GLUTENERZEKENYSEG ES STRIGOLAKTONOK:
“NEM ALLERGEN BUZA GENOTIPUSOK
ES EGY OSI JELATVITELI UT NYOMABAN

SOOS VILMOS ES GELL GYONGYVER
Alkalmazott Genomikai Osztaly

Bevezetés

Az MTA Mezbgazdasagi Kutatdintézete 2004 végén Iétesitette az
Alkalmazott Genomikai Osztalyt azzal a céllal, hogy a K+F+I bazisaként
egyrészt egy korszerli miiszerparknak adjon otthont, masrészt pedig az Intézeten
beliil és a kozép-dunantali régio szintjén kiszolgalja a felsdoktatasi, akadémiai
intézményekben, vallalkozasok keretei kozt folyd alap és alkalmazott kutatas
¢s fejlesztd tevékenység — kiilondsen a nemesités €s molekularis bioldgiai,
genomikai kutatas - igényeit. Célja tovabba, hogy helyzeti elénybe hozza az
Intézettel kapcsolatban 1évé biotechnologiai és nemesitési spin-off cégeket,
hatékonyabba tegye a vallalkozoéi és akadémiai szféra kozti egyiittmiikodést.

Az osztaly torténetének eddigi 16 éve alatt tobb parhuzamos témaban
folytak kutatasok. Ezek koziil kettd nagyban meghatirozta az elmult 10 év
tudomanyos profiljat. gy foglalkozunk a biiza rokonsagi korébe tartozo fajok,
kiilonosen a martonvasari gabona génbankban fenntartott vad és termesztett
alakor genotipusok allergén fehérjéinek azonositasaval és elemzésével, valamint
a tartalékfehérjéket kodold gének szabalyozasaval a legujabb bioinformatikai,
halozatelemzési és in vitro szovettenyésztési modszerekkel. A strigolakton
projektben arra keresiink valaszt, hogy a ndovény fejloédését és felépitését,
kiilondsen a fényfiiggd jelatvitelt és az eldgazodast hogyan szabalyozzak az
ujonnan leirt ndvényi hormonok.

Gabona allergén tartalékfehérjéinek vizsgalata és expressziéjanak
szabalyozasi folyamatai

A prolamin tipust (prolinban gazdag) tartalékfehérjék a gabonaszem
csirazasakor a fiatal novény szamara nitrogén-, és kénforrast jelentenek, de tobb
koziiliik az allati takarmanyozas €s emberi taplalkozas szempontjabdl is alapvetd
fontossagu. Ilyenek pl. az arpa hordeinjei, a kukorica zeinjei, vagy a buza
glutenin (sikérképzd) fehérjéi. Az osztalyon behatéan vizsgaltuk a szalkaperje
(Brachypodium distachion L. P. Beauv.) tartalékfehérjéit is. Ez a kicsi, kdnnyen
nevelheto fiifaj a fontos gabonak modellje lehet. Nem kertiltiik meg ugyanakkor
a szalkaperjénél joval bonyolultabb genetikaju, de human szempontbol sokkal
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fontosabb gabona, a buza prolamin tipust tartalékfehérjéinek vizsgalatat
sem. Koziiliik a kis molekulasilyt (Low Molecular Weight) glutenin fehérjék
jelentdsége alapvet6 a kenyértészta nyujthatésagaban, mig a nagy molekulastlyu
(High Molecular Weight) glutenin fehérjék biztositjak a kenyértészta
rugalmassagat. Nagy jelentdségli tehat ezen fehérjék és kodoldo génjeik
szabalyozasanak megértése, annak tisztazasa, hogy miért termelddik beldliik sok
vagy kevés, €s igy miért lesz jobb vagy rosszabb mindségii a kenyérgabonank.
A kapott ismereteket a nemesitésben lehet hasznositani, a mindség javitasara.
Sajnos sokaknak a glutenin fehérjék taplalkozastani problémakat okoznak
(pl. colidkia, Crohn-betegség). A HMW gluteninek az LMW-knél kevésbé
immunogének, részardnyuk névelése igy egészségligyi szempontbol is kivanatos.
Az osztalyon az LMW és a HMW glutenin fehérjék szabalyozasaval kapcsolatban
tobb publikacié is sziiletetett (Juhdsz et al., 2011; Makai et al., 2015, 2016; Eva
et al., 2018). A prolamin fehérjék szabalyozasa dontden szdvet- és fejlodés-
specifikus: a gabonaszem endospermiumaban, a viragzas utani napoktol kezdve
termelddnek. Ezt kettds szabalyozas hozza létre: egyrészt a serkentd faktorok
(pl. az abszcizinsav hormon ¢és jelatviteli faktorai) szerepe alapvetdé a magban
a prolamin gének bekapcsolasaban, masrészt a vegetativ szervekben (gyokér,
levél, szar) a gatlo faktorok akadalyozzak meg ezen tartalékfehérje-gének
kifejezddését. Az osztily eredményei is arra utalnak ugyanakkor, a gatlok
egyes esetekben kis mennyiségben a célszervben, a magban is jelen vannak
¢és biztositjak a szabalyozast. A gatlok kiiitésével tehat elvileg ndvelhetnénk a
gabonamag tartalékfehérje hozamat. A szabalyozas tobb 1épcsés. Az epigenetikai
szabalyozas ugyanis zartta, pl. feltekeredetté teszi a prolamin géneket tartalmazo
kromoszomarégiokat a célszerven kiviil. Igazoltuk, hogy a biza HMW gluteninek
termelését az epigenetikai tényezOk koziil a hiszton acetilacidé szabalyozza,
serkenti a magban, még ennek hidnya gatolja mas szervekben. Hiszton
hiperacetilaciot okozva be tudtuk kapcsolni a HMW promotereket a célszerven
kiviil, a szar szallitoszoveteiben. A prolamin gének szabalyozasdban ugyanakkor
a legfontosabbnak a transzkripcionalis szabalyozast tartjak, a gén promoteréhez,
az RNS-polimeraz kétohelyéhez kotodo gatld vagy serkentd transzkripeios faktor
fehérjék révén. Az osztdlyon a Brachypodium prolamin gének, valamint buza
LMW és HMW glutenin gének promotereit is jellemeztiik (Juhasz et al., 2011;
Makai et al., 2015). Uj bioinformatikai eszkdzoket (programokat, adatbazisokat)
alkottunk, és segitségiikkel promoterelemeket irtunk le (Juhasz et al., 2011;
Makai et al., 2015, 2016).

