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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

Triticum monococcum L. 5A kromoszoémajanak hossza karja
arpa 6t0s kromoszomaja

,ZAPETALA2”/, Ethylene-responsive factors”

active phytochrome A-binding motif (fitokrom A-k6té motivum)
active phytochrome B-binding motif (fitokrom B-k6té motivum)
Arabidopsis thaliana L. (ludfi)

basic helix-loop-helix (bazikus hélix-hurok-hélix)

basic local alignment search tool

bazispar

citoplazmaban 1év6 kalciumion koncentracidja

chlorophyll a/b-binding protein (klorofill a/b-k&té fehérje)
calmodulin (kalmodulin fehérjék)

calmodulin-binding  transcription  activator 3 (kalmodulin-koto
transzkripcids aktivator 3)

CRISPR-associated 9 (CRISPR-t befolyasolo 9)

C-repeat binding factor (C-ismétlédés koto faktor)

calcineurin B-like protein (kalcineurin B-szer fehérje)

circadian clock-associated 1 (a cirkadian orat befolyasolo gén)
calcium/calmodulin-dependent kinase (kalcium/kalmodulin-fiiggd kinaz)
komplementer (kiegészitd) DNS szekvencia

calcium-dependent protein kinase (kalcium-fiiggé fehérje kinaz)

centromera

,,CCA1 hiking expedition” (a CCAl gén miikodését gatld transzkripcios
faktor)

centimorgan

calmodulin-like protein (kalmodulin-szer fehérje)

,,constitutive photomorphogenic 1”

cold-regulated (hideg altal szabalyozott)

quantification cycle (kvantifikacios ciklus)

clustered regularly interspaced short palindromic repeats (halmozottan

eléforduld, szabalyos kézokkel elvalasztott palindromikus ismétlddések)
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ELF
Fr-2
Fr-H2
Fw
Gl
Gm
GP
HLH
HMM
hpt
Hv

IP3
KIN

LED
LHY
LR

LUX
NCBI
ND
Os
PA

C-repeat/dehydration-responsive  element  (C-ismétlédés/dehidrataciora
érzékeny elem)

complex stressing vigour test (komplex stressztiirési vigor teszt)
diacylglycerol (diacilglicerol)

diacylglycerol kinase (diacilglicerol-kinaz)

dehydrin

dehydration-responsive element binding factor (dehidrataciora érzékeny
elem-koté faktor)

expect (a véletlenszerti szekvencia-azonossagok mérészdma)
evening complex (éjszakai komplex)

early flowering (korai viragzas)

frost resistance-2 (fagyallosagi 16kusz)

az arpa Fr-2 16kusza

,.gigantea”

Glycine max L. (sz6ja)

Golden Promise (arpa genotipus)

helix-loop-helix (hélix-hurok-hélix /fehérjecsalad/)

hidden Markov-model (rejtett Markov-modell)

hygromycin phosphotransferase (higromicin foszfotranszferaz)
Hordeum vulgare L. (arpa)

Impakt faktor

inositol 1, 4, 5-triphosphate (inozitol 1, 4, 5-trifoszfat)
cold-induced (hideg-indukalt)

transgenic line (transzgénikus vonal)

light emitting diode (fénykibocsato dioda)

,.late elongated hypocotyl”

klénozasi technika, mely sordn rekombinécid jon létre az attL (,,attachment
Left”) és attR (,,attachment Right”) szekvenciak kdzott

,lux arrhythmo”

National Centre for Biotechnology Information

nem detektalhato

Oryza sativa L. (azsiai rizs)

phosphatidic acid (foszfatidsav)
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»PATELLIN1”

polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

far-red absorbing phytochrome (tavoli-voros fényt elnyeld fitokrém)
phosphatidylinositol (foszfatidilinozitol)

phosphatidylinositol 4-kinase (foszfatidilinozitol 4-kinaz)
phosphatidylinositol 4-phosphate (foszfatidilinozitol 4-foszfat)
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phosphatidylinositol transfer protein (foszfatidilinozitol transzfer fehérje)
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,,pseudo-responsive regulator”
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Saccharomyces cerevisiae organizmusbol izolalt PITP-vel homolog fehérje
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,,timing of CAB expression 1”
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2 KIVONAT

A FAGYTUREST BEFOLYASOLO GENEK SZABALYOZASA

A novényi abiotikus stressztolerancia kialakitasaért felelds transzkripcios faktorok
koziil az egyik leginkabb tanulmanyozott a CBF-eket kodold géncsalad. Kulcsfontossagi
szerepiiket dehidratacioval jard stresszek (els6sorban hidegstressz) elleni védelem
kialakitasaban mar szamos ndvényfaj esetében bizonyitottak. A CBF gének atirodasanak
mértékét az alacsony homérséklet mellett a megvilagitas hossza, intenzitasa, valamint a
fény spektralis dsszetétele is befolyasolja. A géncsalad egyes tagjai hidegindukcio nélkdil is
kifejezodnek, raadasul némelyik expresszidja a nap folyaman szabalyszeriien valtozik,
azaz cirkadian ritmust mutat, kovetve ezzel a kornyezeti koriilmények napszakos

ismétlddéseit.

Mivel az alacsony homérséklet befolyasolja maganak a cirkadian oranak is a
miikodését, kutatasainkat az alacsony homérséklet induktiv hatasanak kizarasaval
végeztiik. Megallapitottuk, hogy az arpa CBF gének harom filogenetikai alcsoportja koziil
csak a HVCBF4-alcsoport tagjai mutatnak cirkadian ritmust, expressziojuk a késé délutani,
kora esti orakban éri el a maximumat. A fény spektralis Osszetételének modositasaval, az
alkonyati fényre jellemzd alacsony voOrds/tavoli-vords aranyll megvilagitas esetén a
HvCBF4-alcsoport tagjai szamos esetben oOrakkal korabban, valamint magasabb
expresszios maximummal reagaltak. A CBF gének kifejezddésére hato jelatviteli Gitvonalak
koziil a foszfolipid jelatviteli utvonal kezdeti elemeinek, a PITP és PI4K géneknek a
vizsgalataval megallapitottuk, hogy génkifejezddésiik cirkadian ritmust mutat, valamint,

hogy az alacsony voros/tavoli-vords aranyu fény befolyasolja az expresszidjukat.

A PITP ¢és PI4K gének esetleges abiotikus stressztoleranciaban betdltott szerepét
transzgénikus novények létrehozasaval vizsgaltuk meg. A tiltermeld vonalak segitségével
kimutattuk, hogy a PITP ¢és PI4K gének kismértékben hozzajarulnak az arpa hideg-,
valamint a hideggel kombinalt oxigénhianyos stressz elleni védekezéséhez.
Megallapitottuk azt is, hogy a jelatviteli utvonal kezdeti elemeinek tultermeltetése szamos
tulajdonsagot negativan befolyasol, mivel — feltételezésiink szerint — e szignal molekulak

mas jelatviteli itvonalakra is (zavart okoz6) hatassal vannak.



Kivonat

A kiilonb6z6 hullamhosszusagl fény elnyelése fotoreceptorok segitségével torténik.
A kisérleteinkben alkalmazott tavoli-vords fénykiegészitést a fitokromok érzékelik. E
fotoreceptorokkal a PIF transzkripcids faktorok képesek kapcsolatot kialakitani, melyek
igy jatszanak fontos szerepet a kiilonb6zé jelatviteli utvonalak szabalyozasaban.
Mindezidaig kevés novényfaj esetében irtak le PIF géneket, rdadédsul részletesebb
funkcidvizsgalatok csupan az Arabidopsis thaliana modellnévényben torténtek. Munkank
soran insilico moédszerekkel azonositottuk a PIF-eket magaba foglalo arpa bHLH
fehérjecsaladot, majd filogenetikai elemzéssel huszonhat alcsoportba soroltuk Oket.
Megallapitottuk, hogy a mar ismert PIF génekhez leginkabb hasonlitd, raadasul egy
filogenetikai alcsoportba sorolt kilenc szekvencia koziil hat kodol olyan gént, amelyben
ismert fitokrom-specifikus kotohely(ek) helyezkednek el. Ennek alapjan feltételezziik,

hogy ezek a szekvenciak kodoljak az arpa PIF géneket.



