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BEVEZETO

A buza az egyik legfontosabb és legszélesebb korben elterjedt haszonnovény a vilagon.
Egyarant fontos szerepet tolt be az emberiség élelmezésében és az allatdllomany
takarmanyozasban. A buza szemtermésébdl készilt liszt az elmult kézel 10 000 évben az
emberi taplalkozas legjelentésebb kaldria- és fehérjeforrasa, a mezégazdasag és ezdltal az
emberiség kulturfejl6désének meghatarozd szerepléje (Anonim, 2005). A liszt a buzaszem
raktarozé szovetének 6rleménye, amely jelentés keményité és fehérje tartalommal bir. A
szem fehérje tartalmdnak jelent6s hanyadat kitevé tartalékfehérjéknek elsédleges szerepik
van a dagasztas soran keletkez6 sikérmatrix kialakuldsdban, igy a lisztalapu tészta- és sitGipari
termékek minGségében. Egy adott buzafajta sikérképzé fehérjéit kddold génjeinek allél
szerkezete és a gének aktivitdsa nagymértékben befolyasolja a tészta erdsségét és
nyUjthatdsagat. Am mig a sikérfehérjék tésztamindségre gyakorolt hatasa egy jol kutatott

téma, tudasunk a mennyiséget befolyasolé genetikai és kornyezeti tényez6krdl nem kielégitd.

A tartalékfehérjék szabdlyozasat az 1990-es évek és a 2000-es évek elején intenziven kutattak.
A téma uttorGi kivaldo eredményeket értek el egy-egy gén karakterizdlasaban, szabdlyozd
elemeinek feltdrasaban. Am az izolalt eredmények szintézise tovabbi adatok, késébb
modszerek hianyaban elmaradt. Jelen tézisben bemutatott kutatds ezt az (rt hivatott részben
betdlteni. Felhaszndlva az egyes kutatdcsoportok korabbi kisérletes eredményeit, az
id6kozben felgylilt vonatkozd adathalmazt (big data) illetve a bioinformatikai mddszerek
utdbbi id6kben tapasztalhatd robbanasszer(i proliferaciéjat, kutatasunk célja ezen
tartalékfehérjék egy fontos csaladjanak, a polimerképzé glutenin alegységfehérje gének
transzkripcié szintl szabalyozdsanak jobb megértése. Mindezt olyan szempontok mentén,

hogy eredményeink hatékonyan bévitsék a nemesiték eszkdztarat.

A martonvasari kutatdintézet egy kivald eredményekkel biré nemesitési intézet, ahol a
tartalékfehérjék vizsgalatanak hosszu hagyomdnya van. Az Alkalmazott Genomikai Osztalyon
m(ikod6é kutatdcsoportban évtizedes tapasztalatok gy(ltek 0Ossze a tartalékfehérjék
karakterizaldsardl, a fehérjelancok elemzésérél. Ehhez a tudashalmazhozilleszkedik szervesen
jelen dolgozat témaja: a gének nem kddold részeinek, nevezetesen a szabdlyozasért felel6s
promoter szakaszoknak atfogd, Osszehasonlitd vizsgdlata és a szabalyozasi folyamataik

alaposabb megismerése.



1 IRODALMI ATTEKINTES

Nincs olyan hdonap, amikor ne aratnanak buzat a vilag valamelyik szegletén, és nem volt olyan
év az elmult 10 000 évben, amikor ne vetettek volna buzat valahol. Habar mennyiségi
szempontokbdl a vildgtermelésben a kukoricaval és a rizzsel vetekszik, a
vilagkereskedelemben a buza a legjelent6sebb, és a mindségi kovetelmények buza esetében
a legkritikusabbak. A buza az egyik legszélesebb korben elterjedt élelmiszeripari és takarmany
alapanyag. Ezt részben a kiilonb6z6 éghajlatokhoz és korilményekhez vald jé alkalmazkodd
képességének, konnyl tarolhatésdaganak, tdpanyagértékének koszonheti, és nem
utolsésorban annak, hogy a buzaliszt a legkllonb6z6bb élelmiszerek nélkildzhetetlen
OsszetevGje (Wrigley, 2009). Buzalisztbdl készitenek kelesztett, forma- és lepénykenyeret,
finom pékarut, siteményeket, kekszféléket, g6z6lt kenyeret, friss és szdraztésztat,
gyorsfagyasztott, pelyhesitett, puffasztott és extrudalt termékeket. Ezen termékek
el6allitasahoz mas és mds mindségi paraméterekkel rendelkezé buzafajtakra van sziikség.
Mindezen termékek idedlis esetben a nekik megfelel6 tulajdonsdgokkal biré buzafajtabdl
készilnek (Wrigley, 2009). A buzaliszt alapu tészta egyedi viszkoelasztikus tulajdonsagokkal

bir, amely kiilonlegessé teszi a gabonafélék kozott.

A kenyérbuUza nemesitése kozel egyidGs a megjelenésével. Kezdetben csak egyszerd primitiv
eszkdzokkel valogattak a buzakat generaciérdl generaciéra, am tekintve a buza dnbeporzé
jellegét ez ritkan jelentett genetikai valtozast. A mesterséges keresztezés a XIX. szdzadban
terjedt el a nemesiték korében. Napjainkra azonban a genetikai ismeretek és eszkdzok
bévilésével a markeralapu nemesités soha nem latott hatékonysagot ért el. Rezisztencia
gének és egyéb, pl. a terméshozammal illetve a lisztmindsséggel kapcsolatba hozhaté gének
azonositdsa lehet6vé tette, hogy a nemesit6k molekuldris markerek hasznalataval

célirdnyosan, kozvetlenil genetikai alapokon szelektdljanak.

A buza egyik legfontosabb tulajdonsaga a szem fehérjetartalma. A terméshozam mellett ez a
tulajdonsag hatdrozza meg a termény piaci értékét, igy ennek minGségi és mennyiségi javitasa
kiemelt nemesitési cél. Altaldnosan elfogadott, hogy a fehérjetartalom rendkiviili médon fiigg
a genetikai és kornyezeti hatasoktdl. Ezt el6sz6r Davis és munkatarsai (1981) mutattak be. A

buzaliszt fehérjetartalmanak mennyiségi és mindségi jellemzését a szemben elsédleges kén és



nitrogén raktarozasi funkciéval rendelkezd un. tartalékfehérjék kilonboz6 Gsszetevdinek
sikeres frakcionaldsa tette lehetévé (Osborne, 1907). A legjelentésebb frakciéjanak az
alkoholban csak kén-kén hidakat bonté redukald szer jelenlétében oldhato glutenin fehérjéket
tartalmazoé frakcid bizonyult. A frakcidban taldlhaté fehérjéket a Shewry és munkatdrsai
alapjan bevezetett, a fehérjék molekularis sajatsagait is figyelembe vev6 nevezéktan szerint
prolaminoknak nevezik (Shewry és mtsai.,, 1983). A fehérjék végfelhasznaléi szempontbol
relevdns, pontos jellemzéséhez sziikséges volt annak felismerése, hogy az oldhatatlan,
polimerizdlédd glutenin egységek mennyiségének a monomer gliadinokhoz viszonyitott
aranya pozitivan hat a kenyértérfogatra (Orth és Bushuk, 1972). A prolaminok jelentGségét
tovabb noveli, hogy a szemtermés teljes fehérje tartalmdnak kozel 80%-at teszik ki (Seilmeier
és mtsai., 1991). Ennek kortlbellil 30%-a a monomer gliadinok és 70%-a a polimerizalédo

gluteninek aranya (Wrigley, 2009).

1.1 A POLIMERIZALODO SIKER ALEGYSEGFEHERJEK

A sikér polimerképz6 alegységfehérjéire, a nagy és kis molekulatomegd gluteninekre jellemzd,
hogy a konzervalt N- és C-terminadlis régidik k6zott hosszabb vagy révidebb, prolinban és
glutaminban gazdag, rovid ismétl6 peptid szakaszokbdl feléplil6 repetitiv régidk talalhatdak.
A konzervalt végeiken taldlhaté cisztein aminosavak altal képesek polimerizalédni, és
kialakitani a kenyérkészités szempontjabdl elengedhetetlen polimert, a sikérmatrixot.
Meglepl sajatossaguk, hogy a termesztett és vad fajok kozott egyarant rendkiviil nagy
polimorfizmus fordul el6 (Shewry és mtsai., 2009). A polimerképzé sikér fehérjéket kodolod
gének mindegyike multigén ldkuszon taldlhatd, amit feltehet6leg duplikacidk illetve azok
sorozata hozott létre. A gyakori és leginkabb a molekulatémeget (és egyben a hosszt) érint6
polimorfizmusok feltételezhet6en az egymashoz kézel elhelyezked homoldg gének és rajtuk
el6forduld repetitiv szakaszok okozta egyenlStlen kromoszémalis atkeresztez6dések
(crossing-over) altal alakulhatott ki (Shewry és mtsai., 2009). A tény, hogy ez a fehérjék
szerkezetét érintd sokszinliség fennmaradt dnmagaban azt jelzi, hogy gének nem voltak,

illetve nincsenek kitéve szelekciés nyomdasnak.



1.1.1 NAGY MOLEKULA TOMEGU GLUTENIN ALEGYSEGFEHERJEK

A sikérmatrix gerinchaldzatat alkoté nagy molekulatomegt glutenin alegységfehérjék (HMW-
GS) a buza legfontosabb tartalékfehérjéi. A kddold génjeik az egyes kromoszéma csoport Glu-
1A, B és D homeoldg |6kuszain taldlhatéak és nem tartalmaznak intront (1. dbra). Egy korai
duplikacids esemény hatasara a l6kuszon két paralég gén taldlhatd, amelyeket x és y-tipusnak
neveznek (Kong és mtsai., 2004). Az x- és az y-tipusi HMW-GS-k kozotti tdvolsag genomonként
valtozik, 187 Kb az A, 168 Kb a B és 51 Kb a D genomban. Szekvencia elemzések soran
kimutattak, hogy a valtozast a I6kuszon megtaldlhatd retrotranszpozonok okoztdk (Gu és

mtsai., 2004).

Tekintve, hogy genomonként 6sszesen két gén talalhatd, amelyek a buzaszem 6sszfehérje
tartalmahoz mérten rendkiviil nagymennyiségli, am eltér6 tulajdonsagu fehérjét
eredményeznek, a fehérjék vizsgdlata viszonylag egyszerl. Tanulmdanyozdsukat tovabb
egyszerUsiti, hogy az 1A kromoszdéma y-tipusu génje (Glu-1Ay) a hexaploid buzdban a legtobb
esetben inaktiv. Aktiv Glu-1Ay gént eziddig csak vad fajokban (Jiang és mtsai., 2009) és
egyetlen hexaploid buza fajtdban azonositottak (Margiotta és mtsai., 1996). Legtobbszor 3 és
5 kozotti aktiv HMW-GS gén figyelhet6é meg a hexaploid buzdban. A HMW-GS gének
inaktivitdsat kalonféle genetika atrendezédések okozzak: korai stop kodon a Glu-1Ax
esetében, retrotranszpozon inszercid Glu-1Ay-nal, illetve csonkitott kédold régié a Glu-1Dx

esetében (Anderson és mtsai., 2002; Shewry és mtsai., 2003a).

Az érett HMW-GS fehérjék szerkezete egységes. Az N-terminadlisuk egy er6sen konzervalt,
rovid szakasz amelynek hossza tipusonként eltér (x-tipusnal 81-89, y-tipusndl 104 aminosav).
A C-terminalis ennél is egységesebb, tipustdl fliggetlenill 42 aminosav hosszu. A kettd kozott
huzdédé hosszu, repetitiv szakasz viszont allélenként nagyban eltér (272-872 aminosav)
(Anderson és mtsai., 2002). Az N és a C-terminalisok ciszteint tartalmaznak, amelyek képesek
a fehérjén bellili illetve a fehérjék kozotti kénkotések létesitésére, és ily moédon a polimerek
kialakitdsara. A legtobb esetben az y-tipusi HMW-GS hét, és az x-tipusu alegység négy
ciszteint tartalmaz konzervalt pozicidkban. Tovabbi kilénbség a két tipus kdzott a repetitiv
szakaszok ismétl6dé motivumaiban figyelhet6 meg. Az x-tipusnal megfigyeltek egy
hexapeptid, egy nonapeptid és egy tripeptid motivumot, mig az y esetén csak egy hexapeptid
motivumrdl szamoltak be (Shewry és mtsai.,, 2009). Az allélikus valtozatok leginkabb a

ismétl8dd szakaszok hosszaban nyilvanulnak meg, és mindig a teljes motivumot érintik. Habar
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ezen szakaszok szekvencidja altaldnosan nem konzervalt, bizonyos poziciokban taldlhatd
aminosavak konzervaltsdga kiemelked6éen magas lehet. Ennek feltételezhetéen a fehérje

hatékony raktarozasa soran van szerepe (Shewry és mtsai., 2003b).

Valamilyen mérték({ szekvencia-variancia ugyanakkor mindharom régidoban megfigyelheté.
Ezek koziil, a polimer képz6désre és ezdltal a végfelhasznaldi mindségre vald hatdasa miatt a
ciszteinek szamat érintd eltérések a legérdekesebbek. A j6 mindséggel 6sszekapcsolt Glu-1Dx5
allél egy extra ciszteint tartalmaz a repetitiv szakasz elején (Anderson és Greene, 1989), mig a
gyenge mindséggel 0sszefliggésbe hozott Glu-1Bx20 allél esetén két cisztein hianyzik az N-
terminalis szakaszbdl (Shewry és mtsai., 2003a). A Glu-1Dx5 allélhoz hasonléan egy extra
ciszteint tartalmazd és a minéséget kedvezden befolydsold Glu-1Ax2*? alegységet a Bankdti

1201 buzafajtabdl azonositottdk (Juhasz és mtsai., 2001).

Nagy molekulatomegl gluteninek a Triticeae nemzettség csoport minden ismert és vizsgalt
fajdban megtalalhatdak, genetikai jellemzdik és molekularis funkcidjuk alapos 6sszehasonlitd
vizsgalatoknak lettek kitéve (Ciaffi és mtsai., 1998; Dong és mtsai., 2013; Giles és Brown, 2006;
Gu és mtsai., 2004; Jiang és mtsai., 2012; Rodriguez-Quijano és mtsai., 2001). A termesztett
és vad buzafajok HMW-GS szekvenciai kozel 70%-os egyezést mutattak (Shewry és mtsai.,
2009). A HMW glutenineket kédold Glu-1 I6kuszrél kimutattdk, hogy erésen konzervalt régié
és meglehetdsen alacsony rekombindcids potenciallal rendelkezik (Gu és mtsai., 2006). Annak
ellenére, hogy buzaminGséget szignifikdnsan befolyasolé hatasa miatt kiilonos érdeklédésre
tart szamot, ezidaig nem szdmoltak be egyetlen rekombindciérdl sem, ami az x- és y-tipusu
HMW glutenin alegységek kozott torést okozott volna (Shewry és mtsai., 2003c). A hdrom Glu-
1 16kusz mas-mas szintl diverzitast mutat, amely arra utal, hogy a buza kialakulasat megel6z6

evolucids torténetik eltért.

Genetikai programjukat tekintve a HMW glutenin gének kizardélag az endospermiumban
aktivak, és a teljes szemfehérje tartalom kb. 12%-4ért felel6sek (Halford és mtsai., 1992;
Seilmeier és mtsai., 1991). Mindemellett a homeoldég és paralég gének expresszidja
nagymértékben eltér. Altaldnosan elmondhatd, hogy a Glu-1Bx gének a legaktivabbak,
amelyeket a homeoldg Glu-1Dx kovet. Ezek paraldgjainak (Glu-1By és Glu-1Dy) aktivitasa

alacsony (Dupont és mtsai., 2011; Hurkman és mtsai., 2013).
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1. abra HMW és LMW-GS gének kromoszdmalis elhelyezkedése és ismertebb alléljaik, illetve
tipusaik.

A Glu-B7x génnek létezik egy tultermel6 valtozata, amelyet Glu-1Bx7o0e-ként jel6link.



1.1.2 KIS MOLEKULA TOMEGU GLUTENIN ALEGYSEGFEHERJEK
Fehérje szinten a kis molekulatomegli alegységfehérjék (LMW-GS) megnevezés azon

fehérjékre utal, amelyek részt vesznek a sikérmatrix kialakitasaban.

Tipikus LMW-GS-eket egy 35-40 tagbdl allé géncsaldd kédolja, amely az 1-es kromoszéma
csoport Glu-3 multigén lokuszain taldlhatéak (Glu-3A, Glu-3B, Glu-3D) (1. dbra). A l6kuszon az
egyes gének 150 Kb tdvolsagra helyezkednek el (Wicker és mtsai., 2003). Ellentétben a HMW-
GS fehérjékkel az egyes LMW-GS fehérjék minGséget befolydsold szerepe nehezen tisztdzhatd
a nagyszamu gén jelenléte, illetve azok nagyfoku hasonldésdga miatt. Azonban elmondhaté,
hogy jelentlségiik nagyobb a tészta nyudjthatdsag kialakitasaban, ugyanakkor az egyes
genotipusokban egyidejlileg kifejez6d6 HMW és LMW glutenin alegységek kdlcsonhatasanak
kiemelt szerepe van a tészta rugalmassaganak kialakulasaban (Békés és mtsai., 2006). Jelenlegi
ismereteink szerint az 6sszes LMW-GS gén intron nélkili, 900 és 1200 bp hosszuak és
szerkezetlik nagymértékben hasonlit. N termindlisuk egy révid (13 aminosav) szakasz, amelyet
egy glutaminban gazdag, repetitiv szakasz kovet (70-186 aminosav). A C-termindlis a HMW-
GS-ekhez képest hosszabb (kb. 180 aminosav hosszusagu) és csaknem a fehérje felét teszi ki.
Az LMW-GS fehérjék legtobbszor nyolc ciszteint tartalmaznak, amelyek részben inter-, részben
pedig intramolekularis kénkotések kialakitasaban vesznek részt. A repetitiv szakasz néhany 5

vagy 9 aminosav hosszu oligopeptid motivumokbdl épiil fel (Lafiandra és mtsai., 2004).

Hasonléan a HMW-GS fehérjékhez, a fehérje méretének valtozékonysagaért a repetitiv
szakaszok okozta egyenl6tlen crossing-over a felel6s. Ugyanakkor LMW-GS fehérjékre
jellemz6 az aminosav kicserél6dés okozta variancia, ami lehet6vé tette ezen géncsaldd N-
terminadlisan alapuld csoportositasat. Ily médon LMW-GS fehérjéket az érett peptidlanc N-
termindlis szakaszadnak kezd6 aminosavai alapjan harom csoportra osztottak: izoleucin (LMW
i-tipus), szerin (LMW s-tipus) illetve metionin (LMW m-tipus) (Kasarda és mtsai., 1988; Lew és
mtsai., 1992; Masci és mtsai., 1995). Az eddigi tapasztalatok alapjan az i-tipusi LMW glutenin
gének csoportja kizdrdlag az A genomra jellemz8, mig a s- és m-tipusu gének mind a harom
[6kuszon megtaldlhatdéak. Az LMW gluteninek tovabbi csoportositdsat teszi lehetévé a
peptidlancban taldlhatd, és polimerizdlddas szempontjabdl fontos ciszteinek szamanak és

elhelyezkedésének figyelembe vétele (Ikeda és mtsai., 2002; Juhdasz és Gianibelli, 2004).

Kis molekulatémegl glutenin alegységfehérjék nagy szamat figyelték meg a buzafélékben
(Ciaffi és mtsai., 1993; Gianibelli és mtsai., 2002; Lee és mtsai., 1999a; Rodriguez-Quijano és
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mtsai., 1997). A genetikai variabilitas ezekben a fajokban szembet(in6en nagy volt a hexaploid
és tetraploid buzakban tapasztaltakhoz képest. Diploid buzakban nemcsak fajtak kozott,
hanem fajtan belll is jol kimutathatd volt a LMW glutenin alegységek nagyobb genetikai
valtozékonysaga (Lee és mtsai., 1999a, 1999b). Kilonods, hogy a termesztésbe bevont diploid
T. monococcum rendelkezett a legkisebb variabilitassal, amit feltehet6leg a fentebb emlitett,
a hdaziasitas soran fellép6 genetikai diverzitascsokkenés okozott. Gélelektroforézises fehérje
mintdzatok alapjan megallapitott allélikus polimorfizmusuk szerint a diploid és hexaploid
bluzdban tapasztalhatd diverzitds a vad fajok javara nagymértékben eltért (Gupta és Shepherd,
1990a, 1990b). Az eddig vizsgalt LMW-GS szekvencidk tébb, mint 80%-o0s hasonldsagot
mutatnak, ezért az allélok azonositdsa komoly kihivdsok elé allitja a fehérjekémikust és a

bioinformatikust egyardnt (Shewry és mtsai., 2009).

1.2 A GLUTENIN GENEK TRANSZKRIPCIOJANAK SZABALYOZASA

Tartalékfehérjék kizarélag a fejlédé szem raktdrozd szovetében, az endospermiumban
termel6dnek. Az élettanilag szigordan szabalyozott muikodésiik elsGsorban az 4atiras
(transzkripcid) szintjén torténik (Bartels és Thompson, 1986; Sgrensen és mtsai., 1989). Az
expresszio fligg a nitrogén, kén és cukor mennyiségétdl (Duffus és Cochrane, 1992; Thomas és
Flavell, 1990). Atirdsukban nagy szerepet jatszanak a cisz szabdlyozé elemekkel kdlcsénhaté
transzkripciés faktorok (TF) és az epigenetikai tényez6k (Fauteux és Stromvik, 2009;
Kawakatsu és Takaiwa, 2010a; Wen és mtsai., 2012). A prolaminok koziil csak az LMW
gluteninek és gliadinok esetében van szerepe az imprintingnek és a metilacionak, a HMW
glutenin gének kevésbé vannak kitéve ezen epigenetikai hatasoknak (Radchuk és mtsai., 2005;
Sgrensen, 1992; Wen és mtsai., 2012). A szemfejl6dés szabdlyozasi kaszkadjanak tetején
(hasonldan a mas szabdlyozasi folyamatokhoz) fitohormonok hangoljak 6ssze a gének
mikodését (Agarwal és mtsai., 2011). A szabdlyozasi kaszkad alacsonyabb fokai csaladonként
szétvalnak (DuPont és mtsai., 2006; Hurkman és mtsai., 2013). Jelen tézis az LMW és HMW

glutenin gének szabalyozasdnak ezen transzkripcids szabdlyozasi szintjeit kivanja feltarni.

1.2.1 CiszszABALYOZO ELEMEK A GLUTENINEK PROMOTEREIN
Az egyszikliekre jellemz6 cisz szabalyozo elemeket (vagy szekvencia-motivumok, kot6helyek)

és velik kolcsonhatd transzkripcios faktorokat mar tobben tanulmanyoztak, és szamos



osszefoglalé tanulmany sziletett a témaban (Fauteux és Stromvik, 2009; Kawakatsu és
Takaiwa, 2010b; Shewry és mtsai., 2003b). A kenyérbuza vonatkozasaban az els6 alapvetd
tanulmany az LMWGI1D1 gén izolalasa utan valt sikeressé (Colot és mtsai., 1987). Am az eddigi
vizsgalatok egyéni gén szinten torténtek és legtobbszor a promdter motivumok azonositasaig
jutottak. Megallapitottak, hogy tartalékfehérjék szempontjabdl kiemelt jelentéségd az an. -
300”-as elem vagy mds néven az endospermium boksz (EB), ami a promodter szakasz 300.
bazisparjanal taldlhatd a kddold régiotdl 5’ irdnyba haladva (tovabbiakban -300 bp-nal) (Forde
és mtsai., 1985; Hartings és mtsai., 1990; Kridl és mtsai., 1984). Az endospermium boksz
megkozelitGleg 30 nukleotid (nt) hosszu és az irodalom alapjan jelent6s szerepet jatszik
prolaminok szovetspecifikus expresszidjaban. Két TF kotShelyet tartalmaz: egy prolamin
bokszot (P-boksz) és egy GCN4 motivumot (Hammond-Kosack, 1993). A GCN4 motivum, amit
az irodalomban az N-bokszként is emlitenek, eredetileg az éleszt6gombaban azonositott GCN4

motivumhoz valé hasonldsagardl kapta a nevét (Miiller és Knudsen, 1993).

A perjefélékben (Poaceae) tobb motivumot azonositottak, melyek a tartalékfehérjék
szabalyozasaban toltenek be kiemelt szerepet (Fauteux és Stromvik, 2009). Ezek alapjan a
perjefélék csaladjaba tartozé fajok prolamin génjeinek prométereirél altaldnosan
elmondhatd, hogy legaldbb egy GCN4 motivumot, néhany P-bokszot, SKN1 és GCAA
motivumokat tartalmaznak. Ezeken feliil a MYB kot6 AACA/TA, a bZIP koté ACGT, a B3 (VP1)
koté RY motivum és a NF-YC koté CCAAT motivumoknak tulajdonitanak jelent6s szerepet a
tartalékfehérjék expresszidjanak szabdlyozdsdban (Hammond-Kosack, 1993; Takaiwa és
mtsai., 1996). A palindrom SKN1 motivum az un. SPA (Storage Protein Activator) két6helye. A
motivumot eredetileg Caenorhabditis elegans-ban azonositottak, majd késébb kiilonb6z6
gabonafélék tartalékfehérjéinek promodter szakaszaiban is leirtak (Fauteux és Stromvik, 2009;
Gu és mtsai., 2010; Washida és mtsai., 1999). A buza SPA TF-a a kukorica Opaque 2 (02)

elnevezés(i bZIP transzkripcids faktoraval mutat homoldgiat.

