas eredeti ¢s valddi gyOkerek Taramino és mtsai, 2007

képzése

lgl viragfejlédés Evans és mtsai, 2007

Ra2 viragfejlédés Borti és mtsai, 2006

Rizs

ARL (CRL1) gyokérképzodés Inukai és mtsai, 2005

DH1 viragfejlodés Li és mtsai, 2008

LBD37 metabolikus folyamatok Albinsky és mtsai, 2010

AS2 levélfejlodés Ma és mtsai, 2009

3. tablazat: Az Arabidopsisban, rizsben és kukoricaban funkcionalisan is meghatarozott LBD-gének
(Majer és Hochholdinger, 2011).
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Az LBD gének abnormalis miikddésének hatasaival foglalkozo6 eddigi vizsgalatok mind
ravilagitottak az LBD fehérjék rendkiviil sokféle fejlodési folyamatban betdltott szerepére.
fenotipusok minden esetben az auxinra adott valaszreakciok zavarara illetve sejtosztodasi

hibakra vezethetdk vissza.

adaxialis/abaxialis tengelyt kialakit6 sejtek identitasvesztésének koszonheti. A lathatod
jegyeket az egyenldtlen auxin-eloszlds okozza, ami aszimmetrikus sejtosztddasi mintazatot
von maga utan, és aminek kovetkeztében az adaxialis oldalon megnd a sejtek szama
(Zgurski és mtsai, 2007; Iwakawa és mtsai, 2007). A kukorica 1g1 mutansa nemcsak a
ndivara virdgok fejlédésében tér el vad tarsatol: a mutdcid kovetkeztében a levélsejtek
megorzik Ossejt-voltukat, és a levélsejtek allando proliferacioja miatt a levelek alakja is
abnormalis lesz (Evans, 2007). Nemrég deriilt fény arra is, hogy Arabidopsisban az LBD27
(ASL29) génnel azonos SIDECAR POLLEN a him gametofiton mikrospora sejtjeinek
meghatdrozasaval (Oh és mtsai, 2010). Annak felismerése, hogy az LBD fehérjék auxin
hatdsara kozvetleniil, transzkripciondlis szinten aktivaljak a sejtosztodds elinditdjanak
egyik fo szabalyozojat, a retinoblasztoma (RB) fehérjével kolcsonhatd E2Fa transzkripcios
faktort, osztodasra késztetve ez altal a periciklus sejteket, szintén a legfrissebb kutatési

eredményeknek kdszonhetd (Berckmans €s mtsai, 2011).

Ezek a megfigyelések alatamasztjdk az LBD gének és a sejtciklus szabalyozasanak
szoros kapcsolatat, ennek ellenére még kevés a konkrét bizonyiték. Még nem publikalt,
¢lesztd két-hibrid rendszerrel végzett kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy
lucernaban (Medicago truncatula) az A2 tipust ciklin egyik kdlcsonhato partnere egy LBD
fehérje, az MtCPP1 (Gyorgyey Janos, szobeli kzlés). Annak ismeretében, hogy ennek az
A2 ciklinnek a mikddését kozvetetten az auxin, kdzvetleniil az RB fehérje szabalyozza,
expresszidja pedig az oldalgydkerek osztodd sejtjeire és merisztémaira korlatozodik
(Roudier és mtsai, 2000; 2003), nem is olyan meglepé az LBD fehérjék érintettsége a
folyamatban. Ennek tiikrében érthetd az is, miért keriiltek kisérletiink kozéppontjaba a

ciklinek és az LBD gének.
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3. Célkitiizések

Az LBD-gének sokrétli szerepkore, ugyanakkor novényspecifikussaga miatt az utobbi
évtized egyik igen figyelemreméltdé €s intenziven tanulméanyozott géncsaladjava valtak.
Megismerésiik lehetdséget nyajt a kiillonbozd szervek és merisztémak hatardn miikodo
molekularis mechanizmusok feltardsdra, valamint az altaluk kontrolalt folyamatokat

befolyasold hormonok és kornyezeti tényezok felderitésére.

Munkank soran olyan géneket kerestiink kozottilk, melyek egyrészt a sejtosztodas
Hosszatava célunk a sejtosztodds és a szervfejlodés szabdlyozdsi folyamatai kozotti
kapcsolat mélyebb megismerése. Korabbi vizsgalatok tanulsdga alapjan két olyan génre
fokuszaltunk, melyek a legnagyobb homoldgiat mutattadk a Medicago truncatulata
MtCPP1 génjével. Tekintettel arra, hogy az MtcycA2 bizonyitottan szerepet jatszik a
gyokér periciklus sejtjeinek reaktivalasaban (Roudier és mtsai, 2003), és az LBD-k A2
tipustt ciklinekkel valoé kolcsonhatasuk révén a sejtosztodas szabalyozasahoz is
kapcsolodnak, kivancsiak voltunk, vajon egysziklickben milkddnek-e hasonld

mechanizmusok?

Konkrét celkitlizésiink tehat harom gén: két LBD-, valamint egy A2 tipusa ciklin gén
transzkripcids profiljanak elkészitése, valamint a géncsalddok rokonsagi kapcsolatainak

vizsgélata volt. Ezzel kapcsolatban harom 1ényeges kérdésre kerestiik a valaszt:

1) Hogyan alakul a vizsgalt gének expresszidja kiilonbozé névényi szervekben?
Tapasztalhato-e szignifikdns eltérés a kiilonb6zé novényi részek expresszios
mintazata kozott?

2) Egymashoz viszonyitva van-e jelentds kiilonbség a vizsgalt gének kifejezédése
kozott?

3) Talalunk-e kapcsolatot a vizsgalt LBD-gének és az A2 tipusu ciklinek transzkripcios
profilja kozott?

Mivel a vizsgalni kivant gének normal korilmények kozott altalaban igen alacsony
aktivitast mutatnak, a valaszadashoz kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakci6 tiint a
legalkalmasabb metddusnak. Kisérleti objektumul a szalkaperjét (Brachypodium

dystachion) valasztottuk.
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4. Anyag és modszer
4.1 Novények nevelése

Kisérletiink konkrét célja génexpresszios mintazat feltérképezése volt kiillonbozé koru
generativ és vegetativ szervekben. Ennek megfeleléen egy genetikailag mar jol jellemzett,
megszekvenalt genommal bird, vernalizdcio nélkiil is teljes életciklust folytato,
mérsékelten stressztolerans Brachypodium vonalat valasztottunk: a Bd21-est.

A magokat kiiiltetés eldtt négy-6t napig sotétben, 4°C-on, petri csészében nedves,
altaldnos viragfoldre kihelyezve sztratifikaltuk. Igy elSsegitettik a magok csirdzasi
idépontjanak szinkronitasat. A magok a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai
Kutatokozpont (MTA SZBK) Novénybiologiai Intézetének sajat  szaporitasabol
szarmaztak.

A magokat ezt kovetéen homok-perlit 2:1 aranyu keverékébe iiltettiik, szabvany méretii
cserepekbe (atmérd: 12 cm, Urtartalom: 1,2 1). Egy cserépbe 10 mag kertilt. A cserepek az
tiltetést megeldzden vizzel telitettiik, majd a tovabbiakban 80%-0s talaj-viztartalom mellett
neveltiik a novényeket. A nedvességtartalom utanpotlasat Hoagland-tapoldattal (0,5x)
végeztiik, naponta. A novényeket standard koriilmények kozott neveltiik ndvényneveld
kamréaban. Fotoperiddus: 20 éra megvilagitas (250 umol m?s™), 4 éra s6tét. Hdmérséklet:
alland6 21-22°C. Paratartalom: konstans 60-70%. A fiatal csirandvényeket 4-5 napig

polietilén folidval védtiik a parologtatas miatt fennallo kiszaradastol.