3 ABSTRACT

REGULATION OF FROST TOLERANCE RELATED GENES

One of the most studied transcription factors responsible for plant abiotic stress
tolerance is the members of the CBF gene family. Their protective role against dehydration
stresses (especially cold stress) has already been proven in many plant species. Apart from
the main signal, i.e. the low temperature, the transcription level of the CBF genes is
influenced by the length of illumination, the intensity, and the spectral composition of light
as well. However, some members of the gene family are expressed without any cold
induction. In addition, some of them are expressed regularly during the day, showing

circadian rhythm according to the day-to-day repetitions in the environmental conditions.

Since the low temperature affects the regulation of the circadian clock itself, our
research was done by excluding its inductive effect. We found that out of the three
phylogenetic subgroups of CBFs, only the HvCBF4-subgroup genes showed circadian
rhythm, being expressed in the late afternoon and early in the night. By modifying the
spectral composition of the illuminating light to a low red/far-red ratio, which is typical for
dusk, the members of the HYCBF4-subgroup were induced several hours earlier and with a
higher expression level. The PITP and P14K genes, the initial elements of the phospholipid
signaling pathway affecting the expression of CBF genes were also examined and it was
found that their gene expression shows circadian rhythm, and also that the low red/far-red

light ratio affects their expression level too.

The role of PITP and PI4K genes in abiotic stress tolerance response was
investigated by establishing transgenic plants. The transgenic overexpression lines showed
that the PITP and P14K genes contribute slightly to the protection of barley plants against
cold stress or cold temperature combined with oxygen deficiency. It has also been found
that the effect of overexpression of these early signaling elements negatively influences
many phenotypic characteristics, therefore we assume that overexpression of these signal

molecules also cause other (disruptive) effects through other signaling pathways.

Different wavelengths of the illuminating light are absorbed by different
photoreceptors in plants. The supplemental far-red light, used in our experiments, is sensed
by the phytochromes. The PIF transcription factors are capable of interaction with these

10
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Abstract

photoreceptors, thus playing an important role in the regulation of different signaling
pathways. Until now, the PIF genes have been described for a few plant species only, and
detailed functional assays have been performed only in the model plant species,
Arabidopsis thaliana. In our in silico work we identified the barley bHLH protein family,
containing the putative PIF sequences, then classified them into 26 subgroups with
phylogenetic analysis. We found that out of the 9 sequences, which proved to be the most
similar to the already annotated PIF gene sequences and were classified into one
phylogenetic subgroup, 6 sequences encode the known phytochrome specific binding
site(s). Based on these results, we assume that these 6 sequences encode the barley PIF

genes.



4 AUSZUG

REGULATION VON GENEN VERBUNDEB MIT FROSTTOLERANZ

Einer der am héufigsten untersuchten Transkriptionsfaktoren, der fiir die Toleranz
gegeniiber pflanzlichem abiotischem Stress verantwortlich ist, ist die CBF-Genfamilie.
Ihre Schutzfunktion gegen Dehydratisierungsstress (insbesondere Kiltestress) wurde
bereits bei vielen Pflanzenarten nachgewiesen. Neben der niedrigen Temperatur wird der
Transkriptionsgrad von CBF-Genen auch von der Beleuchtungsdauer, der Lichtintensitét
und der spektralen Zusammensetzung des Lichtes beeinflusst. Einige Mitglieder der
Genfamilie exprimieren auch ohne Kailteinduktion, einige von ihnen exprimieren
routineméBig wihrend des Tages, so Sie zeigen einen circadianen Rhythmus, der die

tagliche Wiederholungen der Umgebungsbedingungen folgt.

Da die niedrige Temperatur die Regulierung der circadianen Uhr selbst beeinflusst,
haben wir die induktive Wirkung der niedrigen Temperatur ausgeschlossen. Wir fanden
heraus, dass von den drei phylogenetischen Untergruppen der CBFs nur die Gene der
HvCBF4-Untergruppe einen circadianen Rhythmus zeigten und am spaten Nachmittag und
in der friihen Nacht exprimierten. Durch die Verdnderung der spektralen
Zusammensetzung des Lichtes fiir eines niedrige Rot/Fernrot Verhiltnis, das fiir die
Dammerung typischen ist, reagierten die Mitglieder der HVCBF4-Untergruppe mit einem
hoheren Expressionsniveau einige Stunden frither. Aus den Signalwegen, die die
Expression von CBF-Genen beeinflussen, untersuchten wir die Anfangselemente des
Phospholipid-Signalweges, d.h. die PITP- und P14K-Gene, und stellten wir fest, dass ihre
Genexpression einen circadianen Rhythmus aufweist und das bei niedrigem Rot/Fernrot

Lichtverhaltnis beeinflusst ist.

Die Rolle von PITP und PI4K Genen in der abiotischen Stresstoleranz wurde durch
Erzeugung transgener Pflanzen untersucht. Mit transgenen Uberexpressionslinien haben
wir gezeigt, dass PITP und PI4K Gene einen geringen Beitrag zum Schutz von Gerste
gegen Kiltestress und niedrige Temperatur in Kombination mit Sauerstoffmangel leisten.
Es wurde auch festgestellt, dass der Effekt der Uberexpression der Anfangselemente des
Signalwegs viele phéanotypische Merkmale negativ beeinflusst. So nehmen wir an, dass

diese Signalmolekiile auch sonstige (storende) Effekte auf andere Signalwege haben.

12
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Auszug

Licht mit unterschiedlichen Wellenldngen wird bei verschiedenen Photorezeptoren
in Pflanzen absorbiert. Das Fernrote Licht, welches in diesen Experimenten zusétzlich
verwendet wurde wird von den Phytochromen wahrgenommen. Mit diesen
Photorezeptoren konnen die PIF Transkriptionsfaktoren wechselwirken, deshalb spielen sie
eine wichtige Rolle in der Regulierung verschiedener Signalwege. Bislang wurden PIF
Gene in wenigen Pflanzenarten beschrieben, und ein detaillierter Funktionstest wurde nur
in der Modellpflanzenart Arabidopsis thaliana durchgefiihrt. In dieser Arbeit
identifizierten wir die Gerste-bHLH-Proteinfamilie, die mutmalBliche PIF Sequenzen
enthielt, mit in silico Methoden und wir Klassifizierten sie dann mit phylogenetischer
Analyse in 26 Untergruppen. Wir fanden heraus, dass 6 der 9 Sequenzen, die zu den bereits
beschriebenen PIF Gensequenzen am meisten gleichen und dariiber hinaus in eine
phylogenetische  Untergruppe eingeteilt sind, bekannte Phytochrom-spezifische
Bindungsstellen codieren. Anhand von diesen Ergebnissen nehmen wir an, dass diese

6 Sequenzen die PIF Gene der Gerste codieren.



5 BEVEZETES

A termesztett haszonnovények felhasznalasi teriilete széleskorii: élelmiszerként
torténd felhaszndlasuk mellett elengedhetetlenek a haszonallatok takarméanyozéasanal, de
ipari és gyogyaszati alapanyagként, sot, ¢lvezeti cikként vald hasznositasuk is jelentds. A
nemesitett novényfajtak stressztiirdé képessége sok esetben elmarad a vadon €16 rokon
fajokétol, mivel évezredeken at a kultiraba vonas egyik fontos eleme az volt, hogy a
novény igényeit minél jobban kielégitsiik, igy a stressztényezok kikiiszobolése mellett az
ellendlldo képesség megorzésére, fokozasara nem iranyult kell6 szelekcidos nyomas.
Kultarnévényeink alacsonyabb stressztolerancia szintje mellett tovabbi problémat jelent,
hogy a globalis éghajlatvaltozas kovetkeztében egyre gyakoribba valnak a szélséséges
1d6jarasi jelenségek, jelentdsen csokkentve a mezdgazdasag éves termelését. Eldrejelzések
alapjan 2050-re a Fold lakossaga a jelenlegi 7,7 milliardrol koriilbelil 9 millidrdra
novekszik, mig élelmiszersziikséglete 85%-kal lesz tobb (Raza et al., 2019).
Elkeriilhetetlen lesz tehat a kultirnovények éves termésmennyiségének folyamatos
novelése. A gabonafélék a Fold legelterjedtebb és legrégebben termesztett ndvényfajai
kozé tartoznak, élelmiszer alapanyagként betoltott szerepiik kiemelkedik a tobbi
haszonnovény koziil. A gabonaszemek sokoldali emberi é€s allati fogyasztisan és
felhasznaldsan t0l a szalma takarmanyként és ipari alapanyagként is felhasznalhato.
Néhany fejlodd orszagban szinte csak a buza, a kukorica vagy a rizs teszi ki az ott €16
emberek teljes étrendjét — termesztésiik tehat nélkiilozhetetlen, és a termésbiztonsag

novelése jelentds gazdasagi megtakaritast eredményezhet.