Az LMW-1D1 LMW glutenin gén promoéterének kilonb6z6 mutansait vizsgalva Albani és
munkatarsai (1997) rdvilagitottak az egyes motivumok lehetséges szerepére a szabalyozasban.
Szignifikans uidA aktivitas volt tapasztalhaté dohany levélszéveteiben, amikor az EB csak P-
bokszot tartalmazott. Amennyiben a teljes EB jelen volt a promodter fragmentumban, a

vegetativ szovetek nem mutattak GUS aktivitast (Stoger és mtsai., 1999). Endospermiumban



a LMW-1D1 gén 938 bp hosszu promotere jelent&sen intenzivebb aktivitast produkalt, mint a

rovidebb fragmentumok (Hammond-Kosack, 1993).

Az LMW gluteninhez képest a HMW glutenin gének promoter szakaszai tartalmaznak néhany
sajatos, kizarélag rajuk jellemz6 cisz szabdlyozé elemet (Anderson és mtsai., 1998; Fauteux és
Stromuvik, 2009; Forde és mtsai., 1985; Guillaumie és mtsai., 2004; Shewry és mtsai., 2003b).
A HMW gluteninek promotereibél hidnyzik a LMW gluteninek és rokon egyszik( névényekben
altaldnosan megfigyelheté kételemd EB. Ugyanakkor beszamoltak két, teljesen egyedi és
magas konzervaltsdgot mutatd hosszu motivumrél. Az egyik a CEREAL boksz, egy 30 bp hosszu
motivum, amit a Glu-1B és -1A promoéterek esetén irtak le el6szor (Anderson és Greene, 1989).
A masik az un. HMW-Enhanszer motivum, amely 40 bp hosszu, és tartalmaz egy P-bokszhoz

hasonld motivumot (Thomas és Flavell, 1990).

1.2.2 TRANSZKRIPCIOS FAKTOROK ES KOLCSONHATASAIK

Jelenlegi ismereteink alapjan harom transzkripcids faktor csaldd jatszik kiemelked6 szerepet a
gluteninek endospermium specifikus expresszidjanak kialakuldsaban: bzIP, DOF és MYB”
(Albani és mtsai., 1997; Diaz és mtsai., 2005; Vicente-Carbajosa és mtsai., 1997). Ezeken kiviil
NAC, B3 (VP1) és az NF-YC csalddhoz tartozo transzkripcids faktorok esetében is egyre tobb jel
mutat arra, hogy valamilyen fontos szerepet jatszanak a tartalékfehérjék szabalyozdsaban
(Agarwal és mtsai., 2011; Verdier és Thompson, 2008). (Dong és mtsai., 2007). Az érintett TF
csaladokat és ismert géneket az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze. A buza esetében egyetlen TF
jelenléte sem kizardlag endospermium specifikus. A megfigyelt kdlcsonhatasok kézil kiemelt
jelent&séggel bir az egyszikliek endospermium szévetére jellemzd bZIP és DOF TF-ok kozotti
kdlcsonhatds (Agarwal és mtsai., 2011; Yamamoto és Onodera, 2006). Ezen kivil, arpaban
megfigyelték a GAMYB és DOF TF-ok kozotti kolcsonhatast, amely képes volt aktivalni

endospermium specifikus gének expresszidjat (Diaz és mtsai., 2002).

A bZIP csaladhoz tartozé TF-ok két6helyei viszonylag valtozékonyak. A kot6hely torzsét alkotd
ACGT motivumon tul, a buzdban a GCN4 (TGAGTCA) motivum is bZIP TF-okkal keriilnek
kdlcsonhatdsba (lzawa és mtsai.,, 1993). A bZIP TF-ok mikddése nagyban fligg a nitrogén

ellatottsagtol. Alacsony aminosav szint mellett ezen TF aktivitdsa névekszik, majd a szlikséges

* Neve a myeloblasztozisbdl ered. Els6ként, mint egy proto-onkogén fehérje lett izoldlva. A MYB azéta egy 6nallé
transzkripcios csalad neve.
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szint mellett lebomlanak (Kornitzer és mtsai., 1994). A bZIP csaladdhoz tartozé SPA TF-nak
komoly szerepe van a glutenin alegységfehérjék expresszidjanak szabalyozasaban, habar
hatasat mas TF-okkal komplexben fejti ki (Albani és mtsai., 1997; Conlan és mtsai., 1999).
Kilénb6z6 haplotipusaik kimutathatéan hatdssal vannak a szemkeménységre és a

kenyértészta viszkoelasztikus tulajdonsagaira (Ravel és mtsai., 2009).

A prolamin bokszhoz kot6d6 transzkripcios faktor a DOF csalddhoz tartozé PBF (prolamin
binding factor. Buza esetében a PBF az AAAG (P-boksz) motivumhoz kapcsolddva aktivalja vagy
erGsiti a tartalékfehérjék expresszidjat (Conlan és mtsai., 1999). A DOF tipusu TF-ok a DNS-
fehérje kolcsonhatason tul, a fehérje-fehérje kdlcsonhatasaik altal is fontos szerepet jatszanak
a kombinatorikus szabalyozdsban (Yanagisawa, 2002). Transzkripcids elemzések szerint a PBF

buzdban tobb szovetben is jelen van (Dong és mtsai., 2007).

A novényi MYB TF-ok az egyik legnagyobb transzkripcids faktor csalad. Az R2R3 altipusi MYB
TF-okrdl kimutattdk, hogy fontos szerepet téltenek be a viragzashoz és szemfejlédéshez
kothet6 szabalyozasban (Du és mtsai., 2009). Az drpa GAMYB, a rizs OsMYB5 és a buza TaMYB
TF-okat felismerd kotShelyeknek a torzsét AACA/TA motivum alkotja (Chen és mtsai., 2005;

Diaz és mtsai., 2002; Suzuki és mtsai., 1998).

A TF-ok altaldaban egymassal koélcsénhatasban, fehérjekomplexeket kialakitva fejtik ki
hatasukat. Az EB P-boksz és a GCN4 motivumaihoz két6dé DOF és bZIP tipusu TF-okrdl
bizonyitottak, hogy egymassal kapcsolatba Iépve, egyiitt fejtik ki endospermium specifikus
transzkripciét iranyitd hatasukat (Albani és mtsai.,, 1997; Kawakatsu és Takaiwa, 2010a;
Vicente-Carbajosa és mtsai., 1997). Megfigyelték, hogy tizenhdrom nappal a virdgzast
kovet6en a P-boksz motivumokhoz bek6tédott a DOF tipusu PBF TF, amikor még az EB masik,
GCN4 kot6helye betoltetlen volt. A 18. napon a bZIP TF elfoglalta kotGhelyét, az LMW glutenin
gén expresszidja jelent6sen emelkedett (Hammond-Kosack, 1993). Ugyanakkor a bZIP TF-ok is
komplexben mikodnek. A felismerd funkcid kialakuldsdhoz legalabb 2 vagy 3 alegység (homo-
vagy heteromer) kolcsonhatasa sziikséges (Wu és mtsai., 2000). Az bZIP tipusd O2 TF-rdl
bebizonyitottak, hogy a DNS-hez valé kot6désének szikséges feltétele a homodimerek
kialakulasa (Kawakatsu és Takaiwa, 2010a). Mindezen hatasokat MYB TF-ok tovabb
finomitottdk. MYB kot6 motivumok jelenléte képes volt elnyomni a glutelin gének
expresszidjat rizsben (Suzuki és mtsai., 1998). Arpa esetében viragzast kdvetSen 10 nappal
megjelennek MYB és DOF TF-ok, amely meger@sitette azt a kordbbi feltételezést, hogy a
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GAMYB TF aktivan részt vesz az drpa Hor2 tartalékfehérjék expresszidjanak szabalyozasaban

(Diaz és mtsai., 2002).

Kawakatsu és munkatarsai 2010-ben megjelent kozleménye szemléletesen foglalja 6ssze a
tartalékfehérjék prométereirél felhalmozott ismereteket (Kawakatsu és Takaiwa, 2010a). A 2.

abra a cikklikbdl atvett grafikat mutatja be.
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1. tablazat A novények szemfejlédésében résztvevd TF leirdsai és ismert génjei (Agarwal és
mtsai., 2011; Zhang és mtsai., 2011)

TF csalad Leiras A szemfejl6dést szabalyozé gének
AP2 Novény specifikus, 70 aminosavbdl 4ll6 jellegzetes ABA INSENSITIVE 4/ABI4
repetitiv, DNS kot6é doménnel rendelkezé fehérje. EREBP

Eredetileg a APETALA2 virdgzast szabalyozo
fehérjében azonositottak. Az etilén reszponziv AP2
fehérjék az EREBP néven ismertek.

B3 Novény specifikus TF csalad, amely egy 110 aminosav ~ ABA INSENSITIVE 3/ABI3,
hosszu konzervalt, DNS koté szakasszal rendelkezik. AUXIN RESPONSE FACTOR/ARF,
Nevét onnan kapta, hogy a kukorica VIVAPOROUS1 FUSCA3/FUS3,
(VP1) fehérjének az harmadik doménje. Az auxinra LEAFY COTYLEDON2/LEC?2,
vélaszolé faktorok (ARF) egyarant mikodhetnek VIVIPAROUS1/VP1
represszorként vagy aktivatorként.

bzIP Jellemz6en egy 16 aminosav hosszu régiot tartalmaz, = ABA-RESPONSIVE ELEMENT BINDING
amely funkcidja szerint DNS kot6 és nukledris FACTOR 4/ABF4, ABA-RESPONSIVE
lokalizalo szignal (NLS). Ezen kivil tartalmaz tobb ELEMENT BINDING PROTEIN

leucint, amely a homo- illetve hetero-dimerizaciéban 3/AREB3, ABSCISIC ACID5/ABI5
segiti. A bZIP csak dimerben képes a DNS-hez kotédni.

CBF NF-Y TF-ok minden eukaridtaban megtalalhatdak. LEAFY COTYLEDON1/LEC1, LEC1-
Harom alegységbdl felépil komplexben hat: NY-YA, LIKE/L1L
NF-YB, NF-YC. ElGszor az NF-YAB és C heterodimer
alakul ki, ami az NF-YA-val kotédve képes a CCAAT
motivumhoz kétédni. Az NF-Y fehérjék konzervalt
szakaszai nagyfoku hasonldsagot mutatnak a hiszton
koté motivumokkal. Nevezetesen a NF-YB a H2B-hez,
illetve az NF-YC a H2A-hoz. Az irodalomban HAP
(heme associated protein) és CBF (CCAAT binding
factor) néven eléfordul eld.

DOF A DOF domén egy 50 aminosav hosszu régio, amely PBF
magaban foglal egy C2C2 cinkfingert és egy DNS kotd
régiot. DOF TF-ok szerepe széleskord szabalyozasi
folyamatokban ismertek: fejl6d6 szem,
fényszabalyozas, szénhidrogén anyagcsere,
védekezés, csirdzas auxin valasz a sztomataban, stb.

MYB A MYB DNS kot szakasza harom hélix-turn-hélix Gibberilin activated MYB/GAMYB
szerkezeti elembdl all. Ezek mindegyike harom Jasmonate activated MYB/JAMYB

szabdlyosan elrendezett triptofant tartalmaz. A MYB
szakaszok szamanak megfelelGen kiilonbséget
tesziink MYB1R, R2R3 MYB és MYB3R kozott, ahol 1,
2 vagy 3 hélix talalhato.

NAC Novény specifikus TF csalad, amely nevét a tagjairdl CUP SHAPED COTYLEDON1/CUC1,
kapta. NAM (no apical meristem), ATF, CUC (cup- CuC2, CuC3
shaped cotyledon) -> NAC. A DNS kot6 szakasza a TaNAC1, TaNAC4
NAC domén.
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Endospermium boksz

2. abra Transz és cisz motivumok a tartalékfehérjék szabdlyozasaban (Kawakatsu és Takaiwa,
2010a).

Opaque2 (02) bZIP transzkripcids faktor, a SPA a GCN4 tipusu motivumhoz két6dnek. DOF TF,
PBF felismeri a P-boksz motivumot. A MYB tipusi GAMYB az AACA motivumhoz kétédik. B3
tipusu TF-ok, mint a FUS3 a RY motivumokat ismeri fel a tartalékfehérjék promoterein. A TF-
ok kolcsonhatasait lila vonalak jelolik.
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1.2.3 GENETIKAI SZABALYOZO KOROK ES VIZSGALATAIK

A genetikai szabdlyozokorok (illetve haldzatok) definicid szerint azon kolcsénhatasok
Osszességét jelentik, ami a gének és termékeik (RNS-ek, fehérjék) kozott alakul ki és
befolydsoljdk az RNS expresszidjanak intenzitasat, tovabba fehérje hasitasi varidnsok
kialakuldsat, valamint azok helyét és idejét (Davidson, 2006). Ezen szabdlyozd korok az egyik
legfontosabb meghatarozoi a sejt életfolyamatainak és viselkedésének. Mivel a szabdlyozd
korok mikodési logikaja a DNS-ben kddolva van, ezért megfejtésiik kizarélag bioinformatikai
modszerekkel (elemzés és modellezés), illetve ahhoz kot6ds nagyatereszté képességl
szekvenadldsi és expresszid mérési moddszerekkel (microarray, RNS-szekvendlds, cDNS)
lehetséges. Ennélfogva a szabalyozasi mechanizmusok kutatdasdban a szamitdstechnika és

matematika nélkiilozhetetlen (Bolouri, 2014).

A szabalyozasi korok, vagy génprogramok vizsgdlatanak fontossagat néveli, hogy az elmalt 40
évben az evolucié els6dleges forrasanak a génexpressziot érinté mutdcidkat tartottak
(Wittkopp és Kalay, 2011). Az utébbi évtizedben 6sszegylilt eredmények ezt a feltételezést
megerdsitették, illetve annyiban drnyaltak, hogy az evollcids valtozasokat elsésorban a cisz

szabalyozo elemek (motivumok, kot6helyek) mutacidi idézték elé (Wittkopp és Kalay, 2011).

A szabdlyozd kordk azonositdsara a ko-expresszidés hdldzatok szerkesztése megfelel6
eszkoznek bizonyult az Arabidopsis szemfehérjéinek kutatasa soran (Peng és Weselake, 2011).
Kimutattdk, hogy a tartalékfehérjék prométereiben a bZIP és B3 TF 4ltal felismert kotShelyek
gyakrabban fordulnak el6, ezért azoknak szereplik lehet a szabalyozasban. Rizs esetében mar
leirtak, hogy (az endospermiumban expresszalddd) globulin tipusu glutelin tartalékfehérjék
transzkripciéjaban tobb szabalyozdkor is részt vesz (Qu és mtsai., 2008). Blza esetében szintén
jelezték, hogy a homeoldg Glu-1 géneket ugyanazok a szabalyozékorok feliigyelik (Wanous és

mtsai., 2003).

1.2.4 HORMONALIS VONATKOZASOK

A fejl6dé szem egy tobb sejttipusbdl felépilé Osszetett szerv, ahol a sejttipusoknak kilon
fejl6dési (iteme és funkcidja van. A szemfejl6dés zavartalan menete 6sszehangolt koordinaciét
igényel, amelyet a novény jelatvivé molekulak altal valésit meg. Ezek a molekuldk a
fitohormonok, amelyek koncentracidja és eloszlasa térben és id6ben folyamatosan valtozik a
szem fejl6édése soran. A hormonok kozil a szemfejlédésben az auxinnak van az egyik
legkiemeltebb szerepe, mert a megtermékenyitést6l az érésig folyamatosan nagy
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mennyiségben jelen van a szemben. Az auxin gradiense hatassal van a sejtdifferencialédasra,
osztéddasra és novekedésre (Locascio és mtsai., 2014). A citokininek a fejl6dési szakasz els6
felében toltenek be fontos szerepet a raktarozo sejtek osztdddsanak serkentésében (Gutiérrez

és mtsai., 2005).

Abszcizinsavrél (ABA) és etilénrél mar rizs esetén bebizonyosodott, hogy kapcsolatba
hozhatdak a szemtelit6dés sebességével (Yang és mtsai., 2006). Az ABA mennyisége kétszer
csucsosodik ki a szemfejlédés soran. EI&szor az anyai szovetekbdl kapott szintnél jelentkezik
egy maximum, amely az embriofejl6déshez sziikséges, majd masodszor a szemtelitédés és a
kiszdradas szakaszaiban, amely a tdpanyag raktdrozdsra van hatdssal. Kés6bb a
gibberilinsavval (GA) koézdsen a nyugalmi helyzet bealltat szabalyozza. A GA szerepe a
csirdzasban kiemelt, a tdpanyag mobilizaldsat inicidlja és koordinadlja (Locascio és mtsai.,
2014). Rizs esetén, magas metil-jazmonat koncentracié csokkentette a hozam szintet (Kim és
mtsai., 2009). Arpanal felfedeztek egy Uj kétkomponens(i jelatviteli utat, amely az

endospermium szallité sejtjeiben kélcsonhat az ABA-val és az etilénnel (Thiel és mtsai., 2012).

1.3 A BUZASZEM FEJLODESE

Az endospermium fejl6désének a flifélékben tobb, jol jellemezhet6 szakasza van, melyek
gyakran nagymértékben atfednek egymassal. A fazisokat jellemz6en sajatos transzkripcids
programok kisérik. Wan és munkatarsai behatdan tanulmanyoztak a transzkripcié valtozasat,
ahol tobb, szovetre illetve fejl6dési stadiumra jellemzd transzkripcids mintazatot irtak le (Wan
és mtsai., 2008). E programok megvaldsuldsat a transzkripciés faktorok Osszetételének és

aktivitasanak valtozasai kisérik.

1.3.1 KORAI SZAKASZ

A kett8s megtermékenyitést kovetd intenziv sejtosztddas soran a kdzponti sejtbdl kialakul a
tobb sejtmagot tartalmazd szincitium, mig a petesejtbdl kialakul a zigéta. A kozponti sejt
osztddasa ebben a fazisban jéval gyorsabb, mint a megtermékenyitett petesejté. Ennek oka,
hogy a kozponti sejtek osztédasa soran nem alakul ki sem sejtmembran, sem sejtfal, aminek
egyfajta evolucios (Sabelli és Larkins, 2009) vagy inkabb szelekcids el6nyt tulajdonitanak. A
sejtek szamaval n6 a kés6bb kialakuld raktarozé sejtek felvevé kapacitasa, amely nem

mellesleg egyenes aranyban noveli a hozamot. A buza esetében kozel 2000 sejtmagot
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szamoltak ebben a fazisban (Bennett és mtsai.,, 1975). Hozzavetbleg két nappal a
megtermékenyllés utan az osztddas lelassul, a sejtmagok az embridzsdkhoz és a kdzponti
vakudlum megnagyobboddsa kovetkeztében a primer endospermium sejtfaldhoz
rendezddnek. Ezt kovetSen indul be a szintén gyorsan lezajlé sejtesedés, amely a periféridktol
befelé, a vakudlum iranyaba terjed. Ennek elsé fazisa a sugdriranyd mikrotubularis haldzat

kialakulasa, amelyet sejtfalképzddés kovet. A folyamat a virdgzast kovet6 6. napra befejezédik.

1.3.2 DIFFERENCIALODAS ES NOVEKEDES
A viragzdast kovetd 7. naptdl indul az endospermium, azaz a tartalékszovet differencidlédasa.
Ennek soran 4 sejttipus keletkezik: szallitd, keményitészemcsés raktarozo, aleuron és embrid

kisérésejtek.

A szallité sejtek alakulnak ki legkordbban a placenta koril. Legfontosabb szerepiik a cukor és
aminosavak szallitdsa az endospermium szamara. Az aleuron réteg (a 7. nap utdn alakul ki) a
szallitd sejtektdl fluggetlenl, a buza esetében egy sejtnyi vastag burokként fogja koril az
endspermiumot. Egyedil a szdllité sejtek csatlakozdsat hagyja szabadon. Az aleuron sejtek
kdzvetlen szomszédsagaban talalhato raktarozo sejtek kisebbek és mitotikusan aktivabbak a
tobbi raktdrozé sejtnél, ezért gyakran szubaleuronként szoktak azokat nevezni. Az aleuron az
egyetlen része az endospermiumnak, amely a teljes érés utan élve marad, és kés6bb a csirdzas
beinditdsaban jelentds szerepe van. A keményit6szemcsés raktarorzé sejtek kialakuldsa
valamelyest 6sszefonddik az aleuron kialakuldsaval, a kett6 szétvdlasa leginkabb pozicid
specifikus (Sabelli és Larkins, 2009). A raktarozé szovet legf6bb tulajdonsidga az
amiloplasztiszban torténé keményit6szintézis. Ez adja az endospermium jellegzetes texturajat
és fehér szinét. A keményité felhalmozasa mar viszonylag koran a 7-8. napon elkezdédik és

feltételezhet6en a rendelkezésre allé cukor-gradiens szabalyozza.

A raktarozo szovetben termel6dnek a sikért alkotd glutenin és gliadin fehérjék. A gluteninek
szintézise az endoplazmatikus retikulumban torténik, ahonnan atkerlilnek a lumenbe. Itt
izomeraz enzimek (protein disulphide isomerase) kozremiikodésével kialakulnak a jellemzé
intra- és intermolekuldris kénhidak. Az igy létrejott kisebb polimerek fehérjetestecskékbe
kerlilnek, amelyek az érés soran egyesilhetnek, és fokozatosan kitoltik és atszovik a
keményit6szemcsék kdzotti teret. Ett6l eltéré mddon zajlik a gliadinok felhalmozasa, amelyek

a Golgi késziiléken keresztiil a vakuélumokban rakédnak le (She és mtsai., 2011).
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A negyedik sejttipusnak, az embrid kisérésejteknek a fejl6dés els6 felében van jelentGsége.
Eleinte egy tobbréteg(i burokként kdrbefogja azt, dm ahogy az embrié novekszik, fokozatosan
visszahuzddik, majd felszivodik és az érés végére szinte teljesen eltlinik (Sabelli és Larkins,

2009).

A virdgzast kovet6 8. és 12. napok kozott az endospermiumban erds sejtosztodas
tapasztalhato, ami az aleuronban illetve az szubaleuronban akar a 20-25. napig is eltarthat.
Ennek sordn a sejtek igyekeznek minél hatékonyabban kitélteni a rendelkezésre allé teret, a
szemtermésben lévd Ureget. Ezzel atfedésben kezd6dik az endoreduplikacié, ahol a DNS
végtelenitett moddban duplikalddik. A folyamatot nem kiséri kromatinkondenzacio,
szegregacio, sem pedig citokinezis (Sabelli és Larkins, 2008). Funkcidja nem tisztazott,
lehetséges, hogy ez a transzkripcidé hatékonysdgdnak novelését szolgdlja, am szintén
elképzelhetd, hogy egyfajta nukleotid (foszfor) felhalmozasrdl van szd, ami szintén a késébbi
csirdzast taplalja (Sabelli és Larkins, 2008). Az endoreduplikacié kukoricdban jol megfigyelhet6
eltéréseket okoz, a legkisebb sejtmagu sejtek (3C, 6C) a szovet periféridjan taldlhatdak, a

nagyobbak (90C) a kozéps6 régidkban (Kowles és Phillips, 1985).

normalizalt expresszié

0.01 — ) == )
6 8101214 17 21 28 35 42

virdgzast koveté napok

3. dbra Affymetrix chippel mért transzkriptom.

A vonalak az egyes prébak id6ssoros valtozasait koveti. A vonalak szine a 6 nappal viragzas
utan mért aktivitas szerint lett meghatdrozva. Az dbrdn 14550 préba eredményét tiintették
fel. A képet Wan és munkatdrsai (2008) kdzleményébdl vettiik at.

A sejtosztddas fazisabdl a szemtelitédés (raktdrozds) fazisba vald atmenetet a buzaszem
transzkripciés programjanak markans valtozasa kiséri (Wan és mtsai.,, 2008) (3. abra).
Feltételezések szerint az atprogramozddast a glikoziltranszferaz aktivitasanak novekedése

indukalja (Borisjuk és mtsai., 2004).
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1.3.3 EREsIFAZIS

Hozzavet6leg a 28. napon a tartalékképzés (szén, nitrogén, kén, foszfor) aktivitdsa csokkenni
kezd, majd a szem lassan szdradasnak indul. Ebben a fazisban a programozott sejthaldlnak van
fontos szerepe. Ez kukorica esetén a kozéps6 raktdrozd sejtektél indul és tart az
endospermium szélei felé, am bulza esetében térben nem koherens mdédon kezdédik. A
novényi sejthaldl folyamata sokban hasonlit az allatokndl megfigyelt apoptdézishoz (DNS
fragmentacio, kromatinkondenzacié, sejtmag-membran felbomldsa), am a folyamat
motorjaként ismert kaszpaz enzimek jelenlétére mindezidaig csak kevés bizonyiték all
rendelkezésre (Hatsugai és mtsai., 2004; Qiang és mtsai., 2012). A teljes érést és egyben
kiszaradast a 42. napra éri el a buzaszem. Ekkorra az embrié és az aleuron nyugalmi allapotba

keriil (dormancia).