5. é4bra: a) harom hetes Brachypodium dystachion névények; b) egy honapos, viragzo
Brachypodium dystachion novények. A fehér vonal 2 cm-t jel6l.
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A mintavétel harom kiilonb6z6 kord ndvénypopulacdbol tortént: a vegetativ szervek
harom hetes novényekbdl (minta 1-22), a generativ szervek €s a zaszloslevél egyhonapos
novényekbdl (minta 23-30), mig a fejlédé magok (minta 31-33) két honapos ndévények
kalaszaibol szarmaztak. (5. abra - a mintdk részletes leirasat €s a mintavétel menetét a

kovetkezd fejezetben ismertetem.)

4.2 Mintavétel

Mintegy 33 kiilonb6z6 novényi részbdl gyljtottiink mintat total RNS izolalashoz (4.
tablazat, 6. abra).

A d, 3Maldsza hatodik vrdga

. 3k2ldszia harmadik Ardga

\
alaldszia |
elsévirdga \
.\ !
\_ 2852105 levél K

leveihivey

/

IOV me

12veInodus? e

6. abra: A Brachypodium dystachion fold feletti vegetativ és generativ szerveinek anatomiaja.
Kifejlett, viragzo szalkaperje (A) és viraganak felépitése (B). Jol lathatd a szoros pelyvalevél
(palea- p), a toklasz (lemma-1), a két porzé (anthera- a) és a bibék (stigma-s). A vonal 1 mm-ert
jelol (Draper és mtsai, 2001) Egy ndvényen altaldban 6-10 kalaszat hoz, minden egyes kaldszkaban
tipikusan 10 mag fejlodik (C). A vonal 4 mm-t jeldl (Draper és mtsai, 2001). A kalaszka aljatol a
csucsaig a viragok kiilonbozoé fejlettségi stadiumot mutatnak (D). Balrdl jobbra: a kalaszka legalso,
fejlett viraga, negyedik viraga, és a csticsan 1évo legfejletlenebb, hatodik virag. Ennek megfelelden
a magok fejlodési stadiumai is kiilonboznek a kalaszkan beliil (E). Balrol jobbra: a kalaszka
legalsoé, legfejlettebb magkezdeménye, a kaldszka negyedik magkezdeménye, és a legfejletlenebb,
éppen csak megtermékenyiilt magkezdemény. A vonal a (D) és az (E) abran 1 mm-t jeldl.
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30

31

32
33

gyokércsucs

megnyulasi zona

felszivasi zona

szallitasi zona

fiatal oldalgyGkér-inicialis

iddsebb oldalgyokér-inicialis

els6 levél nodusza

els6 levél internoédiuma

elsé levél levélhiivelye

els6 levél levéllemeze

masodik levél nédusza

masodik levél internédiuma

masodik levél levélhiivelye

masodik levél ligulaja (csukld)

masodik levél levéllemeze

harmadik levél nddusza

harmadik levél levélhiivelye

harmadik levél ligulaja (csukld)

harmadik levél levéllemeze

negyedik levél lemezének bazalis szegmense

negyedik levél lemezének kozEépso szegmense

negyedik levél lemezének csucsi szegmense

z4sz16s levél

kalasztengely

pelyvalevél (palea)

pelyvalevél szakalla

toklasz (lemma)

fejlett virag (a kalasz legalsod elsé és masodik viraga, begyiijtés
kozvetleniil a pollinaciot megel6zden; 8 D abra)

kozepesen fejlett virag (a kalasz harmadik és negyedik viraga; 8 D
abra)

fejletlen virag (a kalasz csticsan elhelyezked6 6todik és hatodik virag;
8 D abra)

a kalasz aljan fejl6do els6-masodik termés (8 E abra)

a kalasz harmadik-negyedik viragjabol fejlodé termés (8 E abra)

a kalasz csucsan fejlodo 6todik-hatodik termés (8 E abra)

R1
R2
R3
R4
R5
R6
LN1
IN1
LH1
L1
LN2
IN2
LH2
LCS?2
L2
LN3
LH3
LCS3
L3
L4/1
L4/2
L4/3
ZL
KT
PL
PSZ
ML
V1

V2

V3

El

E2
E3

4. tablazat: a kisérlet soran vizsgalt kiilonb6z6 novényi szervek. A levelek (az els6tdl a negyedikig)
és részeik szamozasa a levelek megjelenésének sorrendjével azonosak.
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A kiilonb6z6 ndvényi részek beazonositasa és izolalasa sztereomikroszkop segitségével
tortént. A gyokereket feldolgozas elétt 2x30 mp-ig hajszaritoval szaritottuk ki, igy
akadalyozva meg a mintdk RNS-tartalmanak mintavétel alatti degradalédésat, valamint a
feldolgozas soran keletkezd stressz folyamatok kialakuldsat. A szaritas emellett
megkonnyiti az RNS-izolalas soran a mintdk homogenizalasat is. A tobbi minta el6kezelés
nélkil keriilt begylijtésre. A mintakat folyékony nitrogénben fagyasztottuk, felhasznalasig
-80°C-on taroltuk.

4.3 Primerek tervezése

Kisérleti céljainknak megfeleléen a Brachypodium adatbazisban (www.brachybase.org)
megkerestiik a Medicago MtCPP1 génjével legnagyobb homologiat mutatd géneket. A
homolégok keresését TBLASTX analizissel végeztiikk (Altschul és mtsai, 1997). Az
analizis eredményeként két gént valasztottunk ki: a Bd2g53690 (9e-56) és a Bd2g34250
(9e-49) géneket. Hasonlé modon kerestiik meg a Medicago A2 tipusu ciklinjével leginkabb
kigyijtott gének kodold régidira Primer3 (v. 0.4.0) programmal terveztiink specifikus
primereket.

Ezen iranyelvek szem el6tt tartasaval és IDT-DNA (Integrated DNA Technologies — Sci
Tools OligoAnalizer 3.1) programmal végzett atfogd analizis alapjan valasztottuk ki a
megfeleld primereket, melyek specifitaisit NCBI/BLAST analizissel ellendriztiik. A
kisérlet soran hasznalt primereket a Fliggelék 1. tablazata tartalmazza. A primerek az MTA

SZBK Oligonukleotid Szintetizaldé Laboratoriumaban késziiltek.

4.4 Mintak feldolgozasa: RNS-izolalas, cDNS szintézis, qRT-PCR

A mintakbdl totdl RNS-tartalmat izoldltunk LiCL-modszer alkalmazédsaval (leirasat
lasd: mellékletben csatolt protokollok — RNS-izolalas LiCl-dal, DNaz kezelés). Ezt
kovetéen 2ug DNaz-kezelt RNS-bol 20ul végtérfogatban, random hexamer primerek
felhasznalasaval, RevertAid H minus M-MuLV reverz transzkriptazzal (Fermentas) cDNS-
t szintetizaltunk. Reverz transzkriptdz mentes kontroll reakcidkat is Osszeallitottunk a
reakcid tisztasdganak és a cDNS-ek mindségének ellendrzése céljabol (leirasat lasd:

mellékletben csatolt protokollok — CDNS-szintézis, Ellen6rz6-PCR).

A wvalés idejii kvantitativ PCR-reakcidhoz 1:45 higitdsban hasznaltunk cDNS-t
templatként, GoTag qPCR Master Mix (Promega), 5 pmol forward és 5 pmol reverse

29


http://www.brachybase.org/

primer hozziadasaval, 10 ul végtérfogatban (a hasznalt primereket 1d. a Filiggelék 1.
tablazatdban). Minden mintdval hirom parhuzamos mérést végeztink. A reakcid
tisztasaganak ellendrzéséhez templatot nem tartalmazo mintakon is lefuttattuk a programot.
A gRT-PCR reakci6 detektalasa ABI Prism 7900 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) segitségével, 96 mintahelyes plate felhasznalasaval tortént, a kovetkezd
beallitdsokkal: 10 min. 95°C, majd 40 cikluson keresztiil 15 sec. 95°C denaturalds, 1 min.
60°C annealing.