A novények abiotikus stressztlird képessége komplex folyamatok eredménye,
melyek részletes ismerete kulcsfontossagli a magasabb termésbiztonsag elérése érdekében.
Az Agrartudomanyi Kutatokdzpont Mezdgazdasagi Intézetében miikodd Novényi
Molekuléris Biologia Osztaly dolgozéi évtizedek oOta vizsgaljak a gabonafélék kornyezeti
tényezOkhoz valo alkalmazkodasat és annak molekularis hatterét, melynek soran kiemelten
foglalkoznak az alacsony homérsékleti stressztolerancia kialakitasaért felelds jelatviteli

folyamatokkal.

Kutatasaink soran a fagytlrés kialakitasaért felelds jelatviteli folyamatok koziil a
»foszfolipid jelatvitel — Ca? jelatvitel — CBF transzkripcios faktorok” ttvonalat,

valamint rajuk haté molekularis szabalyoz6 mechanizmusokat tanulmanyoztuk.
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6 SZAKIRODALMI OSSZEFOGLALO

6.1 Az alacsony homérsékleti stressz

A magasabb rendii névények helyhezkotott életmodjuk miatt folyamatos kdrnyezeti
hatasoknak, gyakran stresszhatasoknak vannak kitéve, melyek jelentdsen befolyasoljak
anyagcseréjiiket, novekedésiiket, reprodukciojukat és életképességiiket is. Poikiloterm,
vagyis valtozé (azaz a kiils6 homérséklethez igazodd) testhomérsékletii €l6lények 1évén,
hémérsékletiik hasonlo a kornyezetiikéhez. A talzottan alacsony, illetve a tlzottan magas
hémérséklet meghaladhatja alkalmazkodasi képességiiket, mely akar letalitast is okozhat.
Nem meglepd tehat, hogy a kornyezeti tényezdk koziil a hdmérséklet jelentés mértékben
meghatarozza a természetes novénytarsuldsok eléfordulasat, valamint a mezdgazdasagi
novények termeszthetségét, produktivitasat (Luo, 2011). A hémérsékleti stresszfaktorok
koziil — a jelen disszertacid témaja miatt — a tovabbiakban csak az alacsony hdmérsékleti

stressz hatasardl nyujtok attekintést.

A hagyomanyos ndvénynemesitési modszereknek hala, termesztett névényeink mar
jobb alacsony homérsékleti stressztoleranciaval rendelkeznek, mint elddeik, azonban
legtobbjiik tovabbra is rendkiviil érzékeny a fagy okozta sériilésekkel szemben (Pareek et
al., 2017). Ha a homérséklet fokozatosan csokken, majd fagypont ala esik, els6ként az
extracellularis térben indul meg a jégkristalyosodas, mivel az intracellularis folyadék
fagyaspontja altalaban alacsonyabb, mint a sejten kiviili térben 1évo folyadéké. A sejtek
kozotti folyadék fagyasa vizpotencial kiilonbség kialakulasaval jar egyiitt, ami a sejten
beliili viz részleges kiaramlasat okozza, igy a sejten beliil dehidratacios stressz alakul ki.
Ezzel szemben, a hirtelen bekovetkezett fagyas kovetkezménye az intracellularis
jégkristalyosodas is lehet. Ez a plazmamembran irreverzibilis sériilését okozhatja, ami
legtobbszor letalis a sejt szamara (Levitt, 1980; Steponkus, 1984). A fagystressz
kivédéséhez a mérsékelt €gdvi novényeknek sziikségiikk van egy tobb héten 4t tartd
hidegedzdédési iddszakra, mialatt a sejtben €s a sejtkdzotti térben krioprotektiv molekulak,
kiilonbozd fehérjék, cukrok, egyszeriibb szerves vegyiiletek halmozddnak fel, melyek
védelmet nyudjtanak a membransériilések, illetve a dehidratacios stressz okozta

karosodasok ellen (Thomashow, 1999; Raju et al., 2018).
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6.2 A CBF gének altalanos jellemzése

A dehidratacioval jard stresszek elleni védelem (hideg- és szarazsagstressz)
kialakitasaért felelds gének koziil az egyik leginkabb kutatott géncsalad a transzkripcids
faktorokat kodolo CBF (C-repeat binding factor), vagy mas néven DREB gének
(Dehydration-responsive element binding factor) csoportja. Mivel két kutatocsoport szinte
egyszerre irta le 6ket (Stockinger et al., 1997; Liu et al., 1998), ezért ezek a gének kettds
elnevezéssel rendelkeznek. Mivel a szakirodalomban a CBF clnevezés az elterjedtebb,
ezért a tovabbiakban ezt hasznalom. A CBF fehérjék az AP2/ERF (APETALAZ2/ethylene-
responsive factor) fehérjecsaladba tartoznak. Jellemzd rajuk, hogy a hatvan aminosavbol
allo AP2 domént N-terminalis iranyban a PKK/RPAGRXKFXETRHP, illetve C-terminalis
iranyban a DSAWR konzervalt motivumok fogjadk kozre; a csalad tobbi tagjatol vald
megkiilonboztetésiik ezen a jellegzetességiikon alapul (Jaglo et al., 2001). A CBF-ek az
altaluk szabalyozott gének promoterében talalhat6 CRT/DRE
(C-repeat/dehydration-responsive element) motivumhoz (RCCGAC) kotédnek (Baker et
al., 1994; Yamaguchi-Shinozaki ¢és Shinozaki, 1994). Ez a szekvencia szamos hideg- és
szarazsagstresszre indukalédo génben megtalalhato, koztik az AtRD29A (responsive to
desiccation), a HYDHN1-HvVDHN11 (dehydrin), az AtKIN1 (cold-induced), a TaWCS120
(wheat cold-specific), az AtCOR15a (cold-regulated) vagy az AtCOR6.6 (Vazquez-Tello et
al., 1998; Choi et al., 1999; Thomashow, 1999) génekben is.

Az Arabidopsis thaliana L. (At) kétszikii modellnévény genomja négy CBF gént
kodol, melyek koziil harom, az AtCBF1, AtCBF2 és az AtCBF3, tandem ismétlédésben a
négyes kromoszoman lokalizalt. E gének alacsony homérséklet hatasara fejezodnek ki
jelentds mértékben; célgénjeik mikodését szabalyozva alakitjak ki az alacsony
hémérsékleti stresszel szembeni fokozott toleranciat (Gilmour et al., 1998, 2004). Ezzel
szemben az AtCBF4 gén nem indukalodik hideg hatasara, viszont jelentés mértékben
fejezodik ki szarazsag-, vagy sostressz kovetkeztében (Haake et al., 2002; Sakuma et al.,
2002). A gazdasagi jelentdséggel bird novényeink koziil a hexaploid kenyérbliza
(Triticum aestivum L.) genomja legalabb 37 (Badawi et al., 2007), az alakor
(Triticum monococcum L.) 13 (Miller et al., 2006), mig az arpa (Hordeum vulgare L.)
legalabb 20 (Skinner et al., 2005) CBF gént kodol.