20

MGI70ev.indd 20 @ 2019.10.30. 18:40:47



1.dbra. Kezeletlen (a, b, ¢) és TSA hiszton deacetilaz inhibitorral (hiszton hiperacetilaciot okoz)

kezelt (d, e, f) arpa magoncok szaranak keresztmetszete. Nem transzgenikus Golden Promise arpa
(a,d), Bx HMW promoéter :: GUS riportergén konstrukcidt (b, e) és By HMW prométer :: GUS
riportergén konstrukcidt hordozé transzgenikus arpanévények

Ezek szerepét késobb laboratoriumi modszerekkel elemeztiik. A bliza
HMW glutenin promoterekben altalunk leirt ABRE|CBF motivumcsoportrol
igazoltuk, hogy a magon kivill, a levélben gatolja a HMW glutenin fehérjék
termelését (1. abra). Riportergénes tranziens expresszids kisérletben az ABRE-
CBF kicserélése azonos hosszusagt értelmetlen szekvenciara felersitette a Bx
HMW promotert a levélben, 4m a torlés rontotta az aktivitast, valtozott a promoter
szerkezete (2. abra). Ezt egy DNS-hajlitdson alapul6 HMW-promoter-mikodés
modellel magyaraztuk, amelyben a transzkripcid starthelytdl tavol kapcsolodo
transzkripcios faktorok is raer6sithetnek a traszkripciora, igy biztositva
ezen promoterek rendkiviili erdsségét a magban. Ezek az erds promoterek
biotechnologiai alkalmazasokra, pl. gyogyaszati szempontbol fontos fehérjék
magbeli termeltetésére is alkalmasak Iehetnek.
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2. abra. Vad tipust (bxWT), valamint ABRE|CBF motivumcsoport deléciés (bxDEL)
és ABRE|CBEF cserélés (bxRPLC) HMW GS promoterek aktivitasa a célszervben, bliza
endospermiumban (barna) ¢s levélben, a célszerven kiviil (z61d). Az ABRE|CBF delécidja elrontja

a promoter szerkezetét, a kezdeti és tadvolabbi promoéterszakaszhoz kapcsolodé bZIP és DOF

faktorok nem tudnak interaktalni
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3. abra. X ésY tipusit HMW gluteninek €s szabalyozo faktoraik ko-expresszios halozata

Tovabbi HMW-promoterelemek ¢és a hozzajuk kotddo transzkripceios
faktorok vizsgalata jelenleg is folyik az osztalyon. A transzkripcids faktor gének
maguk is nemesitési célobjektumok, meghatarozhatjak egy gabonafajta siitipari
tulajdonsagait. A prolamin géneket szabalyozo transzkripcios faktorokat tobbek
kozott bioinformatikai modszerekkel, transzkripcios ko-expresszios halozat
létrehozasaval vizsgaltuk (3. abra). A térben, idében azonos ko-expresszio a faktor
¢és a célgén kozotti szabalyozasra utalhat, igy pl. halézatunkban az Y-tipust HMW
gluteninek bZIP és NAC transzkripcios faktorokkal keriiltek egy alcsoportba,
igy ezen faktorok szabalyozasa alatt 4llhatnak. Persze a ko-expresszio ténye sok
esetben fals pozitiv jelet ad, de a mi halézatunkban fokuszalassal sok irrelevans
kapcsolatot, elemet, sikeriilt kiszlirni. A fokuszalt haldézatunkat, mint mddszert
a szakma jol fogadta, ami nemcsak buza tartalékfehérje-gének szabalyozasanak
vizsgalatara lehet alkalmas.