Az amplifikacio specifikussagat az alabbi kitériumok teljesitésével igazoltuk: 1) a qRT-
PCR termékek olvadasi gorbéjén kizarolag egy, jol koriilhatarolhatd cstics lathatdo (ABI
Prism Dissociation Curve Analysis Sofrware); 2) agaroz gél elektroforézis vizsgalat soran

a gélben egyetlen, a prediktalt termékméretnek megfeleld méretii sav lathato.

A specifikus primerek hasznélataval nyert adatokbol 22 modszerrel hataroztuk meg a
vizsgalt gének relativ transzkripcios szintjét (Livak és Scmittgen, 2001). A relativ
expresszios szintek megadasdhoz a mért Ct (treshold cycle) értékekkel szamoltuk: ez az a
ciklusszam, ahol az amplifikdlodo termékek mennyisége elér egy bizonyos fix értéket
(trashold-érték), amelyet altalanosan az exponencialis fazis kezdetéhez allitunk be. A ACt
értéket a vizsgalt gén és a referenciagén Ct értékének kiilonbségével kapjuk. A kdvetkezd
lépésben a belsd refrencidnak valasztott minta (esetiinkben a legalacsonyabb relativ
transzkript-szintet mutatdé minta) ACt értékének és a vizsgalt minta ACt értékének

kiilonbségébdl kapjuk meg a AACt érteket, amit 2 negativ hatvanyara emeliink.

A normalizalashoz (1) az UBCI18 ubiquitin-konjugalé enzim valamint az EFla
(elongécios faktorl-alfa) génjeinek transzkripcids szintjét és (2) belsé referenciaként a
vizsgalt géneket legkevésbé expresszaldo mintak transzkript mennységét vettiik alapul.

Az altalunk valasztott referenciagének Ct (cycle trescold) értékei egyik minta esetében
sem haladtak meg az atlagtol valo két ciklusos eltérést ( Fiiggelék 1. grafikona és a hozza
tartozo tablazat). Ez az érték a referenciagénekre vonatkozé qRT-PCR tapasztalatok
alapjan hibahataron beliil van. Ennek megfeleléen a hozzajuk viszonyitva szarmaztatott,

vizsgalt génekre kapott relativ transzkript mennyiségek is korrektnek tekinthetok.

A normalizalashoz az UBCI18 és az EFla Ct értékek atlagat vettiik alapul. A gRT-PCR
ismételhetéségére vonatkozd korabbi tapasztalatok alapjan a vizsgalt génekre kapott

eredmények kozotti legalabb kétszeres eltérést szignifikdnsnak tekintettiik.

30



5. Eredmények és megvitatasuk

Az LBD génekrdl eddig szerzett ismereteink alapjan kiindulasként azt feltételeztiik,
hogy az altalunk vizsgalt LBD gének is elsOsorban fiatal, 0sztddd szovetekben gazdag
szervekben, mint amilyen pl. a gyokércsucs, vagy a fiatal oldalgydkér inicialisok,
ndduszok és a fejlodo generativ képletek, mutatnak majd erételjes expressziot. Minthogy a
LOB-domén transzkripcios faktorok a sejtciklus szabalyozasdban inkébb represszalo
szerepet toltenek be, ezért az A2 tipusu ciklinnel kapcsolatban ellentétes kifejezodési
mintazat prediktalhatd. Ezt a negativ korrelaciot elsdsorban a Bd2g53690 altal kodolt
LOBI15 esetében feltételezhetd, tekintettel arra, hogy a vizsgdlt LBD gének kozil a
Bd2g53690 mutat nagyobb homologiat az MtCPP1 génjével. Erre vonatkozdan azonbnan

munkank kezdetén nem voltak feltevéseink.

5.1 Brachypodium LOB-domén fehérjék rokonsagi faja

A teljes Brachypodium genom és a konzervalt LOB-domén struktira szekvenciajanak
iIsmeretében az adatbazisbol Gsszesen 16 annotalt LBD gént és ezek fehérje termékeit
sikeriilt azonositani. A proteinek rokonsagi kapcsolatait a LOB-domének aminosav-
szekvenciaja alapjan ClustalW2 analizissel hataroztuk meg; a konzervalt motivumokat a
BlockMaker programmal  (http://blocks.fhcrc.org/blocks/blockmkr/make blocks.html)
kerestilk meg. Az elkésziilt rokonsagi fat a 7.A é&bra szemlélteti, a hozzd tartozo

tablazatban a LOB-domének elhelyezkedése lathato (7.B).

A rokonsagi fa, a LOB-domének helyzete és a leu-zip motivumok aminosav-
sorrendjének ismeretében a szalkaperjében eddig megtalalt LOB-domén fehérjék kozott is
két nagy csoport kiilonboztethetd meg. Az l-es osztaly népesebb, Osszesen 12 fehérjét
tartalmaz, és tovabbi két csoportra bonthatd: az a-tipusuakra (11 fehérje) és b-tipustakra (1

fehérje). A II osztaly mindossze 3 fehérjét foglal magéaban.

Az altalunk vizsgalt LBD gének, a Bd2g53690 altal kodolt LOB15 és a Bd2g34520 altal
koédolt LOB13 is az Ia osztilyba tartozik. Mindkettd rendelkezik teljes, funkcioképes
leucin-zip-hez hasonlé motivummal, tehat varhatéan képesek fehérje-fehérje

kolcsonhatasok kialakitasara.
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L0812 Bradi4g 14890
| Sequence ID |Length| Blocks

LOB1EN

——in_cEann
LOB29 Bradi3g12550

LOB1(Bradilg63760 1214 | —a-m-8——

Clazzla

LOBR0 Bradi2g23510

LOB13(Bradi2g34520 256  |—a-m-m———

LOB18 Bradilg75120

LOB1 BradiigB5780

LOBA1T Bradi2g51210

LOB13(Bradig14890.|137  {--B—

LOBS Bradi2gb7280

LOB15(Bradi2g53690 251 | —m-m-m—no

LOBEA Bradi2g28270.1 LOB 134 Brad2024520 |LOB]6(Bradilg?5120. 179 |.|_|_|_
R [LOB16(Bradides5680.[210  |-a-a———

LOB17(Bradi2g31310.[237  —a-8———
LOB29(Bradi3g12550 215 |[#-m8—v
LOB30(Bradi3g22510 256 | —m-B-8——

e Class 1b LOB38(Bradilgl4780.237  m-o8———

HBErassgIErsly [LOB39(Bradi1g22920 [238  |-a-ma——

[LOB41(Bradidg16740.291  [#-8—
[LOB41(Bradi4gl6750. 301  [m-mm—

LOB6(Bradi2e25270 1265 | —a-m-8———

LOB39 Bradi1g22520

LOB325 Bradiig14780

. |LDBG(Bradi2g57380.l 251 |—l-l-l—
|LOB7(Bradi2g08480_l 235 |—l—l—l—
Map Scaling: || | [100 amino acids]

7. abra: A) A Brachypodium dystachion LOB-domén fehérjék rokonsagi faja. A fa a fehérjék LOB-
doménjének konzervalt aminosav-motivumai alapjan, ClustalW2 analizist kdvetéen TreeWiew
1.6.6 verzioji programmal lett vizualizalva. Az egyes agak hosszlsaga a divergencia mértékét
tiikkr6zi (az egységet szimbolizald szakasz 0.1 aminosav pozicionkénti cseréjét jeloli).

B) A tablazat a LOB-domén egyes fehérjéken beliili helyzetét foglalja Gssze. A szines négyzetek a
konzervalt motivumokat jelolik (sotétkék: C-domén; vilagoskék: G-box; bordé: leu-zip).

A piros szinnel kiemelt fehérjék és szekvencia-azonositoik az altalunk vizsgalt LOB-domén
fehérjéket jelolik.

5.2 Brachypodium ciklinek rokonsagi faja

Kutatasi célunknak megfelelden ezt kdvetéen a Brachypodium adatbazisbol kigytjtottik az
A, B, C és D tipusu ciklin géneket is, majd az aminosav-szekvencidk ClustalW2 analizisét
kovetden TreeWiew 1.6.6 verzioji programmal abrazoltuk rokonsagi kapcsolataikat (8.
abra). Rajuk kiviil tovabbi, kisebb, H-, J-, L-, U-, P- és T-tipusu ciklinek is megtalalhatok a

Brachypodium genomban, de ezek nem kertiltek bele a rokonsagi faba.