Skinner et al. (2005, 2006) az arpa genomjaban kodolt CBF gének vizsgalatakor

kimutattak, hogy azok harom filogenetikai alcsoportba sorolhatok. A csoportok a neviiket
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azok egy-egy jelentdsebb tagjarol kaptak, igy HvCBF1-, HvCBF3-, valamint
HvCBF4-alcsoportot ~ kiilonboztetiink meg (1. ébra). A HvCBF3-, valamint a
HvCBF4-alcsoport legtobb tagja az arpa 6tos kromoszoémajanak hosszu karjan helyezkedik

el, mig a HYCBF1-alcsoport génjei mas kromoszoman lokalizalodnak.

so[— HVCBFS8A
94 _[ HvCBF§B
HvCBF8C
HvCBF13
HyCBF3 HvCBF3-alcsoport
HvCBF10A
HvCBF10B
HvCBF12
HvCBF6
HvCBF2A
HvCBF2B

100 I:
o7 HvCBF14
49| = HvCBF9 HvCBF4-alcsoport
o1 HvCBF4D
38 HvyvCBF4A
91
99 HvCBF4B

HVCBES
— HvCBF1
100L—  ZACBF11
HvCBF7

OsDREB2A

HvCBF1-alcsoport

1. abra: Az arpa CBF-¢k filogenetikai csoportositasa Skinner et al. (2006) alapjan. A fiiggbleges savok
az azonos alcsoporthoz tartozo tagokat jelolik. Az alcsoportok elnevezése a félkovérrel jelolt tagoktol

szarmazik.

Arpa, alakor, valamint kenyérbiza térképezési populacidin végzett kutatisok
kimutattak, hogy a gabonafélék hidegtlirésének kialakitasaért leginkabb az Fr-2
(Frost resistance) QTL (quantitative trait locus) a felelds (Vagujfalvi et al., 2003, 2005;
Miller et al., 2006; Francia et al., 2007; Knox et al., 2008). Megallapitottak, hogy az arpa
6tos kromoszomajanak hossza karjan legalabb tizenegy HVCBF gén helyezkedik el
(Skinner et al., 2006), raadasul legalabb hét HVCBF gén minddssze 0,8 cM tavolsagon
beliil (2. abra) kodolt (Francia et al., 2007), mig alakor esetében legalabb tizenegy TMCBF
gén helyezkedik el az 5A™L kromoszomakar Fr-2 lokuszon (Miller et al., 2006). A
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valdsziniileg génduplikdciokkal kialakult CBF ,,sziget” szoros kapcsoltsaga megmaradt az
evolucio sordn, ezért kiemelkedd szerepi e régié a gabonafélék fagytiirésében. A
génduplikéacidok azonban funkcionalis polimorfizmus kialakuldsat tették lehetové, amely a

szabalyozas finomhangolasat eredményezte.

5H
[cM]
H»'CBFZB\
Cent. [
, 0,20
I'/’
HvCBF4B
Frm2 [
0,32 Fr-H2
FrHI [ HvCBFI2
0,03 HvCBF13
0,08
HvCBF34
0,10
HvCBFI0B
0,08
HvCBFo_/

2. abra: Az arpa 6tos kromoszomajan (5H) lokalizalt fagyallosagi QTL-ek sematikus abrazolasa,
valamint az Fr-H2 lokusz genetikai térképe Francia et al. (2007) cikke alapjan. Az Fr-H2 hidegtiirésben
betoltott fontos szerepét bizonyitja a 0,8 cM tavolsadgon beliil elhelyezkedd legalabb hét HVCBF gén.

6.3 A CBF gének kifejezodésének napi ritmusa

Mesterséges koriilmények kozott nevelt Arabidopsis novényeknél megfigyelték,
hogy szobahémérsékleten (tehat a hidegindukci6 kizarasa mellett) egyes CBF gének a
mesterséges fény bekapcsolasat kovetéen nagyjabol 8 oraval is kifejezédnek. Ez a fajta
génmiikddésiik  hosszunappalos (16 6ra megvildgitds) ¢és rovidnappalos (8 6ra
megvilagitas) koriilmények kozott is allandonak bizonyul, viszont 8 6ras megvilagitas
esetén az expresszios szintek magasabbak (Franklin és Whitelam, 2007; Lee és
Thomashow, 2012). Az ilyen, a nappalok ¢és ¢éjszakak ciklikus valtozasait kovetd
génkifejez0dést, mely megkdzelitleg egy 24 orés ciklust eredményez, cirkadian, vagy

napi ritmusnak nevezzik. A novény napszakokhoz valod alkalmazkodasa evolucios
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elénnyel jar, mivel igy lehetdsége nyilik arra, hogy eldre jelezze a ciklikusan bekovetkezd
kornyezeti valtozasokat, €s felkésziiljon rajuk. Szamos gén napi ritmusu kifejezodéséhez
még arra sincs sziikség, hogy a nappalok ¢és az ¢jszakak valtsak egymast, mert a névény a
sajat biologiai ritmusat biztositdé mechanizmusa, az tgynevezett cirkadian 6ra szabalyzo

funkcidja végzi ezt a génszabalyozast.

6.3.1 A cirkadian o6ra

A novények belsé ritmusat add cirkadian orat leginkabb az Arabidopsis
modellnévényben tanulmanyoztak. A jelenleg elfogadott modell szerint a cirkadian 6ra
mikodésének az alapja egy onfenntartd, harom negativ visszacsatolason alapuld hurokbol
épiil fel, melyet kiillonb6zo fehérjék kdlcsonds szabalyozasa miikodtet, kiilsé kdrnyezeti
hatasok (fény, homérséklet) szinkronizalasaval. A cirkadian ritmust biztositdé kdzponti
oszcillator bemutatasa (3. abra), valamint miikodésének leirasa Haydon et al. (2011),
Anwer és Davis (2013), Franklin et al. (2014), Grundy et al. (2015), valamint Nohales és
Kay (2016) osszefoglald tanulmanyai alapjan késziiltek.

A cirkadian ritmust a ,kozponti oszcillator” eredményezi, ennek elemei az
ugynevezett éragének. Ezek koziil a CCAL (Circadian clock-associated 1) és az LHY (Late
elongated hypocotyl) gének expresszidja a reggeli orakban a leger6sebb. A CCAL és LHY
proteinek serkentik a PRR9 (Pseudo-Responsive Regulator 9) és PRR7 fehérjék
bioszintézisét. A CCAL és az LHY gének miikodését a délutani/esti 6rakban a PRR9, PRR7
¢s PRR1 (mas néven TOC1, Timing of CAB Expression 1) fehérjék represszaljak, ezek par
oras eltéréssel cirkadian ritmus szerint fejezddnek ki a nap folyaman. A kozponti hurokban
a CCALl ¢és LHY fehérjék kozvetleniil a TOC1 gén promoteréhez kapcsolodva gétoljak
annak atirasat. A CHE (CCAL hiking expedition) fehérje kozvetleniill kot a CCALl gén
promoteréhez, gatolva ezzel annak kifejezodését. A CHE gén expresszidjat a CCA1 fehérje
képes csokkenteni, meggatolva ezzel a fehérje képzddését. A TOC1 komplexet is képezhet
a CHE fehérjével, megakadalyozva ezzel a CHE fehérje kotését a CCAL gén promoteréhez.
Az esti szabalyozo hurok tagja — a TOC1 mellett — egy eddig ismeretlen gén/fehérje (a
szakirodalomban legtobbszor ,,Y elem”-ként szerepel), mely eddig ismeretlen mddon
serkenti a TOC1 atirasat; mig a TOC1 — szintén eddig ismeretlen moédon — gatolja ennek a
génnek a kifejezddését. Annyi biztos, hogy e gatlasban a GI (Gigantea) fehérje is Szerepet
jatszik, valdsziniileg tovabbi, eddig ismeretlen faktorokkal egyiitt. Az esti hurok masik

fontos Iépése a CCALl és LHY gatlasanak a részleges feloldasa. Az ELF3 (Early
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Flowering 3), ELF4, valamint a LUX (Lux Arrhythmo) fehérjékbdl kialakulo, ugynevezett
EC (Evening Complex) fehérje komplex represszalja a PRR gének miikddését — ezzel ujra

lehetové valik az LHY és a CCA1 atirasa a reggeli orakban.