1.3.4 SZINTEZIST MEGHATAROZO TENYEZOK

A gabonaféléknél a sejtméret, sejtdifferencidldodds, endoreduplikacié, a keményitd
felhalmozddas és a keményitészemcse mérete magas ATP szintet igényelnek. A szemfejl6dés
sejtnovekedési és raktarozasi fazisdban a megndvekedett metabolikus aktivitast a
rendelkezésre all6 energia korlatozza. Ezt [atszélag sulyosbitja a tény, hogy az endospermium
erGsen hipoxias szovet. (Rolletschek és mtsai., 2005). A keményité akkumuldciéjat ily médon
a szintézis kapacitasa hatarozza meg, vagy masképpen kifejezve ,nyel6” (sink) fiiggd folyamat.
Ezzel szemben a tartalékfehérjék felhalmozasa forras (source) fliiggé folyamat (Dupont és
Altenbach, 2003). Magasabb nitrogén forrds esetén ndvekszik a szem fehérje tartalma. A két
metabolizmus nem fliggetlen egymastdl, igy az endospermium csak addig képes az extra
nitrogén felvételére, amig az N/C arany egyensulyban marad (Barneix, 2007; Weichert és
mtsai., 2010). Korabban leirtdk, hogy a tartalékfehérjék szintézise a vegetativ szovetekbdl
odadramld és aminosav formajaban (glutamin, alanin, szerin és glicin) kapott nitrogén, szulfat
és mas formdkban kapott kén, illetve a toklaszbdl érkez6 cukor mennyiségétdl fligg (Dupont,
2008). Ugyanakkor a N/C arany mennyiségi befolydsa mellett a tartalékfehérjék min&ségi
Osszetételére az N/S arany van jol megfigyelhet6 hatdssal (DuPont és mtsai., 2006). A kénben
gazdag LMW gluteninek és gliadinok transzkripcidja a kén mennyiségétdl fliigg, mig a kénben
szegény HMW gluteninek és az omega gliadinok jobban kovetik a nitrogén szint valtozasat (Dai
és mtsai.,, 2015). Ebbd6l fakadéan a talaj kéntartalma érezhetéen befolydsolja a

tartalékfehérjék kenyérkészités miatt fontos minGségi Osszetételét. Kimutattak, hogy
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kénszegény kornyezetben valtozatlan szemtémeg mellett megnovekedett a kénben szegény
HMW glutenin és omega illetve az alfa/béta gliadinok aranya (Dai és mtsai., 2015). Mindez
aldtamasztja az un. génegyensuly hipotézist, amely a makromolekuldris komplexek
sztochiometriai egyensulyat kapcsolja 0ssze a kddold gének expresszidjanak Osszehangolt
valtozasaival (Birchler és Veitia, 2012). Mindezen folyamatok 6sszehangolasara egy atfogo,

noévényi szintl koordinacié jelenlétét feltételezik (Slimane és mtsai., 2013).

1.4 AKOZONSEGES BUZA HAZIASITASA ES ANNAK KOVETKEZMENYE]

A hexaploid buza kizardlag haszonnovény formdaban létezik (Matsuoka, 2011), amely egy
tetraploid haszonnévény (Triticum dicoccum) és a vadon él6 kecskebuza (Aegilops tauschii)
keresztez6désébdl keletkezett. Egy lehetséges elképzelés szerint Triticum urartu az A genom,
Aegilops speltoides a B genom és Aegilops tauschii a D genom donorja (Dubcovsky és Dvorak,

2007).

A jelenleg létez6 hexaploid buzafajtak az Gseikhez képest szamos morfoldgiai és fizioldgiai
valtozdasrél tanuskodnak: magas hozam, szemmegtartds (a szem nem pereg ki), csokkent
kémiai és morfoldgiai ellendllé-képesség, dormancia elvesztése, Osszehangolt csirdzas és
novekedés, szarszilardsag, amely lehet6vé tette a slrlibb vetést és aratast. Mindezen
tulajdonsagokat egylittesen domesztikacidos szindrémanak nevezziik. A termesztés és
folyamatos szelekcié soran ezeken fellil tovabbi tulajdonsagok alakultak ki: valtozé keményité
Osszetétel, éghajlati és égbvi adaptacié valamint csokkent fehérje-szénhidrat arany
(Dubcovsky és Dvorak, 2007; Harlan, 1992; Harlan és mtsai., 1973). Kiloénds, hogy a
haszonnovények kozll csak a buza esetén beszélhetlink 0j fajrél, minden mas noévény

megtartotta szoros genetikai viszonyat a vad tipusokkal (Harlan és mtsai., 1973).

1.4.1 A HAZIASITAS GENETIKAJA

Olsen és Wendel megaéllapitds szerint a legtobb domesztikaciés tulajdonsag olyan
génmutaciok eredménye, mely vagy a promotert vagy a kodold szakaszt érinti (Olsen és
Wendel, 2013). Az egyik legismertebb példa a kukoricdé, ahol a bokrosodasért felelGs tb1
(teosinte branched1) gén szinte egyedil felel6s a kukorica haziasitasaért. Kimutattak, hogy a
vad és termesztett fajok kozott a legnagyobb diverzitas csokkenés a gén 5’ végi, nem kdédold

szakaszan tapasztalhaté (Wang és mtsai., 1999). A kukorican végzett tanulmanyok tiikrében
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ugy tlnik, hogy a szelekcid (avagy a nemesités) kizardlag a tb1 promoter szakaszat érintette,

és a szegregacid szempontjabdl szétvalasztotta a kédold és nem kddolé szakaszokat.

Doebley és munkatdrsai tovabb mentek és arrél szamoltak be, hogy a fejl6dési és morfoldgiai
valtozdsok mogott olyan gének mutacidi allnak, amelyek a transzkripcids szabalyozasban
jatszanak fontos szerepet (Doebley és mtsai., 2006). Egy ilyen jelent8s példa a Q allél, amely
durum buzanal tlnt fel elGszor (Simons és mtsai., 2006). A gén egy AP2 tipusu transzkripcios
faktor (TF), aminek a Q nevl alléja pleiotrép hatast fejt ki a pelyvalevelek alakjara és
texturdjara, valamint a kaldsz alakjara; a mutacié hatdsara létrejott ndvény kaldsza hasdbos

alaku, a kalaszkakban tobb virag talalhatd, ami termésndvekedést okoz (Charmet, 2011).

1.4.2 A HAZIASITAS HATRANYA

A haziasitas legsulyosabb kovetkezménye, hogy a novények genetikai diverzitasat
csokkentette. Az irodalom ezt a nemesités genetikai szlk keresztmetszetének (genetic
bottleneck) nevezi, hisz a jelenség nagymértékben csokkenti a nemesit6k mozgdsterét. A
HMW gluteninek kozll a Glu-1D esetén kilon is kimutattak, hogy jelentésen csokkent a
genetikai diverzitdsa a vad rokonok ortoldgjaihoz képest (Dong és mtsai., 2013; Giles és Brown,
2006). Kdzép és Dél-Azsidban a HMW glutenin diverzitdsa valamivel magasabb a tdbbi
terliletekhez képest. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kdzonséges buza kialakuldsaért
felelés hexaploidizacié egyik centruma ezeken a terilleteken lehetett (Terasawa és mtsai.,
2010). Jelenleg az egyetlen megoldds a genetikai sokszinlség javitasara a buza
visszakeresztezése a hatalmas genetikai diverzitast felhalmozé vad rokonfajokkal (Charmet,

2011).
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2 CELKITUZESEK

A tartalékfehérjék képzédése mind térben (endospermium), mind id6ben (viragzds utan 5-42
nap) szigoruan szabalyozott folyamat. Noha a nagy és kis molekulatomegl gluteninek
mindségi tulajdonsagokkal vald 6sszefliggése egy igen részletesen tanulmanyozott kutatasi
terllet, jelenleg kevés ismeret all rendelkezésiinkre a glutenin gének expresszidjanak
folyamatardl, azaz hogy mi inditja el expresszidjukat, mi okozza a termel6désiik ledllasat és mi
biztositja a szdvetspecifikus termel6dést. Nem tisztazott a gének promotereiben taldlhato
kilonbo6z6 cisz szabalyozd elemek szerepe, illetve nem ismert az ezekhez kapcsolddo
transzkripcids faktorok pontos funkcidja. Eddig megjelent eredmények alapjan a kénben
gazdag kis molekulatomegl glutenin és a gliadin gének cisz-szabalyozas mellett
epigenetikailag is szabdlyozottak, mig a nagy molekulatomeg( glutenin alegység gének
esetében a metildcio nem jatszik szerepet a szabalyozadsban. Az egyes kutatdcsoportok
tobbnyire csak egy-egy gén alapvet§ szabalyozasat vizsgdltdk, am a szabdlyozds jobb
megértése megkivdnja a teljes géncsaldd promodter szekvencidjdnak jellemzését, és az

expresszios profiljukkal vald 6sszevetését.

A HMW és LMW glutenin gének fontos szerepet toltenek be a fehérje tartalom kialakuldasaban,
a kilonboz6 sitGipari mindségi tulajdonsdgok kialakitdsaban, igy szerepilk a nemesitési
programokban vitathatatlan. A modern nemesités a genetikai és legijabban a genomikai
eredmények felhaszndlasaval, az ott felhalmozott ismeretek mentén hatarozzdk meg céljaikat.
Habdr a prolaminok minGsége (egész pontosan kedvezd allélikus 6sszetétele) mar egy régi
nemesitési cél, e fehérjék mennyiségét befolydsold tényez6k még nem ismertek, marpedig az
ezekre irdnyuld célirdnyos szelekcié nagyban segitené a nemesit6k munkajat (Petolino és
Davies, 2013). A fehérjehozam nagyban filigg a kornyezeti illetve genetikai hatasoktél, am
ennek mértéke genotipusonként valtozhat. A kérnyezeti hatdsok befolydsa a tartalékfehérje
génekkel koélcsdnhaté transzkripcios faktoroktdl figg, ami altal a kornyezeti befolydsoltsag
mértéke feltételezhet6en maga is genetika fliggé. Mindezt felismerve, hisszik, hogy ha a
polimerképz6 sikérfehérjék szabdlyozasat alaposan megismerjiik, hosszutdvon képesek
lesziink a kornyezeti fliggését enyhiteni és a hozamot stabilizalni (avagy a potencidlis és a

varhaté hozamot kozeliteni).
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A kutatdmunka soran célunk volt a fehérjemennyiség és ezdltal sikér polimer kialakuldasaban

kiemelt szerepet jatsz6 HMW és LMW glutenin génekhez tartozd promoéter szekvenciak cisz

regulacids elemeinek 6sszehasonlitdsa, jellemzése, az adatbankokban taldlhatd expresszios

adatainak in silico feldolgozdsa, kolcsonhatd transzkripcidés faktorok azonositdsa és a

szabdlyozasi folyamatokra egy-egy lehetséges ,mechanikai” modell kidolgozdsa - kovetve

Werner és munkatdrsai gondolatmenetét (Werner és mtsai., 2003).

A fentiek értelmében a kutatdmunkam soran az alabbi feladatokat hataroztuk meg:

1.

4.

A HMW glutenin gének promotereinek funkciondlis elemzése, valtozasainak
Osszevetése sajat és kolcsonhatd transzkripcios faktorok génaktivitasi adataival, majd
egy szabalyozasi modell leirdsa, illetve javaslattevés esetleges nemesités célgénekre.
A HMW glutenin gének promotereinek filogenetikai vizsgalata. A x- és az y-tipusu
gének duplikaciot kovets szétvaldsanak lehetséges funkcionalis kdvetkezményeinek
leirdsa. Iranymutatds a  tartalékfehérjék szempontjdbél megfontolandd
visszakeresztezési alanyok kivalasztdsara.

LMW glutenin gének promotereinek funkciondlis elemzése, 6sszevetése a génaktivitasi
adatokkal és a feltételezhet§ atirasi mechanizmus feltarasa.

A HMW-GS szovetspecifitdsat okozd folyamatok kisérletes vizsgdlata a felallitott

modell alapjan.
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 KUTATAS SORAN FEJLESZTETT SZAMITASTECHNIKAI ESZKOZOK ES
MODSZEREK

A vizsgalatunk targyat képz6 LMW- illetve HMW-GS gének alléljai nagyfoku szekvencia
hasonlésagot mutatnak. Expresszid szintjiik mérése microarray moédszerekkel lehetetlen a
kereszt-hibridizaci® magas mértéke miatt. Hasonld problémak jellemzik a transzkripcids
faktorok expresszidjanak mérését. Ugyanazon csalddhoz tartozé TF-ok kozotti kiilonbség a
hibridizaciés technolégiak alkalmazhatdésdga szemszogébdl legtobbszor minimalis.
Ugyanakkor a promoterek és TF-ok funkcionalis jellemzéséhez elengedhetetlen az expresszids
szintek pontos mérése az allélok szintjén. A kutatdmunka legels6 |épése tehat egy igen nagy
érzékenységli, dm egyszer(i expressziométer (vagy transzkriptométer) fejlesztése volt (Makai
és mtsai., 2011). Ezzel majdnem pdrhuzamosan készilt el a promdter szekvencidk grafikai
megjelenitését szolgalé promoter ,bongészé” alkalmazas, amely az adatok egyedi
vizualizacidjaval segitette a munkankat (Makai és mtsai., 2012). A promédterek moduljainak
felderitésére irdodott a Modul Detektiv perlszkript csomag, ami a motivumok és
motivumcsoportok jelent6ségét mérte. Ahogy nétt a bevont adatok szama a kutatasba, ugy
valt egyre sziikségesebbé az eredmények intuitivabb, emberileg jobban értelmezheté
feldolgozasanak médja. Ezért kidolgoztunk egy Uj ko-expresszids haldzatszerkesztési eljarast,

amely a grafelmélet bevonasaval segitette a genetikai alhalézatok detektalasat.

3.1.1 NAGY ERZEKENYSEGU IN SILICO EXPRESSZIOMETER

Az expresszio kvantifikaldsra cDNS kdnyvtarakat hasznaltunk (lasd 3.2. fejezet). A nagy aranyu
szekvencia hasonlésag miatt ugyanakkor nem klaszterezhettiik a cDNS-eket a mfivelet
viszonylag magas hibaratdja miatt (Wang és mtsai., 2004). Helyette egy U] eljarast

fejlesztettlink, aminek a folyamatabrajat a 4. dbra mutatja be.

A prébaszekvencidkat a cDNS konyvtarbdl képzett BLAST (Altschul és mtsai.,, 1997)
adatbazisokon az aldbbi szigoru feltételek mellett futtattuk. A blastn-nél haszndlt kapcsoldk a
gluteninek esetén a kdvetkezdk voltak: -word_size: 128, -ungapped, -mismatch_penalty: -30.

A TF esetén a blastn parancsot ‘'megablast’ mddban futtattuk. A probaszekvenciak az LMW és

24



HMW glutenin valamint a vizsgdlatba bevont TF-ok dsszes alléljanak kédolé szekvenciai voltak.
Tekintve, hogy a in silico kisérletek prébaszekvencidi (LMW-GS, HMW-GS, TF) nem egyforma
mértékben hasonléak az expressziométernél ezt kdvetben mas-mas szlrési feltételeket
alkalmaztunk. Ez azt jelenti, hogy az LMW gluteninek esetén 100%-os, a HMW gluteninek
esetén 90%-os taldlatokkal dolgoztunk tovabb. A TF-nal nem volt szikség sz(irésre ezen a

ponton.

Tekintve, hogy a nagyfokd hasonlésdag miatt tobb prébaszekvencia is eredményezhette
ugyanazt a cDNS taldlatot, a taldlatokat Osszehasonlitottuk, osztalyoztuk és egyenként
elbirdltuk. Egy adatsor egyetlen cDNS-e értelemszertien csak egy allél valds transzkriptje lehet.
Az algoritmus a taldlatot azon prdobaszekvencianak itélte, ahol a legnagyobb volt az
osztalyzata. Ha az adott cDNS taldlat tobb egymdstdl eltérd préobaszekvenciandl is ugyanazon
pontszdmmal rendelkezett, akkor azt az egyértelm( géntipus azonosithatdsaganak hidnydban
az értékelésbdl kizartuk. Az expresszids adatokat a megmaradt cDNS taldlatok alapjan TPM-
ben (transcript per million) kifejezve szdmitottuk. A kiloénb6z6 adatbazisok
0sszehasonlithatdsaga végett, a TPM értékeket standardizaltuk (zérd atlagra és egységnyi
szOrdsra). Az igy kapott érték egy dimenzid nélkili érték, ezért az expresszidkat bemutatd

diagramokon nem feliratoztuk az y-tengelyt.

Az alkalmazds nem csak egyéni prdbaszekvencidk expresszidojat képes szamitani, hanem
csoportonként is (mint példaul TF csalddok, LMW-GS N-terminalis szerinti csoportok). Ebben
az esetben az osztalyozas csoportonként tortént, és a cDNS-t csak akkor zartuk ki az
értékelésbél, ha eltér6 csoporthoz tartozé prébaszekvenciaknal voltak azonosak a

pontszamaik.
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Prébaszekvenciak

(DNS vagy RNS) cDNS kényvtérak

PROBA

(query) BLAST Adatbazis

A 4

A cDNS talalatok
listazasa és
osztalyozasa proba-
szekvencianként

A 4

Talalatok sziirése

Az Osszes cDNS esetében ismétel

A cDNS talalat
csak egy proba-
szekvencianal
fordult el6?

A préba
szekvenciak
azonos
csoporthoz
tartoznak?

IGEN

cDNS
talalat
elvetése

A probaszekvenciak
expresszidjanak meghatarozasa a
cDNS talalatok alapjan TPM-ben
kifejezve

4. 3dbra A kutatas soran hasznalt cDNS alapu transzkriptométer folyamatabraja. Részletek a
szOvegben.
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3.1.2 PROMOTER ,,BONGESzZO”

A Prométer ,bOngészG6” alkalmazds egy egyszer(i vizualizacidés alkalmazds, amely FLEX-ban
irédott és Windows rendszereken fut. Ismert motivumokat, kot6helyeket jelenit meg a
promodter szekvencidkon, szamitja azok lokdlis feldusulasat (p-érték). A szoftver segit a
szekvencidk motivumhoz kotott, félig automatikus illesztésében, ami a bioinformatikaban
jelenleg nem megoldott probléma. A tézisben az 6sszes promédter mintazatot bemutatd abra
ezzel a szoftverrel készilt. Hasznos funkcidja, hogy un. kondenzalt nézettel képes csupan a
motivumok sorrendjét dbrazolni, segitve a ,,mintazat” polimorfizmusok attekintését. A PLACE
(Higo és mtsai., 1999) és PlantCARE (Lescot és mtsai., 2002) adatbdazis motivumain tul egyedi

motivumok megjelenitésére is képes.

3.1.3 MODUL DETEKTIV

A promotereken taldlhaté konzervalt motivum csoportok detektdlasa egy tisztan statisztikai
feladat. Azt szamitjuk, hogy egy adott sokasagban (ami esetiinkben a hexaploid buza genom
0sszes 1000 bp hosszusagu prométer szekvencidja) a prébaszekvenciak (esetlinkben a HMW
glutenin gének prométerei) mennyire felllreprezentaltak bizonyos motivum csoportok
meglétében, illetve a kot6hely eloszlasuk mennyire egyedi. A megvaldsitott algoritmus kisebb
modositasokkal kovette a CREME (Cis-REgulatory Module Explorer) esetében leirt

gondolatmenetet (Sharan és mtsai., 2003).

A motivumok helyét RegEx alapu kereséssel hataroztuk meg. A sulyozott matrixok haszndlata
annyiban korladtozott, hogy nem engedi valtozd hosszisagu motivumok azonositasat. A
motivumcsoportosulasok megengedett hossza 200 bp, és a kot6helyek egymastol vald
legnagyobb tavolsagat 40 bp-ban korlatoztuk. A késébb részletezett fdkuszalt
halézatszerkesztéshez motivumduplexet is azonositottunk, ahol a maximalis tavolsag 150 bp
volt. A kot6hely eloszlast a hattér sokasag és a prébdk esetén is szakaszonként, |éptetéses
(sliding window) modszerrel szamitottuk (szakaszméret: 100 bp, léptetés: 25 bp). A
motivumok pozicidjanak és a motivumcsoportok el6forduldsanak szignifikancia szamitasahoz

a hipergeometrikus eloszlast hasznaltunk.

A moduldetektiv Perl programozasi nyelven irédott.
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3.1.4 FOKUSZALT KO-EXPRESSZIOS HALOZATSZERKESZTES

A ko-expresszid haldzat szerkesztéséhez a normalizalt expresszid értékek adatsoronkénti
Pearson korreldciés koefficiensét (PCC) hasznaltuk. A halézat megjelenitése és elemzése a
Gephi nevli programmal tortént (Bastian és mtsai., 2009). A halézat a PCC > 0,9 szlirése esetén
is rendkivil kusza volt, és az altalunk keresett génhaldzatok vizudlis megjelenitése a haldézat
Osszetettsége miatt lehetetlen volt (5. dbra). Az ,éleslatas” végett sziikséges volt tehat a

halézatot a HMW glutenin gének génprogramijaira , fékuszalni”.

Az el6z6 fejezetben leirt modul detektiv segitségével kiszamoltuk, hogy a HMW glutenin gének
promoéterein mennyire szignifikdns két TF kot6hely (duplex) egyuttdlldasa. Tekintve, hogy a
konzervalt egyittdllds nagy eséllyel kdlcsonhatdst is feltételez, ezen p értékeket hasznaltuk
fel, hogy a hdldzat hasonld két TF-a kozotti éleinek sulyat (PCC) mdédositsuk az aldbbi képlet

szerint:

FNiab == loglo( .
a

Ahol az FN a fokuszalt haldzat sulya; az ab az i-dik él egyik (a) és masik (b) csomdpontjanak TF-
a; a PCC a Pearson-féle korrelacidos koefficiens és p az adott két TF koté motivum
egyuttdllasanak a p értéke (szignifikanciaja). A fékuszalast aztan egy FN > 0 sz(iréssel értik el.
Ez az eljaras lényegében kiemelte a meglévd erds ko-expresszidt azok kozott a TF-ok kodzott,
amelyek kotéhelyei a HMW glutenin gének promoéterein szignifikdns duplexet képeztek. Az
alhaldézatokat a Blondel és munkatdrsai altal kozolt algoritmussal hataroztuk meg (Blondel és

mtsai., 2008).

A csomdpontok jelent6ségét az un. , kozottiség” (betweenness centrality) értékkel fejeztiik ki.

III

Ez az érték méri, hogy a hany ,legrovidebb uUtvonal” halad 4t az adott csoméponton. A
legrovidebb Utvonal a csomdpontok kozott bejarhatd utak legrovidebbike. A kozottiség

szamitdsahoz a Brandes altal k6zolt algoritmust haszndltuk (Brandes, 2001).
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5. dbra Fékuszalatlan, teljes TF és HMW glutenin ko-expresszids haldzat.
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3.2 ADATOK ES ADATBAZISOK

3.2.1 MOTIVUMOK, PROMOTERSZAKASZOK ES PROBASZEKVENCIAK

A HMW glutenin gének expresszidjanak mérésénél a genotipusok sajat alléljait hasznaltuk
probaszekvencianak. Az allélosszetételeket a 3. tabldzat részletezi. lly médon a prébak
azonositdi (accession szam) a kovetkez6k voltak: Glu-1Ax2* - M22208 (Glenlea és DuPont
adatsorokon); Glu-1Bx7 - DQ119142 (Glenlea) és BK006773 (Chinese Spring és DuPont
adatsorokon); Glu-1By8 - JF736014 (Chinese Spring és Glenlea adatsorokon); Glu-1By9 -
X61026 (DuPont adatokndl); Glu-1Dx2 - BK0O06460 (Chinese Spring adatokon); Glu-1Dx5 —
BK006458 (Glenlea és DuPont adatsorokon); Glu-1Dy10 — X12929 (Glenlea és DuPont
adatsorokon); Glu-1Dy12 — BK006459 (Chinese Spring adatokon). A Glenlea-ben két kdpia

taldlhatd a Glu-1Bx7 génbdl, melyek szekvencidi megegyeznek.

A LMW-GS esetében az 6sszes kddold szekvenciat felhasznaltuk, mint probaszekvenciat. Az
expressziométer futtatdsanal a prébaszekvencidkat csoportositottuk az altalunk bevezetett N-

terminalisuk szerint.

A transzkripcids faktorok expresszi6 méréséhez a PlantTFDB-n (Zhang és mtsai., 2011)
megtaldlhatd szekvencidkat hasznaltuk. Osszesen 1940 szekvenciat hasznéltunk préba

szekvenciaként, amelyek az 6sszes ismert és eleddig azonositott TF csaladot reprezentaltak.

A dolgozatban hasznalt TF kot6hely motivumok a vonatkozé irodalom alapjan (2. tablazat),
illetve nyilvanos adatbazisokbdl (PLACE, PlantCARE) gy(ijtottiik 6ssze (Higo és mtsai., 1999;

Lescot és mtsai., 2002).
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2. tablazat A tartalékfehérje promadtereken azonositott kot6helyek (motivumok), kélcsénhatd
TF tipusok és irodalmi forrasaik.