A rokonsagi fan jol elkiilonithetok az egyes ciklin alosztalyok. Az egyetlen C tipust
ciklin kivételével a tobbi f6 ciklin csoport 5-10 tagot szamlal. A ciklinek koziil a Medicago
sativa A2 tipusu ciklinjével legmagasabb foku homologiat mutaté ciklin, a Bd4g06827 (4e-
53) altal kodolt ciklin A2,1 torténetesen a Brachypodiumban fellelhetd ciklinek koziil az

egyetlen A2 tipust ciklin.
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/' B tipust ciklinek
/

\ cycB1 1 Bradi2g52760.1

cycD5 1 Bradi1g14605.1

7ycDS 2 Bradidg03121.1

Bradi5g18397.1cycB2 1

cyoB2 2 Bradi1g29830.1

cycB1 5 Bradi2g21330.1

cycB1 3 Bradi2g10890.1

cycD3 2 Bradidg08357 1 cn 2 Bradi1g21237.1
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CycA1 1 Bradi2g31632 v\ )
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CycA3 1 Bradi1g14820.1
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cycD4 1 Bradi4g32556.1

cycD2 3 Bradi1ge0647.1

cycD2 2 Bradi1g21230.1

D tipust ciklinek

8. abra: A Brachypodium ciklinek kapcsolatait abrazolod rokonsagi fa. Az egyes agak hosszusaga a
divergencia mértékét tiikkrozi (az egységet szimbolizaldé szakasz 0.1 aminosav pozicionkénti

cseréjét jeloli). A pirossal kiemelt fehérje €s azonositdja az altalunk vizsgalt A2 ciklint jel6li.

5.1 A Bd2g34520 transzKkripcios mintazata

A Bd2g34520 kiilonboz6é ndvényi szervekben kvantitativ. PCR-rel mért relativ

expresszios szintjeit a Filiggelék 2. tablazata tartalmazza részletesen, és Gsszesitését az 1.

grafikon szemlélteti. A génkifejez6dés mértékének Osszehasonlitasahoz a kaldsz csucsan

fejl6dod 5.-6. szem (E3) ACt értékét vettiik viszonyitasi egységnek.
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. grafikon: a Bd2g34520 relativ expresszios szintjének alakulésa a kiilonb6z6 ndvényi szervekben.
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A kapott eredmények alapjan megallapithato, hogy 6t nagysagrendnyi kiilonbség van az
altalunk kimutatott legmagasabb ¢és a legalacsonyabb mRNS szintek kozott, ami a gén
kiugroan szigoru transzkripcios kontrolljat mutatja. A Bd2g34520 kifejezetten a gyokérben
expresszalodik, ott is kiemelkedden a fiatalabb részekben, tigymint a gyokércsucsban és a
fiatal oldalgyokér-inicialisokban. Kisebb mértékii expresszio kimutathatdé a jarulékos,
hajtas eredetii gyokerek eredési helyén, az id6sebb noduszokban (az elsd és a masodik
levél noduszaiban) is. A tobbi szervben a Bd2g34520 kifejezdédése ehhez képest
elhanyagolhatd mértékai.

Ez a mintazat Gsszecseng a Bd2g34520 Arabidopsisban talalhatdé homoldgjanak, az
LBD13 expresszios analizisének eredményeivel (Shuai és mtsai, 2002; 9. abra). Bar az
Arabidopsis génre vonatkoz6 adat csak szemi-kvantitativ eredmény és kozel sem olyan

részletes, mint a miénk, a két vizsgalat egymast erdsiti.

SH RL CL ST RT BD FL

A

9. abra: Arabidopsis LBD13 expresszios profiljanak reverz transzkripcioé kapcsolt PCR- analizise.
SH: 12 napos hajtas; RL: rozetta levelek; CL: hajtason fejlodd levél, ST: virdgzati tengely; RT:
gyokér; BD: viragbimbo; FL: kifejlett, nyitott virag. Referenciaként az aktin2 (ACT2) szerepel
(Shuai és mtsai, 2002).

A hasonl6 profil mindenképp figyelemre méltdé egybeesés, ugyanakkor a Bd2g34520
altal kédolt LOBI13 ¢és a ludfit LBD13 aminosav-szekvencidjdnak nagyfoku hasonlosaga
(2e-46) tiikrében nem is annyira meglepd. A tény, hogy a Brachypodium LOB13 és az
Arabidopis LBD13 fehérjéje igen magas homologiat mutat egymassal, és hogy mindkét
fehérje génje a gyokérben expresszalodik, mindenképp arra utal, hogy ezek a gének
egymas ortologjai, és olyan, a gyokérfejlddést szabalyozd konzervalt mechanizmusban

jatszanak szerepet, amely egyarant megtalalhat6 az egyszikiiekben és kétszikiiekben is.

5.2 A Bd2g53690 expresszios mintazata

A Bd2g53690 kiilonb6zé ndvényi szervekben mért relativ expresszios szintjeit a
Fiiggelék 3. tdblazata tartalmazza részletesen, és Osszesitve a 2. grafikon szemlélteti. A
génkifejez6dés mértékének Osszehasonlitasahoz az els6 levéllemez (L1) ACt értékét vettiik

viszonyitasi egységnek.
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A Bd2g53690 expresszids mintazata
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2. grafikon: a Bd2g53690 relativ expresszios szintjének alakulasa a kiilonbdzé novényi szervekben.

Az eredmények alapjan altalanossagban megallapithatd, hogy az idésebb levelek
levéllemezének (L1, L2, L3) és ligulajanak (LCS2, LCS3), a negyedik levéllemez bazalis
szegmensének (L41) valamint a zaszloslevél (ZL) kivételével kisebb-nagyobb mértékben
ugyan, de minden novényi részben detektalhatd volt a Bd2g53690 kifejezodése.
Expresszalodik a gyokér kiilonbozd részeiben, aktiv a levélndduszokban, az
internédiumokban és a levélhiivelyekben, valamint a fiatal, negyedik levél lemezének
kozéps6 és csucsi részében (L42, 143) is. A legerételjesebb kifejez6dés azonban a
generativ szervekben ¢s a fejlodd magokban volt megfigyelhetd. Tendenciajaban a
fiatalabb, még o0szt6dd sejteket is tartalmazd szervekben illetve ndvényrészekben
magasabb relativ traszkript mennyiséget kaptunk, mint az iddsebb szervekben. Az
egyetlen, ennek elsdre ellentmondani latsz6 eredményiink az, hogy a fiatal, negyedik levél
bazalis részében, ahol a legtobb o0sztddo sejtet feltételezhetjiik, alig miikodik a gén, mig a
kozépsd és csucsi részen ennél egy nagysagrenddel erdsebben, noha az egysziki
levelekben itt mar tobb differencialt sejt van jelen. Egy lehetséges magyarazat erre, hogy a
negyedik levélben térben jobban elkiiloniilnek a még o0sztodo illetve mar differencialodo
sejtjei vannak abban a fejlédési fazisban, amikor a merisztematikus allapotbol
differencialtba valtanak, és ebben jatszhat aktiv szerepet ez a gén, mig az alapi rész
zommel o0szt6do sejtjeiben a gén még kevésbé kapcsolt be. Ennek igazoldsa természetesen
tovabbi vizsgalatokat kivan.