A prolamin fehérjék termelddését az emlitett fejlodés és szovetspecifikus
szabalyozas, valamint az egyes gabonafajtak kozotti genetikai kiilonbségeken tal
a kornyezeti tényezok, (pl. viz-, kén- és nitrogén-ellatottsag) is nagymértékben
befolyasoljak. A nemesités célja lehet, hogy ezen fontos magi tartalékfehérjék
termelését lehetdleg fliggetlenitse a valtozékony kornyezett6l, mindig magas
szintentartsa, igy pl. akenyérbuzakedvezdtlen évben se cstisszon at takarmanybtiza
kategoriaba. Az osztaly érdekes eredménye, hogy a biza HMW gluteninek egy
csoportja, az X-tipus termelése viszonylag fiiggetlen a kornyezett6l, mig egy
masik csoport, az Y-tipusi HMW-gluteninek szintje kedvezdtlen koriilmények
kozott letorik. Felvetettilk, hogy a mindség szempontjabol kiilonben jelentds
Y-tipusi HMW glutenineket X-tipust szabalyozassal kellene ellatni és igy
garantalni a magas termelésiiket.
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Gabonafélék allergén fehérjéinek vizsgalata

A kutatds a buza rokonsagi korébe tartozo fajok allergén, illetve
immunogén fehérjéinek azonositasaval és elemzésével foglalkozik. Vizsgaljuk
az egyes fehérjékben jelenlevd, koros folyamatokat kivalto peptidek eloszlasat és
mennyiségét, valamint ezen fehérjék termelését.

A buza és a rokonsagi korébe tartozod gabonafélék (arpa, rozs) kivaltot-
ta egészségiligyi problémak, mint példaul a lisztérzékenység (colidkia) vagy a
kiilonboz6 allergiak (pékasztma, anafilaxis stb.) egyre nagyobb problémat jelen-
tenek a fogyasztok szamara. Az egyes betegségek el6fordulasi gyakorisaga az
utobbi évtizedekben jelentdsen nétt. Az allergének megismerése, a kéros immun-
reakciokat kivalto fehérje szakaszok (az igynevezett epitdopok) azonositasa ezért
fontos feladat. A kiilonb6zd betegségek kialakulasaért a biiza szemben talalhatod
fehérjék és ezek kozil is elsddlegesen a prolamin szupercsaladba tartozo tarta-
lékfehérjék a feleldsek. A gliadinok lisztérzékenységben betdltott szerepe régota
ismert, ugyanakkor kutatdsainak alapjan a prolaminok mas tagjai, valamint egyes
nem prolamin jellegli magfehérjék is hasonlé mennyiségben és eloszlasban
tartalmaznak immunreaktiv fehérje szakaszokat, ezért ezeket a fehérjéket
vizsgaltuk Brachypodium distachion modellndvényen (Gell et al., 2017) .
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4. abra. Brachypodium 7S globulin (I1GPS5) és 118 globulin (I1HNH9) fehérjéinek in-silico

szerkezet predikcidja

Kutatasaink célja ezeknek azimmunreaktiv szakaszoknak a pontos feltérképezése,
az egyes fehérjecsaladok betegségtipusokban betoltott szerepének megismerése,
tovabba olyan gabonaforrasok azonositasa melyek csokkent allergén tartalommal
rendelkeznek. Vizsgalatainkhoz elsddlegesen proteomikai, immunanalitikai és
bioinformatikai, szerkezetbiologiai médszereket hasznalunk (4-6. abra).
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A ’Triticum monococcum L. ssp. monococcum proteomikai és immunologiai
vizsgalata kiilonb6z6 buzahoz kothetd megbetegedések tiikkrében’ cimiit OTKA
PD palyazat keretében a martonvasari gabona génbankban fenntartott vad és
termesztett alakor genotipusok tartalékfehérjéit vizsgaltuk abbdl a célbdl, hogy
lisztjliket fogyaszthatjak-e lisztérzékenyek, illetve gabona allergidban szenveddk.
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5. abra. Egy alakor alpha gliadin fehérje lisztérzékenységet kivaltd T-sejt és B-sejt specifikus

epitopjainak eloszlasa. A legtoxikusabb epitopok pozicidja megegyezik a fehérje-fehérje

kolcsonhatas kialakitasara képes kotd szakasszal
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6. dbra. Az alakor, a kenyérbuiza és vad rokon fajok gliadin tartalmanak alakuldsa normalizalt