Reggeli hurok Esti hurok

W Prro
7 W/V\/ i NI\H
@& — W NN

—> serkentés

O fehérje — gatlas
Kozponti hurok
% fehérje komplex ---> transzkripcid

3. abra: A cirkadian ritmust biztositdo kozponti oszcillator felépitése Haydon et al. (2011), Anwer és
Davis (2013), Franklin et al. (2014), Grundy et al. (2015), valamint Nohales és Kay (2016) alapjan. A
jelenleg elfogadott modell szerint a cirkadian 6ra harom, egymassal kapcsolt szabalyozd hurokbol
(reggeli, kozponti és esti) épiil fel. Mivel a CCAL és LHY, PRR9, valamint a Gl gének transzkripcidjat a
fény is szabalyozza (az abran & szimbolum), ezért mind a harom szabalyoz6 kor miikodésére hatassal

lehetnek kiilonb6z6 fotoreceptorok.

A cirkadian ora Szinte az 0sszes molekularis mechanizmusra hat, a novényi gének
miikodésének széles skalajat idoziti. A kozponti oszcillator hatdsa szamos folyamatot
(jelatviteli utvonalak, metabolikus folyamatok) érint, igy alapvetd fiziologiai funkciokat is
befolyasol. llyen példaul a magok csirazasa, a fotoszintetikus aktivitds valtozasa, a

viragzas szabalyozasa vagy a gazcserenyilasok mukodése (Webb, 2003; Seo és Mas,

2015).
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6.4 A Ca* jelatviteli utvonal és a foszfolipid jelatviteli utvonal

A novényi sejt citoplazmajaban 1évé kalciumion koncentracidja ([Ca®']eit) is
cirkadian ritmus szerint valtozik a nap folyaman, igy az hatdssal van a kalcium-fliiggd
jelatviteli utvonalak szabalyozéasara (Johnson et al., 1995; Marti Ruiz et al., 2018),
valamint szerepet jatszik kiilonb6z6 biotikus (Aldon et al., 2018) és abiotikus stresszek (s0,
alacsony homérséklet, ozmotikus, hipoxia) elleni védelemben is (Lindberg et al., 2012;
Ranty et al., 2016; Yuan et al., 2018). A kiils§ kornyezeti hatasokra valtozik a [Ca*.i.
(ezért fontos masodlagos hirvivé molekula), melyet az ugynevezett kalcium-kot6 fehérjék
érzékelnek (Yanez et al., 2012). Ezek a fehérjék harom csoportba sorolhatéak (Ranty et al.,
2016): (1) kalcineurin B-szerti fehérjék (CBLs, calcineurin B-like proteins), (2)
kalmodulinok (CaMs, calmodulins) és kalmodulin-szerii fehérjék (CMLs, calmodulin-like
proteins), valamint (3) kalcium-fiiggé fehérje kinazok (CDPKs, calcium-dependent protein
kinases) és kalcium/kalmodulin-fiiggé kinazok (CCaMKs, calcium/calmodulin-dependent
Kinases).

Az Arabidopsis részletesebb vizsgalata soran Day et al. (2002) megallapitottak,
hogy annak genomja legalabb kétszazotven kalcium-koté fehérjét kodol. E nagy repertoar
biztositja a sejtek szamara a kiilonb6z6 ingerekre adott megfelel6, finomhangolt valaszt.
Az intracellularis Ca?" ionok kotését kovetden konformacio valtozas megy végbe a
kalcium-koté fehérjék térszerkezetében. A kialakult j konformacié teszi lehetové a
kiilonbozé fehérjékkel vald Osszekapcsolodast, vagy éppen transzkripcids faktorok
szabalyozasat (Ikura et al., 2002; DeFalco et al., 2010; Galon et al., 2010). A kalcium
jelatviteli utvonal és a CBF transzkripcios faktorok kozotti kapcsolatot Arabidopsis
modellnévényben bizonyitottak eldszor. Ennek soran kimutattadk, hogy a CAMTAS3
(CaM-binding transcription activator 3) képes szabalyozni az AtCBF2 gén miikodését
(Doherty et al., 2009); igy bizonyitottak a CaM-ok hidegtlirésben betdltott szabalyozo

szerepét.

A [Ca®ei-t befolyasold jelatviteli Utvonalak egyike a foszfolipid jelatviteli
utvonal, amelynek jellemzése novényi rendszerekben még nem tekinthetd kellden
részletesnek. Annyi viszont ismert, hogy szamos masodlagos hirvivé molekula
felszabaditasa mellett ioncsatornak szabalyozasaban is részt vesz (Xue et al., 2009),
szerepet jatszva ezzel abiotikus stresszek elleni védelemben (Xue et al., 2007). A

foszfolipid jelatviteli utvonal els6é eleme a foszfatidilinozitol (PI), mely foszfolipidet a
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Pl-specifikus transzfer protein (PITP) szallitta az endoplazmatikus retikulum és a

sejtmembran kozott.

A Pl 4-kinaz (PI4K) enzim katalizalja a PI molekula foszforilacigjat, biztositva
ezzel a sejthartya PI 4-foszfat (PI4P) készletét. A PI4P molekula foszforilaciojat a
Pl 5-kinaz (PI5K) enzim végzi, létrehozva ezzel a PI 4, 5-biszfoszfat (PIP;) foszfolipidet.
A PIP; hidrolizisét a membrankotott foszfolipaz C (PLC) enzim katalizalja, mely reakcid
eredményei a diacil-glicerol (DAG) ¢és az inozitol 1, 4, 5-trifoszfat (IP3) masodlagos
hirvivé molekulak. Ezek a jelet két kiilonb6z6 iranyba viszik tovabb. Az IP3 — vizoldhato
molekula l1évén — eljut az endoplazmatikus retikulum felszinén 1évé IP3 vezérelt Ca?*
csatornakhoz, ahol konformacio valtozast okoz, igy téve lehetévé a szabad kalcium ionok
felszabaditasat. A DAG-kinaz (DGK) katalizalja a DAG atalakulasat foszfatidsavva (PA),
mely szerepet jatszik kiilonboz6 biotikus és abiotikus stresszvalaszokban, valamint egyes
anyagcsere utvonalakban is. A foszfolipid jelatviteli és Ca’* jelatviteli utvonalak
bemutatasa a 4. dbran lathatd. A foszfolipid jelatviteli utvonal eredményeképpen IP; és PA
szabadul fel. Az IP; vezérelt Ca®" csatorndkon keresztil Ca?* 4aramlik ki az
endoplazmatikus retikulumbol, melyet a kalcium kétd fehérjék érzékelnek. fgy példaul a
kalmodulin a Ca®* kotés kovetkeztében, konformacio valtozas utin kapcsolatot alakit ki a
CAMTA fehérjével, mely fehérjekomplex mar képes szabalyozni a CBF-ek atirasat
(Testerink és Munnik, 2011; Delage et al., 2013; Ruelland et al., 2015; Hou et al., 2016;
Dickson és Hille, 2019).

6.4.1 A foszfolipid jelatviteli utvonal vizsgalata a ndvényi stressztiirésben

A Ca®* stressztiirésben betdltstt kiemelkedd szerepe mar régota ismert; tobb
novényfaj esetében is vizsgaltdk mar a hidegtiirés kialakitasaban jatszott szerepét. A
foszfolipid jelatviteli Gtvonal felelés (részben) az IP3 és a Ca®* masodlagos hirvivék
felszabaditasaért, azonban mindezidaig csak kevés tanulmany foglalkozott a foszfolipid
jelatviteli utvonal kezdeti génjeinek (PITP és P14K) stressztiirésben betdltott szerepével.
Az egyik ilyen tanulmanyban egy hidegtiirének tekintheté kukorica beltenyésztett vonalbol
izolalt SEC14p (a PITP génnel homolog) gén hatasat vizsgaltak Arabidopsis taltermeld
novényekben. Wang et al. (2016b) kimutattak, hogy az eldallitott transzgénikus vonalak
fokozott hidegtiiréssel rendelkeztek a vad tipushoz képest. Ezt a kiilonbséget alacsony
hoémérsékleti stressztolerancidban szerepet jatszd gének (AtPLC gének, AtCBF3, AtCOR
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gének), a kontroll genotipushoz képest szignifikansan megndvekedett génexpresszios

szintjeivel magyaraztak.
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4. dbra: A, foszfolipid jelatvitel — Ca?" jelatvitel — CBF-ek” Gitvonal sszefoglalé abraja (Testerink és
Munnik, 2011; Delage et al., 2013; Ruelland et al., 2015; Hou et al., 2016; Dickson és Hille, 2019).

