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Bevezetés

Az Eszak-Amerikaban &shonos iirdmlevelti parlagfii agressziv invaziv
terjedésének koszonhetden napjainkra szinte az egész vilagon elterjedt (Lorenzi
és Jeffery 1987; Kovalev 1989; CJB 2016, Flora of China Editorial Committee
2016; Council of Heads of Australasian Herbaria 2016; Euro + Med 2016).
Eurdpdban tomegesen az elsd vildghdborit kovetden terjedt el két kiindulési
kozpontbodl, Délnyugat-Franciaorszag és Délnyugat-Magyarorszag teriiletérdl. A
legfert6zottebb teriileteknek a kontinentalis éghajlati Gvbe tartozo teriiletek
szamitanak. Invaziv terjedése, mind mezbégazdasagi, mind kozegészségiigyi
szempontbol is stlyos problémat jelent (Makra és mtsai. 2004). Az elmult 20-25
évben a ndvény rendkiviili alkalmazkodoképességének kdszonhetden,
természetes cllenségek ¢és betegségek hianyaban, valamint a herbicidekkel
szembeni magas szintli rezisztencia kialakuldsdnak kovetkeztében, a fertdzott
teriiletek aranya és a parlagfii pollen szama is dramaian megemelkedett. A
fentiek miatt kiemelten fontos, globalis figyelmet forditani terjedésének
megallitasara és megtaldlni az optimalis technologiat a fert6zott teriiletek
szdmanak csokkentésére.

A parlagfii him és ndivart virdgainak fejlodését szabalyozo utvonalak
genetikai hatterének meghatarozasa és vizsgalata, hozzédjarulhat egy 6koldgiai
gyomszabalyozas  stratégidjanak  kidolgozasdhoz. A  magasabb rendi
novényeknél a virdgok fejlddése egy dsszetett biologiai €s morfoldgiai folyamat,
amely tobb gén Osszehangolt szabalyozasa alatt all (Taiz és mtsai. 2015).
Vizsgalataink soran a mar részletesen feltart Arabidopsis thaliana viragzasanak
genetikai ismereteire tamaszkodtunk (Chandler 2011, Irish 2010). Az
Asteraceae csalad tagjait az A. thaliana-hoz képest egy modosultabb és

Osszetettebb viradgszerkezet jellemzi, fészekvirdgzattal rendelkeznek, amely egy
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— vagy kétnemi viragzat is lehet (Harris 1999). A viragzatot murvalevelek
veszik korbe, a csésze bobitava (pappus), pikkelyekké vagy koronacskava
(coronula) redukalddott, a sziromlevelek partava forrtak 0ssze a porzok gyengén
Osszeforrtak és termésiik valtozatos alakl kaszattermés (Katinas és mtsai. 2016).
A modosult viragszerkezet miatt, az egyes viragszervek kialakulasat szabalyozo
gének azonositdsdhoz a fészkesek csaladjaba tartozo, kiillonbozd fajokban
(Gerbera sp.; Helianthus sp.; Tagetes sp.; Chrysanthemum sp.) leirt gének
szekvenciait vettiik alapul. Az tirdmlevell parlagfii esetében kiemelt jelentdségii
a virdgszervek kialakuldsat meghatdrozo gének azonositdsa, hiszen az 4ltala
okozott kartételek mindegyike szorosan a ndvény szaporodasbioldgidjahoz
kothetd.

Az 1j generacids szekvenalasi technikék kivaloan alkalmasak a viragzast
szabalyozd, valamint a him és ndivaru virdgokban specifikusan kifejez6dd
gének azonositasara és azok expresszios szintjének meghatarozasara. Munkank
soran a ndivaru fészekvirdgzat két fejlédési stadiumanak mMRNS-szekvenalasi
adatait irjuk le részletesen és hasonlitjuk dssze a levél és him viragzat, valamint
a him fészekviragzat két fejlodési stadiumabol szarmazo transzkriptom
konyvtarak génexpresszids adataival. FEls6sorban a him ¢és nd virdgok
fejlodésének genetikai szabalyozasat és a génexpresszios mintazatat vizsgaltuk
vadon ¢l ¢és in vitro koriilmények kozott nevelt novényeken. A célokat

részletesebben a kovetkez6 6t pontban hatdroztuk meg.