G12 és RS ELISA mérések alapjan
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Buza klimaadaptacios vizsgalatok

A klimahatdsok vizsgalata a termesztett gabondk mindségére,
mennyiségére, ¢s ennek ¢lelmiszerbiztonsagi vonatkozésai kulcsfontossaguak
az utobbi évtizedekben. A valtozo abiotikus stresszek, igy az emelkedd
hémérséklet, a vizhiany, a dasuld 1égkori széndioxid hatassal van a gabonafélék
terméshozamara, karosan befolyasolhatja azok tartalékfehérje Osszetételét,
igy a buza siitéipari minfségét meghatarozd tészta reoldgiai tulajdonsagait.
A hazai id6jardsi viszonyokat modellez6 abiotikus stressz kezelések ezért
nagyban hozzajarulhatnak a kenyérbuzak termésbiztonsaganak, klimaadaptacios
képességének felderitéséhez, a toxikus fehérje tartalom mennyiségi valtozasanak
nyomon kdvetéséhez.

A fehérjék azonositasan tul a kornyezeti hatasok szerepének feltarasa is a
kutatas fontos eredménye. Az egyes fehérjék eltéré mennyiségben termelédnek
a buzaszemben, amit a kornyezet is jelentdsen befolyasol. A tenyésziddszak
végének hiivosebb iddjarasa a pékasztmat és az ételallergiat kivalto fehérjék
a WDEIA-val kapcsolatos fehérjék mennyisége (7. abra). E felismerés azért
is fontos, mert a gyakoribb héhullamok nemcsak a termés mennyiségére és
mindségére, hanem az egészséget befolydsolod fehérjék mennyiségére is hatnak.
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7. abra. A sejttipus, genotipus és a hdmérséklet hatasa a gabonaallergéneket kodolo gének
transzkripcios szintjeire. A hotérkép a referencia-allergéneket kodold gének relativ transzkriptom
szintjeit mutatja a sejttipusok, genotipusok (BJ — Bjarne; BE - Berserk; CS — Chinese Spring)
¢és kiilonbozoé hémérsékletek fiiggvényében (csak CS). Referencia allergének transzkripciojanak

Osszefiiggése a coliakiaval, WDEIA-val, pékasztmaval és élelmiszerallergiaval
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e fehérjéket kodolo gének kromoszoman beliili elhelyezkedését, lehetség nyilik
a csokkentett allergén- és antigéntartalmu buzafajtak azonositasara, nemesitésére.
fgy példaul genomszerkesztési méodszerek (pl. a CRISPR/Cas9) segitségével
céliranyosan modosithatjuk vagy tavolithatjuk el az immunreakciot kivalto
szakaszokat anélkiil, hogy megvaltoztatnank a fehérjének a blizandvény élettani
folyamataiban, vagy funkcionalis tulajdonsagaiban betoltott szerepét. A most
azonositott fehérjeszakaszokra tervezett genetikai és biokémiai markerek pedig
lehetdséget nyujtanak a kedvezo dsszetétell és tulajdonsagu fajtak szelektalasara,
a nyersanyag osszetételének feldolgozoipari ellendrzésére (Juhasz et al., 2018) .

A Genome mapping of seed-borne allergens and immune-responsive
proteins in wheat ciml tanulmdny az IWGSC btza referencia genom
cikkgylijteménye részeként jelent meg a Science Advances folydiratban. A cikk
vezetd tarsszerzOi: Juhasz Angéla, Tatiana Belova, Rudi Appels és Odd-Arne
Olsen. Szintén tarsszerz6 az MTA ATK Mezdgazdasagi Intézet két kutatdja, Gell
Gydngyvér és Birinyi Zsofia.