Egy masik tanulmanyban Kietbowicz-Matuk et al. (2016) a HVPITP gén miikodését
vizsgaltak szarazsagstressz, valamint sOstressz hatdsdra a Saida (szérazsagtiird) és az
Express (szarazsagra érzékeny) arpa genotipusokban. Azt talaltdk, hogy a HVPITP
génexpresszios szintje a vegetativ szervekben jelentésen nagyobb értékeket mutatott
stressz kortiilmények kozott. Ezen eredmény a gén stressztlirésben betdltdtt szerepére utal.
Delage et al. (2012) Arabidopsis pi4k hianyos mutansokkal bizonyitottak, hogy alacsony
hémérsékleten a vonalak lassabban csiraztak a vad tipushoz képest, ami fokozott alacsony
homérsékleti érzékenységre utal, felvetve ezzel az AtP14K gén esetleges szerepét a novény
hidegtlirésében. A bemutatott eredmények arra utalnak, hogy a foszfolipid jelatviteli
utvonal szerepet jatszik a novényi stressztiirés szabalyozasaban, azonban az egyes gének

pontos szerepének bizonyitasdhoz részletesebb vizsgalatok sziikségesek.
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6.5 A nodvényi fotoreceptorok

Az alacsony hémérséklet mellett a fény mint kdrnyezeti faktor is befolyasolja a
Osszetétele is hatassal van a kifejez6désiikre (Kim et al., 2002; Lee és Thomashow, 2012;
Maibam et al., 2013; Novak et al., 2016; Wang et al., 2016a). A fény elnyelését kiillonb6z6
fotoreceptorok végzik, ezek segitségével érzékelik a ndvények a fény iranyat, mennyiségét
és min6ségét (Jiao et al., 2007; Franklin et al., 2014; Li és Mathews, 2016). A voros
(Amax ~660 nm) ¢és a tavoli-vords (Amax ~730 nm) fény elnyeléséért a fitokromok feleldsek,
mig a kék és/vagy UV fény elnyelését a kriptokromok, a fototropinok, valamint a
ZEITLUPE és az UVR8 fotoreceptorok végzik (Casal, 2000; Kim et al., 2007; Sharrock,
2008; Demarsy et al., 2018).

6.5.1 A fitokrémok jellemzése

Az Arabidopsis modellnévény genomjaban legalabb 6t (Clack et al., 1994), mig az
egyszikliek koziil a rizs és az arpa genomjaban legalabb harom-harom fitokrom gén kodolt
(Mathews ¢és Sharrock, 1996). E proteinek két tipusat kiilonboztetjik meg egymastol: a
vords fényt elnyeld biologiailag inaktiv Py tipust, valamint a tavoli-vords fényt elnyeld
biologiailag aktiv Pg tipust. VOros fény hatasara a P, forma Pg, formava alakul. A folyamat
reverzibilis: a Pg forma még sotétben is visszaalakul lassan a P, formava, viszont
tavoli-voros fényre a folyamat sokkal gyorsabban jatszodik le (Rockwell et al., 2006). A
biologiailag aktiv Pg forma legalabb két jelatviteli utvonalban is szerepet jatszik, ugyanis
képes kapcsolatot kialakitani a COP1 (Constitutive Photomorphogenic 1) fehérjével,
valamint a PIF (Phytochrome Interacting Factor) proteinekkel is (Ni et al., 1998, 1999; Lu
etal., 2015).

6.5.2 A PIF gének jellemzése

A PIF gének transzkripciés faktorokat kodolnak, melyek a bazikus
hélix-hurok-hélix (bHLH) fehérjecsaladba tartoznak. Fontos szabaly0ozd szerepiik van
kiilonb6zo fitohormonok metabolizmusaban, valamint biotikus és abiotikus stressz
indukalt jelatviteli utvonalakban is (Paik et al., 2017). A bHLH fehérjestruktira
dimerizalhato proteinekre jellemzd, melyeknél két helikalis domént egy hajlékony hurok
kot Ossze (Toledo-Ortiz et al., 2003). A legtobb HLH fehérje N-terminalis részén egy

24



25

Szakirodalmi 6sszefoglalo

bazikus domén is talalhatd, melynek fontos szerepe van a specifikus DNS-kotés
kialakitasaban (Jones, 2004). Az eddigi ismereteink alapjan elmondhato, hogy a PIF-ek
N-terminalis résziikon egy fitokrom B-k6td motivumot (APB, active phytochrome
B-binding motif) kodolnak, rdadasul némelyikiik egy — az APB és a bHLH domén kozott
lokalizalt — fitokrom A-k6t6 motivummal (APA, active phytochrome A-binding motif) is
rendelkezik.

Bizonyitottan fontos szerepiik ellenére a PIF gének leirdsa és jellemzése csak az
Arabidopsis modellndvény esetében mondhaté részletesnek, mig az agrondémiailag jelent6s
novényeknél a géncsaldd leirasa (és foleg jellemzése) meglehetdsen hianyosnak mondhato.
Az Arabidopsis genomja legalabb hét PIF/PIL (PIF-like, PIF-hez hasonlitd) gént kodol
(Lee és Choi, 2017; Pham et al., 2018). Rizsben (Oryza sativa L.) eddig hat PIL gént
(Nakamura et al., 2007), mig kukoricaban (Zea mays L.) ketté PIF gént (Kumar et al.,
2016) azonositottak. Tudomasunk szerint mindezidaig sem a kenyérbiza, sem az arpa

esetében nem azonositottak egy PIF (vagy PIL) szekvenciat sem.



7 CELKITUZESEK

Kutatocsoportunk egyik f6 érdeklodési teriilete a gabonafélék alacsony
hémérsékleti  stressztolerancidjat kialakitdé molekuldris mechanizmusok vizsgalata.
Munkank soran a hidegstressz ellenni védelem egyik f6 komponensét, a CBF
transzkripcios faktorokat kodold géncsaladot, valamint a rajuk hatd szabalyozo

mechanizmusokat vizsgaltuk.

A PhD értekezés 6 célkitiizései:

e Az arpa CBF gének filogenetikai alcsoportok szerinti cirkadian kifejez6désének,
valamint az alacsony voOrds/tavoli-vords aranyd spektrum génexpresszios
mintazatra gyakorolt hatasanak vizsgalata.

e Annak vizsgilata, hogy a HVCBF génekre hato Ca?*, valamint a foszfolipid
jelatviteli Gtvonalak mely elemeinek expresszidja mutat cirkadian ritmust, illetve
mely komponens(ek)re van az alacsony voros/tavoli-vords aranya fénynek hatasa.

e A foszfolipid jelatviteli utvonal kezdeti lépéseit kodolo két gén, a HVPITP és
HVPI4K gének szerepének tanulmanyozasa az arpa abiotikus stressztoleranciajanak
kialakitasaban, transzgénikus novények analizisével.

e A vOrds és tavoli-vords tartomanyaban elnyeld fitokrom fehérjékkel kapcsolatot
kialakito PIF transzkripciés faktor szekvenciak in silico azonositasa, azok
filogenetikai csoportositasa, valamint a fitokrom koétohelyeket kodolo szekvencidk

identifikalasa.
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8.1 Cirkadian ritmus vizsgalata arpaban

8.1.1 Felhasznalt novényanyag és nevelésiik koriillményeli

A tanulmanyozandd gének cirkadian ritmusanak vizsgélataihoz az arpa
(Hordeum vulgare spp. vulgare) egy 6szi, kétsoros genotipusat, a Nure-t (Genomics
Research Centre, Fiorenzuola d'Arda, Olaszorszag) vontuk be a kisérleteinkbe, mely fajta
kiemelkedé fagytiréssel rendelkezik. E tulajdonsaga miatt az alacsony hémérsékleti
stressztolerancia, igy a CBF gének tanulméanyozasara ,modellfajtaként” gyakran
alkalmazzak. A gabonaszemek csiraztatasat Petri-csészékben végeztiik el, desztillalt vizzel
nedvesitett szlirGpapir felhasznalasaval. A magokat egy napon keresztiil 25/25°C-on
(nappal/éjszaka) duzzasztottuk, majd harom napon keresztil 5/5°C-on inkubaltuk,
closegitve ezzel a csirandvények egyenletes fejlodését. A csiraztatast kovetden
szazotven-szazdtven csirandvényt faladdkba iltettiink (380%260x110 mm), 2:1:1 ardnyt

kerti fold, homok és humusz termesztékozegbe.