Elnevezés

CCAAT boksz
GCN4 motivum
GCN4 motivum
GCN4 motivum
AACA/TA motivum
AACA/TA motivum
MYB1AT torzsmotivum
P-boksz

P-boksz

P-boksz

P-boksz

P-boksz

P-boksz

P-boksz

RY térzsmotivum
SKN1 motivum
SPA bzIP

DNS kot6é motivum

CCAAT
GTGAGTCAT
ATGAGTCAT
GTGTGACAT
TAACAA
AACAAA
AAACCA
TGTAAAGT
TGCAAAG
TGTAAAG
TGCAAAC
TGCAAAAG
TGGAAAG
TGTAAAAGT
CATGCA
GTCAT
GATGACGTGTC

Kot6do
transzkripcios
faktor

CBF

02 bzIP
02 bzIP
02 bzIpP
R2R3 MYB
R2R3 MYB
R2R3 MYB
PBF

PBF

PBF

PBF

PBF

PBF

PBF
ABI3/VP1
bzIP

02 bzIP
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Forras

(Albani és Robert, 1995)
(Albani és mtsai., 1997)
(Muller és Knudsen, 1993)
(Albani és mtsai., 1997)
(Diaz és mtsai., 2002)
(Diaz és mtsai., 2002)
(Abe és mtsai., 1997)
(Kreis és mtsai., 1985)
(Sugiyama és mtsai., 1985)
(Colot és mtsai., 1987)
(Norre és mtsai., 2002)
(Norre és mtsai., 2002)

US Patent 20090064374
(Shirsat és mtsai., 1989)
(Suzuki és mtsai., 1997)
(Blackwell és mtsai., 1994)
(Mena és mtsai., 1998)



3.2.2 EXPRESSZIOS ADATSOROK

Az expresszid szintek méréséhez 0sszesen 31 adatkonyvtdrat haszndltunk. Ebb&l 11 cDNS és
19 microarray adatsor volt. A microarray adatok (TA3, TA23, TA38) egy nOvényi expresszios
adatbazisbdl, a PlexDB-rél toltottik le (Dash és mtsai., 2012). A felhasznalt cDNS kdnyvtarakat
a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze.

3. tablazat Az expresszid6 méréshez hasznalt fejl6dé hexaploid buzaszem cDNS koényvtarak
genotipusonként. A genotipusok HMW glutenin alegység Osszetételét kiilon feltliintettiik. A

DuPont konyvtar genotipusa ismeretlen. Allél kompoziciéjat a legjobb BLAST eredmények
alapjan hatdroztuk meg.

Adatsor Genotipus | HMW glutenin allél 6sszetétele Adatsor Osszes Forras
neve Ax Dx Dy alkényvtarai a cDNS
viragzast szama
kovet6 napok
szama szerint
Chinese Chinese null 2 12 5,10,20,30 10729, NCBI
Spring Spring 11282, dbEST
11308, IDs:
12573 19555,
10469,
19547,
10479
Glenlea Glenlea 2% 5 10 5,15,25 5805, TaGl:
5368, #A9H,
5094 #A9I,
#A9)
DuPont Nem 2% 5 10 3,7,14,21,30 4689, TaGl:
ismert 4887, #BSD,
4967, #BSE,
958, #BSF,
840 #BSG,
#BSH

A kornyezeti hatdsok elemzéséhez Hurkman és munkatarsai (2013) altal kdzzétett tomeg-
spektrometrids fehérje azonositassal Osszekotott kétdimenzids gélelektroforézis adatok
felhasznaldsaval végeztiik. Az adatsor a teljes prolamin csaladot lefedte, amib&l mi csal a HMW
glutenin alegységfehérjéket hasznaltuk. Az egyes fehérjék adatait kigyUjtottik, a bioldgiai

ismétlések értékeit atlagoltuk, génenként dsszesitettik, majd normalizaltuk.

3.3 FILOGENETIKAI ES DIVERZITAS ELEMZES

Az evollcidos fa megszerkesztéséhez a Neighbor-joining médszert alkalmaztuk a MEGA6

szoftver felhasznaldasaval (Tamura és mtsai., 2013). Az elemzés 139 HMW glutenin gén
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promodter szekvenciat tartalmazott. A szekvencidk genomonkénti csoportjainak atlagos
diverzitasat szintén a MEGA6 programmal szamoltuk a Maximum Composite Likelihood

modell alkalmazasaval.

3.4 KLASZTERELEMZES

A kutatas soran alkalmazott hierarchikus klaszterelemzéseket a Cluster3 programmal végeztiik

(de Hoon és mtsai., 2004).

3.5 TRANZIENS GENEXPRESSZIO

3.5.1 RIPORTERGENES KONSTRUKCIOK ELKESZITESE

Glu-1Bx7 HMW glutenin génnel rendelkezd buza genotipus promdterének szévetspecifitdsat
és aktivitasat vad és kiilonb6z6 mutans Glu-1Bx7 promoterrel meghajtott GUS riportergénes
rendszerben vizsgdltuk tranziens expresszid segitségével. Célunk a -288 és -177 kozotti
szakaszon taldlhato ABRE | CBF motivum-csoportosulas funkcionalis elemzése volt ugy, hogy a
vad tipuson felll a tervezett prométer mutansok egyike esetében egyszer(ien kittottik ezt a
régiot (deléciés mutdns, bxDEL), a masik esetben viszont a régiot egy azonos hosszusagu (103
bp) indifferens DNS-szakaszra cseréltiik ki (szubsztituciéos mutdns, bxRPLC). Utdbbi szakaszt a

start kédtdl 5’ irdnybdl 16000 bp-ral vettiik, mely az ellenGrzés alapjan nem tartalmazott

. 103 bps
bxRPLC::GUS
-288 |<—}| 177
e — N ;olz%
(103 bps)
bxDEL::GUS -288 —pplg— 177
CRM4 CRM3  CRM2  CRM1 Basal

6. dbra A tranziens génexpresszional hasznalt mutans promadterek.

A bxRPLC::GUS konstrukciénal a sziirkével jelolt 103 bp hosszU szakaszt kicseréltik egy
semleges, kot6helyet nem tartalmazd szekvencidra. A bxDEL::GUS esetében ugyanezen
szakaszt eltavolitottuk (delécid) a promodterbdl.

A mutans szakasz magaba foglalta a ABRE|CBF csoportot, a HMW Enhanszer teljes hosszat.
Pontos motivum mintdzatat a 7. dbra és 10. dbra részletezi.
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transzkripcids faktor kotéhelyet. A konstrukcidk elkészitéséhez a start kodontél 5’ iranyban

allé 1000 bazist hasznaltuk (6. abra).

A promodtereket az Integrated DNA Technologies céggel szintetizdltattuk. A konstrukciok 5’
végére minden esetben HinDIll, mig a 3’ végre Ncol hasitasi helyet terveztiink. A prométereket
pIDTSmart(Amp) plazmidba klénozva széllitottdk. A plazmid E. coli TOP10-es kompetens
sejtekbe transzformaltuk, majd 6nalld koldnidkat folyadék-kulturdba oltottuk le. Felneveltiik,
majd plazmidot izoldltunk. A tovabbiakban a vizsgalt promédtereket HinDllI-Ncol kett6s
emeésztéssel kihasitottuk és kilon-kiilon pCambial391z (www.cambia.org) prométer-teszteld
vektorokba vittiink at (szubkldnoztuk). A restrikcids klénozas soran standard molekularis
biolégiai mddszereket alkalmaztunk és a Thermo Scientific cég dltal gyartott restrikcids
endonukleazokat, T4 ligazt, illetve plazmidkinyerd-kiteket hasznaltunk. A pCambial391z
vektor eredetileg promdter nélkili uidA gén::nos terminator konstrukciét tartalmaz. Az uidA
gén elé, HinDIlI-Ncol hasitasi helyek k6zé kldnoztuk a vizsgdlni kivant prométereket. Kontroll-
kisérletekben egyrészt lres, promoter nélkili uidA gént tartalmazé pCambial391z vektorral
transzformaltunk (negativ kontroll), masrészt pKPK1 vektorral (Mészaros és mtsai., 2015),
mely konstitutiv kukorica ubiquitin promodterrel meghajtott uidA gént tartalmaz (pozitiv

kontroll).

3.5.2 TRANZIENS EXPRESSZIO

A ndvényi anyagként szolgalé Chinese Spring (Triticum aestivum) genotipust Conviron fitotron
kamrakban a mar kordbban kidolgozott, tavaszi T1 program szerint neveltik (Tischner és
Koszegi, 1997). Levelek transzformdaciéjahoz két-harom hetes magoncok (2-3 leveles allapot)
masodik levelébdl 2-4 cm darabokat vagtunk ki és szilard médiumra (Marzin és mtsai., 2008)
helyeztik. A taptalaj 0,5% (w/v) agart, 1,65 g/l NHsNOs-ot, 0,4 M mannitolt (ozmotikumként)
és 10 uM tidiazuron-t (6regedésgatld hormon) tartalmazott. A taptalajra helyezés utan egy
oraval a leveleket transzformaltuk (Id. lentebb). Ezt kdvetéen 24 6ran 4t ugyanazon a
taptalajon, klimatizalt 23°C-os helyiségben, természetes, szort fényben (30 pmol/m2es)

taroltuk a transzformalt mintat.

A buza endospermiumokat 3 héttel viragzas utan , steril koriilmények kozott izolaltuk, majd
endospermium-transzformalé (Ravel és mtsai.,, 2014) taptalajra (MS taptalaj, 100 g/l
maltdzzal) helyeztik. Harom 6éra pihentetés utdn kerilt sor belovésre (Id. lentebb).
Transzformacié utan az endospermiumokat 1 g/l kazein hidrolizatumot tartalmazé MS-
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taptalajra helyeztiik és 2 napig, s6tétben, 23°C-on hagytuk tranziens médon expresszalni. A
tranziens expresszid utan a kilonb6z6 novényi szoveteket GUS-festboldatba tettiik, és egy
éjszakan at 37°C-on inkubaltuk. Fest6dés utdn az endospermiumokat 70%-os etanolba
helyeztiik. Leica sztereomikroszkép alatt megszdmoltuk a GUS-pozitiv foltokat. Levelek
esetében el6bb 20, 50, 70, illetve 100%- etanol-tartalmu sorozatot alkalmazva eltavolitottuk
a fotoszintetikus pigmenteket. A vizsgdlatokat 6t fliggetlen ismétlésben végeztiink. A kapott
adatokon parositatlan T-prébat vagy varianciaanalizist, majd azt kovet6en Tukey-féle poszt-

tesztet végeztiink.

3.5.3 BIOLISZTIKUS TRANSZFORMACIO

A belovéshez a Bio-Rad PDS-1000/He tipusu génpuskajat hasznaltuk, a gyartd ajanlasai szerint.
A |6véshez 1 um atmér6jld aranyszemcséket, 27 Hgmm vdkuumot és 1100 psi (7,6 MPa)
héliumnyomast hasznaltunk. Az aranyszemcséket a gyarté altal ajanlott médszer szerint
el6készitettik. Az el6készités soran 3 mg aranyat 70%-os etanollal, majd steril MQ vizzel
mostuk, végll 50 %-os glicerinben, 50 pl-es adagokban taroltuk 4°C-on. Egy 50 pl-es adag
hozzavet6leg 3 lovésre volt elegend6. A DNS bevonat elkészitéséhez 1,5 ul 1 pg/ul-es
plazmidot adtunk az 50 pl arany szuszpenzidhoz. Ezt kévetéen 50 ul 3 M-os CaCl,-ot, illetve 20
pl 0,1 M-os spermidint pipettaztunk a csé faldra, egymastdl tavol. A cseppeket aztan gyors
mozdulattal, egyszerre raztuk le az aranyhoz, amit aztdn 2-3 percig rdzattunk. Az aranyat 1
perc 10000 g centrifugaldssal Ulepitettik, és a fellluszét kidobtuk. Ezt kévetben az
aranyszemcséket egyszer, 190 ul abszolut etanollal mostuk, majd 18 ul abszolut etanolban
reszuszpendaltuk. Egy ilyen szuszpenziobdl |ovésenként 5 pl-t haszndltunk fel. Az arany-

szuszpenziét a transzformaldsig jégen tartottuk.

3.6 PBF PROMOTER SZEKVENALASA

PBF TF prométer szekvencidajdnak azonositasahoz és szekvendldsahoz genomi DNS-t izolaltunk
Glenlea és Chinese Spring buzafajtakbdl. A Chinese Spring genom segitségével tervezett
promoter specifikus PCR primerekkel 3000 bp hosszi promoéterrégiokat amplifikaltunk,
amiket vektorba kldnoztunk. A PCR-reakcidk specifitdsat ,nested” PCR alkalmazdasaval
noveltlik. A forward primer CCCATGGATCAATAGTAGTCAAC, a kils6 reverse primer pedig
GATGCACGCCTCCTGATAC, a belsé pedig CCTATTCCATTTCCACCAACC volt.
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A reakcid elegy osszetétele 50 pl-re a kdvetkezd volt: 200 ng névényi genomi DNS minta; 0,5-
1 uM primer; 0,4 mM dNTP; 1/5 térfogat 5xtomény Thermo Scientific Phusion Green High-
Fidelity DNA Polymerase puffer; 2 egységnyi DNS polimeraz enzim (Thermo Scientific Phusion
Green High-Fidelity). A termékeket oszlopon tisztitottuk, majd vektorba klénoztuk (Thermo
Scientific Clonejet PCR Cloning kit). A klénozas a 3.5.1. fejezetben leirtak szerint végeztiik. Ezt
kdvetéen a Thermo Scientific cég altal gyartott kittel kinyertiik a plazmidokat, amiket a nested
PCR belsd primerparjaval amplifikaltunk. A pJET1.2/blunt vektorba klénozott PCR-termékek
méretét Bglll restrikcids endonukledazos emésztéssel ellendriztiik. A vektort Ugy alakitottak ki,
hogy a klénozdé hely mindkét oldalan talalhatod ilyen hasitéhely, igy a klonozott fragment
kihasithatd és mérete agardz gélen lathatova tehet6. Megfelel6 méret(, vektorba klénozott
PCR-termékek szekvendlasahoz M13-as vagy pedig a PCR-hez eredetileg hasznalt primert
haszndltuk. Egyes esetekben egybdl a PCR-terméket szekvenaltuk. A szekvendlast kilsé

szolgaltato végezte.
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4 EREDMENYEK

4.1 SZABALYOZO ELEMEK ES KOLCSONHATASAIK A NAGY MOLEKULATOMEGU
GLUTENIN ALEGYSEGFEHERJE GENEK PROMOTEREIN

A Glu-1 gének f6 transzkripcids szabalyozdi a promdtereikhez kot6d6 transzkripcios faktorok
(TF), a metilaci6 nem vagy elhanyagolhaté mértékben jatszik szerepet. A rajtuk lévé TF
kot6helyek azonositdsa és jellemzése ezért elengedhetetlen a HMW glutenin alegységfehérije
(HMW-GS) gének viselkedésének megértése céljdbdl. Tekintve, hogy a hat HMW-GS gén
allélosszetétele egy adott genotipusban valtozatlan, az allélokra vonatkozé jellemz&k egyben
az adott genotipust is jellemzik. Ily médon kdzvetlen hatassal van az adott genotipus szem

fehérje Osszetételére, és ezaltal az abbdl késziilt tészta minbségére.

A HMW glutenin gének promdtereinek elemzéséhez 156 szekvenciat gyl(ijtottink. Ebbdl 140
promoter szekvencia volt 250 bp-nal, 122 szekvencia 500 bp-nal és 27 szekvencia 700 bp-nal
hosszabb. Nyolcvanhét szekvencia tartozott a x-tipusu és 69 az y-tipusi HMW glutenin
génekhez. A szekvenciak egyforman képviselték mindharom lékuszt: 60 szekvencia az A, 67 a
B és 29 a D genomrdl szarmazott. A promdterek jellemzéséhez a 700 bp-nal hosszabb

szekvenciakat hasznaltuk.

4.1.1 A GLU-I GENEK PROMOTER SZAKASZAINAK MOTIVUM-KOMPOZ[CIOJA

A HMW glutenin gének motivum Osszetétele alapjan altaldnossdgban elmondhaté, hogy mind
a kozeli (-300 bp-ig) és mind a tavoli (-700 bp-on tuli) régidkban a promodtereik nagyobb
hasonlésagot mutatnak a homeoldg parjaikkal, mint az azonos Iékuszon taldlhatd
paraldgjaikkal (7. abra és 8. abra). A legnagyobb hasonldsagot a Glu-1Ax/Dx illetve a Glu-
1Dy/By parok kozott tapasztaltuk, mig a Glu-1Bx gén promoter profilja jellegzetes eltéréseket

mutat a tobbi vizsgalt szekvenciatdl.

A legszembet(in6bb eltérés a start kodontdl visszaszamolt -277 bazisparndl (bp) taldlhaté

ABRE motivum (ABRE@277poz') és a MYB@400-500poz motivum kdzott taldlhatd. Ezek

T A témorség kedvéért a tovabbiakban a kétShely motivumokat a kdvetkezd formula szerint jeldljiik:
KOTOHELY@XXXpoz vagy KOTOHELY@XXXneg, ahol a KOTOHELY a motivum nevét, az XXX a startkodontdl
visszafelé szamolt helyét és a ‘poz’ vagy 'neg’ a szaliranyt jel6lik értelemszer(ien.
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pontos pozicidi az allélok k6zott tapasztalhatd inszercidk és deléciok miatt némileg eltértek. A
Glu-1Bx gének esetében (Glu-Bx13 kivételével) tortént egy 55 bp hosszu inszercié, amely a
CEREAL-boksz megdupldzodasat illetve a PBF@418poz kihasadasat eredményezte. A Glu-1Ay
gének esetében tortént egy 131 bp hosszu delécid, amely soran elveszett a CEREAL-boksz és
a PBF@300poz. Hétszaz bazispar tavolsdgra a kot6helyek gyakorisaga és a poziciét illet6
konzervaltsaga csokken, de a motivum Osszetétel ezekben a régidkban is megérizte

jellegzetességeit.

A kotGhelyek eloszlas-elemzése alapjan 6t jol elkilonilé promdter régidt azonositottunk (9.
abra). A start kodonhoz koézeli szakaszon (>150 bp) tulnyomoéan a TBF, CBF (NF-YA)
motivumokat taldltuk felllreprezentdltnak. Ennél tavolabb az ABRE és CBF motivumok
el6forduldsa jelentés. MYB és VP1 kot6helyek a -400 és -500 bp kozotti szakaszon
felllreprezentaltak, amit -500 és -700 kozott egy bZIP tipusu TF-okat kots (réviden bZIP kot6)
helyekben feldusult régié kovet. Ugyanitt taldlhaté a bZIP kot6 SPA motivum is. Tovdbb
tavolodva, -700 és -850 bp kozotti szakaszon, az ABI3/VP1 és NAC kotShelyek mutatnak

atlagnal gyakoribb el6fordulast.
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7. abra A Glu-1x gének prométer TF kot6hely kompozicidja.

A promoéterek l6kuszonként csoportositottuk (B,A,D). A felsé vonalzé a startkodontdl vald
tavolsagot jeloli.
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8. abra A Glu-1y gének prométer TF kétShely kompozicidja.

A prométerek l6kuszonként csoportositottuk (B,A,D). A felsé vonalzd a startkodontdl vald
tavolsagot jeldli. A jelmagyarazat az el6z6 dbrdéval (7. dbra) azonos.
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9. dbra A prométer szekvenciak kot6hely eloszlasanak felliletdiagramja az x-tipusu (A) és y-
tipusa (B) HMW-GS gének esetén. A modularis szerkezet sematikajat a C abra mutatja.

A diagram bal oldalan jeloljiuk a kot6helyeket TF csalddonként. A diagram egy domborzati
térképhez hasonlatos, ahol a ,magassdg” ardnyban van az adott TF kotShely
szignifikancidjaval az x tengelyen jelolt poziciéban. A diagram jél jellemezheté csoportokat
mutat, amit a motivum elemzéssel kiegészitve azonositottuk a promdter modularis
szerkezetét.
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4.1.2 Cisz-SzABALYOZO MODULOK AZONOSITASA

A kot6helyek meghatarozdsa sziikséges, de nem elégséges feltétele a HMW glutenin gének
szabalyozd6 mechanizmusainak megértéséhez. Egyetlen motivum eloszldsa, lokalis vagy
globdlis (azaz a teljes genomhoz viszonyitott) relativ gyakorisaga (felll-reprezentaltsaga)
mellett szikséges tobb kotéhely egydttalldsanak, motivum-klasztereknek a relativ
gyakorisagat is vizsgalni. Habar az egylttdlldsok a motivum eloszlas diagramon is
kirajzoléddnak, egy motivumklaszter elemzés segitségével egyértelmlien eldonthetd, hogy

mennyire jellemz6 egy-egy egyuttallas a HMW glutenin génekre a bluza genomon beliil.

A vizsgalt Glu-1 gének 1600 bp hossziu promodter régidjdban harom olyan szakaszt
azonositottunk (CRM3, CRM5 és CRM6), amelyek tulnyomdan egyetlen transzkripcios faktor
csaladra jellemz6 kotShelyben dusultak. Tovabbi négy régidban a motivum Osszetétel volt

kiemelked6en konzervalt (bazalis promdter, CRM1, CRM2 és CRM4) (10. abra).

A 280 bp hosszu bazalis promoter tartalmazza a TATA@92poz és a CBF@37poz motivumokat,
amelyeket az x-tipusu HMW glutenin gének esetén még kiegésziilnek a MYB@143poz és
MYB174-177neg motivumokkal. Erdekes, hogy az itt megtaldlhaté MYB kétShelyek szama
koveti a CRM4-ben taldlhaté MYB kotShelyek szamat.

A bazadlis régiot kovetéen huzédik a CRM1-es modul, ahol megtaldlhatd az x-tipusd HMW
glutenin gének egyik legjellemzébb motivuma, a CEREAL-boksz. Szintén itt taldalhaté a
nagyfoku konzervaltsagot mutaté HMW-enhanszer motivum. A szakasz ugyancsak tartalmaz
egy PBF-ben relativan gazdag régiot, amely a vizsgalt géntdl fliggben egy vagy ketté PBF
kot6helyet tartalmaz. Ugyancsak ebben a szakaszban azonositottunk egy 100%-osan
konzervalt ABRE@277poz kot6helyet 40 bp tavolsagra egy CBF kotShelytdl. Erre a
csoportosulasra a kés6bbiekben mint az ABRE|CBF motivumcsoport hivatkozunk. A CRM1

modult a Glu-1Ay génnél nem sikerilt azonositani.
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Az ABRE | CBF motivumcsoport mellett taldlhatéak a CRM2 modul két6helyei, melyek a vizsgalt
szekvencidkban teljes mértékben megegyeztek egymadssal. A CRM2 modul tartalmaz egy MYB
és egy VP1 kotShelyet a pozitiv szalon és egy bZIP két6helyet a negativ szalon. A kot6helyek
irdnya, és egymaskozti tdvolsdga nagymértékben konzervalt. A modul feltételzhetéen

lényeges szerepét jelzi, hogy ez a klaszter viszonylag tomor, 6sszesen 45-50 bp hosszusagu.

A -750 és -610 bp kozotti, CRM3-mal jelolt szakaszon jellemz&en bZIP tipusu TF kot6helyek
taldlhatok. Géntél fliggben 3-6 bZIP kotShelyet tartalmaz. Glu-1Ay-ndl volt a legmagasabb a
bZIP kotGhelyek szdma: 6sszesen Ot bZIP kotShelyet (SKN1 és GCN4)azonositottunk a CRM3-
ban. Ugyancsak itt taldlhaté a bZIP koté SPA motivum is, amelyik mindegyik gén promdterén
megtalalhatd. Pontos elhelyezkedése a promdteren az ezt megel6z6en el6forduld inszerciok
és delécidk szerint valtozik. A CRM4 régid a bazalis promdterhez hasonléan az x- és y-tipusu
HMW glutenin gének esetében egymastdl eltérb. Az y-tipusi géneknél konzervalt pozicidju
NAC kot6helyek fordultak el6 nagyobb szamban, az x-typusu géneknél viszont jellemz6en MYB
kot6helyeket talaltunk. Ez utébbi esetében egy nagyon érdekes egyiittallast azonositottunk,
mert a CRM4 és a bazdlis szakasz MYB kotShelyeinek szama és elhelyezkedése a kettds szalu
DNS-en korreldl, szalspecifussaga pedig ellentétes. Ezek a motivumok tavoli, invertalt parokat
formalnak, azaz egy MYB a pozitiv szdlon egyitt 'konzervalodott’ egy tavoli MYB kot6hellyel a
negativ szalon (10. dbra). A Glu-1Bx gének esetén eza MYB@825poz-MYB@172neg par. A Glu-
1Ax gén esetén két part azonositottunk: MYB@768poz-MYB@174neg és MYB@692neg-
MYB@143poz. Hasonldan, a Glu-1Dx-nél is két ilyen par talalhaté: MYB@764poz-
MYB@173neg and MYB@737neg-MYB@142poz. Tovabbi érdekessége az x-tipusu
promoétereknek, hogy ezen parok tavolsagainak felénél taldlhaté az ugyancsak x-tipusra

jellemz6 CEREAL-boksz.

A CRM4 tavolabbi régidiban RY elemek taldlhatdéak mind két tipusi HMW glutenin gén
promoéterén. A CRM5 a HMW-GS promoter szekvencidk -1330 és -1230 bp kdzo6tti szakaszan
talalhato, melynek jellemzdgije, hogy VP1 kot6helyben gazdag. A CRM6 jell modul a -1650 és -
1340 bp kozotti szakaszon talalhato, és egy MYB kotShelyben feldusult régiét jelol. Glu-1Bx

gén esetén ez hianyzik (vagy tavolabbi, nem vizsgalt régidba tolédott).
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4.1.3 A GLU-1 AKTIVITASANAK VALTOZASA GENOTIPUSONKENT

A transzkriptométer alkalmas a genotipusok kdzott megfigyelhetS expresszids szintek cDNS
konyvtdr alapu jellemzésére. A szamitdsok sordn, a nagyfoku szekvencia azonossag ellenére,
a gének expresszidjdban, illetve annak dinamikajdban jellemz6 kiilonbségek voltak
tapasztalhatdak (11. dbra és 12. abra). A Chinese Spring aktiv, x-tipusu alléljainak (Glu-1Bx7 és
Glu-1Dx2) expresszioi 10 nappal a viragzast kovetéen érték el a maximumot, és ezutdn
csokkend tendenciat mutattak. Erdekes, hogy 30 nappal a virdgzas utdn ez a folyamat
megfordult, és er6s6dé aktivitast tapasztaltunk. A két y-tipusu gén expresszidja kevésbé volt
szinkronban. A Glu-1Dy12 allél transzkripcidja ugyan 10 nappal a virdgzast kovet6en
csucsosodott, de ezt kovetéen egy allandd csokkenést tapasztaltunk az x-tipusu génekre
jellemzd forduldpont nélkil. A Glu-1By8 allél aktivitdsa folyamatos, ambar nagyon alacsony

aktivitast mutatott a tobbi génhez képest.
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Ax2* GL Ax2* DP

Bx7 CS Bx7 GL Bx7 DP By8 CS By8 GL By9

Dx2 Dx5 GL Dx5 DP Dy12 Dy10 GL Dy10 DP

11. dbra A HMW glutenin gének expresszids gorbéi l6kuszok szerint szétvdlogatva. A Glu-1Ay
I6kusz nincs feltlintetve, mert az 0sszes vizsgalt genotipusoknal inaktiv volt.