Célkituzések

1. Az trdomlevelll parlagfii him- és ndivarG virdgzataibol és a virdgzatok
kiilonbozé  fejlodési  stddiumaibol  transzkriptom (mRNS)  konyvtarak

létrehozasa.

2. Az A. artemisiifolia L. viragzasat szabalyozo gének ¢€s a viragzast befolyasold
transzkripcids faktorok kodold szekvencidinak és expresszids Szintjeinek

meghatarozasa in silico és RT-qPCR modszerekkel.

3. Az egyes viragszervek fejlodését meghatarozé6 (ABC) gének kodold

szekvenciainak és expressziods szintjeinek meghatdrozésa a viragfejlédés soran.

4. Kifejezetten him- ¢és ndivara viragzatokra specifikus gének sziirése,

azonositasa és expresszios szintjeinek meghatarozasa.

5. A him- és ndéivar virdgzatok képzddését szabalyozd biokémiai utak

meghatarozasa.



Anyag ¢és modszer

A genetikai vizsgalatok el6tt azonositottuk a parlagfii viragszerveit és a
viragok fejlodési stadiumait sztereomikroszkopos rétegfotozas segitségével.
Szabadfoldi tiromlevelti parlagfii egyedekrdl gyiijtottiink porzos és termds
virdgzatokat Keszthely kornyékén (46°45'55,6"N, 17°14'52,6"E),a viragzatokat
¢s az egyes virdgokat sztereomikroszkop segitségével vizsgaltuk és tartuk fel. A
rétegfelvételezéses fotdzast Panasonic G6 fényképezdgéppel €s Zeiss Discovery
V8 mikroszkoppal (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jéna, Németorszag)
végeztiik. Az egyes fotdkat a Combine ZM szoftver segitségével allitottuk 6ssze
10-15 felvételb6l. A digitalis mikroszkoppal készitett képeket Keyence
VHX6000 késziilekkel rogzitettiik.

A genetikai vizsgalat soran négy szabadfoldi parlagfii novényrél
gyljtottiink magokat Cserszegtomaj teriiletén (GPS: 46.79528, 17.26005). A
magok feliiletét 1 percig 70% (v/v) etanollal fertétlenitettiik, majd 23-30 percig
folyd csapviz alatt mostuk, ezt kdvette egy 20 perces aztatas a 7% os TWEEN
20 —at tartalmazo calcium —hypochlorit oldatban és haromszoros steril vizes
mosas. A sterilizalt magokat 0.3 mg/l metatopolin hormonnal kiegészitett 2%
cukor és 0.8% phytoagar tartalmia MS taptalajon (Murashige and Skoog, 1962)
csiraztattuk. A taptalaj pH-jat, a 20 perces 120 °C fokos autoklavozast
megelézéen 5.8- ra allitottuk be. A ndvénynevelést 25 °C-on 16/8 oras
megvilagitassal 2400 -2800 lux fényintenzitas mellett végeztiik és a 21 napos
novényekrol 1.5-2 cm hosszisagu honaljriiggyel rendelkezé noduszokat azonos
Osszetételi friss taptalajra passzaltuk.