Ez a mintazat kivaloan megfeleltethetd a Bd2g53690 Arabidopsisban talalhato
homoldgjanak, az LBD15-nek a miénknél kevésbé részletes expresszids analizis

eredményeivel (Shuai és mtsai, 2002; 10. abra). A hasonlé profilt a Bd2g53690 altal kodolt
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LOBIS5 és a ludfii LBD15 aminosav-szekvencidja kdzotti nagyfoktt homologia (2e-47) is
prediktalta. Az alapjan, hogy erételjesebb kifejez0dés inkdbb a generativ szervekben
tapasztalhatd, valdészintsithetjiik, hogy egyszikiieckben ¢&s kétszikiiekben egyarant
megtalalhatd, elsdsorban virdgfejlodésben és embriogenezisben szerepet jatszo
szabalyozasi folyamatokban vehetnek részt. Ezt a feltevést tdmogatja az a microarray-
kisérlet is, melyben a magok fejlédésére jellemz6 transzkripcios faktorokat kerestek
ludfiiben. A vizsgalatok eredményeként az AtLBDIS/ASL11 génjét mint az

embriofejlodés globularis stadiumaban aktiv gént aposztrofaltak (Le és mtsai, 2010).

SH RL CL ST RT BD FL

10. abra: Arabidopsis LBD15 expresszios profiljanak reverz transzkripcio kapcsolt PCR- analizise.
SH: 12 napos hajtas; RL: rozetta levelek; CL: hajtason fejlodo levél; ST: viragzati tengely; RT:
gyokér; BD: viragbimbo; FL: kifejlett, nyitott virag. Referenciaként az aktin2 (ACT2) szerepel
(Shuai és mtsai, 2002).

A Bd2g34520-cel 6sszehasonlitva jelentds kiilonbség még, hogy a Bd2g53690 génnél
csak 6-700-szoros mRNS szintii kiilonbségek voltak kimérhetdk, ez két nagysagrenddel
kisebb az el6z6 génnél tapasztaltnal.

5.3 A ciklinA2 expressziés mintazata

A ciklinA2 (gi: Bd4g06827.2) kiilonb6z6 novényi szervekben mért relativ expresszios
szintjeit a Filiggelék 4. tablazata tartalmazza részletesen, és Osszesitve a 3. grafikon
szemlélteti. A génkifejezOdés mértékének Osszehasonlitisahoz az iddsebb oldalgyokeér-
inicidlis (R6) ACt értékét vettiik viszonyitasi egységnek.

A cycA2 expresszios mintazata
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3. grafikon: a Brachypodium ciklinA2 relativ expresszios szintjének alakulasa a kiilonb6z6 névényi
szervekben.
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A kapott eredményekbdl megallapithatd, hogy erdteljes expresszi6d tapasztalhatd a
fiatalabb levelekben és ezek kiillonbozé szegmenseiben, a pelyvalevélben, a pelyvalevél
szakallaban, valamint a kozepesen fejlett viragokban (V2). A tobbi ndvényi szervben, ill.
szovetben alacsonyabb a relativ transzrkipt mennyiség, de tendencidjat tekintve altalanosan
igaz, hogy a fiatalabb szervekben mért expresszids szint magasabb, mint a fejlettebb,
idésebb novényi részekben kapott értékek. Az altalunk kapott eredmények 6sszhangban
vannak azokkal a korabbi tapasztalatokkal, melyek szerint a ndvényi A2 tipust ciklinek
génjei talnyomoan a hajtasban expresszalodnak (Kouchi és mtsai, 1995; Szarka és mtsai,
1995).

Osszehasonlitva a vizsgalt LBD gének expressziojaval, a Brachypodium ciklinA2
kifejez0dése nem mutat hasonloésagot a Bd2g34520 transzkripciés mintazataval.
Ugyanakkor a Bd2g53690 és a cycA2 kifejez6dése kozott ugy tinik, hogy negativ

korrelacio all fonn (4. grafikon).

AcycA2 és a Bd2g53690 expresszids mintazata
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4. grafikon: a Brachypodium ciklinA2 és a Bd2g53690 expresszidos mintazatanak Osszehasonlitd
diagramja.

Altalanossagban megéllapithato, hogy ahol a Bd2g53690 expresszioja magasabb, ott a
ciklinA2 transzkripcios szintje alacsonyabb. Ez természetesen forditva is igaz. Az eltérések
a fold feletti ndvényi részek esetében a legszembetlindbbek. Kiugroan magas a ciklinA2
relativ transzkript mennyisége a masodik és harmadik levél lemezében, a negyedik levél
lemezének kiilonbozd szegmenseiben, a pelyvalevélben és a kdzepesen fejlett virdgokban

(V2), éppen ott, ahol a Bd2g53690 expresszidja a legalacsonyabb. Ugyanakkor azokban a
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szervekben, ahol a Bd2g53690 kifejezddése erételjes (mint pl. a toklasz és a kiilonboz6
fejlodési stadiumi magok), ott a CiklinA2 expresszioja nagyon alacsony.

Ez az Osszefliggés azt sejteti, hogy a Bd2g53690 altal kodolt LOB15 negativ hatast
gyakorol a ciklinA2 kifejez6désére. Ismerve azt, hogy a LOB-domén fehérjék, és altalaban
a transzkripcios faktorok kozott gyakoriak a feed-back szabalyozéasi mechanizmusok,
vélhetden ebben az esetben is egy negativ visszacsatolasi folyamat allhat a hattérben.

Ennek értelmében feltételezhetd, hogy az A2 ciklin eldsegitheti a LOBI15
expressziojat, vagy cdk partnerével szabalyozhatja a transzkripcios faktor aktivitasat, a
LOBI15 viszont represszalhatja a ciklin A2 transzkripcidjat. Az expressziés mintazat
tikrében ez a hipotetikus szabalyozasi kor a levélfejlédésben és a generativ szervek
organogenezisében jatszhat szerepet. Fontos azonban kihangstlyozni, hogy ez, mint
munkahipotézis szolgalhat tovabbi kisérletek tervezéséhez. A kapott eredmények
semmiképp sem bizonyitjak a fentebb vazolt szabalyozasi kor meglétét, legfeljebb csak
felvetik a lehetdségét. Ehhez tovabbi, részletes vizsgalatok kellenek.

Még Osszetettebbé teszi a képet, hogy irodalmi adatok alapjan a ludfit LBD15/ASL11

RELATED NAC-DOMAIN7) transzkripcios faktornak (Yamaguchi és mtsai, 2011).
valamint kakastaréjjal (Celosia cristata) végzett kisérletek alapjan is arra Iehet
kovetkeztetni, hogy a ludfii LBD15/ASL11 génje szerepet jatszik a SAM normalis
mikodésének fenntartasaban €s a szallitonyaldbok kialakuldsaban (Sun és mtsai, 2010a). A
gén talmiikodtetése kakastaréjban (Celosia cristata) jelentés elvaltozasokat idézett el6: a
transzforméans novények levelei gytiréttek, lebenyesek, a paliszad parenchima nehezen
felismerhetd, a hajtas apikalis merisztéma pedig hegyes, tliszerli morfologiat mutat, és
hianyoznak beldle a szervkezdemények. Ezeket a defektusokat a KNOX gének rendellenes
aktivitasaval magyaraztak, amelynek hatterébn az AtLBD15/ASL11 fokozott miikodése
allhat. (Sun és mtsai, 2010b). Tehat az AtLBD15/ASL11 szerepet jatszhat a homeobox
gének szabalyozasdban is. Az viszont még kérdéses, hogy egyszikiiekben is hasonld

funkcioval bir-e az AtLBD15 homologja.
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Osszegzés

Jelenlegi kutatasaink a szervfejlodést és a sejtosztodast iranyitd mechanizmusok
kozotti kapesolatok mélyebb megismerésére iranyulnak. Erdeklédésiink kozéppontjaban
egy olyan novény-specifikus transzkripcids faktor csalad all, amelyek organogenezisben és
sejtosztodas szabalyozasdban betoltott szerepét mar sokrétiien bizonyitottdk. Habar a
felfedezésiik ota eltelt egy évtized alatt a szoban forgd LOB-domén fehérjékrol igen széles
ismeretanyag gytlt 0ssze, pontos funkcidjuk azonban java részt még tisztazatlan, emellett
tapasztalataink zome kétszikiiekkel végzett kutatasokbol szarmazik. Meglehetdsen kevés
az egyszikiekkel kapcsolatos vizsgalat, jollehet hatalmas gazdasagi jelent6ségiik okéan az

egyszikiliekben is legalabb olyan fontos e folyamatok megismerése.