Ezek utan a novényeket hét napon keresztiil Conviron PGV36 (Controlled
Environments Inc.) tipusti klimakamraban, 12 6ras megvilagitas mellett, 20/17°C
hémérsékleten, 70-75%-0s relativ paratartalomban neveltiik tovabb. A novényneveld
kamraban  beallitott 250 pmol m?s™  fényintezitast  fluoreszcens  fénycsdvek
(Sylvania 215 W F96 T12) biztositottak. Ezt kovetéen a névénynevel6 kamra hémérséklete
folyamatos 22/22°C-ra modosult, azonban a tobbi kornyezeti paraméter nem valtozott. A
novényeket ezen a magasabb hOmérseékleten 6t napig neveltiik, mely periodus utdn a
Z13-as fejlettségi allapotot érték el (Zadoks et al., 1974), amikor is a faladakat a
fénykezeléshez két részre osztottuk el a kamran beliil. A ndvények fele tovabbra is a
fluoreszcens fénycsovek altal kibocsatott fehér fény alatt nevelkedett tovabb, melynek
Osszetétele megegyezett az eldnevelés soran alkalmazott spektrummal, viszont a masodik
csoport a fehér fény mellett tavoli-vords fénykiegészitést kapott (5. abra). A két csoport
kozé fényvisszaverd foliat helyeztink el, megakadalyozva ezzel az esetleges

fényszennyezést.
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Fénykezelés (fehér)
m-:-:-:-m
Elénevelés 7 nap 4 nap
Csiraztatis Elénevelés (fehér) 22/22°C 22/22°C
(fehér) (fehér)
5 nap
1 nap 3 nap 7 nap 22/22°C
25/25°C 5/5°C 20/17°C

5. abra: A célgének cirkadian ritmusanak vizsgalatahoz alkalmazott novénynevelési koriilmények és

mintavételezések sematikus Osszefoglalasa. A fénykezeléseknél talalhato fekete/fehér skala a sotét/fény
szakaszokat jelenti.

8.1.2 Téavoli-voros fénykezelés

A fehér fény mellett (6/A.abra) a tavoli-voros fénykiegészitést 735 nm
hullamhosszon emittalé 3W LED panelek (Shenzhen Justar Electronic Technology Co.,
Ltd., Kina) biztositottak tizenegy napon keresztil (6/B. abra). A fénykezelés a
voros/tavoli-vords fény aranyat 0,4 - 0,5-re csokkentette, mig mas kornyezeti paraméterek

nem valtoztak.
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6. abra: A periodicitas vizsgalat soran alkalmazott fénykezelések spektralis dsszetétele. Jol lathato a
tavoli-vords tartomanyban emittald LED panelek hatasa (B) a fehér fényt kibocsatdé fluoreszcens
fénycsovek altal 1étrehozott spektrumra (A).

8.1.3 Mintavétel periodicitas vizsgalathoz

A fénykezelés megkezdése utani nyolcadik napon, kdzvetleniil a fény bekapcsolasa
utdn kezdtik meg a levélmintdk begyiijtését. A mintasorozat eldallitdsdhoz 4 napon
keresztiil, 4 6ranként tortént mintavételezés. Az elsd és a mdasodik mintavételi napon

tovabbra is 12 o6ras megvilagitast kaptak a novények, azonban a harmadik és a negyedik
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napon folyamatos fény alatt neveltiik 6ket tovabb (5. abra). Mind a huszondt mintavételi
idépontban harom-harom kiilonallé novény legfiatalabb, de mar kifejlett levelének kdzépso
harmadat szedtiik le, mind a fehér, mind az alacsony voros/tavoli-vords fénykezelést kapott
novényekrol, létrehozva ezzel egy biologiai ismétlést. A leveleket folyékony nitrogénben

lefagyasztottuk, majd a mintakat felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

8.1.4 Génexpressziods vizsgalat

Az RNS izolalashoz a Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research Corp., USA)
meghatarozasahoz NanoDrop 2000 spektrofotométert alkalmaztunk (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA), majd a mindségiiket agaroz gélelektroforézissel igazoltuk. A reverz
transzkripciohoz 1 pg RNS-t, valamint M-MLV Reverse Transcriptase enzimet ¢és
oligo (dT) 15 primert (Promega Corp., USA) hasznaltunk a gyartok protokolljai szerint. A
vizsgalt gének expresszios szintjét CFX96 Touch™ Real-Time (,,valos idejii”) qPCR
(Bio-Rad Hungary Ltd., Hungary) késziilékkel hataroztuk meg, Kapa Sybr® Fast
Universal gPCR (Kapa Biosystems Inc., USA) reagens segitségével. A szakirodalomban
mar korabban leirt, illetve sajat tervezésii primerparokat is hasznaltunk a génkifejezodések

meghatarozasahoz (1. melléklet).

Mivel mindeziddig a PITP, a Pl4K, a PLC, és a CAMTAS3 szekvenciak egyikét sem
azonositottak arpaban, ezért mas fajokban mar leirt templat szekvencidkkal folytattunk
kereséseket. Mindegyik esetben az NCBI-BLAST/blastn (Altschul et al., 1990)
segitségével végeztiink kereséseket az arpa nukleotid adatbazisdban (NCBI, Nucleotide
collection). A taldlatok koziil a kiindulési szekvencidkhoz leginkabb hasonlo, ismeretlen

arpa szekvencidkat hasznaltuk a génexpresszios vizsgalatokhoz (1. tablazat).

A primertervezéshez az NCBI (National Centre for Biotechnology Information,
USA) adatbazist, valamint az Oligo Analyzer programot (fejleszté: Teemu Kuulasmaa,
1.0.3-as verzio) hasznaltuk fel. A primerek specifikussagat minden esetben az amplikonok
olvadasi gorbéjének meghatdrozasaval igazoltuk. A relativ génexpresszids szinteket AC,
modszer segitségével hatdroztuk meg hdrom technikai ismétlés alkalmazasaval, biztositva
ezzel, hogy a kapott értékek kezelésenként és génenként is Osszehasonlithatoak legyenek.

Referencia génként a HvCyclophilin-t alkalmaztuk (Livak és Schmittgen, 2001).
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1. tablazat: Az ismeretlen arpa célgének kereséséhez felhasznalt templat szekvencidk, a BLAST

keresések eredményeként kapott értékek, valamint a legjobb talalatok NCBI azonositdja

HWPITP | XM_020294916.1 (t?X‘:g‘fngz) 83% 0,0 94% AK374523.1
HVP14K AJ429217.1 (t?x(:(rj(:jngZ) 89% 0,0 88% AK360859.1
HVPLC1 HM754654.1 (t:X‘:;‘fZgTZ) 90% 0,0 92% AK370341.1
HWPLC2 | XM_003579013.3 (t?X‘:g‘fngz) 74% 0,0 89% AK360343.1
HVCAMTA3 | XM_010230752.2 Hordeum 92% 0,0 88% AK365210.1

(taxid:4512)

8.2 HVPITP ¢és HVPI4K génfunkcios vizsgalatok

8.2.1 Transzformacids konstrukcidk és transzgénikus novények eldallitadsa

Kutat6csoportunk korabbi munkaja soran transzgénikus vonalak eldallitasahoz az
altaluk kivalasztott AK374523.1 (HvPITP), valamint az AK360859.1 (HvPI4K)
szekvenciak (1.tablazat) amplifikdlasahoz a Nure arpafajta csiranévényeibél DNase |
(Promega, USA) enzimmel emésztett RNS-t izolaltak (TRIzol® Reagent, Invitrogen Corp.,
USA), majd M-MLYV Reverse Transcriptase segitségével cDNS-t allitottak el6. A HVPITP
és HVPI4K gének amplifikalasat az AccuPrime™ Pfx DNA polimeraz segitségével

végezték el a kdvetkezd primerparok felhasznalasaval:

»PITP Gateway Fw” (5 CAC CAT GGT TCA GAT CAA GGA ATT CCG AATC 3’)
»PITP Gateway Rev” (5 CTA CGT GCA GCT CCC CAT GAC TGC 3°)

»Pl14K Gateway Fw” (5> CAC CAT GTC ACA AGG GAT GAA CAT GTT CGT G 3’)
»Pl14K Gateway Rev” (5 CTA TTT CTC AAT ACC TTG CTG CAA GTA TTG 3°).