A néivari viragok esetében Kkilenc fejlodési stadiumot tudtunk
meghatarozni, elkiilonitettiink korai és késoi fejlodési fazist (1F és 2F), amelyek
a a transzkriptom konyvtarak alapjaiul szolgaltak. A him viragok esetében a
korai és késoi fejlodési fazis (1M és 2M) mintait, a mar korabban vizsgalt nd,
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him, levél tarnszkriptom konyvtarak alapjaiul szolgalé genotipusokrol
gytjtottik be. A RT-qPCR vizsgalatokhoz Keszthelyen négy vadon novo
parlagfii egyedrél gytjtottink mintakat (Zala megye, GPS: 46.7654716,
17.2479554) ¢és fagyasztottuk le az egyes szOvettipusokat folyékony
nitrogénben. Az RNS kivonast és a DNaz-os emésztést mindegyik szovettipus
esetében TaKaRa Plant RNA Extraction Kittel (Takara Bio Inc; Japan) végeztik
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies; USA) késziilékkel végeztiik
el. Az mRNS dusitast, a ¢cDNS szintézist és a konyvtarkészitést a kétiranyt
szekvenalashoz az Illumina TruSeq™ RNA sample preparation kittel végeztiik,
oligo(dT)1s alkalmazasaval. A szekvenalas Illumina NextSeq500 platformon
tortént. A gének azonositasahoz és expresszids mintazatuk vizsgéalatdhoz, egy
korabbi levél, him és ndivart virdgzatok mintdibol szekvenalt transzkriptom
konyvtarak adatait (NCBI, SRA: SRP08007) (Virag és mtsai. 2016) is
felhasznaltuk. Az eléfeldolgozas soran a nyers leolvasasok mindségét a FastQC
mindségellendrzé szoftver segitségével végeztiik el (Andrews 2010). A sziirést
kovetden a tlreprezentalt és alacsony mindségili szekvencidk aranya az 0sszes
szekvencidhoz képest 0.1%-0s aranyt mutatott, amely megfelel az elfogadott
szekvenalasi hibahatar értéknek. A nem megfeleld mindségli szekvencidkat a
GenoUtils program segitségével eltavolitottuk és a .fastq fajlokat .fasta fajlokka
konvertaltuk. A sziirt leolvasasokbol hét szovetspecifikus konyvtarat hoztunk
létre (M, L, F, 1F, 2F, 1M, and 2M). Az egyes mintatipusok de novo
Osszeszerelését Trinity programcsomaggal (Haas és mtsai 2013) végeztiik el. A
rekonstrudlt transzkriptomot referenciaként hasznéltuk, melyhez az egyes
mintakat Bowtie2 programmal illesztettiik fel (Langmead és mtsai. 2009). Els6
1épésként, a levél, him és nd virdgzatok transzkriptom konyvtaraibol egy
,referencia” de novo transzkriptom adatbazist (NCBI; TSA; GEZL00000000)
hoztunk 1étre, az atfedd leolvasasokat (kmer size, K = 25) egy kontigba
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egyesitettilk. Ezt az adatbazist hasznaltuk jelen tanulmény vizsgélatai soran
referencia adatbazisként. A minta specifikus génexpressziéo megallapitasahoz, az
egyes leolvasasokat az RSEM (Li és Dewey 2011) programmal illesztettiik a
sajat referencia adatbazisunkhoz és a differencialtan expresszalt transzkripteket
a Microsoft SQL Server Management Studio segitségével csoportositottuk.

Az egyes gének kodolo szekvenciait a TransDecoder programmal,
valamint a homolog szekvenciak alapjan a BLAST+ programmal hataroztuk
meg (Altschul és mtsai. 1990). Kiilon-kiilon, az 1F; 2F; IM és 2M konyvtarak
de novo Gsszerakasait a Trinity programcsomag alkalmazasaval hajtottuk végre,
és a nyilvanos adatbazisba (NCBI) a GFWB00000000 (1F) ¢és a
GFWS00000000 (2F) azonositoval toltottikk fel. Az egyedi transzkripcids
variansok Ujraillesztését BLASTn algoritmussal végeztik (E érték kevesebb
mint 10°), az 1F és 2F konyvtarat hasznilva referenciaként. Az igy sziirt
specifikus szekvencidk annotaldsat az NCBI protein adatbazisa alapjan végeztiik
el. Az egyes konyvtarakbol nyert nyers leolvasasokat Bowtie2 szoftver
segitségével térképeztiik fel az adott gének kodoldo (CDS) szekvencidira. Az
egyes gének normalizalt expresszios értékeinek (RPKM) (Mortazavi és mtsai.
2008) meghatarozasahoz a GenoUtils sajat fejlesztésii algoritmust hasznaltunk.