A DWARF14 fehérjecsalad altal medialt jelatvitel szerepe a novények

srer

Régi megfigyelés, hogy erddtiizek, vagy tarloégetés utdn gyorsan, szinte
robbanasszerlien hajtanak ki a t0lélé novények, valamint a talajban elfekvd
magvak is csirazasnak indulnak. A tiiz tehat a rombolason tal épit is: tobb olyan
okoszisztéma ismert vilagszerte, amelyek életében a rendszeresen eldfordulod
tiizek meghatarozo jelentdséggel birnak, mivel a tliz utdn visszamarado taj
egyben egy Uj kezdete is, ahol vetélytarsak nélkiil, tipanyaggal béségesen ellatott
talajon indulhat Ujra a vegetacio fejlodése. A kaliforniai chaparral, a mediterran
macchia, az ausztrdl kwongan, vagy a dél-afrikai fynbos vegetaciotipusok
alkalmazkodtak leginkabb a rendszeres tiizekhez, ugyanis az itt €16 fajok jo része
csak a tliz utan hajt ki vagy kezd el csirazni. Sokféle elmélet van arrdl, hogy
melyik az a faktor (hdhatas, gazok, tapanyagok koncentralodasa, fiistben talalhato
anyagok stb.), amelyik a magvak robbanasszerii csirazasat eléidézi. 2004-ben
ausztral, valamint dél-afrikai kutatoknak parhuzamosan sikeriilt azonositaniuk
azt a vegyiiletet, mely a fiistbdl a talajba oldodva — akar tobb szaz kilométernyi
sodrodas utan — elinditja az akar évekig a talajban elfekvé magvak csirazasat.
A butenolid tipusu, karrikinnek elnevezett vegyliletcsoport tagjai egy ismeretlen
jelatviteli mechanizmus aktivalasaval fejtik ki hatasukat, rdadasul nemcsak az
un. fire-prone tarsulasok fajaiban, hanem modell- és gazdasagi novényekben
is. A karrikineket leird, Johannes van Staden vezette dél-afrikai csoporttal
egyiittmiikodve 2006-ban kezdtiik el vizsgalni a fiist extrakt (,,flistviz’’), valamint
a tiszta hatoanyag (KAR,) génexpresszid valtozasara kifejtett hatdsat azért,
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hogy felderitsiik a karrikinek molekularis hatismechanizmusat. Az els6 globalis
transzkriptom analizist (microarray) fiisttel és karrikinnel kezelt kukorica
magvakkal és fiatal magoncokkal végeztiik el. A karrikinek nemcsak a csirazast,
hanem a csirandvények vigorat is pozitivan befolyasoltak, és a kezeléssel a
fehérjék ubiquitin-fiiggd proteolizisében szerepet jatszo utak aktivalodtak (Sods
et al., 2009; Soos et al., 2010). Fotoblasztikus, tehat a csirazashoz fény igényld
salatafajta (,Grand Rapids’) vizsgélatakor kideriilt, hogy a karrikin kezelés
helyettesiti a csirazas voros fény igényét. Egy kovetkezd kisérletben igy egy
altalunk tervezett, salata cDNS-konyvtar alapu microarray segitségével arra
kerestiik a valaszt, hogy a karrikinek a fitokrém jelatvitelt megkeriilve miként
képesek a csirazas indukciojara (Soos et al., 2009; Soo6s et al., 2010, Soos et al.,
2012). Az eredmények arra utaltak, hogy a karrikinek egy alternativ utvonalon,
voros fény hidnyaban a HY 5-on keresztiil, fény indukalt gének expressziojanak
fokozasaval (ELIP, TIP stb.) képesek a csirazast beinditani. A karrikin-fitokrom
jelatvitel interakcidjara utal az is, hogy a karrikinek hatasa tavoli vords fénnyel
revertalhato.

Régota ismert, hogy a flistviz higitatlanul nemhogy ndveli, hanem csokkenti
a csirazasi aranyt. Dél-afrikai partnereink megtalaltak azt a karrikinekhez nagyon
hasonl6 anyagot a fiistben, amely inhibitorként gatolja a csirazast. Kisérleteink
szerint a TMB nevii butenolid tipust vegyiilet 10 uM feletti koncentracidban
antagonisztikus hatasti a karrikinekkel, am azokkal ellentétben hatdsa vizes
mosassal megsziintethetd, és a TMB-gatolt magok csirazasra birhatdak (Soos et
al., 2012). A TMB hatasa voros fény kezeléssel nagyrészt ellensulyozhatd, kis
koncentracioban pedig karrikin kezeléssel is visszafordithaté. Ugy talaltuk, hogy a
karrikin kezeléssel indukalt gének jo része represszalodik TMB kezelés utan, ami
antagonisztikus interakciora utal. Farmakologiai kisérleteink nem igazoltak ezt
a feltevést, hanem egymas ellen hato, de parhuzamos jelatviteli mechanizmusra
utaltak. A flistben egylittesen jelenlévd, csirazast gatld és serkentd kémiai
anyagok Okologiai jelentGsége egyel6re ismeretlen. A TMB a tliz utan nagy,
gatld koncentracioban talalhatd meg a talajban, mig a karrikinek joval kisebb
mennyiségben vannak jelen, ahogy azt a dél-afrikai Drakensberg hegységben,
ellendrzott koriilmények kozott leégetett, tin. ,highveld’ vegetacidban végzett in
situ kisérleteink is igazoltak (Ghebrehiwot et al., 2013). A TMB jo oldhatosaga,
kis affinitdsa a koto fehérjékhez azt eredményezi, hogy a tlizet kdvetd esdzés
konnyen kimossa, igy a nehezebben oldhato, a karrikin specifikus jelatvitelt koran
beindito karrikinek indukalni tudjak a csirazast. A TMB - karrikin antagonizmus
tehat egyfajta esdszenzorként is funkcional, amellyel a fire-prone tarsulasok fajai
képesek optimalizalni és az esdhoz igazitani a csirdzasi idejiiket.