Az x-tipusu gének kozott a tultermel6 Glu-Bx7 GL és DP transzkripcids aktivitasa a legerdsebb,
amit a Glu-Dx2 kovet. Az y-tipusu géneknél a Glu-1D Iékusz génjeinek aktivitasa a legerGsebb,
mig a Glu-1B géneké jellemzben alacsonyak.

Az y tengely dimenzié nélkili, mert az adatokat a jobb 6sszehasonlithatésag végett zérd
atlagra és egységnyi devianciara standardizaltuk. Az x tengely a mag fejl6dési idejét mutatja a
viragzast kdvetd 5. naptdl a 30. napig.
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Glenlea genotipus esetében a D lokusz génjei (Glu-1Dx5 GL és Glu-1Dy10 GL) kozott
markansabb volt a hasonldsag, mint a Chinese Spring esetében. Az aktivitdsok normalizalasa
utan, a Glenlea tultermel8 Glu-1Bx7o0e allélja 1,4-szer mutatott nagyobb aktivitast, mint a
Chinese Spring, nem tultermel6 Glu-1Bx7 allélja (12. abra). Hasonldéan, amikor a mindkét
genotipusban el6forduld és hasonlé dinamikat mutaté Glu-1By8 allélra normalizdltuk az
adatokat, a Glenlea Glu-Dy10 allélja aktivabbnak bizonyult a Chinese Spring Glu-1Dy12
alléljandl. A Glenlea esetében az y-tipusi HMW glutenin gének mindig alacsonyabb
transzkripcids aktivitast mutattak az x-tipusdaknal. A normalizalasok alapjan a Glu-1Ax2* allél

transzkripcids szintje kdzel kétszerese volt a Glu-1By8-nak.

A DuPont cDNS koényvtar alapjan mért allél aktivitasok, hasonldéak voltak a Glenlea
genotipusban mértekhez, mely részben az allélok azonossagaval magyardzhatd. Ebbdl
kovetkez6en, a vartnak megfelelGen az egyetlen eltérést a Glu-1By génnél tapasztaltuk, ahol
a DuPont Glu-1By9 allélja er6sebb aktivitdst mutatott, mint a Glenlea Glu-1By8 allélja. Az
adatokat ebben az 6sszehasonlitdsban a k6zos Glu-1Ax2* allélra normalizaltuk, ami alapjan
megallapithatd volt, hogy a két genotipus tobbi génje (Dx, Bx, Dy) azonos transzkripcids
aktivitasu.

Altalanosan elmondhaté, hogy mindegyik genotipusban az x-tipusu gének aktivabbak. Ez a
tény még jobban kiemeli a két HMW-GS tipus promoéter profiljdban leirt markdans
kilonbségeket, és arra enged kdvetkeztetni, hogy a géncsoportok szabalyozé mechanizmusai
eltérnek. A normalizalt értékek alapjan ugyanakkor kilonbségek figyelhet6k meg ugyanazon
gén eltéré alléljai kozott. Ha figyelembe vesszik, hogy az allélok promodterei kdz6tt nem
tapasztaltunk véltozast a motivummintdzatdban, ez mindenképpen figyelemre méltd

eredmény.
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12. dbra A HMW glutenin gének allélonkénti expresszid elemzése (A,B) és kdrnyezeti hatastadl
valo fliggése (C).

A koOz0s allélra vald standardizaldssal médunkban allt 6sszevetni kiilonb6z6 genotipusok
alléljainak expresszio-erésségét. A Chinese Spring és a Glenlea kdz6s Glu-1By8 allélja alapjan
standardizalt adatokat az A panel mutatja. A Glenlea és a DuPont genotipusok k6z6s Glu-
1Ax2* alléljara normalizalt adatokat a B panelen tlintettiik fel.

A kornyezeti hatasokat a C panel szemlélteti.

4.1.4 KORNYEZETI TENYEZOK HATASA A GLU-1 GENEK AKTIVITASARA
A kornyezeti hatdsokra adott vdlaszok eltérései Ujabb bizonyitékul szolgdlhatnak a
géntipusonként eltéré szabalyozas meglétére. Az elemzést tomeg-spektrometrids fehérje

azonositassal Osszekotott kétdimenzids gélelektroforézis adatok alapjan végeztiik, amit
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Hurkman és munkatarsai (2013) tettek kozre. A kozolt tanulmanyban a fejlédé buzaszem
fehérje Osszetételének valtozdsat négyféle kezelés soran vizsgaltdk a fejlédés tobb
idépontjaban. A kovetkez6 kezelést alkalmaztak: extra nitrogén (N), magas hémérséklet (T),
N+T és kontroll (K). Az mintak id6pontjai N és K esetén: 8, 13, 18, 23, 28, 33, 37 nappal a
virdgzast kovetben. N+T és T kezelésekkor: 6, 8, 13, 18, 21 nappal a viragzas utdn. Hurkman és
munkatarsai a HMW-GS, LMW-GS és gliadinok egymashoz képesti valtozasait figyelték, am
adataik lehetévé tették a HMW glutenin alegységek egyedi szinten valé feldolgozasat (12.

abra).

A megemelkedett hémérséklet esetén a HMW glutenin alegységek expresszid szintjei
egységesen valtoztak és a fehérjék termel6dése mar 6 nappal a virdgzdst kovetben
kimutathatd volt. Ugyanakkor megemelt nitrogén elldtottsag esetében a valtozasra adott
reakcidok génenként valtoztak. Egy id6leges megtorpandst tapasztaltunk a Glu-1Bx7 és Glu-
1Dx5 allélok aktivitasanak novekedése esetében a viragzast kovets 10. és 20. nap kdzott, mig
a Glu-1By9 és Glu-1Dy10 alléloknal ilyen hatds nem volt megfigyelhetS. Az el6z6 alfejezetben
leirt, az x-tipusu génekre jellemz transzkripcids forduldpont is ezen id8szakban tapasztalhaté.
Ez y-tipusu gének, N kezelés mellett csupan 20 nappal a virdgzast kovetéen mutattak
novekedést a kontrollhoz képest. A Glu-1Ax2* allél aktivitasa 0sszességében emelkedett, am
ez esetben is megfigyelhet6 volt a novekedés id6leges megtorpandsa. Meglepd, hogy Glu-
1Bx7 allél nem tudta tovadbb novelni az aktivitdsat, amikor a magas hémérsékleten tul extra
nitrogént is kapott (N+T). Ez jelent6s kiilonbség a tobbi génhez képest, ahol a magas
hémérséklet okozta hatdst tovdbb fokozta a hozzdadott nitrogén. A normalizalt aktivitas
adatokat ezért hierarchikus klaszterezéssel csoportositottuk. Ez alapjan azt kaptuk, hogy Glu-
1Bx7 és Glu-1Dx5 kozo6tt szorosabb kapcsolat mérhetd, mint a Glu-1Dy10 és Glu-1By9 kozott
(12. abra).
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4.1.5 AHMW-GS GENEK ES KOLCSONHATO TRANSZKRIPCIOS FAKTORAIK HALOZATELEMZESE

A HMW glutenin gének endspermium szabdlyozasat nagymértékben a promoter régidval
kdlcsonhatd transzkripcios faktorok biztositjdk. Ennek vizsgalatdhoz elengedhetetlen a
promoterekkel kdlcsdnhato transzkripcids faktorok bevonasa az expresszids vizsgalatokba. Az
elemzés megbizhatésaganak novelése érdekében, az expressziés szamitdsokat microarray
adatok bevondsaval bdvitettlik. A vizsgdlatba tobb, mint 1000 ismert buza TF-t vontunk be. A

kapott expresszids adatokat 6sszevontuk egy ko-expresszids haldzatban.

Tekintve, hogy nem minden ko-expressziés esemény (amit a hdldézatban élek abrazolnak)
jelent feltétlenll kolcsonhatdst, a haldzatot azon eseményekre kellett fokuszalni, amelyek a
meglévd tudasunk alapjan a legvaldszinlibbek. Abbdl az alapvetésbdl kiindulva, hogy az
egymashoz koézel elhelyezkedd kot6helyekhez csatlakozd TF-ok nagy valdszinliséggel
kolcsonhatasban vannak egymassal, a 4.1.2 fejezetben azonositott kett6s TF kot6hely
egyuttdllasait hasznaltuk fel a hdaldzat ,fokuszaldsara”. A kett6s egyuttallasok szignifikancia
értékével moédositott ko-expresszidos események (élek) sulyaval felrajzolt hdlézat megadta
azokat a lehetséges kolcsonhatasokat, amelyeket egymastdl fliggetlenil két szamitds is
aldtamaszt. Az igy kapott haldzat alaphelyzetben kiszlrte azokat a transzkripcids faktorokat,

amelynek kot6helye nem fordul el6 a HMW glutenin gének prométerein (13. dbra).
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13. abra A HMW glutenin gének és az endospermiumban atirédd transzkripcids faktorok
fékuszalt ko-expresszids haldzata.

Az azonositott alhaldzatok kis szabalyozdkoroket reprezentdlnak, amelyek feltehetéleg sajat,
részben elkilonilé génprogramokat kévetnek. A HMW gluteninek két tipusa jél lathatdan
kilon alhdlézatba rendezédik (Glulx és Gluly). A zolddel jeldlt TF-ok tulnyomdrészt koran
atirédnak, am egy résziik folyamatosan aktiv az érési fazisig. A pirossal jel6lt TF-ok jellemz6en
kés6n mutattak intenzitast. A kékkel dbrazolt ,Vezérl6” program genotipusonként eltérd
id6zitéssel jelent meg. Ebben a szabdlyozdkorben talalhatdk a PBF, SPA TF-ok. A vildgoskék
ABI3-hoz kapcsolt alhaldzat jellegzetessége, hogy Osszetétele megegyezik a CRM2 promaéter
régido motivum mintazatdval.

A cimkék mérete , kozottiség” értékkel egyenes ardnyos.
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A halézat modularitdsa alapjan 6 alhdlézatot azonositottunk. Eszerint az x- és y-tipusi HMW
glutenin géneknek sajat génprogramjuk volt (Glulx és Gluly), amelyek jol elkiloniltek
egymastdl. Tovabbi azonositott kis szabdlyozékorok (génprogram, alhalézat — ezeket
egymassal felvaltva haszndljuk): ,Korai”, ABI3, ,Vezérl6” és ABA/L1L. A legtébb génprogram
id&zitése kozel azonos volt minden vizsgalt genotipusnal, a ,Vezérl6” génprogramé ellenben
valtozé volt. A génprogramok TF tipusonkénti Osszetételét a 14. dbra mutatja. A
tartalékfehérjék szabdlyozasaban betoltott szerepik miatt a SPA és PBF TF-okat kiilon
tuntettiik fel. Erdekes, hogy az ABI3-hoz kapcsolt génprogram dsszetétele megegyezik a CRM2
promoéter régio kotéhely 6sszetételével (bZIP, MYB, VP1/ABI3).

A két HMW glutenin tipus sajat alhdlézata a halézatban szépen elvalt, ugyanakkor TF
Osszetételeiket csak néhany eltérés jellemezte. NAC tipusu TF csak a Gluly programban fordult
el6. JaMYB tipusu TF-ok aktivitdsa (Tae044348, Tae040197) a Glu-1x génekkel mutatott
nagyfokd korreldciét, mig a Glu-1y-hez kapcsolt program a TaMYB1l nevezetli MYB
(Tae025436) TF-ral.

A legnépesebb alhdldzat a ,,Vezérl6” génprogram. Neve a szerepét hangsulyozza, mert tobbek
kozott olyan kiemelkedé jelent8ségli transzkripcids faktorok talalhatdk ebben a csoportban,
mint az SPA bZIP, a prolamin boksz kot6 faktor PBF, illetve a LEC transzkripcids faktorok. A
csoport fontossagat az is jelzi, hogy ez az egyetlen génmodul, amely a genotipusok kozott
eltérd id6ben mutat aktivitast. Chinese Spring esetében a csoport génjei 20 nappal a viragzast
kovet6en, mig a Glenlea-ben mar 5 nappal a virdgzast kovetSen a legaktivabbak (15. dbra). Az
eltérés egyik lehetséges okat, a PBF gén prométerében meglévé eltérést (a késSbbiekben)

kisérletesen megvizsgdltuk (Ldsd 4.1.7. fejezet).

Az egyszer(en csak ,Korai”-nak nevezett génprogramhoz tartozoé gének kozos jellemzGje, hogy
mindegyik vizsgalt genotipusnal korai aktivitds mutattak. Erdekes, hogy a Glenlea esetében (a
Chinese Springgel ellentétben) a ,Korai” génprogram nem kilondl el a ,Vezérlg”
génprogramtol, amely szintén koran aktivalédott (15. abra). Tulnyomdan a bZIP csalddhoz

tartozé HBP-1 (histone binding protein) és VP1 tipusu TF-ok tartoznak ehhez az alhdlézathoz.

Az ABI3 nev szabalyozokor egy kis alhaldzat, de a benne talalhatd ABI3 TF (Tae058138) miatt
igen jelentds. Osszetétele megegyezik a HMW-GS gének promoéterének CRM2 régidjaban

talalhato kotShelyek TF specifitasaval. Az alhalézat kozponti csomdpontja egy HBP-1 TF. A
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tobbi génprogrammal a haldzat topoldgiaja alapjan leginkabb az ABI3 nev( TF-on keresztil all

kapcsolatban. Ezt jelzi magas ,koztesség” értéke is, ami egyenlé az adott csomdponton

athaladé legrovidebb utak szamdval a halézat 6sszes tobbi csomdpontja kdzott.

Az ABA/L1L (Lecl-like) program alacsony szamu, de sajatos TF-okat tartalmaz. Az Osszes

génprogram kozil az abszcizinsav kapcsolt bZIP TF-ok (ABRE) itt fordultak elé a legnagyobb

szamban. Toébbnyire késén, 20 nappal a viragzast kovet6en mutattak aktivitdst.
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14. dbra Az azonositott génprogramok, vagy kis szabalyozoé kordk TF tipusonkénti 6sszetétele.

A PBF és SPA transzkripcids faktorokat eltér6 szinekkel abrazoltuk. Az x tengely mentén a
génprogramok egy feltételezett id6beni sorrendet kbvetnek. Az ABI3 minden genotipusban
kordn, az ABA/L1L génprogramok pedig késén (a HMW glutenin programok utan) jelentek
meg. Az Vezérl6 program id6zitése eltért a vizsgalt genotipusok kdzott. (Ezt ezen az dbran nem

tudtuk jelolni.)
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5. nap

10. nap
20. nap
30. nap
5.nap

15. nap
25. nap

Tae035874 |Korai Tae023987|Vezerlo
Tae037553 |Korai Tae029998|Vezerlo
Tae045578|Korai Tae031213|ABA/LIL
Tae002104 |Korai Tae036978|Vezerlo
Tae022130|Korai Tae016934|Vezerlo
Tae023532 |Korai Tae009132|Vezerlo
Tae024196 | Korai Tae003578|Vezerlo
Tae026754 |Korai Tae058138|ABI3.

Tae035200|Korai Tae045724 |Vezerlo
Tae064556 |Korai Tae033750|Glulx

Tae064063 |Korai Tae006278|Glulx

Tae058138|ABI3. Tae038487|ABA/L1L
Tae057404 |Korai Tae021210|Vezerlo
Tae054267 |Korai Tae067053|Vezerlo
Tae052770|Korai Tae063944 |Vezerlo
Tae052592 |Korai Tae059052 | Vezerlo
Tae051515|Korai Tae058218|Vezerlo
Tae046440|Korai Tae051344|Vezerlo
Tae045407 | ABA/L1L Tae048199|Vezerlo

Tae042049 | ABA/LIL Tae046928|Vezerlo
Tae035062 |ABA/L1L Tae045760|Vezerlo
Tae003771|ABA/L1L Tae040462 | Vezerlo
Tae060782 |ABA/L1L Glu-1Ax|Glulx
Tae036313 |ABA/L1L Glu-1Dx | Glulx
Tae067053 |Vezerlo Glu-1Bx| Glulx
Tae063944 |Vezerlo Glu-1By|Gluly
Tae040462 |Vezerlo | Tae027200|Glulx
Tae033084 |ABA/L1L Tae052567|Glulx
Glu-1By|Gluly Tae044827|Gluly
Tae025061|Glulx Tae033708|Gluly
Tae032967|Glulx Tae003771|ABA/L1L
Tae032767|Glulx Tae065154|Gluly
Tae044348|Glulx Tae036552|Gluly
Tae040197 |Glulx Tae005531|Gluly
Tae033454|Glulx Tae053718|Gluly
Tae026268|Glulx Tae050273|Gluly
Tae033750|Glulx Tae005367|Gluly
Tae027200|Glulx Tae000909|Gluly
Tae052567 | Glulx Glu-1Dy|Gluly
Glu-1Bx | Glulx

Glu-1Dx | Glulx

Tae003578|Vezerlo
Tae021210|Vezerlo
Tae046928|Vezerlo
Tae051344|Vezerlo
Tae061956 |ABA/L1L
Tae004702 |Glulx
Tae028954|Gluly
Tae005531|Gluly
Tae065154|Gluly

Tae029998 |Vezerlo
{ Glu-1Dy | Gluly
|

15. dbra A Chinese Spring és Glenlea genotipusokban mért expresszids értékek klaszterezése.

A transzkripcids faktorokat a PlantTFDB azonositdjukkal és a génprogramjuk nevével jeldltik.
A ,Vezérl6” program a Chinese Spring genotipusban késébb valik aktivva. Kékkel kiemeltiik a
,Vezérl6” program meghatdrozd génjét, a SPA (Tae003778) és harom homeoldég PBF TF-t
(Tae021210, Tae46928, Tae51344), amelyek id6zitése nagyban eltér a két genotipusban. A
fliggbleges oszlopok a virdgzds utdni napok szamat jelolik. Ott kékkel a SPA és PBF
megjelenésének idejét jeloltik.
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4.1.6 SzOVETSPECIFITAS VIZSGALATA

A fent bemutatott eredmények alapjan kisérletesen megvizsgaltuk a HMW-GS gének
szovetspecifitasanak transzkripcidés szabalyozasat. Eddigi eredményeink alapjan A CRM1
szakasz ABRE|CBF motivumcsoportja feltételezhetéen fontos szerepet jatszik a
szovetspecifikus expresszid kialakuldsdban. Ennek igazoldsdra tranziens génexpresszids
kisérleteket végeztiink a CRM1 promoter szakasz vad tipusu és mutdns valtozataival. A kisérlet
azon el6feltételezésre épiilt, hogy a szovetspecifitas negativ mdédon valésul meg, azaz a nem
célzott szovetekben a HMW glutenin gének expresszidja gatolt. A hipotézis tesztelésére a Glu-
1Bx7 gén alapjan két mutdns és egy vadtipusu prométer konstrukciét készitettiink, amelyeket
levélben és endospermiumban vizsgaltunk (6. abra). Egyrészrdl kivagtuk az ABRE|CBF
motivumot (bxDEL::GUS), masrészrél a széban forgd szakaszt kicseréltiik egy semleges
(kot6helyet nem tartalmazd) szekvenciara (bxRPLC::GUS). Ez utébbi eltlintette az ABRE|CBF
motivum egylttest, de a vizsgalt 1000 bp hosszu promoter szakaszon beliil érintetlenil hagyta
az 6sszes tdbbi motivum egymadshoz viszonyitott elhelyezkedését. Ezekkel a mddositdasokkal
parhuzamosan vizsgaltuk az ABRE|CBF jelenlétének, illetve a téle el6rébb és hatrébb
elhelyezkedé motivumok tavolsaganak hatdsat. Negativ kontrollnak promdter nélkiili

pCam1391z konstrukciot hasznaltunk.

Otszords ismétlés mellett levélben a negativ kontrollhoz képest szignifikans kiilénbséget
mutatott a bxXWT::GUS és bxRPLC::GUS konstrukciok aktivitasa, mig a bxDEL::GUS aktivitasanal
nem volt megfigyelhetd jelentds eltérés (16. abra). A bxRPLC promoter levélben szignifikansan
erGsebbnek bizonyult a vadtipushoz (bxWT) és a bxDEL promdterhez képest. Ugyanakkor mind
a harom konstrukcional az aktivitas alacsony volt a konstitutiv prométerhez (pozitiv kontroll)

képest.

Az endospermiumban mért tranziens expresszié aktivitdsdnak eredménye a fenti
eredményektdl eltért. A legkiemelked6bb aktivitds a vad tipusu prométert jellemezte, mig
mindkét mutans csokkentett aktivitast mutatott. A bxDEL mutans a levélben tapasztaltakhoz
hasonléan itt is a legalacsonyabb értéket mutatta. Az endospermiumban az aktivitds minden

vizsgalt konstrukcio esetében magasabb volt, mint a levélben.
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16. dbra Tranziens génexpresszids vizsgalat 0sszefoglald diagramija.

Az y-tengely a megfigyelt pottyok atlagos szamat jel6li szovetenként és konstrukcidnként.
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4.1.7 A PBF PROMOTEREK SZEKVENALASA ES ELEMZESE

A véltozo dinamikaja , Vezérld” program egyik meghatarozé transzkripcios faktora, a Protein
Binding Faktor nev( (PBF). Ez a mellett, hogy az endospermium egy meghatarozé szabdlyozé
faktora, egyénileg is eltéré dinamikat mutatott a genotipusok kozott. Feltételezziik, hogy a
transzkripcié idGzitési kilonbségének oka a két genotipus PBF génjét szabalyozdé promoéter
szakasz eltérései okozzak. Meglév6 eszkoztarunkba jol illeszkedett a PBF gén prométerének
jellemzése, ezért a két genotipus 1000 nukleotid hosszi promdter szakaszaira specifikus
primereket terveztiink, a kapott terméket klonoztuk és szekvenaltuk (17. dbra). A kapott PBF
promoéter szekvenciakat illesztettiik és a PlantCare/PLACE motivumait felhasznalva abrazoltuk

a prométer motivumokat.

A hdarom homeoldg genomon taldlhaté PBF promédterek motivum mintazata alapjan jelentGs
eltéréseket talaltunk az A és a B genom PBF génjei kozott, és szinte teljes azonossagot a D

genom esetén.

-1000 -900 -800 -700 600 -500 -400 -300 200 -100 0
- RS R RN HH- - - | ChS 1598ZAH247/SA.ChS
L | R | AR R NN TR RIS § Il | | ChS_1598ZAIN251/5A.ChS
H- -1 FH-I-— - HHH-- HH- - | ChS 1598ZAH261/5A.ChS
1 H | e | - HE- - LN A R I § 1] | SAL scaff 2790454/ 5A,ChS, genomi

e FH-I - - | BRI IR | 1 | G_I598ZAH431/5A Glenlea
1 NN R R ¥ [ W B [ 1] | G 1598ZAII451/5A Glenlea
- FHE-E L i i e orm e | G_1598ZAH427/5A Glenlea
R e | e | e RN RO il | ChS_1598ZAII245/5B,ChS
H-1— 11 miiinn m AR i mml | ChS 1598ZAGT780/5B.ChS
11 s ERIE N A ] PO 0Em e | ChS_1598ZAG776/5B.ChS
R e L | S REIEE B I I BRI IR | 1] | ChS_1598ZAI257/5B,ChS

N I | B B e | B R | S EENIEE I R 0 mm | Traes SBL 44A8BCF95 / 5B,ChS,genomi
H-1— s R NIE R - e | G_1598ZAIl435/ 5B ,Glenlea
H-1— s RENIE B AE AR b1l | | G_1598ZAH447/ 5B Glenlea
A1 - EHE R RES RS I | ]Il | | G_1598ZAH433 /5B Glenlea

1 | L m e me m 1 =Tl | Traes_SDL_CSDOE96D4 / 5D.ChS.genomi
S | R | i R IR o I i | G 1598£AH265 /5D Glenlea
ol | < | I | nelul Nl 1 -l | G_15987AT1269 / 5D Glenlea
sl |ose] [ I A I 1] 11 1] | G 1598ZAH416 /5D Glenlea
<iffl—f-<—] —i—H-H- - 1 - na | G 1598ZAH267 /5D Glenlea

17. abra A Glenlea (G) és Chinese Spring (ChS) genotipusok PBF TF génjének promoter
mintdzata, lokuszonként (5A, 5B, 5D) valogatva.