Az RT-qPCR vizsgélatok soran, a reverse transzkripciot 1ug teljes RNS-
bol végeztik a Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
felhasznalasaval oligo(dT)18 és random hexamer primerek (Thermo Scientific)
segitségevel, a gyartd utasitasait kovetve. A PCR amplifikalas 20 ul
végtérfogatban tortént a Bio-Rad CFX96 System gPCR platformon, Xceed
gPCR SG Mix (Institute of Applied Biotechnologies) kittel 1 ul c¢DNS
templattal. A primerek specifikussaganak vizsgéalata és a relativ génexpresszid
szdmitdsa (AACt moédszer alapjan) Bio-Rad CFX Manager™ 3.1 szoftver
segitségével tortént. A PCR reakcid bedllitasa a kdvetkezok szerint tortént: az

elédenaturaciot (95 °C 2 perc) kdvetden 46 ciklus 95 °C 5 masodperc, 59 °C 30
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masodperc, amelyet egy 5 masodpercig tartdé olvadaspont analizis kovetett 65-
95°C 0,5 fokos hdémérséklet lépcsdvel. A primerek tervezését Primer3
(Koressaar és Remm 2007, Untergrasser ¢és mtsai. 2012) szoftver segitségével
végeztiik. A génexpresszid analizis alapjaul 3 technikai és bioldgiai ismétlés
szolgalt, melyet a glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
génhez, mint héaztartasi génhez viszonyitottunk (Hodgins és mtsai. 2013). A
gének funkcidjanak predikcidjahoz a legfrissebb fehérje adatbazist 10/03/2016
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/nr.gz)  hasznaltuk. Az egyedi
szekvenciak annotalasahoz tobbféle bioinformatikai megkdzelitést hasznaltunk,
ezek koziil elsdként a Swiss-Prot protein adatbazis segitségével lokalis BLASTx
(Gish és States 1993) és E érték elemzést végeztiink 10 hatarértéken. Tovabba
a gének molekularis funkcigjat, bioldgiai folyamatokban valo részvételiiket és
sejtalkotd ontologidjukat a Blast2GO (Go6tz és mtsai. 2008) programmal

elemeztuk (http://www.geneontology.org).

Eredmények ¢és kovetkeztetések

Az Illumina NextSeq500 platformon végzett mRNS szekvenalas
eredményei  hozzajarultak  A.  artemisiifolia  viragmorfogenezisének
megismeréséhez. A szekvenalast kovetden a ndivara viragzat fejlodési
stadiumaibdl Osszesen 39664366 (1F) és 37127852 (2F) 2 * 80 bp hosszusagu
leolvasasokat kaptunk. A szekvenciak 92%-a kivalo minéségii volt, igy a szlirést
kovetden az egyes konyvtarak 36491216 (1F) és 34157623 (2F) nyers leolvasast
tartalmaztak, amelyekb6l 109452 (1F) ¢és 97239 (2F) kontigot tudtunk
Osszeallitani. A szekvenalds erdményét az NCBI adatbazisban, PRINA335689
azonositd szdmmal tettiik k6zzé. A him- és ndivaru viragzatokbol késziilt
transzkriptom konyvtarak egymas kozotti mindségi ellenérzését in silico analizis

soran végeztiik.
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A referencia konyvtar segitségével meghatarozott 80 gén kodolod