A karrikin-indukalt transzkriptom elemzése soran feltiint, hogy a fitokrom
rendszerhez, valaminta csirazas soran megfigyelhetd metabolikus atrendez6déshez
kothetd géneken tul egy ismeretlen o/B-hidrolazt kédold gén expresszidja is
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megnott. A bioinformatikai elemzés ravilagitott, hogy a gén a DWARF 14 csaladba
tartozik, a csalad két tagjanak,a DWARF 14 (D14) és KARRIKIN INSENSITIVE2
(KAI2) génnek a paralogja, igy elnevezése DWARF14-LIKE2 (DLK?2) lett (Sods
et al., 2009; Sods et al., 2010). Ekdzben ausztral kollégaink kimutattak, hogy a
karrikinek és az Gjonnan felfedezett névényi hormonok, a strigolaktonok kozotti
szerkezeti hasonlosagot alapul véve megoldhatd a karrikin-indukalt jelatvitel
problémadja, ugyanis az emlitett D14 fehérje a strigolaktonok receptora. A SL-ok
a novényi architektirara hatnak, a deficiens mutansok siirlin eldgaznak, torpék,
nem alkalmasak mikorrhiza-kapcsolatra. A SL molekula egy triciklikus lakton
vazbol (ABC gylri), valamint az ehhez enol-éter kotéssel kacsolodd butenolid
szarmazékbol (D gytirti) all, mely nagyon hasonlit a karrikinek és a TMB
szerkezetére. Jelatvitelének alapja tobb fitohormon jelatviteléhez hasonloan egy
olyan utvonal, melyben miutan a receptor koti a jelmolekulat, a receptorfehérje
kolesonhatasba 1ép egy SCF fehérjekomplex F-box komponensével, igy a
komplex ubiquitinal, azaz degradaciora jeldl ki egy célfehérjét. A SL jelatvitelben
a receptor fehérjék az o/B-hidrolaz fehérjék csalddjaba tartoznak, melynek tagjai
igen sokféle funkcidval rendelkezhetnek. Az elséként leirt strigolakton receptor
fehérje a D14, mely hianyaban a novény alacsony és slriin elagazo fenotipust
mutat. A D14 nem szokvanyos hormonreceptor, a SL molekula aktiv formajanak
létrehozasahoz elsd 1épésben 6 maga hidrolizalja az inaktiv ABCD gytirtibdl allo
molekulat, igy létrehozva az immar aktiv CLIM (covalently linked intermediate
molecule) egységet. Miutan kialakul az aktiv molekula, a D14 fehérje konformacio
valtozason esik at, igy osszekapcsolodhat az SCFMAXZ fehérjekomplex F-box
komponensével, a MAX2 fehérjével. SL jelenlétében az interakcio kialakuldsa
révén az SCFMA*2 komplex ubiquitinalja az SMAX1-LIKE (SMXL) fehérjecsalad
egyes tagjait (SMXL6, 7 és 8). Az SMXL fehérjecsalad 8 tagbol all, transzkripcids
ko-represszorok, degradacidjuk révén megsziinik egyes gének atirdsanak gatlasa,
aminek kdvetkeztében a ndvény fenotipusa megvaltozik.