Az A és B lokuszokon karakteres eltérések taldlhatdéak a genotipusok promotereiben. Az
eltérés onmagdban elégséges magyarazat lehet a kordbban bemutatott expresszids
kilonbségekkel (15. abra). A D l6kuszon azonban azonossagot tapasztaltunk. Az atlathatésag
kedvéért az abran csak azok a kot6helyek szerepelnek, melyek szamban jelentdsen eltérnek a
két vizsgalt genotipus kozott. A PlantCare-en elérhet6 dsszes kotShelyet (>400) vizsgaltuk.
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4.2 KONZERVALT SZABALYOZO ELEMEK JELLEMZESE ES SZEREPE AZ LMW
GLUTENIN GENEK EXPRESSZIOJABAN

Az elérhetd, nyilvanos adatbazisokban 360 kis molekula tomeg( glutenin alegységfehérje gént
azonositottunk szekvencia szinten. Osszesen 170 LMW glutenin alegységfehérjét kodold
szekvencia esetén talaltunk legaldbb 30 bp, legfeljebb 2008 bp hosszisagu prométer szakaszt.
Tekintve, hogy az LMW-GS gének kevésbé jol karakterizaltak ortoldgia és homoldgia szerint, a
gének tanulmanyozasa 6sszetettebb feladat a HMW-GS génekhez képest. Nem ismert a GLU-
3A, B, D multigén lékuszok szerkezete, a géneket nem tudtuk Iékuszonként csoportositani
(mint ahogy megtehettik x- és y-tipusok szerint a HMW-GS esetén). Ezért sziikségesnek
éreztik az LMW-GS gének csoportositdsanak tovabbi finomitdsat az N- illetve a C-terminusban

altalunk azonositott rovid, karakterisztikus polipeptid motivumok alapjan (4. tablazat).

Az LMW glutenin gének promotereit tipusonként csoportositottuk és ily médon jellemeztiik
(18. abra). Az azonositott polimorfizmusokat, beleértve az LMW glutenin génekre jellemzé
hosszu endospermium boksz (long endosperm box; LEB) meglétét illetve hianyat LMW
glutenin géntipusonként az 5. tdblazatban mutatjuk be. A kiillonb6z6 csoportba tartozé LMW
glutenin géntipusok promoter profiljainak jellemzése és hatdsuk az expresszid szintjére

kovetkez6 alfejezetekben keril bemutatasra.

A motivumok eloszlasa alapjan, a HMW-GS-ekhez hasonléan, a LMW-GS prométereken is
azonositottunk konzervalt régidkat (18. abra). Két révid, bazalis promaéter szakasz (B1 és B2),
illetve az EB és LEB régidit valamint tavolabbi cisz szabalyozé modulokat, azaz CRM-t
azonositottunk. A B1-es szakasz a -50 bp-ig tart és polimorfikus, mig a B2 51 és 120 bp kozott
hazédik, és a vizsgdlt géneknél magas konzervaltsagot mutatott. A Bl-ben valtozé
gyakorisaggal és kombinacidban MYB, bZIP és CBF kdtShelyek fordulnak el6. A B2-es szakasz
egy TATA bokszbdl és egy P bokszbdl all. A gének kozotti eltéréseket az aldbbiakban géntipusok

szerint részletezzik.
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4. tablazat Az LMW glutenin gének csoportositdsa a kiillonb6z6 mdédszerek alapjan.

LMW
glutenin
gén tipus
IQA
IPP
QP
IEN
MEN
MSP1
MSP2
MSP3
MSG1
MSG2
MSH
MRC1
MRC2
MDS1
MDS2
MSC1
MSC2
MsSS1
MSS2
MSV

N-terminus

ISQQQQAPPFS
ISQQQQPPPFS
ISQQQQQPPFS
IENSHIPGLEK
MENSHIPGLEK
MENSHIPGLER
MENSHIPGLER
MENSHIPGLER
METSHIPGLEK
METSHIPGLEK
METSHIPSLEK
METRCIPGLER
METRCIPGLER
MDTSYIPGLER
MDTSCIPGLER
METSCIPGLER
METSCIPGLER
METSCISGLER
METSCISGLER
METSRVPGLEK

LMW fétipus

LMW-i

LMW-i

LMW-i

LMW-s

LMW-s

LMW-s

LMW-m

LMW-m

LMW-m

LMW-m

LMW-m

LMW-m

LMW-m

Ikeda-féle
(Ikeda és
mtsai., 2002)
Vi/11

VI/11

VI/12

/4

/3

1/1

1/2
V/10

IV/6

IvV/8

IV/9

v/7

/s

58

Lokusz

Glu-A3

Glu-A3

Glu-A3
Glu-B3/Glu-D3
Glu-B3?
Glu-B3

Glu-D3

Glu-B3/Glu-D3
Glu-D3

Glu-A3

Glu-A3/Glu-D3

Glu-D3

Glu-D3

Referencia

accession

X07747
Fl447464
FI876821
AY542898
AY608420
Fl447463
EU369715
EU369722
EU189096
EU369734
EU189089
EU189094
FJ615311
FJ549936
FJ549935
EU189091
AY994358
AY831795
DQ457416
EU189098



5. tdblazat LMW glutenin géntipusonként megfigyelt polimorfizmusok a promoéterek
endospermium bokszaban (EB).

glb'l/le\:mvin LEB LEB Osszetétel Extra EB jellegli motivumok
tipus
-300-as motivum (EB1) EB2
IQA - P-boksz | GCN4 P-boksz nincs adat
IPP - P-boksz | GCN4 P-boksz P-boksz | GCN4
QP - P-boksz | GCN4 P-boksz nincs adat
IEN + P-boksz |GCN4 P-boksz |GCN4 -
MEN + P-boksz |GCN4 P-boksz |GCN4 -
MSP1 - P-boksz 1|SKN1 P-boksz |GCN4 P-boksz | GCN4 2-SKN1
MSP2 nincs adat nincs adat nincs adat
MSP3 nincs adat nincs adat nincs adat
MSG1 - P-boksz | SKN1 P-boksz P-boksz| GCN4 3
MSG2 nincs adat P-boksz |SKN1
MSH - P-boksz | SKN1 P-boksz
MRC1 + P-boksz |GCN4 P-boksz |GCN4 P-boksz |SKN1, P-boksz | GCN4-
SKN1
MRC2 + P-boksz |GCN4 P-boksz |GCN4
MDS1 nincs adat nincs adat nincs adat nincs adat
MDS2 nincs adat nincs adat nincs adat nincs adat
MSC1 - P-boksz |SKN1 - nincs adat
MSC2 nincs adat nincs adat nincs adat nincs adat
MSS1 nincs adat nincs adat nincs adat nincs adat
MSS2 - P-boksz |SKN1 P-boksz | GCN4 nincs adat
MSV - P-boksz P-boksz P-boksz | GCN4
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| 1|EU369727 / MSH,m-tipus
|
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18. dbra Az LMW géntipusok promaéter szakaszai.

Az A panel a motivum eloszldst dbrazolja fellletdiagramon. Az x-tengely a transzkripcids
kezd6ponttdl visszafele haladva mutatja a tavolsagot.

A B panel az LMW glutenin géntipusok kivalasztott, reprezentativ szekvenciainak promoter
mintazatat mutatja a start kodontdl visszafelé szamitott els6 ezer nukleotidig. Az egyes
tipusokat a hozzajuk tartozé génbanki azonositokkal a jobb oldalon tintettik fel. Az
azonositott B1, B2, EB és LEB régioit kilon tintettik fel.
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4.2.1 S-TipusU LMW GLUTENIN GENEK
Az érett fehérje szekvencia alapjan szerinnel kezd6dé LMW glutenin alegységfehérjéket

aminosav szekvenciajuk alapjan harom alcsoportba lehet sorolni: MSP, IEN és MEN.

Az MSP tipusu fehérjéket kizardélag a Glu-3B I6kusz kddolja és tovabbi harom alkategériaba
sorolhatodak. Ezek a tovabbiakban MSP1, MSP2 és MSP3 jel6léssel fognak szerepelni. A legf6bb
kilonbség az MSP alkategdridba tartozd promoterek kozott a CBF@11poz motivum hidnya az
MSP1 és MSP2 esetén. Az MSP1 Bl-es régidja ezenkivil tartalmaz egy bZIP kot6helyet.
Tovdabba, az MSP1 tipusu promdterek tartalmaznak még extra bZIP motivumokat -560 bp-nal,
a LEB régidé utdn, amelyet egy MYB k6t6 motivum kisér -441 bp-ndl. Jellemzé még az MSP
alcsoportra, hogy 2 MYB kot6hely talalhatd a tdvoli promoéter régidikban (-1788 és -1794 bp).
Hasonldan az i-tipusu promodterekhez az MSP1 tipusu gének hordoznak egy SPA kotShelyet -
640 bp-nal. Mindegyik MSP prométer tartalmazza a konzervalt MYB@34poz két6helyet a B1-
es régidban. Fontos kiilonbség, hogy az MSP tipusu gének nem hordozzdk a teljes LEB

motivumot -300 bp-nal, ez jellemzéen MEN és IEN tipusu géneknél fordul eld.

Az IEN és MEN alcsoportba tartozd s-tipusi LMW gluteninek, mindkét csoport génjei a Glu-3D
I6kuszon kddoltak, am a kddolé szekvencidikban talalhato eltérések eléforduld kilénbségek
miatt szlikséges volt megkilonboztetni 6ket. A CBF@11poz hidnyzik a prométereikél a B1
régidban. Az I|EN tipusu gének hasonldésagot mutatnak az MSP génekkel, ugyanis
mindkettében eléfordul a SPA kétéhely. Am ezek tovabbi P-bokszot tartalmaznak -406 bp-nal.
GCN4 és SKN1 kett6s kotShelyet azonositottunk -557 bp-nal, illetve egy extra GCN4 kotShelyet

-735 bp-ndl mindkét alcsoportban.

4.2.2 1-TiPUSU LMW GLUTENIN GENEK

Az i-tipusu LMW glutenin gének kizardlag a Glu-3A lI6kuszon fordulnak el6. Prométereik nem
tartalmazzdk a LEB motivumot, helyette egy extra EB motivum taldlhaté -550 bp-nal. SPA
kotShely itt is -650 bp kornyékén konzervalddott. MYB tipusu kotShely (MYB1AT) nem
talalhatd az i-tipusi LMW fehérjék tobbségén. Bl-es régidjuk tehadt nem tartalmazza a
MYB@34poz motivumot. Egyedil egy 1SQQQQQQ(Q)PF aminosav szekvencidval kezd6d6
fehérje nukleotid szekvencidjaban sikerilt csak azonositani, de ez a gén egy korai stop kodon

miatt nem expresszal.
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4.2.3 M-TiPusU LMW GLUTENIN GENEK

Az LMW glutenin m-tipusu alegységei a legszinesebb csoport, melyek szekvenciajuk alapjan 7
alcsoportba sorolhatéak (4. tabldzat). MSD1 alcsoport egy tipikusan inaktiv, pszeudogén
csoport, mely tartalmaz egy korai stop kodont. Sajnos nem minden génhez volt elérhet6 150
bp-ndl hosszabb szabalyozo régio, de igy is elmondhatd, hogy a m-tipusu gének mindegyikénél
konzervalodott a B2 régio TATA-boksz és PBF motivuma, valamint a B1 régié CBF és a MYB
motivumcsoport. Az LEB modul nem jellemz6 az m-tipusu gének prométereire, egyediil az

MRC1 és 2 alcsoportokban fordultak el6 (5. tablazat).

A METRCIPGLER tipusu gének a leggyakrabban el6forduld m-tipusi LMW glutenin alegységek,
melyek két alcsoportba sorolhatéak: MRC1 és MRC2. A LEB modult kovet6en prométereik
tartalmaznak egy tovabbi teljes EB-t -582 bp-nal. Tovabbi PBF kot6helyek talalhatéak -416 és
-182 bp-nal, melyeket a szokdasostdl eltér6en nem kisér bZIP kdté GCN4 motivum, de
kornyezetiikben megtaldlhatéak az ugyancsak bZIP kot6 SKN1 motivumok. A MRC1 és MRC2
alcsoportok B1 régioi nem tartalmazzdak a MYB@34poz motivumokat. Ugyanakkor a B2 és EB
kozotti szakaszon megtalalhatd egy MYB kotShely. A vizsgalt LMW-GS promdterek kozott
egyediilalléan ezekben az alcsoportokban taldltunk NAC kdtShelyet, a negativ szdlon (-424 bp-

nal), nem messze a LEB masodik EB motivumcsoportjanal.

Az MSV alcsoporthoz tartozé gének promodterei merSben eltéré szerkezetlek a fentebb
leirtaktdl. Ezek EB régidjaban nem taldlhaté meg a teljes -300 elem, ugyanakkor -556 bp-nal
talalhato egy SPA kot6hely. Hasonldan a tobbi m-tipusi LMW-GS gén promdteréhez a B2-es
régid tartalmazza a PBF@113poz és TBF@80pos. Szintén megtalalhatd a B1 régié MYB@34poz
és CBF@11poz kot6helye (MYB|CBF). -651 bp kornyékén egy RY kdté motivum jellemzé ebben

az alcsoportban.

Az MSH tipusu LMW glutenin alegységeknek két formajat lehet megkilonboztetni, amelyek
tobb motivum el6fordulasdban is hasonlatosak. Ezen promodterek tartalmaznak egy
MYB@359poz kotGhelyet 30 bp tavolsagra a csonka LEB-t6l. Tovabbi konzervalt PBF
motivumot azonositottunk a -112 és-387. B1 régidja teljes, tartalmazza a MYB|CBF

motivumcsoportot.

METSHIPGLEK tipusu szekvencidk két alcsoportra oszthatdak: MSG1 és MSG2. Az utdbbihoz

tartozé gének pszeudogének. MSG2 promodterek hordoznak egy extra MYB kétShelyet a
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konzervalt -34 bp-nal elhelyezkedd kozelében. MSG1 gének csupan egy hianyos LEB régid
tartalmaznak. Egy 6todik PBF kotShely talalhaté 32 tavolsagra a TATA boksztdl (PBF@112poz).

Azon LMW glutenin gének, melyek koédold kezdGszekvencidja METSCISGLER szintén két
alcsoportba sorolhatéak: MSS1 és MSS2. Az MSS1-hez nem 4llt rendelkezésre promoéter
szekvencia. MSS2-re jellemz6 a csonka LEB, és hasonléan a tébbi m-tipusu LMW glutenin
promoterekhez -113 bp-ndl taldlhatd egy PBF kotShely. TATA bokszuk szintén duplikdlodott,
és B1 promoter szakasza tartalmazza a konzervalddott MYB|CBF csoportot, ami kozé

beékel6dott egy bZIP@27poz motivum.

METSCIPGLER tipusu LMW glutenin gének tovabbi alcsoportokra oszthatéak, am ezek kozil a
MSC1 tipusu gének jelenléte jellemz6bb a kenyérblzdra. Ezek tobbnyire nem tartalmaznak
LEB-t, és a -300 —as elemiik csonka, csupan egy PBF@137poz, bZIP@280poz és mindkét szdlon
RY elemet 139 bp-nal.

4.2.4 LMW GLUTENIN GENEK EXPRESSZIOJANAK OSSZEHASONLITASA N-TERMINALIS SZERINT

A virdgzast kovetd 5-30 napos id6pontokban harom genotipus LMW glutenin expresszids
profiljat vizsgaltuk. A szamitott expresszids adatok jo dsszefliggést mutattak az LMW glutenin
gének promoter mintazataval. Habar az MSS1 és MEN géntipusok a szamitdsokban
alulreprezentaltak voltak, az MRC és MSV gének esetén statisztikailag szignifikdns (p<0.05)

kilénbségeket mértiink a Glenlea és Chinese Spring genotipusok kdzott (19. abra).

A cDNS alapu szamitasaink szerint az LMW glutenin gének alapvetfen két gén expresszids
mintazatot kovetnek a szemfejl6dés soran. Az egyik mintdzat tébbnyire az i-tipusu és a legtobb
s-tipusu génre jellemz6 és folyamatos ndvekedést mutat. Ezzel szemben a masik mintazat
tulnyomo részben m-tipusu (legjellemzébben azon m-tipusi LMW gluteninek, amelyik N
termindlis szekvencidja az 5. poziciéban cisztein aminosavat tartalmaz) gének esetében
figyelhet6 meg. Ezek mRNS koncentracidja a viragzast kdvetd 25. napnal maximumot mutat

az endospermium szovetben.

Szignifikans eltéréseket mutattak az allélikus hatasok, amit jél demonstradl az MRC gének
expresszidos mintazatanak kilonbsége Glenlea és Chinese Spring buzafajtak kozott. Glenlea
esetében az MRC2 LMW glutenin gének transzkripcids aktivitdsa nagyon magas. A maximumot

a 21. napnal érték el. Ezzel szemben a Chinese Spring fajtaban az MRC1 allél volt jelen nagy
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mennyiségben, ugyanakkor az MRC2 expresszidja csupan a hibahataron beliili mennyiségben

volt csak kimutathaté.

Chinese spring
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19. dbra LMW glutenin géntipusok expresszidés mintazatainak 6sszehasonlitasa.

A hdrom vizsgalt cDNS adatkonyvtarban vizsgaltuk a LMW glutenin géncsoportok expresszids
dinamikdjat. Genotipusonként (Chinese Spring, Glenlea, DuPont) két diagram a két tipusu
dinamikat mutatja. Az elsé mindig a csucsosodo jellegl dinamikat kirajzold, a masodik az ettdl
eltérd karakterisztikaju géntipusokat foglalja egybe.

A vizszintes tengely a viragzast kovet6 napok szamat jeldli. A fluggbleges tengely egy
dimenzidmentes, a génaktivitassal aranyos értéket jeldl (lasd a 3.1.1. fejezetet).
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4.2.5 ALMW GLUTENIN GENEK HALOZATI ELEMZESE

A HMW-GS géneknél kapott fékuszalt haldzatot kiegészitettilk a LMW-GS génekkel. Osszesen
23 gént haszndltunk fel, amelyek mindhdarom léokuszt képviselték. A halézatban, hasonléan a
HMW-GS-hez, a Blondel és munkatarsai (2008) altal kdzolt algoritmus szerint alhdlézatokat

azonositottunk (20. abra).

«se s

génprogramok a kiegészitett hdlézatban is megmaradtak. Valamelyest elmosddott ugyan a
hatar a ,Vezérl6” és ABA/L1L illetve a ,Korai” és ABI3 szabdalyozokorok kozott, ugyanakkor a

tartalékfehérjék kis szabalyozdkorei jobban szétvaltak ezektdl.

A LMW-GS gének 6sszesen harom alhalézatba tomoriltek. Legnagyobb szdmban a Glulx
alhdldézatban talalhatdak, majd ennél kevesebb taldlhaté a Glu3-b nev( alhdlézatban. A Glu3-
a halézatban Osszesen egy LMW-GS gén taldlhaté. A Glu3-a halézat elemei, a haldzat
topoldgiai alapjan az un. kontroll programok (VezérlG, ABI3, ABA/L1L) és a tartalékfehérje

programok hidjat képezik.

A Glulx alhdlézatba tomorilt LMW-GS gének jellemzdje, hogy Bl-es promodter szakaszaban
jelen van egy MYB kot6hely. A Glu3-b alhalézatba tomorilt LMW-GS esetén viszont vagy a

CBF@11poz vagy a MYB@34 hianyzik, de minden esetben jelen van egy extra bZIP két6hely.
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VPT  pzip
bZIP  bzIP
VPl pzIP
bzIP
VP1 bzl
VP1
Bl Glu3-a [ Gluix Korai + ABI3
B Guzb I Gluly [ Vezérl + ABA/LIL

20. dbra LMW-GS génekkel kibdvitett fokuszalt halézat.

A hdlézatban az LMW-GS gének (Glu-3-ként jeldltek) dsszesen négy csoportba tagolddtak.
Meghagyva az eredeti kettd Glulx és Gluly programokat, még tovabbi két kisebb, Glu3-a és
Glu3-b alhalézatokba tagozddtak.

Az algoritmus most nem osztotta 6nallé ,kozdsségre” az ABI3 és ,Korai” génprogramot, de a
topoldgian jol latszik, hogy megmaradtak. Hasonldt figyelhetiink meg a ,,Vezérl6” és ABA/L1L
génprogramoknal.
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4.3 A HMW-GS PROMOTEREK EVOLUCIOJANAK VIZSGALATA

A HMW glutenin homeoldg promdter szakaszok nagyfoku hasonldsaga felveti azt a kérdést,
hogy a paralég gének mikor és hogyan valtak szét. Melyik gén volt hamarabb, és miben
kilonbozott a promdterek evolucidja a duplikdcid 6ta? A vizsgalat sordn annak a jeleit is
kerestiik, hogy mennyire érvényesilt az a megfigyelt szabaly, hogy a génduplikaciét

funkcidvaltas vagy inaktivadlodas koveti?

A vizsgalatunkhoz 139 HMW glutenin gén promoéter szekvenciajat hasznaltuk, melyek kézel 40
Triticeae nemzettség csalddhoz tartozd fajt és az A, B, D, E, H, S, R, V genomokat
reprezentdltdk. A szekvencidkat el6szor illesztettik, majd az illesztés alapjan
megszerkesztettik a filogenetikai fat (21. dbra). A feltlintetett fa alapvetéen két f6 dgra oszlik,
ami jol megkiilonbozteti az x- és y-tipusu prométereket. Ezt a kiilonbség az agak eltéré
szinezésével emeltik ki. Az dbran ugyancsak feltlintettlk a szekvencidk kondenzalt promoter
mintazatat, ami az 3.1.2 fejezetben leirt mdédszernek megfelelGen csak a kotGhelyeket és azok
sorrendjét abrazolja modulok szerint elvdlasztva. A koztes szekvencia szakaszok jel6lését
elhagytuk. Az ilyen mddon egyszer(sitett abrazolds szemlélteti a modulok valtozasait, egy Uj
kot6hely kialakulasat illetve elt(inését. A szekvencidk egy-egy csoportja jol lathatéan hordozza
az x- és y-ra is jellemzd jegyeket. Ezeknél az x-re leginkabb jellemz6 CEREAL boksz és a bazalis
elhelyezkedés(i MYB kotShelyek egyltt fordultak el az y-ra jellemz6, a CRM4-ben feltlind
NAC kotShelyekkel.

Erdekes, hogy a Glu-1By gének két kiilon dgon szerepelnek és a Glu-1Bx esetén is
megfigyelhet6 egy zartabb és egy divergensebb csoport. Ugyanez a jelenség hatarozottan
megismétlédik a Glu-1Ay gének esetén. A Glu-1Dx és Glu-1Dy egyforman lazan Osszetartd

agon talalhatoak.

A szekvencidkat genomok szerint csoportositottuk és kiszamitottuk a csoportok kozotti
divergenciat (22. dbra). Az S és D genom esetén az x-tipusu promoter divergenciaja, mig az A,
B és R genomok esetén az y-tipusu génekhez tartozé promadterek divergenciaja a nagyobb. A
csoportok kozotti divergencia esetén a y-tipusi promodterek nagyobb divergenciardl

tanuskodtak, mint az x-tipusuak.
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21. dbra Az x és y promoéterek filogenetikai faja (el6z6 oldalon).

A fa kékkel jel6lt dgai az x-tipusu promdtereket jeldli, a rézsaszin az y-tipusut. A szindatmenetes
rész a promoéter mintazat alapjan hibrid szekvencidkat jeloli. Jellemzéen az E genomhoz
tartozo fajok kozott nem valik szét a két tipus. Erdekes, hogy a rozs esetében (R genom) is
keverednek az x és y promoéterekre jellemz6 motivumcsoportok.

A kondenzalt prométer dbrdzolasok bal oldalan, apré bet(is résszel, jeloltiik a szekvencidk
azonositéjat (accession) és a faijt.
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22. dbra A HMW glutenin prométereinek diverzitasa.

A diagram genom csoportonként mutatja az x- és y-tipusu promodterek diverzitdsat. Az
oszlopdiagram pedig az 6ssz- illetve a csoportok kozti diverzitast mutatja.

Az Aegilops fajoknal megtalalhaté S genom esetén az x promoéter diverzitdsa nagyobb, mint az
y. Ugyanez lathatd a termesztésbe késén bevont D genom esetén is. Az A,B és R genomok
esetén az y-tipusu promdterek diverzitasa minden esetben nagyobb az x-tipusu
promotereknél.
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5 AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

Novényekben a transzkripcids szabalyozast nagyszamu (>1500) TF irdnyitja. A tobb tizezer
célgén expressziojat szamos, gyakran egymassal is 0sszefliggd szabalyozasi kor biztositja. A
teljes folyamat komplexitdsa ma még nehezen modellezheté (Middleton és mtsai., 2012).
Ugyanakkor a szabdlyozokordk, alacsonyabb, egymadstol kevésbé fliggd kolcsonhatasai jol
hozzaférhet6ek és vizsgalhatdak. Ezen kis szabalyozokorok felfoghatok a nagyobb egész

moduljainak, vagy alprogramjainak (Middleton és mtsai., 2012).

Az el6z6 fejetekben leirt eredmények alapjan sikerilt alaposabban megismerni a HMW és
LMW glutenin gének szabalyozasat, mely szerint kisebb génprogramok iranyitjak a buza HMW
és LMW glutenin génjeinek expresszidjat. Az aldbb kozolt modellek a HMW glutenin gének
esetében szemfejl6dés alatti teljes szabalyozdsra, mig az LMW esetében az aktivitas
finomhangolasara terjednek ki. A modellek alulrél épitkeznek és a prométerekben, illetve
expressziokban rejl6 informacidk alapjan a kddvisszafejtés logikajat (reverse engineering)
kovetik. Nem terjednek ki a szabalyozas teljes vertikumadra, am ahol tudtunk, tettiink erre

vonatkozo indikaciokat.