szekvenciajat local blast segitségével illesztettiik, melynek erdményeként a
kodold szekvencidk bazissorendjében nem taldltuk kiilonbséget a kiilonb6zo
szovettipusokban. Az egyes konyvtarak szovetspecifitasat az A. thaliana-ban
leirt pollen és embrioképzodésért felelés homoldog gének expresszids
kiilonbségeivel validaltuk. A him transzkriptom konyvtar megbizhatdsagat AMS,
LAP3, LAPS5, LAP6, MSE1, PME, PG1, PG2 gének homoldg szekvencidival, a
né transzkriptom konyvtarakat YABL, YAB4, ANT és az altalunk Microsoft SQL
Server Management Studio programmal sziirt, ndvirag specifikusnak azonositott
SUP, MYB5, MYB61, TCP12 génekkel validaltuk. A génexpressziods
eredmények alapjan szovetspecifikusnak mindsitettiik konyvtarainkat.
A viragzast szabalyozo utvonalak génjeinek meghatarozasahoz az A. thaliana
modellszervezetben leirt gének szekvenciait vettiik alapul, melynek
eredményeként 35 gén kddold szekvencidjat hataroztuk meg és vizsgaltuk a
kifejezodésiik mértékét az egyes mintatipusokban. A LFY, FRI és az FLC
homolog gének szekvencidit nem tudtuk azonositani a vizsgélt generativ és
vegetativ szovetek egyikében sem. A fotoperiodikus jelatviteli tvonalhoz
kothetd PHYB gén overexpresszidjat az 1F; 2F; 1M és 2M konyvtarakban, a
COP1; CO és FT gének erételjes kifejez6dését a levél mintakbol szarmazo
konyvtarban detektaltuk. Arabidopsis-ban a PHYB gén expresszidja kozvetetten
befolyasolja az FT gén expresszidjat, és csak a levélre korlatozodik, ezért az
iromlevelli parlagfii esetében a PHYB gén virdgokban torténd kifejezddése
érdekes és szokatlan adat. Ez az eredmény arra utalhat, hogy a PHYB gén a
parlagfli esetében szabdlyozhatja az FT kapcsold utdn bekovetkezd
viragfejlodési 1épéseket is. A vernalizacios utvonal VRN1 homoldg génje,
amelynek feladata a virag represszor FLC gén gatlasa (Sung és Amasino 2004),
minden fejlodési szakaszban magas értékeket mutatott (1F; 2F; 1M; 2M).
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A SOC1 gén homologjat csak az 1F és 2F konyvtarakban talaltunk. A SOC1
integralja a kiilonb6z6 utvonalakon érkezd viragzasi jeleket, és aktivalhatja az
APETALAL (AP1) és a LEAFY (LFY) viragmerisztéma géneket. Az SOC1 és a
LFY (RPKM = 0) gén hianya és az FT talzott expresszidja (RPKM = 1487) a
vadon novO mintakban azt jelezheti, hogy a viragzasi atmenetet intenzivebben
szabalyozza a fotoperiodikus ut ezekben a mintdkban. A him viragzatban az FD
és FT gén expresszioja biztositja FT/FD komplex kialakulasat, amely az AP1
gén pozitiv regulatora. Ezzel szemben a hormonalis utvonallal kapcsolatos
gének (SOC1; GID1A; GID1B; Ga20x8; CAL) magasabb expresszios értékeket
mutattak in vitro koriilmények kozott nevelt ndvények korai és késoi fejlodési
stadiumu ndivaru viragzataiban. Mind a szabadfoldi, mind in vitro koriilmények
kozott a viragzast szabalyozo gének aktivaltak az AP1 gén expresszidjat, amely
a virag kialakuldsanak els6 integrator génje. A fentieket figyelembevéve, arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az egyes viragtipusok morfogenezise két
kiilonbozé szabalyozéasi ttvonalon torténik, a himviragok fejlodésének
szabalyozasa a fotoperiodikus Gtvonalhoz kotott az FT / FD komplex altal, mig a
ndviragok szabalyozédsa a hormonalis szabalyozas alatt all, az AGL24 / SOC1
utvonalon keresztil.

Az iiromlevelli parlagfii virdgszervek kialakulasaért felelds génjeinek
szekvenciajat, 13 ABC(E) gén (AP1; AP2; AP3 1; AP3 2; AP3 3; PI; AG;
SEP1; SEP2 1; SEP2 2; SEP3 1; SEP3 2; SEP4 ) az Asteraceae csaladba
tartozo fajok (Gerbera sp.; Helianthus sp.; Tagetes sp.; Chrysanthemum sp.)
homolog szekvenciai alapjan hatdroztuk meg. Az AP2; AP3 2 és Pl gének a
szabadfoldi egyedekben nem expresszalodtak a ndvirag mintdkban, ezért ezeket
az uromlevell parlagfli himspecifikus génjeinek valoszinisitettiik. A
szakirodalmakban leirt transzkripciés faktorok szekvenciai alapjan, 11