A DWARF14 fehérjének Arabidopsisban két ortologja van: a KAI2 és a
mar emlitett DLK2. A KAI2 kiemelt szerepet jatszik a fényvalasz kialakitasaban,
a csirazas ¢és a levélmorfoldgia szabalyozasaban, valamint a hipokotil
megnyulasaban. A KAI2 fehérje receptora a szintetikus strigolaktonok egy
ugyanis a kai2 mutansok nem csirdznak KAR  jelenlétében. A fiistben talalhato
butenolid tipusu, csirazas aktiv molekulak a KAI2 egy ez idaig azonositatlan
endogén ligandjat utanozva (ligand mimics) képesek indukalni a csirdzast. A
karrikin molekulak igy nemecsak fire-prone tarsulasok fajainak, hanem tobb mas
ndvényfaj magjanak csirazasat is serkentik. A KAI2 emellett elengedhetetlen
a ndvény - gomba szimbiotikus kolcsonhatas kialakitasahoz, mivel a rizs
hebiba mutansa nem képes mikorrhizat kialakitani. A KAI2 ¢és a D14 fehérjék
kozos evolicios eredete alapjan szamos hasonlosag fedezhetd fel a funkciot
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illetéen, viszont jelentds kiilonbségnek szamit az eltéré ligand-specificitas
és a novények fejlodésére gyakorolt hatasuk. Az evolucioé soran a KAI2 egy
génduplikacios eseményen esett at, amely a D74 klad kivalasat eredményezte.
A D14 utvonal a kanonikus strigolakton-ligandot érzékeli és mind evoluciosan,
mind fiziologiasan eltér a KAI2 kladtol. Jelenleg a KAI2 szerepe bizonytalan
a karrikinek jelatviteli mechanizmuséaban, de egyértelmiinek tiinik, hogy a D14
és a KAI2 kiilonbozo szerepeket toltenek be a novények fejlédése soran, és ez
szigorian a MAX2 éltal szabalyozott fenotipusok fiiggvényében valosul meg.
A MAX2 ugyanis integralja a D14 ¢és a KAI2 feldl érkezd szignalokat, igy a
max2 mutansok fenotipusa egy Un. kompozit fenotipus, melyben a d14 és a kai2
mutansok jellegzetességei egyarant megjelennek. Genetikai bizonyitékok arra
utalnak, hogy a KAI2 a D14 fehérjéhez hasonloan a MAX2-n keresztiil az SMXL
fehérjecsalad tagjainak degradaciora valo kijeloléséért felelnek. A harmadik
paralog a DLK2 fehérje, amely evolucios értelemben a fehérjecsalad legfiatalabb
tagja, a DI4 génduplikaciés eseményét kovetéen kovetkezett be a DLK?2
szubklad kivalasa. Jelenleg kevés informacioval rendelkeziink a fehérjérél, nem
ismert az ¢lettani hatasa és még nincs kijelolt szerepe a butenolid jelatvitelben.
Az eddigi ismereteink alapjan kijelenthetjiik, hogy nem funkcional strigolakton
receptorként, MAX2 fehérjével nem 1ép kolesonhatasba és nem tovabbitja
sem a strigolakton, sem a karrikin szignalt; a d/k2 mutans csirandvényeken
nem figyelhetdé meg mutans fenotipus, strigolakton mutansokkal ellentétben
normalis csirazast, fotomorfogenezist és elagazo fenotipust mutatnak (Végh et
al.,, 2017; 8. abra). A fehérje névényen beliili lokalizacidjanak feltérképezése
soran bizonyossa valt, hogy szerepe lehet a gyokér fejlodésében, fiatal gyokérben
foleg a gyokérsiiveg koriil, a merisztéma sejtekben, illetve a cortexben fordul
elo, jelenléte a gyokér novekedésével parhuzamosan, kimondottan csak a
differencialodo régioban tapasztalhato. Arabidopsis csirandvényekben fokozott
DLK?2 expresszio tapasztalhatod strigolakton ¢és karrikin kezeléseket kdvetéen
(9. abra), a D14 és/vagy a KAI2 utvonalon keresztiil, emiatt a DLK2 expresszid
mint strigolakton és karrikin markergén hasznalhato, bar a fehérje butenolidok
altali transzkripcids szabalyozasa ez iddig nem tisztazott. Ismeretes tovabba,
hogy a DLK?2 normal expresszidja nagymértékben fiigg a MAX2 és KAI2 fehérje
aktivitasatol, expresszioja megndvekszik KAR, expoziciot kovetéen, ami utal
arra is, hogy KAI2-fliggd jelatviteli uton torténik a fehérje szabalyozasa és
szerepe lehet az endogén KAI2 szubsztrat metabolizmusaban.
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8. abra. ADWARF14 csalad tagjaibol képzett mutans kombinaciok fenotipusa Arabidopsisban
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9. abra. A DLK2 lokalizacidja
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A dlk2 mutansok mezokotilja sotét hatdsara hosszabb a vadtipusénal,
azaz a DLK2 fehérjének szerepe lehet a fényregulacioban is. A sotét adaptacio
fokozza a DLK2 expressziot, mely pifQ mutansokban nincsen, jelezve, hogy
fényregulacioval, PIF fehérjéken keresztiil szabalyozza a DLK2 transzkripciot
(Végh etal., 2017).