51 A NAGY  MOLEKULATOMEGU GLUTENIN  ALEGYSEGFEHERJEK
SZABALYOZASA

5.1.1 ELTERO SZABALYOZAS AZ X- ES Y-TIPUSU HMW GLUTENIN GENEK KOZOTT

A promoter profilok karakterisztikus kiilonbsége mar onmagaban eltéré szabalyozast
feltételez az x- és y-tipusi HMW glutenin gének kdzott. A x- és y-tipusl gének promoterei
kozott tapasztalt legnagyobb eltérések a CRM4, CRM6 és a bazdlis promdter motivum
Osszetételeiben voltak. Tovabbi, kisebb kilonbségek is megfigyelhetdk, mint pl. az y-tipusu
gének CRM4-es moduljaban, ahol az x-tipusiakbdl hianyzd NAC TF-t két6 helyek talalhatéak.
A NAC transzkripcids faktorokkal kapcsolatban korabban leirtdk, hogy rizsben az ENAC1
szerepet jatszik a szemfejlédésben és az abiotikus stresszvalasz kialakitasaban (Sun és mtsai.,
2012). A x-tipusu gének esetében a CRM4 és a bazalis prométer szakaszok is egyarant jol

konzervalodott MYB kotShelyeket tartalmaznak. Novényekben a MYB TF-ok nagyszamban
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elterjedtek és fontos szerepiik van a fejl6dést, anyagcserét és stresszvalaszokat meghatarozé
szabalyozokorokben (Dubos és mtsai., 2010; Zhang és mtsai., 2012). E kiemelt szerep miatt
feltételezziik, hogy a MYB és a NAC kotShelyek jelenléte lehet az egyik kulcs az x- és az y-tipusu
gének kozott tapasztalt expressziés dinamika eltérésére. A fokuszalt ko-expresszids
halézatban kizarélag a Glulx alhalézataban volt jelen MYB TF, ami tovabb erGsitette azt a
feltételezést, hogy a x- és y-tipusi HMW glutenin géneket eltér6 szabdlyozdsi korok

kontrolldljak.

5.1.2 GENPROGRAMOK ES SZEREPUK

A transzkripcidés faktorok és célgének kozotti ko-expresszid altaldnosan jo indikatora a
lehetséges kolcsonhatasoknak, ugyanakkor génprogramok azonositdsara nem elégséges.
Ellenben a ko-expresszidés halézatok és a promédter motivum-kompozicidjanak egyiittes
elemzése bizonyitottan hatékony moddszer génprogramok kimutatdsara (Vandepoele és

mtsai., 2009).

A fékuszalt halézat topoldgidja alapjan kilonb6z6 génprogramokat azonositottunk, amelyek a
szemfejlédés egyes specifikus fazisaival lehetnek dsszefliggésben, és a fejl6dési statusz szerint
moduldljdk a transzkripcid szintjét. Az ABI3 transzkripcios faktorhoz kapcsolt génprogram
tobbnyire korai fazisban, a prolaminok atirodasat kozvetlenil megelGzve jatszhat fontos
szerepet. Ezt erdsit az a korabban elfogadott tény, hogy az ABI3-nak kulcsfontossagu szerep
van a buzaszem raktarozé tevékenységének inicializaldsban és fenntartasaban (Agarwal és
mtsai., 2011; She és mtsai., 2011). Az ABA és L1L transzkripciés faktorral kapcsolt
génprogramok tobbnyire a szemtelitédés kései fazisaban jatszanak szerepet, amikor a
kiszaradas elindul, az abszcizinsav szintje emelkedik és a fehérjeszintézis lassulni kezd.
Ugyanakkor nem mindegyik génprogram id6zitése tlinik konzervaltnak a genotipusok kozott.
A HMW glutenin szintézis szempontjabdl kulcsfontossagu géneket magdba foglald , Vezérl§”
program genotipusonként akar 10 napnyi eltérést is mutattak. Ez Glenlea esetében azt
jelentette, hogy a , VezérlG” és ABI3 génprogramok id6ben nem valtak szét, és mar 5 nappal a

virdgzast kdvetGen aktivak voltak.

Ezt az eltérést kisérletesen megvizsgdltuk. A Glenlea és Chinese Spring PBF promotereit
I6kuszonként (5A, 5B, 5D) izolaltuk és megszekvenaltuk. A P-boksz motivumokhoz bekot6dé
DOF tipusu, PBF nev( transzkripcids faktor génjének promadter szekvencidit 6sszehasonlitva
azt kaptuk, hogy az 5A és 5B |6kuszokon talalhato szekvenciak kdzott markans kiilonbségek
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vannak. Kordbbi tanulmanyok er6s LD-ot (linkage disequilibrium) allapitottak meg egy fehérje
tartalom marker és a PBF-5B l6kusz kozott (Plessis és mtsai., 2013). A promoterek kiilonbsége

mar 6nmagdban elégséges oka a Glenlea PBF TF-anak korai aktivitasanak.

5.1.3 SzOVETSPECIFITAS A LA CISZ

Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a Glu-1Dx5 gén promoéterének -277 bp-ig tartéd
szakasza elegendd, hogy dohdnyban biztositsa a szovetspecifitdst (Anderson és mtsai., 1998;
Halford és mtsai., 1989; Robert és mtsai., 1989). Hasonld, kiméra promadtereket hasznald
kisérletekben ennél révidebb szakaszt haszndlva, mar a -252 bp-tdl kialakult a riportergén
szovetspecifitds (Oszvald és mtsai., 2008). Ezen eredmények |ényegét az érintett szakasz
motivum Osszetétele jél megvildgitja. Itt taldlhaté ugyanis a HMW-Enhanszer motivum, amely
tartalmaz egy CCAAT bokszot és egy hozza kozeli ABRE motivumot. A CCAAT boksz az NF-YA
csaladhoz tartozé CBF TF-t koti, ami egy Hiszton-2A-hoz nagyban hasonlitdé komplexet épit fel
a DNS-en. E harom alegységbdl allé komplex a novények kombinatorikus szabalyozasaban

kiemelten fontos szerepet jatszik (Laloum és mtsai., 2013).

Az ABRE@277s és a CBF@230s (ABRE | CBF) motivumcsoportosulas egy 100%-osan konzervalt
motivumcsoport, ezért feltételezésiink szerint fontos szerepe lehet a szovetspecifitas
kialakitdsaban. Kisérleteinket e hipotézis mentén terveztiik. A tranziens génexpresszids
vizsgdlatok megmutattak, hogy e motivumcsoport és az ettél feljebb illetve lejjebb fekvd
motivumok tavolsaga fontos szerepet jatszanak a HMW-GS szabdalyozdsban. Az eredményeink
alapjan az ABRE|CBF csoport kett6s szerepet tolt be. Egyszerre fontos a feltételezhetGen
TATA@91s-en kialakuld atird komplex feléplilésében és gatlasban. A motivumcsoport
kivagasa esetén a gén aktivitasa rendkivil legyengiilt, az atiras nem vagy csak nehezen tudott
elindulni. Azonban amikor a csoportosulast semleges szekvenciaval helyettesitettik, a
riportergén levélben er8sebb intenzitast mutatott a vad tipusnal. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy a komplex fel tudott épllni, és az atirast nem gatolta semmi a levélben. A pozitiv
kontrolltdl, ami egy konstitutiv prométer, ugyanakkor igy is elmaradt. A mutans konstrukcio
értelemszerien nem valt konstitutivvd az ABRE|CBF cseréjével. Endospermiumban ez a
konstrukcié ugyanakkor kisebb aktivitdst mutatott a vad tipusnal. Ennek alapjan
feltételezhetd, hogy az ABRE | CBF motivum direkt mddon gatolja az atirast a levélben. A atiras
fokozasaban ugyanakkor direkt illetve (a tavolsagtartd funkcion keresztiil) indirekt médon is

szerepe lehet az endospermiumban. Ennek pontositasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A
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tavolsag fontossaga miatt, feltételezziik, hogy egy térbeli atrendez6dés (lasd késébb) lehetévé
teszi a CRM4 és a bazdlis promoéter ,tikorszimmetrikus” MYB kotShelyei kozott kialakuld
kdlcsonhatast. Mivel levélben az ABRE|CBF régidba bekot6 faktorok egy gatlast okozéd
kombinacidja alakul ki, ez az dtrendez6dés nem vagy masképpen tud csak tud kialakulni (23.
abra).Modelliink szerint a MYB-MYB komplex a PBF-SPA komplexszel az ABRE|CBF ellenében
dolgozik fiatal levelekben. Az el6z6 két komplex fokozna az atirdst, az utébbi gatolja. A
szovetekre jellemz6 transzkripcios faktorok hatdsara hol a gatld, hol pedig a fokozé hatasok
érvényestlnek.

Furtado és munkatarsai beszamoltak arrdl, hogy transzgenikus rizsben a 425 bp hosszu buza
bxRPLC::GUS

@:ﬁ:;

bxDEL::GUS

bxWT::GUS

= ——
/

@ bvzIPTF(SPA) B4 PBFTF

23. dbra A HMW glutenin gének szovetspecifitasanak modellje.

A teljes kék kor a MYB-MYB kolcsdonhatast jeloli, ami az ABRE|CBF tavollétében fokozza az
atirédast levélben. A delécids konstrukcié esetén a MYB-MYB interakcié nem tud Iétrejonni,
mert a hurok végei nem megfelel6en illeszkednek. A beékel6d6 rdzsaszin trapéz jeldli az
ABRE | CBF régid gatld hatasat a vadtipusu promadterben. Az endospermiumban a gatlé hatas
nem alakul ki, a trapézt alkoté komplex megvaltozott kombinacidja miatt.

HMW-GS gén promédter nem volt szigoruan specifikus, és sztomataban, levélerekben és
gyokérben is tapasztaltak aktivitast (Furtado és mtsai., 2008). Ez egyrészrél feltételezi, hogy
rizsben és buzaban masképp torténik a szabalyozas, am masrészrél a konstrukciéo nem képes
a bazalis és a 425bp-nél tavolabb fekvé CRM4 szakaszok kozotti interakcid kialakitasara, és
ezzel gyengiilhet a promoéter szovetspecifitasa. KésGbbi vizsgalatok kimutattak, hogy a 425 bp
hosszu promoter aleuronban is expresszalt (Furtado és mtsai., 2009). Masik kozleményben

arrél szamoltak be, hogy a 700 bp hosszu Glu-1Bx7 HMW-GS promoter kisebb aktivitast
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mutatott a teljes 2000 bp hosszi promodternél buza endospermiumban (Wang és mtsai.,
2013). Ez az eredmény a CRM4 MYB kot6helyei fontossagat hangsulyozza, tekintettel arra,

hogy ezek hianyoztak 700 bp hosszu konstrukcidbdl.

5.1.4 AHMW GLUTENIN GENEK SZABALYOZASANAK MODELLJE

Eredményeink alapjan a HMW glutenin gének szabalyozasat egy modellben foglaltuk 6ssze
(24. abra). A modell alapjan a szévetspecifitas feltételezhet6en negativan szabdlyozott és a -
277-es pozicioig taldlhatd motivumok jatszanak benne kulcsszerepet, kiilonos hangsullyal az
ABRE | CBF csoportra (lasd 5.1.3 fejezetet). A kezdeti atiras az endospermium korai fejl6dési
szakaszaban (4-5 nappal a viragzas utdn) mar elindul. A modell szerint a nem megfelel6
kombinacidban jelenlevé TF kombindcié hidnya miatt az abrdn feltlintetett fekete szinnel
jelolt, gatlast okozé (forditott) lakat kiold. A lakatok kombinacids zarjaval ezt kombinatorikus
jelleget illusztraltuk. A kombindcios lakat szdmtdrcsainak szinei (csikok a lakaton) a megfelel6
TF beéplilését (zold), illetve annak hidnyat, vagy a nem megfelel6 TF beépiilését (magenta)
jelzi. A modul gatlé hatasa (magenta) atvalt az atirdst megengedére (zold). A kis mérték

transzkripciot, kis mértékd kék szinezéssel a CDS szakaszt dbrazold részben jeloltiik.

Modelllink szerint a korai szakaszban (virdgzas utani 7. napig) a bazalis modulon tul a tébbi
modul még nem (sarga), vagy elhanyagolhatdé mddon (sarga-zéld atmenet) hat a
transzkripcidra. A fejl6dés szemtelit6dési szakaszaban, ami bldza genotipusonként valtozik, a
,Vezérl6” génprogram aktivizdlodik, ahol egyszerre vannak jelen a DOF tipusu PBF és bZIP
tipusi SPA TF-ok, amelyek a CRM1 és CRM3 szakaszokon talalhaté kot6helyekkel Iépnek

kodlcsonhatasba.

Novények szemterméseinek szoveteiben kilondsen jellemz6 a DOF és bZIP TF-ok
kdlcsonhatdsok megléte (Agarwal és mtsai., 2011). Az LMW glutenin gének esetén az
endospermium boksz tartalmaz egy DOF tipusu PBF és egy bZIP kotGhelyet. A HMW glutenin
gén promoterein e két motivumot a CEREAL boksz és a teljes CRM2-es régié vdlasztja el
egymastol. A régidk térbeli kozeledését valdszinlileg a tokéletesen konzervalt CRM2 régid
moderalja az itt jelenlevé hdrom transzkripciés faktor (bZIP, MYB és VP1) megfelel6
kombinacidja daltal. A dolgozatban bemutatott fokuszalt halézaton jol lathatd, hogy e TF-ok
expresszioja szorosan korrelal egymassal az ABI3 génprogramban. Olyannyira, hogy az ABI3

program bemutatott TF 6sszetétele csupan ebbdl a hdrom TF-bdl allt. Kordbbi bioinformatikai
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elemzések kimutattak, hogy bZIP, MYB és VP1* kétShelyek egyiittes el6forduldsa evoliciésan
konzervalt és az auxin dltal indukdlt expresszidban van kozvetité szerepilik (Berendzen és
mtsai., 2012). ABI3 génprogram mar a fejlédési fazis korai szakaszan aktiv az dsszes vizsgalt
genotipusban. Ez jol 6sszefér az auxin jelatvitelben betoltott szerepével, hiszen az auxin az
egyetlen fitohormon mely a fejl6dés kezdetétdl jelen van. Tekintve, hogy rovid (>150 bp) DNS
hurkok kialakuldsarél a promoéter szakaszokon mar kordbban is beszamoltak (Tahirov és
mtsai., 2002), feltételezziik, hogy a CRM1 és a CRM3 egy ilyen hurok altal kozeledik
egymashoz. E térbeli dtrendez6désben a CRM2 régidnak valdszinlien kiemelt szerepe van.
Modelliink szerint miutan az ABI3 programban megjelenik a kedvezd TF kombinacid, a fehér,
atirast tdmogato lakat kiold. Ezt kovetGen a transzkripcid intenzitasat egyedil a ,Vezérl6”, a
Glulx és a Gluly génprogramok transzkripcios faktorainak kélcsonhatasai hatarozzdak meg. A
,Vezérl6” génprogram soran a PBF elfoglalja a CRM1l-en taldlhaté kotShelyét, és

kdlcsdnhatasba Iép CRM3-ra kotott bZIP tipusu SPA-val.

A tartalékfehérjék forras-fliggése miatt elképzelhetd, hogy a kérnyezeti valtozasok csupan ugy
és annyiban hatnak a kédold génjeik aktivitdsukra, amennyiben azok a ,forrdsokat” apasztjak.
Azaz a rendelkezésre all6 N, S és C szintjében illetve ezek aranyaban (barmilyen okbdl) beallt
valtozdsok novelhetik vagy csokkenthetik az aktivitasukat. Ebben jatszhatnak kozvetité
szerepet a CRM-ekkel kdlcsonhatd transzkripcios faktorok. Mindebbél az is adddik, hogy a
szemfejlédés korai szakaszdban, a differencidlodas és a sejtosztdddas soran ezek folyamatai
annyira , lekotik” a forrasokat, hogy a HMW-GS transzkripcidja, még ha megengedett is (fekete

és fehér lakat is nyitva), nem indul el.

A kornyezeti hatasokra (avagy a forrasok mértékének valtozasaira) vald valaszban a kialakult
komplexek jatszanak kulcs szerepet. A PBF-SPA kolcsdnhatas megléte, hidnya lehet egy ilyen
visszacsatolasra alkalmas komplex. A CRM4 sok bZIP k6t6 GCN4 motivummal rendelkezik, ami
alacsony N-szinthez kapcsolt negativ szabalyozassal hoztak 6sszefliggésbe (Miller és Knudsen,
1993). Az x-tipusu HMW-GS géneknél a kornyezeti valtozdk szerinti finomszabalyozas a
feltételezett MYB-MYB komplexen keresztiil is megvaldsulhat. A Glulx szabalyozékorében
jelenlévé JAMYB ennek valdszin(iségét tdmasztja ala, amit mar rizs esetében Osszefliggésbe

hoztak a jazminsavhoz kothet6 biotikus és abiotikus stresszre adott valasszal (Yokotani és

* ABI3 egy VP1(B3) tipusu TF.
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mtsai., 2012). Az y-tipusndl a NAC kotShely jelenléte egy az ABA-tdl fliggetlen lehetséges
utvonalat feltételez (Nakashima és mtsai., 2014). Ez azért is érdekes, mert az y-tipusu HMW-
GS-ek az érés végére megemelked6 ABA szinttél flggetlenil képesek ndévelni az

intenzitasukat. Az x-tipustaknal ekkor mar a csucs utdni csokkendé dinamika jellemzé.

Nem endospermium szdvetben

f )

e —— ——— S L
CRMS CRM4 CRM3 CRM2 CRM1 Alap promoter  Kédold szakasz /

Magfejlédés kezdete
0-1 nappal a viragzas utan /
L,

Magfejlédés korai szakasza
3-7 nappal a viragzas utan

mf) Y,

Szemtelitédés, erOs aktivitas
10-20 nappal a viragzas utan

=R

MYB-MYB illetve
NAC-hoz kétheté komplex

Szemtelitddés, gyengébb aktivitas
10-20 nappal a viragzas utan

@ bZIPTF (SPA) . ABRE|CBF Pozitiv szabalyozo Negativ szabalyozo
4 PBF TF komplex komplex komplex

24. dbra A HMW glutenin gének szabdlyozasanak modellje.
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5.2 AKIS MOLEKULATOMEGU GLUTENINEK SZABALYOZASA

5.2.1 AZ LMW GLUTENIN CISZ SZABALYOZO ELEMEINEK JELLEMZESE

A megkétszerez6dott endospermium boksz (EB) és a hosszi endospermium boksz (LEB)
leginkdbb a LMW glutenin génekre jellemz6, de megtaldltdk mar gamma gliadin
promoterében is (Piston és mtsai., 2009). A LEB Leginkabb az IEN, MEN és MRC tipusu
génekben fordul el6 teljes hosszaban, mig a tobbi tipusnal csak részlegesen volt azonosithaté.
Ezekben az esetekben vagy egy-két GCN4 motivum hidnyzott, vagy csak részleges duplikacié
volt megfigyelhetd. JellemzGen ilyen esetekben a PBF kot6 motivumat egy SKN1 motivum

kisérte.

A legtobb esetben a -300-as poziciétdl eltéré helyeken is megtaldlhatd volt a teljes
endospermium boksz. A teljes EB-k szama, pozicidja és madas TF kotShelyekkel vald
szomszédsaga (csoportosuldsa) 6sszefliggésbe hozhatd a gének eltér6 aktivitasaval. Az MRC
tipusd LMW glutenin esetében a megkétszerez6dott LEB-nek fontos szerepe lehet a fokozott
atirédasban. Ugyanakkor a legnagyabb aktivitdssal bird MSV tipusu gének esetében nem
talaltunk tobb EB-t. Eppen ellenkezéleg, a -300 bp-nal megtalalhaté EB nem teljes, a prométer
itt csupan két DOF kotShelyet tartalmaz a LEB régidban, és nincs bZIP (SKN1 vagy GCN4)
kot6hely a kozelben. Viszont tartalmaz egy teljes EB-t -550 bp-ndl. Valdszinlsithet6 tehat,

hogy ez a motivum az expresszié fokozasaban télt be szerepet.

Osszességében kijelenthetd, hogy a MYB és bZIP kétShelyeknek fontos moderald szerep jut a
tartalékfehérje gének atirdsdnak szabalyozdsdban. MYB koét6helyek  kilonb6z6
polimorfizmusait azonositottuk tobbnyire DOF vagy bZIP TF kotShelyek. MYB koét6hely
gyakran el6fordult -34 bp poziciéban. Ezt a motivumot elGszér MYB1AT néven A. thaliana-ban
azonositottdk egy dehidratacié-reszponziv gén promoterében, és gatlé hatassal birhat az LMW

glutenin gének expresszidjaban a szemfejlédés kései fazisaban (Abe és mtsai., 2003).

A CBF kotGhely (CCAAT) az egyik leggyakrabban el6forduld motivum az eukaridta sejtek
promotereiben. Kordbban mar leirtdk, hogy a tartalékfehérje promoterek kozos jellemzéje,
hogy tartalmaznak egy CBF motivumot a promoter kozeli (az ATG-hez kozel es6) szakaszon
(Thompson és Larkins, 1989). Azok a gének, amelyek szabalyozasat a CCAAT bokszot
tartalmazod promoterek hatarozzak meg tébbnyire szovet vagy fejlédés specifikusak. A CCAAT

boksz pozicidja, iranya és kdrnyezete meglehet8sen jél konzervalt az ortolog gének kozott
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(Mantovani, 1999). jellemz6en 60-100 bp tavolsagra helyezkednek el, és az atirds kezdetétdl
mindkét irdnyban operativak (Bucher, 1990; Dorn és mtsai., 1987; Edwards és mtsai., 1998;
Mantovani, 1998). Erdekes, hogy a legtobb LMW glutenin esetében a kdédold régiotdl

mindosszesen 11 bp tavolsagra helyezkednek el.

Vizsgalatunk sordn egyedil az MSP, IEN, MEN (s-tipus) gének prométerei nem tartalmaztak a
CBF kot6helyet. Jellemz6en ezen gének transzkripcids aktivitdsa nem koveti a tipikus

csucsosodo lefutast, hanem a szemfejl6dési fazis kései szakaszdban éri el maximalis értékét.

5.2.2 KONZERVALT €ISz SZABALYOZO REGIOK ES GENAKTIVITASOK OSSZEFUGGESE!

A promoéterek szabalyozd elem Osszetételének és eloszldsanak Osszehasonlitasa alapjan
megallapitottuk, hogy egyes motivumok pozicidja és egymdshoz viszonyitott sorrendje
erdsebben konzervalédott. Néhdny ezek koziil altalanosan jellemz6 a gabona tartalékfehérje
génekre, mint példaul a EB régio, ugyanakkor mads régidk inkdbb az LMW gluteninek

alcsoportjaira jellemzébbek.

A B2 régid magas konzervaltsagabdl fakaddan és a benne taldlhaté TATA boksz miatt
elengedhetetlen a transzkripcidhoz. Ugyanakkor az ezt megel6z6 Bl régido kotShely
MYB és CBF kotShelyek jelenléte géntipus fligg6, habar hatarozott korrelaciét nehéz lenne
megallapitani a tipusok nem egységes reprezentaltsaga miatt. Erdekes ugyanakkor, hogy azok
a LMW-GS gének, amely Bl szakasza egy bZIP kot6helyet tartalmazott 6nallé alhdldzatba
tomoriltek a ko-expresszidk hdldzatos elemzése sordn. Ez egy valamelyest kilon utas
szabdlyozas meglétét tamasztja ala. Meglehet ugyanakkor, ez a kiilon Ut nem tobb egy
gatldsnal, mert ezen LMW-GS gének aktivitdsa konzekvensen alacsony volt a vizsgalt

genotipusokban és aktivitasdinamikajuk nem cstcsosodo.

A legtdbb gén csuccsal rendelkez6 expresszids dinamikat mutatott, amelynél a fejlédési
szakasz felénél tapasztalhaté volt egy csucs (a virdgzas utani 10. és 25. nap kozott). A masik
csoport nem érte el a cslcsot a fejlédési fazis feléig, és lathatdlag hosszabb ideig mutatott
aktivitast, am tobbnyire alacsony szinten. A fékuszalt haldzati elemzés LMW-GS génekkel vald
kiegészitését kovetben a legtobb LMW-GS gén a Glulx génprogramba tomoriilt. Az leirt Glu3-
a és Glu3-b alhaldzatok a Glulx alhalozatrdl valtak le. Nem talaltunk LMW-GS gént, amely a

Gluly alhalézataba tagozddott volna.
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5.2.3 Az LMW GLUTENIN GENEK TRANSZKRIPCIOJANAK FINOMHANGOLASA

A bemutatott eredmények szerint az LMW glutenin gének expresszidja két eltérd dinamikat
kovet. A legtobb s- illetve i-tipust gén folyamatosan novekvé intenzitast mutat, mig az m-
tipusu gének intenzitdsa a fejl6dési szakasz kozepén cslcsosodott. Eszerint az s- illetve i-tipusu
gének esetében a pozitiv N-visszacsatolas képes végig fenntartani az atirast, sét novelni is azt.
Ahol ezek a bZIP kot6 szekvencia motivumok jelen vannak, a negativ N visszacsatolas
érvényesul, és az atiras lecsokken. Tovabbi jelent6s eltérés a SPA kot6hely jelenléte a
folyamatosan novekedd intenzitdst produkdld gének promoterének -600 és -500 kozotti
szakaszan. Egyéb tipusoknal a SPA kot6helye hidnyzik. A CBF koté (CCAAT boksz) motivum
jelenlétében szintén eltér a két csoport. Azoknal a géneknél, melyeknek az intenzitdsa

csucsosodott a CBF@11poz jelen volt.