viragzasban szerepet jatszo gén kodolo szekvencidjat hataroztuk. meg.
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Az RPKM értékek aldtamasztottdk, hogy mind a ndé- mind a himviragok
fejlodésében a CONSTANS-LIKE zink-finger TF csalad tagjai pl. (COL4, COL5)
meghatdroz6 szerepet jatszanak. Az 1F és 2F konyvtdrakban a COL4 gén
miikodése feliilreprezentalt volt, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a
himivara virdgzatban a cirkadian 6ra és a fotoperiodikus utvonal nagyobb
szerephez jut. A COL9 gén alulreprezentaltsagat mutattuk ki a szabadfoldi
novényekben. A ndivaru viragzatban a COL5 gén nagyobb génkifejezodését
figyeltiik meg, kiilondsen az in vitro nevelt névényeknél, ahol a ndéviragok
intenzivebb nodvekedését tapasztaltuk, rovid nappalos koriilmények esetén.
Tovabbi jellegzetes transzkriptnek bizonyult egy helix-loop-helix protein
csaladhoz tartozd, IAA-LEUCINE RESISTANT 3 homolog, az ILR3 gén. Mivel
ez a gén egyforma szinten fejez6dott ki minden vizsgalt mintaban (1F; 2F; 1M;
2M; M ¢és L), valoszintsitettiik, hogy a vas homeosztazis szabalyozasa altal, a
hormonalis és redox egyensuly fenntartasaban lehet szerepe, ami a termékeny
viragok létrejottének elofeltétele (Sudre és mtsai. 2013). A fejlédési stadium
korai szakaszaban 1évé ndviragokban (1F) a PIN1 gén (auxin efflux carrier
homolog) feliilreprezentaltsagat mutattuk ki, mely arra utal, hogy a ndviragok
fejlodése erds auxin hatis alatt allhat. A himvirdgzat minden fejlodési
stadiumaban (M; 1M; 2M) az EIN3 gén erGs expresszidjat detektaltuk, ami a
SOC1 ¢és LFY gén kifejezddésének gatlasat eredményezte. Az EIN3 (ethylene-
responsive) gén a viragzas késleltetését eredményezi azaltal, hogy elnyomja a
LFY és SOC1 viragmerisztéma kilakuldsaban szerepet jatszo géneket (Achard és
mtsai. 2007). A NAC-domént tartalmazé transzkripcios faktorok, mint a CUC1
¢s CUC2 gének altal kodolt CUP-SHAPED COTYLEDON fehérjék,
elengedhetetlenek a névények normal morfogeneziséhez, a parlagfii viragzatok
mindegyikében ezeknek a géneknek alacsony kifejez6dését tapasztaltuk. A MYB
transzkripcids faktorok fontos szerepet jatszanak a novények sejtciklusanak

szabalyozasaban.
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A MYB33 homolég gén expressziodjat a szabadfoldi paralagfiivek esetében csak
a himivaru viragzatban detektaltunk, ez az eredmény Gsszhangban van Rocheta
(2014) és Millar (2005) megallapitasaval, miszerint a MYB33 transzkripcios
faktor elésegiti a portokok fejlédését. Erdekesség, hogy az in vitro ndvények
néivart viragzatainak mindkét fejlédési stadiumaban is kimutattuk a MYB33
homolog gén expresszidjat, amely megvaltozott hormonalis szabalyozasra is
utalhat.

Az egyes egyedi szOvetspecifikus transzkripteket a Trinotate hotérkép
adatai alapjan valasztottuk ki és az Microsoft SQL Server Management Studio
segitségével sziirtiik tovabb, Venn diagramm alkalmazasaval és a FunRich (V3)
szoftver hasznalataval abrazoltuk (Pathan és mtsai. 2015). A sziirés 5659 him
(M), 1691 n6 (F) és 4267 levél (L) specifikus transzkriptet eredményezett,
melyekb6l Gsszesen 10507 volt annotalhatd. A szekvenciak annotalasat és
funkcionalis elemzését a BLASTx (Gish és States 1993) és Blast2GO (Go6tz és
¢és mtsai. 2008, Conesa mtsai. 2005) programok segitségével végeztik el. A n6
viragzat mintaiban detektalt egyedi 1691 transzkript koziil, a 700 bp-nal
hosszabbakat sziirtiik tovabb, és 60 db annotalhatdo szekvenciat allapitottunk
meg. Ezek koziil 9 gén teljes kodold szekvenciajat tudtuk meghatarozni: Protein
kinase 1A (PBL9); Superman (SUP); Alpha carbonic anhydrase-7 (ACA7);
Laccase-2 (LAC2); TCP12; MYB5; MIB61; Zinc finger protein WIP2 ¢és a
Brassinosteroid enhanced expression 1 (BEE1l). A himivara viragzat
szOoveteiben 4549 egyedien expresszalt transzkriptet allapitottunk meg, ezek
koziil a 700 bp-nal hosszabbakat szlrtiik tovabb, igy 41 gént azonositottuk és 14
gén PCC13-62; CYP450 86B1; GDSL2; TET8; OAS; MYB80; MYB26; MYB35;
MYB44; PMADS2; NIP; SYN teljes kodolo szekvenciajat hataroztuk meg. A
meghatarozott gének expresszios értékeit is megallapitottuk a korai és késoi