Munkénkhoz egy, a gabonandvényeinkkel szoros rokonsagban allo fajt, a szalkaperjét
(Brachypodium dystachion) valasztottuk, amely minden szempontbdl eleget tesz a jo
modellszervezetekkel szemben tdmasztott kovetelményeknek. Konkrét vizsgalataink pedig
azon LOB-domén fehérjékkel kapcsolatosak, melyek korabbi tapasztalatok alapjan
kozvetlen kapcsolatba hozhatok a sejtciklus szabalyozéasaval, és a sejtosztodast irdnyitd
ciklinekkel. Célkitlizésiink két LBD gén, a Bd2g34520 és a Bd2g53690, valamint egy A2
tipustt ciklin (Bd4g06827.2) transzkripcids profiljanak elkészitése volt. Ezen gének
expresszidjat tanulmanyoztuk qRT-PCR (quantitative real-time polimerase chain reaction)

analizissel 33 kiillonb6z6 ndvényi szervben, a gyokércsucstol egészen a fejlodé magokig.

Vizsgalatunk sordn jelentOs eltéréseket tapasztaltunk az egyes gének kifejezddése
kozott: a Bd2g34520 (LOB13) transzkripcidja kimondottan a gyokér kiillonbozo részeire
jellemz0, mig a Bd2g53690 (LOB15) inkabb a fejlédé magokban és a toklaszban aktiv, de
expresszalodik a gyokérben és a masodik levél internddiumaban is. Ezek az eredmények
egybehangzanak e két gén Arabidopsisban fellelhetd homoldgjaival végzett reverz
transzkripcid kapcsolt PCR-analizis eredményeivel (Shuai és mtsai, 2002), valamint
azokkal a kutatasokkal, amelyekben mag specifikus transzkripcios faktorokat kerestek (Le
¢s mtsai, 2010). Az egybeesés arra enged kovetkeztetni, hogy az altalunk vizsgalt gének
egy meglehetdsen konzervalt, egyszikliekben és kétszikiiekben is hasonloan miikodd

szabalyozasi folyamat részei lehetnek.

Eddig ismert szerepe ¢és expresszidos mintdzata alapjan az A2 tipust ciklin

feltételezhetden résztvevdje lehet a LOBI1S5 altal irdnyitott folyamatoknak: génjének
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aktivitdsa azokban a novényi részekben (els6sorban a fiatalabb levelekben ¢és a
pelyvalevélben) a legmagasabb, ahol a LOB15 relativ transzkript mennyisége a
legalacsonyabb. Hasonld Osszefiiggéseket a LOB13 és az A2 ciklin transzktipcidja kozott
nem tapasztaltunk, tehat nagy valosziviiséggel a LOB13 nincs hatissal az A2 ciklin
kifejezddésére, ugyanakkor a LOB15 negativan befolyasolja az A2 ciklin génjének

mitkodését.

Osszességében megallapithato, hogy egyrészt a kapott eredmények a varakozasoknak
megfeleléen alakultak, masrészt e harom génre minden eddiginél részletesebb
transzkripcidés mintazatot hataroztunk meg. A vizsgalt LOB-domén gének expresszidja
inkabb a fiatalabb szervekre jellemzd, markans, tobb nagysagrendnyi mRNS-szint
kiilonbség van az egyes szervek kozott, €s az is igazolodni latszik, miszerint az A2 ciklin
kifejezodése a LOB15 aktivitasaval mutat negativ korrelaciot. Ez az dsszefiiggés felveti a
lehetdségét egy, az A2 ciklin és a LOB15 kozott fennalld negativ feed-back szabalyozési
mechanizmus 1étezésének. Kizarolag ezekre az eredményekre tAmaszkodva kijelenteni azt,
hogy egy ilyen szabdlyozési mechanizmus létezik, tilzottan messzemend és elrugaszkodott
kovetkeztetés lenne. Ennek bizonyitasa, a LOBI5 pontos funkciojanak meghatarozasa
tovabbi vizsgalatokat igényel. Egyrészt sziikséges tovabbi gének szekvencia és
transzkripcids szintli vizsgalataval, mutans ndvények analizisével még tobb, a hipotetikus
szabalyozasi kor létezését alatamasztd bizonyitékokat szolgaltatni. Masrészt sziikséges a
mechanizmus esetleges tovabbi résztvevdinek megtaldlasa, és végiil, de nem utolsé sorban

valaszt adni arra a kérdésre, hogy mindez milyen szereppel bir a novény életében.
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Roviditések

ARF: Auxin Response Factor

ARL: Adventitious Roots Less

ARR: Arabidopsis Response Regulator
AS: Asymmetric Leaves

ASL: Asymmetric Leaves-like

AUXRE: auxin responsive

BAC: Bacretial Artifical Cromosome
BES: BAC End Sequence

bHLH: Basic Helix-loop-Helix

BOP: Blade On Petiole

BP: Brevipedicellus

CSK: ciklin dependens kindz

CPP: Cystein-rich Polycomb-like Protein
Crl: Crown Rootless

CUC: Cup-Shaped Cotyledon

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole
DH: Degenerated Hull

EST: Expressed Sequence Tag

FISH: Fluorescent In Situ Hibridization
HD-ZIP: Homeodomain Leucin-Zipper
HIRA: histone regulatory complex A
IAA: Indol-Acetic Acid Induced protein
Ig: Indetreminate Gametophyte

ITS: Internal Transcribed Spacer

JAG: Jagged

JLO: Jagged Lateral Organ

KNAT: Knotted-Like form Arabidopsis
thaliana

KNOX: Knotted-Like Homeodomain
LAS: Lateral Supressor

LBD: Lateral Organ Boundary Domain
LOB: Lateral Organ Boundary
NAC-domain: NAM, ATAF1/2 and
CUC2 domain

NAM: No Apical Meristemless

PAP: purple acid phosphatase

PIN: pin-formed protein

PTL: Petal-Loss

gRT-PCR:
Polimerase Chain Reaction

Quantitative  Real-Time
Ra: Ramosa

RAPD: Random Amplification of
Polimorphyc DNA

RB: retinoblastoma

RFLP: Restriction Fragment Leight
Polymorphism

RS: Rough Sheat

RTCL: rtcs-like protein - rtcs gén
paralogja

Rtcs: rootless concerning crown and
seminal roots

SAM: Shoot Apical Meristem — hajtas
apikalis mersztéma

STM: Shoot Meristemless

UFO: Unusual Floral Organs

VND: Vascular-Related NAC-domain
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Melléklet

A novényneveléshez hasznalt Hoagland-tapoldat sszetétele

Hoagland-tapoldat (1x): Mikroelem-torzsoldat Osszetétele:
NH4H2PO4 150 mg/I H3BO4 2,86 mg/l
Ca(N03)2 x4 H20 656 mg/I CuSO4 x 5 H20 0,08 mg/I
MgSO4 x 7 H20 240 mg/I Na2MoO4 0,03 mg/l
KNO3 606 mg/I ZnS0O4 x 7 H20 0,22 mg/l
Fe-EDTA 2,5 mg/l MnCI2 x 4 H20 1,81 mg/
Mikroelem-torzsoldat 1 ml/l

A Kkisérlet soran alkalmazott protokollok
RNS-izolalas LiCl-dal

1) Felhasznalas el6tt 20 pl/ml B-merkapthoetnolt adunk az extrahalé pufferhez, majd 65°C-

ra melegitjiik, majd alaposan vortexeljiik.
DEPC kezelt extrahal6 puffer 6sszetétele (100 ml vizben oldva):
CTAB (2%) 29
Tris (A1M; pH 8.0) 10ml
NaCl (2M) 116 g
Spermidine (0,5 g/l) 0,005 g
EDTA (0,5M) 4 mi

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

novényi mintdhoz 0,5 ml extrahal6 puffert adunk, majd alaposan vortexeljiik.
3) A mintat 56°C-on, 2 percig inkubaljuk, majd ismét vortexeljiik.