A MAX2 fehérjén ,,tal” a strigolakton/karrikin jelatvitel komplexitasa
tovabb novekedik az SMXL csalad részvétele miatt. Az SMXL fehérjecsalad
nyolc tagja evoliciosan harom kladba sorolhato, az elsé kladot az SMAXI
és SMXL2 fehérjék alkotjak, ezek degradacidja a KAI2 fehérjétol fiigg. A
masodik kladba a mar emlitett SMXL6, 7 és 8 fehérjék tartoznak, melyek
degradacidja strigolaktonok jelenlétében a D14-SCFMAX2 komplexen keresztiil
torténik. A harmadik klad SMXL3.,4 és 5 fehérjéi nem reagalnak karrikinre, és
strigolaktonokra sem. Feltehetden redundansan t6ltik be funkcidjukat, hiszen a
harom fehérje mutacioja Gnmagaban fenotipusosan nem hat, am dupla mutansok
esetében a fiatal novények gyokere joval fejletlenebb, mint a vad tipusoké,
illetve tobbféle novekedésbeli gatlas figyelhetd meg rajtuk. A harom fehérje
egylittes hianya letalis. Feltételezhetd, hogy ha a DWARF14 és az SMXL csalad
koevolucidja létrehozta az emlitett funkcionalis kolcsonhatasokat, akkor a DLK2
és az SMXL3,4,5 kozott is lehet interakcio. Ezt BiFC kisérletekkel igazoltuk,
azonban a kolcsOnhatas fizioldgiai jelentdsége még nem tisztazott, mivel a fehérje
partnerek csak bizonyos koriilmények kozott ko-lokalizalédnak (10. abra). Ilyen
eset pl. a fejlodo lateralis gydkerek csucsa, a szallitoszovet-rendszer, vagy éppen
az endofita gombakkal (Piriformospora indica) kolonizalt gyokerek.

355 DI.KZ\R YFP™ 358: DLK2 AT:YFPY 358: Di.K‘Z YFP" 35s: DI.K2 YFP

358: MSMXB YFP< 358 MSM.'KLl YFP® 358 \"FPc AISMXL3 358: MSMXI.J YFPe

BF YFP

Merged

10. abra. A DLK2 és az SMXL3 interakcioja N. benthamiana levelekben (BiFC)
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A strigolakton/karrikin jelatvitel és kapcsolt részeik a novényi €élet szamos
aspektusat érintik, az egyszer( fejlédési folyamatoktol kezdve a stresszadaptacio
kialakitdsan at, a mikorrhiza kapcsolatokig bezarolag. Lathaté azonban, hogy
meég korantsem ismert a DWARF 14 csalad mékoddésének pontos mechanizmusa.
Sok a kérdéjel a strigolakton bioszintézis koriil, a KAI2 endogén ligandjarol
pedig még feltételezések sincsenek. A DWARF14 - SMXL csalad analogiajara
redundancia és komplexitds figyelhet6 meg a strigolakton bioszintézisben
szerepet jatszo gének esetében is. A D27 fehérje katalizalja a B-karotin — 9-cisz-
B-karotin izomerizaciot, a strigolakton bioszintézis kezdd 1épését, amely igy
verseng az ABA és a karotenoid tipust pigmentek bioszintézisével. Kutatasaink
soran azonositottunk egy oxidativ stressz altal indukalt, ismeretlen arpa gént
(HvD27-like), amely bioinformatikai elemzések alapjan nagyfokt hasonlosagot
mutat a rizs DWARF27 (D27) génnel és egy nem karakterizalt Arabidopsis
génnel (AtD27-LIKEI). Az Osszetett élettani-biokémiai vizsgalatok alapjan
valdszinUsithetd, hogy az AtD27-LIKE]1 a kloroplasztiszban lokalizalt (11. abra)
karotinoid bioszintézisben jatszik szerepet és nagyban hozzajarul a névények
fénystressz ellenallosaganak kialakulasahoz.

Red channel Green channel

35S:cD27-LIKET:GFP (Ler)

11. abra. A AtD27-LIKE1 fehérje a kloroplasztiszban lokalizalodik (CLSM kép)

A D27-LIKE1 fontos szerepet jatszik arpaban az ABA-fiiggd abiotikus
stresszrezisztencia kialakitasaban. Az arpa nélkiilozhetetlen az emberiség szdmara
az ¢élelmezésben, a takarmanyozasban és az iparban betdltott szerepe miatt. Az
éghajlatvaltozas kovetkeztében egyre inkabb ki van téve a kiillonbozé abiotikus
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stresszhatasoknak, kiilonosen a széls6séges hémérsékletnek és vizellatasnak,
melyek a kozép-eurdpai térségben is el6fordulnak. Az abiotikus stresszvalaszban
szamos gén vesz részt, melyek ismerete kulcsfontossagu ahhoz, hogy megismerjiik
a novényekben zajlo folyamatokat stressz-koriilmények kozott.
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