fejlodési stadiumokban.
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Az eredményeink alatamasztasahoz, az RT-qPCR vizsgalatok soran, a
legnagyobb expresszios kiillonbségeket mutaté és funkcionalis szempontbol
legérdekesebb géneket vizsgaltuk. A TCP12, SUP géneket azért valasztottuk ki,
hogy igazoljuk exkluziv expressziojukat a ndivaru viragokban, a LAP6 ¢€s a
STIG1 géneket pedig a himivaru viragokban. Tovabba, a Pl gént, amelyet az
ABC(E) gének koziil a normalizalt expresszios érték alapjan him specifikusnak
valdszintsitettiink. A Pl gén relativ expresszos értékei a himvirdgzatban,
levélben és a ndvirdgzatban, a kovetkezok voltak: 8170.66, 1.59, 3077.59. A
STIG1 gén hasonlo értékei a kdvetkezok: 1000.38, 0.38, 40.9. A SUP gén relativ
expresszios szintje a himviragban 0.83, levélben 0.63 ndivaru virdgzatban pedig
540.53. A TCP12 gén relativ expresszios szintje a himviragban 12.97, levélben
3.95, a ndivart viragzatban pedig 146.44 volt. A kapott eredményeket
specifitdisuk alapjan csoportositottuk, a ndivara viragzat transzkriptom
adatbazisanak validalasait a TCP12 ¢és SUP expessziés mintazata alapjan
igazoltuk. A LAP6 ¢és a STIG 1 homologok magas expresszidja a
himvirdgzatokban visszaigazoldst nyert a RT-qPCR vizsgélati mddszer alapjan
is. A STIG1 gén, amely a szakirodalom szerint bibe specifikus gén (Rocheta és
mtsai. 2014) him specifitasa az iromleveli parlagfilben, a himviragokban

talalhat6 csokevényes termdvel, az igynevezett pisztillodiummal magyarazhato.

Uj tudomanyos eredmények

1. Az Ambrosia artemisiifolia L. him- ¢és ndivara viragszerveinek
azonositasa, magyarnyelvii leird jellemzése a fejlédési stadiumok
bemutatasdval. A korai és késoéi fejlodési stddiumu him- és ndivara
viragzatok transzkriptom Konyvtarainak létrehozasa ¢és biologiai

validalasa.
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2. Az Ambrosia artemisiifolia L. viragzatainak morfogenezisében szerepet
jatszd 80 gén kodold szekvencidjanak meghatdrozasa és expresszids

szintjiik azonositasa in silico, valamint kisérleti modszerrel is.

3. Kilenc n6- és tizennégy himivara viragokban egyedileg kifejez6dé (ivar
specifikus) gén azonositasa és validalasa, a transzkriptomkonyvtarak

Osszehasonlitdsa alapjan.

4. A viragszervek fejlodéseért felelds 13 ABC(E) gén szekvencidjanak
meghatarozasa az egylaki valtivara tromleveli parlagfii esetében. Az
APETALA 2, az APETALA3 2 ¢és a PISTILLATA gének him

specifikussaganak megallapitasa.

5. A himvirdgok fejlédését elsdsorban a fényfiiggd fotoperiodikus
jelatviteli 0t indukélja, az FT/FD komplex 4&ltal, rovidnappalos
koriilmények kozott, mig a ndivart viragok kialakulasat a hormonalis
(gibberellinsav) jelatviteli ut iranyitja az AGL24 / SOCI utvonalon

keresztiil.
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