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

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

6) A felsd fazist atpipettazzuk egy 10j eppendorfba, és a térfogataval megegyez6

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

8) A fels6 fazist atpipettdzzuk egy 0j eppendorfba, és a térfogata 1/3-anak megfeleld
mennyiségli 8M DEPC-kezelt, autoklavozott LiCl-oldatot adunk hozza, majd finoman
osszerazzuk. (Ugyeljiink, hogy ennél a 1épésnél semmiképp se pipettazzunk az also

fazisbol vagy az interfazisbol!)
9) A mintat 4°C-on overnight inkubaljuk.
10) A mintéat 20 percig centrifugaljuk 4°C-on, 13000 rpm-en.

11) A pelletrél eltavolitjuk a feliilaszo 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 mintahoz 300 pl kloroform:izoamilalkoholt (24:1) adunk., majd 3 percig 13000 rpm-

en, szobahdmérsékleten centrifugaljuk.

14) A felsé fazist atpipettazzuk 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 feliiliszo frakciot, majd 400 pl 75% EtOH-val mossuk.

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

19) Koncentraciomérés Nanpdroppal (2 ul minta), majd a minta integritasanak ellenérzése
gél elekrtoforézissel, 1% agaroz gélen (1 ul minta + 9 ul DEPC-kezelt viz + 2 ul 6x
loading buffer)
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20) A mintat ezutan —80°C-on taroljuk felhasznal4sig.
DNaz kezelés

1) A kovetkezo reakcioelegy Osszeallitasa, 60 pl végtérfogatra:

30 ug RNS (~46 pl)

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

0,5 ul RNase inhibitor

1,5 ul DEPC-kezelt viz

2) A mintat 30 percig 37°C-on inkubaljuk.
3) A mintéakat 10 percig 65°C-on inkubaljuk az enzimek inaktivalasa érdekében.

4) A reakcioelegyhez 150ul depc H,0O-t, 150ul fenolt (NEM pH 4-es fenolt!) és 150ul

kloroformot adunk, majd alaposan vortexeljiik.
5) Centrifugélés 10 percig 13000 rpm-en, 40C-on.
6) A feliiliszoéhoz 200 pul kloroformot adunk.
7) Alapos vortexelés utan a mintdkat 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 inkubaljuk.
10) Centrifugalas 20 percig 13000 rpm-en, 4°C-on.

11) Ovatosan leontjiik a feliilaszét a csapadékrol, majd 70%-o0s etanollal 2x mossuk a

csapadékot.

12) Csapadék szaritasa jégen, 10-15 percig, majd 25-30 ul DEPC H,0-ben visszaoldjuk a

csapadékot.
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13) Koncentracioellendrzés Nanodroppal (2 pl minta), futtatdas 1% agardéz 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 18 S 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 kozvetleniil a zsebek alatt megjelend

sav formajaban latjuk, és ekkor sziikséges a DNaz kezelés megismétlése.

cDNS-PCR

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

3) Az elegyhez hozzamériink:

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

0,5ul RNase inhibitor

2,7ul DEPC-kezelt viz

4) Az elegyet 5 percig 25°C-on inkubaljuk, majd 0,5pul reverz tarnszkriptazt adunk minden
pozitiv mintdhoz. Az enzim bemérése eldtt negativ kontrollként Sul-t kivesziink a
mintdbol, ehhez nem adunk reverz transzkriptazt. A negativ kontroll beiktatdsaval a

késodbbiekben 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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Ellenorzo PCR

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk a cDNS szintézis sordn kapott termék mindségérol,
feltétleniil sziikséges egy konzervativ, konstitutivan expresszalodd gén primerparjaval
végzett ellenérzé PCR reakcio elkészitésére. A kisérlet soran mi az UBC18 génre tervezett

primerpart haszaltuk

1) Reakcidelegy dsszeallitasa egy mintahoz, 20 pul végtérfogatban

0,46ul steril desztviz

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

0,75ul reverz primer (10uM)
0,75ul forvard primer (10uM)
0,04ul Taq polimeraz (5U/ul)
12ul templat DNS

PCR reakcio:

e 3 perc 95°C — Tag-polimeraz aktivaldsa

e 30 mp. 95°C — templat DNS meltingje

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

e 7 perc 72°C — reakcid terminalasa

A PCR-reakcidt elvégezziik a reverz transzkriptazt tartalmazo pozitiv mintan, és a hozza
tartozd enzimmentes negativ kontrollon is. Minta helyett steril vizet tartalmazo, un. vizes
proban, valamint egy, kordbban mar pozitivnak mindsiilt cDNS-en (un. pozitiv proban) is
lefuttatjuk a reakciot. Igy ellenérizhetjiik, hogy a reakcidelegy tiszta, és a reakcidelegy

valamint a hasznalt enzimek miikodoképesek.

Ellendérzés: amplikonok futtatasa 2% agar6oz gélben (15 pl reakcidtermék + 3p 6xloading

puffer)
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Fiiggelék

1. tablazat: az QRT-PCR-hez hasznalt génspecifikus primerek

gén szimbéluma  génbank azonosito polaritas primer szekvenciidja termékméret

EFlo* Dv482887 forward 5’ -CCATCGATATTGCCTTGTGG-3" 184 bp
reverse 5’ -GTCTGGCCATCCTTGGAGAT-3’

UBC18* DVv481689 forward 5’ ~GGAGGCACCTCAGGTCATTT-3" 197 bp
reverse 5’ -ATAGCGGTCATTGTCTTGCG-3"

CYC A2;1 Bradi4g06827.2 forward 5/ -CGTCTGTGCTCTACGGGAAT-3" 114 bp

LOC100824825 reverse 5’ ~-GTAAACTCAAGCAGCAAATGGTG-3’

Bd2g53690 LOC100844657 forward 5’ -GACAACAGCCATCAAGCAGT-3" 117 bp
reveerse 5’ -ACCACCAAAACGTCAAACAA-3’

Bd2g34520 LOC100835831 forward 5’ -CCCTTCAACACGATGACG-3" 165 bp
reverse 5’ -CACCTCCAGGAGCATCTTG-3"

A * jelel ellatott primereket Shin-Young Hong és munkatarsainak publikacidja alapjan valasztottuk

ki és szintetizaltattuk meg (Hong és mtsai, 2008)

Avizsgalat soran referenciaként szolgalo gének Ct érétkei

Cycle treshold

10

5
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Minta
—t—clF —@— UBC18 referenciagének atlaga

Referenciagén Ct értékek atlaga Széras
UBC18 23,42709094 0,756396427
EFla 16,19797027 1,237658901
referenciagének atlaga 19,94723128 0,912003172

1. grafikon: a referenciagének Ct értékeinek alakulasa a kiilonb6zé mintakban. A grafikonhoz
tartozo tablazatban a kiilonb6z6 mintakban mért, az egyes referenciagénekre vonatozo Ct értékek
atlaga és szorasa lathato.
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2. tablazat: A Bd2g43520 relativ expresszios szintjei