A fenti eredmények alapjan a kévetkezé modellben foglaltuk 6ssze az LMW glutenin gének
finomszabdlyozasanak feltételezett maédjat. A gének alapszintd transzkripcidjat a B1 és B2-n
felépilé komplexek biztositjak miutan a gének epigenetikailag aktivva valtak. Ezen komplexek
kozott van a TATA boksz koril felépilé atird komplex, amelyet a MYB modulal. A ko-
expresszios hdldzat és irodalmi adatok (Abe és mtsai., 1997) alapjan okunk van feltételezni,
hogy a MYB TF egy abszcinzinsavhoz kotott gatlas kialakulasaban jatszik szerepet az érés vége
felé, amikor megindul a kiszaradas. Hasonldan, azokban az esetekben, ahol megtaldlhaté a
CBF@11poz feltételezhetd, hogy a viragzast kovet6 20. nap utan kialakul egy transzkripcids
gatldas. Az EB és LEB régiok PBF-DOF kolcsOnhatdsain keresztil a negativ és pozitiv
visszacsatolason at a finomhangoldst végzik. Alacsony N szint mellett, tehat a raktarozoé szovet
kialakulasa el6tt a negativ visszacsatolas érvényesiil. Majd amikor a szévet az endospermium
a szemtelitédés fazisdba lép az N szint megemelkedik, és ez a hatas lecsdkken. Az érett
szemben taldlhaté LMW-GS nagy mennyiségéhez hozzajarul, hogy a harom (Glu-3A, B, D)

multigén I6kuszon akdr 10-12 aktiv LMW-GS gén is el6fordulhat [6kuszonként.
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5.3 AZ LMW ES HMW GLUTENIN GENEK PROMOTEREINEK OSSZEVETESE

A HMW-GS promdterek motivum kompozicidja hasonlit ugyan az LMW glutenin génekéhez
abban, hogy ugyanazon tipusu TF koét6helyek fordulnak el6, de a kot6helyek szama és
eloszldsa lényegesen eltért. A HMW gluteninek esetében ugyanis egy olyan moduldris
motivum eloszlast észleltlink, ahol jellemz6en a hasonld tipusu TF koét6helyek tomoriltek
kisebb régiokba. A kotéhelyek szdma azonban géntipusonként valtozott. Az LMW-GS esetében
a MYB, bZIP és PBF kot6helyek jellemzéen egymas kodzelében helyezkednek el. Tobb PBF
kot6hely is megtaldlhatd ugyan -400 és -300 bp pozicidk kozott abban a régidban, ahol a
HMW-GS CRM1 régidja talalhatd, de az LMW-GS promoéterek esetében ezek kodzvetlen
szomszédsagaban legtobbszor 2-3 bZIP kot6hely is el6fordul. Hasonldan, a HMW-GS promoter
bZIP kot6helyekben gazdag CRM3-as régidjanak poziciéjdban a LMW-GS promoterek szintén
tartalmaznak bZIP kotShelyeket, de azokat PBF kot6helyek ovezik. A HMW-GS atirasa alacsony
N szint mellett a bZIP k6t6 GCN4 motivumon keresztiil gatolodik. Az LMW-GS esetében a N
szabdlyozas egy TF komplexen keresztlil valésul meg, ami magdban foglalja a PBF-et
(Kawakatsu és Takaiwa, 2010a). Az irodalmi adatok és az azonositott prométerek szerkezetbeli
kiilonbségei alapjan feltételezhetd, hogy a N szabalyozas masképpen valdsul meg a két
glutenin géncsaldd esetében. Tovabbi karakterisztikus eltérés a két prolamin csalad kozott,
hogy az LMW gluteninek prométerei transzkripcids kezd&ponttdl visszafelé 5-600 bp
tavolsagra elvesztik konzervaltsagukat, mig a HMW promodterek 1600-2000 bp-ig

nagymértékd hasonldsagot mutatnak.

A HMW-GS esetén a szbvetspecifitast cisz szabalyozd elemek altal biztositott. Az LMW-GS
szabdlyozasaban feltételezhet6en nagy szerepet jatszanak olyan epigenetikai faktorok is,
amely nagyban befolyasoljak a szovetspecifitdas mechanizmusat. Az LMW-GS szabdlyozasi
modellje ezért inkabb egy finomhangolasi logikat mutat be, mig a HMW-GS esetén egy teljes

modell kerll bemutatasra.

5.4 NOVENYSZINTU OSSZEFUGGESEK

A 12. abra illusztralja a HMW glutenin géneknek a kornyezeti hatdsoktdl valo fliggését. Ezen
vizsgalat kimutatta, hogy az x és y-tipusu gének masképpen reagalnak a h6mérsékletre, illetve

a megnovelt N mennyiségre. Az alaphelyzetben is erGsen expresszald Glu-1Bx7 tovabb
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erdsodott a hémérséklet emelkedésére, am ezenfelll extra nitrogén mar nem noévelte azt
tovabb. A héség tehat latszolag novelte a fehérjeszintézis forrasait. Erdekes azonban, hogy
extra N hatdsara a magas hémérsékleten felll Glu-1Dx5 és Glu-1Ax2 esetében az intenzitds
tovabb emelkedett. llyen koriilmények kozott Glu-1Bx7 mar nem emelkedett tovabb, latszdlag
elérte a kapacitasanak hatarat. A HMW glutenin fehérjék szintézise a varakozdsoknak (Feller

és mtsai., 2008) megfelelGen tehat forras fliggd.

Magas hémérséklet hatasara a névény gyorsabban kiszarad, a levelekben hamarabb beindul
a fehérjebontads, és az aminosavak koncentracidja gyorsabban emelkedik a fejl6d6 buzaszem
szOveteiben. A hatds kvazi azonnali. A hozzaadott nitrogén esetén el6szor a vegetativ
szovetekben el§ kell allitani az aminosavat és csak azutan kerilhetnek a szemtermésbe. A
levelek degradacidja és a szemtelit6dés 6sszehangolasa koordinalt szabalyozast feltételez,

ahol a jelatvivék maguk az aminosavak lehetnek (Slimane és mtsai., 2013).

Bernard és kollégdi mar beszamoltak arrdl, hogy a vegetativ szovetek kiszaraddsa szabalyozott
modon torténik annak érdekében, hogy a kloroplasztisz és egyéb sejtalkoték bomlastermékei
folyamatosan széllitddjanak a nyelS szovetekbe (Bernard és mtsai., 2008). Kalcium kapcsolt
fehérjekinazok és kazeinkinazok rizs endospermiumaban feldusultak, ami szintén tobb szévet
dsszehangolt szabalyozdsat feltételezi (Xue és mtsai., 2012). Arpa esetén a cukorszint
emelkedése inditotta el a jeldtviteli kaszkadot, ami végiil a tartalékfehérjék expresszidjahoz
vezetett (Borisjuk és mtsai., 2004). A HOSUT10 buzaban genetikai médositassal javitottak a
buzaszemben |évé cukor transzportot, ami pozitivan hatott a prolaminok expresszidjara

(Weichert és mtsai., 2010).

A novények teljes életciklusdban sziikséges az N és C megfelel6 egyensulya. Cukor és a
glutaminsav fontos intermedierei a szén- és nitrogén metabolizmusnak és tobb, mint
valdszinlen jelatvivé molekulaként is fontos szerepet toltenek be (Zheng, 2009). Az
endospermium mindkét molekuldra nézve nyel6 (sink) szovet. A keményit6 és a
fehérjeszintézis ezeket a molekulakat kvazi kivonja az aktiv anyagcserébdl, ezdltal névelve
azok vegetativ szovetbeli mobilizalasat, ami egy Osszehangolt, novényszintli szabalyozast
mutat. A vizsgalt prolamin gének promoéterein a N jeldtvitel leginkabb negativ
visszacsatolasként, azaz fékként vannak jelen. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a szén- illetve

energiaforras a szemtelitédés sz(ik keresztmetszete. Elégtelen C transzport esetén, csdkken az
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aminosavak beépulése a tartalékfehérjékbe annak érdekében, hogy fennmaradjon az idealis

N/C arany az érés soran.

5.5 NEMESITESI VONATKOZASOK

Ujszer( megkozelitésiink és a célnak megfeleléen fejlesztett szamitdstechnikai eszkdzeink
lehetévé tették a HMW és LMW glutenin alegységfehérje gének promoéter szerkezetének
alapos tanulmanyozasat és modularis szerkezetének leirdsat. (Juhdsz és mtsai., 2011; Makai
és mtsai., 2013, 2014, 2015). A feltart cisz szabalyozé modulok motivum Osszetétele valtozott
a glutenin gének tipusa (x vagy vy, illetve s, i vagy m) illetve kromoszémalis elhelyezkedése

szerint (A, B vagy D). A valtozasok jol dokumentdlhato aktivitas kilonbségekkel jartak egyutt.

Az LMW-GS gének esetén a B1 régidban el6forduld bZIP két6hely lehetséges kapcsolata az
alacsony aktivitdssal nem zarja ki, hogy az expresszié mértéke allélfliiggd. Ezt tdmasztja ald a
Glenlea és a Chinese Spring vonatkozasban emlitett MRC1 és MRC2 gének el6forduldsdban és
expresszidjaban mutatkozd markdns kilonbségek is. A feltételezhet6en homoldg gének
kiilonb6z6 alléljai eltéré mérték( aktivitast demonstraltak a két genotipusban. Ez eltér a

HMW-GS esetében tapasztaltaktél, ahol ilyen jelleg( allélfliggést nem mutattunk ki.

A HMW-GS-ek esetén, a y-tipusu gének alacsonyabb aktivitasat jol tiikrozi a promoter profilja,
amely sok tekintetben eltér az x-tipusu gének profiljatél. Ez az eltérés végfelhasznaldi
szempontbdl nem feltétlenil optimalis, hiszen y-tipusi HMW gluteninek magasabb aradnya a
lisztben javitja a tészta tulajdonsagait (Anderson és Bekes, 2011; Blechl és mtsai., 2007; Butow
és mtsai.,, 2003; Ledén és mtsai., 2010; Oszvald és mtsai., 2011). Feltételezzik, hogy a
kilonbséget a haziasitas okozta diverzitds csokkenés (domestication bottleneck) okozta (Dong
és mtsai., 2013; Giles és Brown, 2006; Haudry és mtsai., 2007). Erdekes jelenség, hogy allélikus
variancia alig jellemz6 a promaéterekre, ami arra utal, hogy fontos szelekcids tényezd lehet.
Masrészrél viszont tovabbra is nyitva hagyja a kérdést, hogy mi befolyasolja a kiilénb6z6

genotipusok kozti aktivitas eltérését.

A kérdésre a jelenlegi adataink fényében egyetlen lehetséges valaszt talaltunk. Eszerint a buza
nemesitése sordn a vizsgdlt tartalékfehérje gének promodtere nem vagy csak alig valtoztak.
Ugyanakkor a velik kolcsonhatd transzkripcios faktorok aktivitdsa mddosulhatott, és ily

modon ronthatta vagy javithatta a genotipusok fehérjetartalmat vagy osszetételét. A PBF
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promoternél dltalunk leirt és a SPA TF-ral korabban leirt (Ravel és mtsai.,, 2009)

polimorfizmusok ebbe az irdnyba mutatnak.

A Triticeae nemzettség csoporthoz tartozé6 HMW glutenin gének promoterei visszaigazoltak
feltevésiinket. A szabdlyozé régiok nagyfoku konzervaltsaga a blza rokonsagi kérén belil arra
utal, hogy a promoéter erGssége nehezen fokozhatd. Minden eltérés a tartalékfehérjék
transzkripcids dinamikajaban a kdlcsonhato TF aktivitasanak illetve expresszid dinamikajanak
a flggvénye. Ezt tamasztjak ald génexpresszids vizsgdlataink eredményei is. A jellemzGen
eltérd sutbipari mindséggel bird Glenlea és Chinese Spring genotipusok kozott a ,Vezérl§”
génprogram kinetikdja markans kilonbséget mutatott (15. dbra). Ezen eltérést részben
magyarazza, hogy az 5A és 5B kromoszomakon taldlhaté PBF gének prométerei, a bemutatott
eredmények szerint jelentésen eltértek a vizsgalt két genotipus kozott. igy a PBF gén
promotere és tovabbi promodterek nemesitési programokba torténé bevondsa hozzajarulhat
a nagyobb fehérjetartalommal és/vagy jobb min&séggel rendelkez6 genotipusok
nemesitéséhez. Promodterre tervezett szelekcidos markereket (Juhasz és mtsai.,, 2003) mar

sikeresen haszndalnak a nemesitésben.

A filogenetikai elemzéssel sikerilt betekintést nyerniink a HMW glutenin gének, és a vizsgalt
termesztett vagy vad rokon fajok evoluciés fejl6désébe (21. dbra). Az eredményeink alapjan
szerkesztett fa topoldgiaja szerint az y-tipusu promoterek kevésbé szertedgazdak, mint az x-
tipustak. T6bb motivum is eltlint az y-tipusi promodterekbdl, melyek kozil j6 néhany a hibrid
jellegl prométerekben még jelen volt. llyenek a CEREAL-boksz, NAC és a MYB TF kotGhelyek.
Az intenzitas csokkenés és ezdltal a pszeudogénné valas felé vezetd Ut egy jellemzd példaja a
Glu-1Ay, amely promoter szakaszabadl a fentieken tul szinte a teljes CRM1-es szakasz hianyzik.
A Glu-1Bx promoterén kevesebb szamu bZIP két6hely talalhatd, ami akar a N-jelatvitelhez valé
lazabb kot6dését is jelentheti. Ezt erGsiti a tény, hogy N hozzdadasara a Bx7 fehérjék

mennyisége kisebb mértékben novekedett az Ax2 és Dx5 fehérjékhez mérten (12. abra).

Feltételezhet6, hogy a kezdetben erds, intenzitdsaban az x-tipusi génekhez kozelitd,
kornyezeti hatdsoknak vald kitettségében pedig az y-tipushoz hasonlitd promodterek a
duplikaciot kovetben szétvaltak. Az x-tipus meger6sodott, valamelyest fliggetlenné valt a
kornyezeti hatasok jelatviteli csatornaitdl, mig a y-tipusu promoterek megérizték kdrnyezeti
hatasoknak vald kitettségliket, és jatsszak a ,ballaszt” szerepét az N/C egyensuly kényes
fenntartasaban. Mindez 0Osszefligg azzal a nézettel, hogy a génduplikaciot gyakran az
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expresszids mintazatok eltérése és/vagy funkcidk eltolddasa koveti (Li és mtsai., 2005). Az y-
tipusu gének kisebb expresszids intenzitasa és eltérd valasza a kornyezeti hatasokra ilyen

iranyba mutat.

A kalkulalt diverzitas értékek alapjan az alacsony intenzitasu, y-tipusi gének nagyobb
valtozatossagot mutattak a régebb 6ta termelésbe vont genomok (A, B) k6zott, mig a késGbb
termelésbe vont (D) vagy vad (S) genomok esetén ennek forditottja igaz (22. abra). Az A és B
genom alkotta tetraploid fajokat joval kordbban termesztésbe vontak, hosszabban hatott a
nemesitési szelekcié az x promoéter erésségére, igy azok sokszinlisége korlatozva volt. Ugyanitt
az y-tipust gén promodtere gyengiilt, és ez a gyengllés értelemszerlien sokféle mddon
torténhetett, ndvelve a sokszin(iségét. A S genom viszont vad fajokban fordul el8, ahol az x-
tipusu promodterek diverzitdsa a nagyobb. Nemesitési szelekcid hianydban ez csak ugy

magyarazhatd, ha feltételezziik, hogy ez a régebbi kdpia.

A tetraploid fajok szemterméseib8l késziilt liszt kevésbé alkalmas kelesztett kenyér
készitésére. A D genommal kiegésziilt hexaploid buza ugyanakkor kivalé kenyérblza. A D
genom révén kialakulé HMW glutenin polimer a kordbbi 2+1 aktiv gén helyett mar 3+2 aktiv
gént tartalmazott. Ezaltal a kialakuld glutenin polimer mérete, illetve a tészta er6sséggel
szoros korrelaciét mutaté extra nagy méretld oldhatatlan polimer frakcid mennyisége
szignifikdnsan megemelkedett a tetraploid buzahoz képest. Ehhez azonban erdsen
hozzdajarulhatott az a tény is, hogy a hexaploid buzaban az y-tipust HMW glutenin gének kozdil
a Glu-1Dy gén expresszios aktivitasa a legnagyobb, ami javitotta az x/y tipusok aranyat fehérje

szinten.

Az egyszeri A+B ploidizacié elméletét valamelyest gyengiti az a tény, hogy az A és B I6kuszok x
és y génjeinek agai szertedgazodak (21. dbra). A Glu-1By esetén teljesen szét is valnak, amely
akar arra is visszavezethet6, hogy az A+B ploidizdci6 két parhuzamos esetben
megtorténhetett. Bar a jelenlegi felfogds szerint egy tetraploid Ost feltételeznek, ennek
ellenkezéjét eleddig nem tudtdk kizarni (Matsuoka, 2011). Mindezzel szintén 6sszefliggésbe
hozhaté a PBF TF prométernél kapott eredményiink, miszerint a Chinese Spring és Glenlea
genotipusokndl a 5A és 5B I6kuszon taldlhatd PBF gén promdtere jelentGsen eltért, mig az 5D

I6kuszon azonosak voltak.
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5.6 KONKLUZIO

Jelen dolgozat eredményei statisztikai elemzések alapjan szllettek. A rendelkezésre allé
mintdk ugyan nagyszamuak voltak, de nem egyforman képviselték az azonositott tipusokat,
altipusokat. Ugyanakkor a feltart modellek tobb egymastdél fliggetlen statisztikai,
Osszehasonlité és kisérletes vizsgdlat eredményei. Eredményeink el6szor arra utaltak, hogy a
LMW-GS gének szabdlyozdasa két utas. Ezzel tulajdonképpen megegyez eredményt kaptunk a
HMW-GS esetében. Az LMW-GS génekkel kiegészitett fokuszalt halézatelemzések eredményei
azonban ramutattak arra, hogy ez a kétszer két Ut nem négy hanem csupdan kett6. Azaz a két
kimutatott kis szabdlyozékor az LMW és HMW gluteninek esetén atfed, melyet egyrészt igazol
az LMW glutenin gének a Glulx génprogrammal koOz0s szabdlyozasi programban
expresszalédnak, masrészt pedig szamitasaink alapjan feltételezhetd, hogy a két géncsalad
expresszios szabalyozdsdban lényeges szerepet jatsz6 MYB, bZIP és DOF transzkripcids

faktorok ugyanazok.

Mindkét géncsalad alapvetéen két expresszids dinamikat kovet: egy csucsosodo jelleglit és
egy lassan, de folyamatosan ndvekedd dinamikat kovetSt. Habdr prométer motivum
Osszetétellik csak részben és nagyvonalakban hasonlit, a kulcsfontossagu, vezérlé motivumok
(PBF, SPA, MYB, CBF) azonosak. A motivumok mintdzata, eloszlasa alapjan azonban a TF-ok

(ha azonosak is) meglehet8&sen eltéré mechanizmusok altal fejtik ki hatasukat.

LMW gluteninek esetén a kot6helyek TF komplexek linearis felépilésrél tanuskodnak. HMW
gluteninek esetén erds, indirekt bizonyitékok jelzik egy térbeni konformacié kialakulasat mind

a szovetspecifitds, mind a pozitiv vezérlés megvaldsulashoz.

A HMW-GS gének prométereinek nagyfokl konzervaltsaga, ami a Triticeae nemzettség
csoport mas fajaira is kiterjed, azt sugallja, hogy a genotipusok kdzotti aktivitasbeli eltérést a
transzkripcids faktorok eltéré dinamikaja befolyasolja. Ezeken belil is a ,Vezérl§” programban
résztvevl TF-oknak van kiemelked§ szerepik. Ennek igazolasaként egy a vezérl6 programban
kiemelt szerepet jatszé TF, a PBF promoterét vizsgaltuk meg két genotipusban. A PBF-5A és

5B gének promoéterei jelent6sen eltérnek egymadstdl. Az kiilonbségek kelléen megalapozzak a

//////

Eredményeink alapjan a buza fehérje tartalmanak kialakulasaban szignifikans szerepet jatszé

HMW és LMW glutenin gének transzkripcios szabdlyozasaban tapasztalt jellemz&k alapjan a
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HMW glutenin génekre torténd szelekcid helyett az aldbbi nemesitési stratégiat javasoljuk: (i)
Vadfajok keresztezésénél célszer(i lenne az y tipusi HMW glutenin gének promoétereit
kozeliteni az x-tipusi prométerhez vagy legalabb vadtipusokban taldlt a hibrid
promoterekhez. (ii) Szelekcids marker tervezésnél javasolt a PBF TF promoterét illetve
altalanossagban véve a szabdlyozasban kulcsszerepet jatszo TF-ok prométereit haszndlni, mint

hozammal 6sszefligg6 markert.

86



6 OSSZEFOGLALAS

A kutatas eredményei alapjan feltételezziik, hogy a promodter szakaszok polimorfizmusai
felelések a homeoldg (A, B és D genom) és paraldg (x és y tipusu) HMW glutenin gének kozott
megfigyelt aktivitas kilonbségekért. Ugyanakkor ugyanazon gén madas-mas alléljanak
expresszidjanak kiilonbsége nem magyardzhaté a promodterek eltér6 motivum
kompozicidjaval, mivel nincs kimutathaté eltérés. Eredményeink tikrében az latszik, hogy a
HMW-GS gének Chinese Spring és Glenlea genotipusok kozott el6forduld transzkripcids
aktivitdsanak kulonbségei visszavezethet6k azok prométer régidival kolcsonhatd

transzkripcids faktorok aktivitasara.

A két glutenin alegységfehérje promodtere hasonlit abban, hogy ugyanazon tipusu TF
kotShelyek fordultak el§, de a kot6helyek szama és eloszlasa lényegesen eltért. A HMW
gluteninek esetében ugyanis egy olyan moduldris motivum eloszlast észleltiink, ahol
jellemz6en a hasonld tipusu TF kotShelyek tomoriltek kisebb régidkba. A két6helyek szama
azonban génenként valtozott. Tovabbi karakterisztikus eltérés a két glutenin kozott, hogy az
LMW gluteninek promodterei transzkripcids kezdGponttdl visszafelé 5-600 bp tdvolsagra
elvesztik konzervaltsagukat, mig a HMW prométerek 1600-2000 bp-ig nagymértékdl
hasonlésagot mutatnak az egyes géntipusokban is. A promdter profilokhoz kapcsolt
expresszidos adatok alapjan megszerkesztettilk a fejl6dé endospermium ko-expresszids
halézatat, amely alapjan hat kis szabdlyozdokort azonositottunk. Kettd az x és az y-tipusi HMW-
GS gének sajat szabalyozasi korét jeldlte, egy pedig genotipusonként eltéré dinamikat kdvetd
un. ,Vezérl6” kort. Az LMW glutenin gének esetében kimutattuk, hogy transzkripciojuk
alapvet6en két dinamikat kovet. Az s- és az i-tipusu egy folyamatosan novekvé expressziot
mutatott, mig az m-tipusi LMW gluteninek expresszids gorbéje csucsosoda jellegl volt. Nem

kizdrhatd, hogy a két-két szabalyozdi kor atfed vagy azonos.

A teljes Triticeae nemzettség csoport HMW-GS gének prométer szakaszaink Osszevetése
bemutatta, hogy a promoter szerkezet konzervaltsaga nem elhanyagolhaté mértékig a vad
bluzafajokban is fenndll. Az elemzés rdmutatott a prométerek egy lehetséges evollcidjara,
mely szerint a duplikaciot kbvetéen az x és y-tipusu HMW-GS gének szabalyozasi kinetikaja és

a szerepvallalasa sztdchiometriai egyensuly fenntartasaban valamelyest eltolédtak.
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SUMMARY

Our analysis demonstrated that the polymorphisms of the promoter regions may be
responsible for activity differences between the homeolog and paralog glutenin genes.
However there is no significant difference between the promoters of different alleles of the
same gene across genotypes. Therefore the varying expression dynamics of interacting TFs
across genotypes is likely to be the primary contributor of the allelic variation of Glu-1 gene

expressions.

The promoters of two gluten subunits are comparable in terms of the quality of the TF binding
sites, but their numbers and distribution are considerably different. Our analyses revealed
that the promoters of Glu-1 genes are divided into cis-regulatory modules that are locally
overrepresented by binding sites belonging to unique but distinct transcription factor (TF)
families. This structure is in sharp contrast with the diverse composition of the conserved non-
coding regions of Glu-3 genes. Further difference between the two glutenin genes that LMW-
GS lost the conservation of its promoters at 5-600 bp distance from the transcription start site
while HMW-GS presented highly conserved patterns until 1600-2000 bp. Combining various
expression data and the motif distribution data, a co-expressional network was built. The
network helped to identify six transcriptional gene programs in the endosperm including two
related to Glu-Ix and Glu-1y genes. While most gene programs could be related to a
developmental phase, the dynamics of the so called Enhancer program presented variance
between the genotypes. In case of the LMW glutenin, we demonstrated that they follow two
distinct transcription dynamics: the s and i-type genes follow a gradually increasing activity,
while the m-type genes presented a peak during maturation. The two regulatory paths of

LMW and the two regulatory paths of HMW-GS may well be overlapping.

Comparing the promoters of HMW-GS across the Triticeae tribe, we found that the level of
conservation is equally high in the wild relatives of the hexaploid wheat. The evolutionary
changes in the promoter profiles suggest that after the duplication event of the x and y-type
HMW-GS, their regulatory logic and their role in maintaining the stoichiometric equilibrium

may have shifted apart.
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