Minta Referenciagének Ct  Bd2g43520

roviditése értélékeinei atlaga Ct é?tékei ACt AACt 2008
R1 19.46718517 22.66234 3.195155 -16.0639  68504.68
R2 20.49528917 26.03511 5539818 -13.7193  13486.72
R3 20.43660883 26.21306 5.77645 -13.4826  11446.51
R4 20.79017967 26.25684 5466664 -13.7924  14188.22
R5 19.20147183 23.34416 4142685 -15.1164  35521.02
R6 19.887453 25.24492 5357462 -13.9016  15303.86
IN1 20.45396633 30.14834 9.694376  -9.56469  757.2859
LN1 20.5037795 27.17365 6.669869 -12.5892  6162.08
LH1 20.27884583 33.82022 13.54137  -5.7177 52.62584
L1 20.548431 31.42871 10.88028 -8.37879  332.8652
IN2 19.507973 28.45446 8.946489 -10.3126  1271.734
LN2 19.43340325 25.8965 6.463098 -12.796 7111.667
LH2 20.62430958 32.13058 11.50627  -7.7528 215.6878
LCS2 19.08860725 32.28484 13.19623 -6.06284  66.84911
L2 21.7710415 31.21283 9.441787 -9.81728  902.1874
LN3 18.58805133 30.08672 11.49867 -7.7604 216.8275
LH3 20.78507633 38.10113 17.31605 -1.94302  3.84509
LCS3 19.8094985 35.37635 1556685 -3.69222  12.92615
L3 21.19075483 31.3325 10.14175 -9.11732  555.3774
L41 20.15170867 31.7449 1159319 -7.66588  203.0763
L42 19.95195083 30.44461 10.49266 -8.76641  435.4649
L43 21.66127933 31.34348 9.682205 -9.57686  763.7015
ZL 19.372981 35.98463 16.61165 -2.64742  6.265448
KT 20.26911617 34.50782 14.2387 -5.02037  32.45493
PL 19.6442925 33.37875 13.73445  -552462  46.03365
PSZ 20.79701683 37.46367 16.66666 -2.59241  6.031064
ML 21.04339783 35.24794 14.20454  -5.05453  33.23269
V1 18.5140595 37.1297 18.61564  -0.64343  1.562042
V2 19.090219 34.73759 15.64737  -3.6117 12.22444
V3 19.00558058 35.52158 16.516 -2.74307  6.694941
El 18.942844 31.81942 12.87657  -6.3825 83.43011
E2 18.51473817 34.3968 15.88206 -3.37701  10.3892
E3 18.43752183 37.69659 19.25907 O 1
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3. tablazat: Bd2g53690 relativ expresszios szintjei

Minta Referenciagének Ct  Bd2g53690

roviditése értékeinek Zi‘[l&lga Ct é?tékei ACt AACt 2008
R1 19.46718517 28.18956 8.722374  -7.24964  152.1803
R2 20.49528917 29.8742 9.378911  -6.5931 96.54309
R3 20.43660883 28.81707 8.380458  -7.59155  192.8792
R4 20.79017967 29.30031 8.510135 -7.46188  176.2986
R5 19.20147183 27.52609 8.324615 -7.6474 200.4915
R6 19.887453 28.86466 8.977204 -6.99481  127.5402
IN1 20.45396633 30.93876 10.48479  -5.48722  44.85582
LN1 20.5037795 30.57194 10.06816  -5.90385  59.87368
LH1 20.27884583 29.72469 9.445841  -6.52617  92.16652
L1 20.548431 36.52044 1597201 O 1

IN2 19.507973 27.47193 7.963957 -8.00806  257.4334
LN2 19.43340325 28.39817 8.964766 -7.00725  128.6445
LH2 20.62430958 30.7129 10.08859 -5.88342  59.03185
LCS2 19.08860725 31.07753 11.98893 -3.98309  15.81351
L2 21.7710415 35.42794 13.6569 -2.31511  4.976433
LN3 18.58805133 28.73263 10.14458  -5.82743  56.78479
LH3 20.78507633 30.82943 10.04436  -5.92766  60.86985
LCS3 19.8094985 32.86916 13.05966 -2.91236  7.528464
L3 21.19075483 35.17771 13.98696 -1.98505  3.95877
L41 20.15170867 32.5761 1242439  -3.54762  11.69341
L42 19.95195083 29.47004 9.518088 -6.45392  87.6647
L43 21.66127933 30.91558 9.254299  -6.71771  105.2527
ZL 19.372981 35.292 1591902 -0.05299  1.037413
KT 20.26911617 29.26353 8.994413 -6.9776 126.0279
PL 19.6442925 30.88398 11.23968 -4.73233  26.58109
PSZ 20.79701683 32.75623 11.95921 -4.0128 16.14263
ML 21.04339783 27.80152 6.758127 -9.21389  593.8214
V1 18.5140595 27.28752 8.773461  -7.19855  146.8858
V2 19.090219 30.03228 10.94206  -5.02995  32.67133
V3 19.00558058 27.65164 8.646058 -7.32595  160.4471
El 18.942844 26.69005 7.747207 -8.22481  299.1665
E2 18.51473817 25.12458 6.609843  -9.36217  658.1027
E3 18.43752183 27.46408 9.026561 -6.94545  123.2506
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4, tablazat: A cycA2 (Bd4g06827) relativ expresszios szintjei

h{lir.lta} ’ I’Qefere.nciag%ének Ct (’:yC,AZ' Ct ACH AACH A-BACH
roviditése értékeinek atlaga értékei

R1 19.46718517 29.60925 10.14207  -1.3161 2.4899242
R2 20.49528917 31.49617 11.00088 -0.45729  1.3729564
R3 20.43660883 30.78449 10.34788  -1.11029  2.1588946
R4 20.79017967 31.36603 10.57585 -0.88232  1.8433333
R5 19.20147183 28.73855 9.537077 -1.92109  3.7870973
R6 19.887453 31.34562 1145817 O 1

IN1 20.45396633 30.41145 9.957486  -1.50068  2.8297671
LN1 20.5037795 29.74857 9.244795  -2.21338  4.6375896
LH1 20.27884583 30.56415 10.2853 -1.17287  2.2545927
L1 20.548431 31.09872 10.55029 -0.90788  1.8762826
IN2 19.507973 30.56584 11.05786  -0.40031  1.3197870
LN2 19.43340325 29.85371 10.42031 -1.03786  2.0531839
LH2 20.62430958 29.77589 9.151578 -2.30659  4.9471280
LCS2 19.08860725 27.23164 8.143037  -3.31513  9.9530101
L2 21.7710415 28.81176 7.040715 -4.41745  21.369103
LN3 18.58805133 27.80045 9.212401  -2.24577  4.7428985
LH3 20.78507633 28.67238 7.887301 -3.57087  11.883344
LCS3 19.8094985 28.79277 8.983271  -2.4749 5.5592843
L3 21.19075483 29.7106 8.519841 -2.93833  7.6652269
L41 20.15170867 28.5252 8.373488 -3.08468  8.4836297
L42 19.95195083 28.70141 8.749464  -2.70871  6.5373495
L43 21.66127933 30.73709 9.075807 -2.38236  5.2138985
ZL 19.372981 30.71204 11.33906 -0.11911  1.0860636
KT 20.26911617 29.56827 9.29915 -2.15902  4.4661132
PL 19.6442925 27.1709 7.526612 -3.93156  15.258675
PSZ 20.79701683 28.84887 8.051851 -3.40632  10.602398
ML 21.04339783 31.03769 9.994287 -1.46388  2.7584971
V1 18.5140595 27.48762 8.973562 -2.48461  5.5968231
V2 19.090219 27.7837 8.693477 -2.76469  6.7960320
V3 19.00558058 28.2848 9.279215 -2.17895  4.5282520
El 18.942844 29.12607 10.18323  -1.27494  2.4198920
E2 18.51473817 27.96283 9.44809 -2.01008  4.0280436
E3 18.43752183 27.60737 0.169852 -2.28832  4.8848609
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Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarél a palymiiben leirt eredményekhez

Alulirott Gombos Magdolna, a Szegedi Tudomanyegyetem Természettudomanyi és
Informatikai Kar Biologus MSc. szakjanak nappali tagozatos hallgatdja, kijelentem, hogy a
dolgozatomban foglaltak sajat munkdm eredményei, és csak a hivatkozott forrasokat

(szakirodalom, mddszerek, eszkozok stb.) hasznaltam fel.

Kijelentem, hogy a kisérletes munka soran részt vettem a ndvények nevelésében, a
mintavételben, RNS izolalasban, cDNS szintézisben, primerek tervezésében valamint a
valos idejii polimeraz lancreakcid Osszalaitsaban, a kapott eredmények analizisében, a

vizsgalt gének rokonsagi kapcsolatainak vizsgalataban.

alairas

2012. aprilis 16.
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