A célgének kodold részét a gabonafélék transzformaldsdhoz tervezett pBract214
vektorba klonoztdk be. A Fw primerek 5° végén a CACC szekvencidk biztositottdk a
(Invitrogen Corp., USA) Gateway alapu klonozo vektorba épitették, majd LR
rekombinaciot hajtottak végre a klonozo donor vektor és a pBract214 binaris recipiens

vektor (John Innes Centre, UK) kozott. A recipiens vektorban a kukoricabol szarmazo
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ubikvitin prométer, valamint az Ubi-1 intron biztositja a regeneralodott novényekben a

HVPITP és HVPI4K gének konstitutiv expressziojat.

Az igy eldallitott pBract214-HVPITP és pBract214-HvPI4K  Konstrukciokat
(2. melléklet) Agrobacterium tumefaciens (AGL1) segitségével, Bartlett et al. (2008),
valamint Harwood et al. (2009) modszere alapjan jutattdk be az arpa egy tavaszi
genotipusaba, a Golden Promise fajtabol izolalt éretlen embriokba. E modszerek alapjan
szovettenyésztési munkak, valamint a regeneraciot kovetden 15 fliggetlen (kiilon-kiilon
kalluszrdl regeneralodott) HVPITP és 13 fiiggetlen HVPI4K tultermeld egyedet hoztak 1étre
15 PITP ¢s mind a 13 PI4K transzgénikus vonal tartalmazta a promoter + célgén, illetve a

célgén + terminator szekvenciakat, valamint a hpt szelekcios markergént is.

8.2.2 Transzgénikus novények molekularis elemzése

E disszertacid keretei kozott, a transzgén jelenlétének igazolasdhoz sziikséges
DNS-t a fiiggetlen kalluszokrol regeneraldodott novényekbél a DNeasy Plant Mini kit
(Qiagen, Németorszag) felhasznalasaval izolaltuk a gyartd utasitasai Szerint. A DNS
mintdk mindségét gélelektroforézis technikdval vizsgéltuk. A transzgén beépiilését a
higromicin foszfotranszferdz (hpt) szelekcios markergénre specifikus primerparok
segitségével igazoltuk (Stanley et al., 2011). A kovetkez6 primerszekvenciak
felhasznalasaval elvégeztiik a promoter + célgén, illetve a célgén + terminator szekvencia

szakaszok amplifikalasat is:
»HVPITP Fw” (5 CAC CAT GGT TCA GAT CAA GGA ATT CCG AAT C 3”)
,HVPITP Rev” (5 CTA CGT GCA GCT CCC CAT GAC TGC 3°)
,,HVPI4K Fw” (5 TAC AGC TGG ACA GCG GTA TTC CTC TCC 3°)
,»HVPI4K Rev” (5 AAC TGG ATC CTT TTC TGG TGG TGC C 3°).
Az amplifikaci6 utan az 1214 bp (HVPITP Fw + terminator), 1013 bp
(HVPITP Rev + prométer), 1251bp (HVPI4K Fw + terminator) ¢és a 1202 bp

(HvPI4K Rev + promoter) nagysagi PCR termékeket gélelektroforézissel ellendriztiik
(Soltész et al., 2013).
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A transzgénikus vonalak kopiaszdm meghatarozasat a Ty (kalluszokrol
regeneralodott novények) és Ty (a To Ontermékenyitése kovetkeztében 1étrejott magok és
az azokbol csiraztatott novények) nemzedékek egyedeibél nyert DNS mintakon a
g-Count™ (IDna Genetics Ltd., UK) szolgaltatoval végeztettiik el. Referenciaként a hpt
szelekcios markergént alkalmaztak. A T, vonalak zigécia allapotanak meghatarozasat a Ty
¢s T egyedek kopiaszam értékei alapjan hatdroztuk meg. Ennek alapjan allitottuk eld a

genetikailag stabil, homozigota T, magokat.

A transzgének kifejez0désének mértékét Real-Time qPCR segitségével igazoltuk.
Az RNS mintak izolaldsdhoz genotipusonként a T1 nemzedék 6t-6t egyedének legfiatalabb,
de mar kifejlett leveleit izolaltuk az RNeasy Plant Mini kit (Qiagen®, Németorszag)
felhasznalasaval. A DNS szennyezddést a DNase | Set (Zymo Research Corp., USA)
enzim hasznalataval kiiszoboltik ki. Az RNS mintak koncentracié meghatarozasat a
NanoDrop 2000 Spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) segitségével
végeztik el. A mintdk integritasat, valamint a DNS lebontdsdnak sikerességét
gélelektroforézissel ellendriztiik. A cDNS szintézis menete, valamint a génexpresszios
szintek meghatdrozasa megegyezik a 8.1.4 fejezetben leirtakkal. A relativ expresszids
értékeket AACy modszer segitségével hataroztuk meg (Livak és Schmittgen, 2001).
Normalizalashoz minden esetben a Golden Promise vad tipust, azaz a nem transzformalt
vonalban kapott expresszios értéket vettikk alapul. A HVPITP és HvPI4K transzgénekre
specifikus primerparok szekvencidi megegyeznek a transzgének beépiilésének

igazolasahoz hasznalt primerszekvenciakkal.

8.2.3 Transzgénikus novények morfologiai jellemzése

A transzgénikus vonalak hajtascsicsanak fejlodési iitemét a Ty nemzedéken
vizsgaltuk. A novények bokrosodasi csomoéjabdl hajtascsucsot (apex) izolaltunk Zeiss
Stemi 2000-C tipust sztereo mikroszkop (Carl Zeiss Mikroskopie, Jena, Németorszag),
valamint szike és ékszercsipesz segitségével. Az apexek fejlettségi allapotat a Zadoks et al.

(1974) altal kidolgozott skala alapjan hataroztuk meg.

A transzgénikus vonalak fenotipizalasat a homozigota T, nemzedéken végeztiik el.
A csiraztatasi protokoll megegyezett a 8.1.1 fejezetben leirtakkal. A novények Z13-as
fejlettségi allapotban vernalizacids kamraba keriiltek, ahol a hdmérséklet 0,9°C és 5,9°C

kozott valtozott. A megvilagitas 20-25 pmol m?s™ fényintenzitdsu volt 16 oran at.
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Négyhetes hidegkezelés utan genotipusonként 7-7 egyedet iiltettiink el 2:1:1 ardnyu kerti
fold, homok és humusz keveréket tartalmaz6é milanyag cserepekbe, majd Conviron PGR15
(Controlled Environments Ltd., Kanada) novénynevel0 kamraba helyeztiik el Oket. Itt
18/15°C homérséklet, 220 pmol m2s? fényintenzitas, 70-75%-os relativ paratartalom volt
16 6ras megvilagitas mellett. Héthetes nevelés utan a homérséklet 22/20°C-ra emelkedett,

mig a tobbi paraméter nem valtozott.

A novények fejlodése soran egyedenként feljegyeztiik a kaldszolasi- és viragzasi
idépontokat, a teljes novénymagassagot, az elszaradas utani biomassza tomeget, a kalaszok
betakaritasa utan pedig a fékalaszok hosszat, tomegét, szemszamat, illetve a névényenkénti
Osszes szemszamot, 0sszes szemtomeget, mellékkalaszok szdmat, és kiszamoltuk az

ezermagtomeget is.

8.2.4 Fotoszintetikus pigmentek meghatarozésa

A pigmentek mennyiségi meghatarozasahoz a novények fejlédése soran kétféle
technikat alkalmaztunk. Az elsé mérést Kilenchetes novényeken végeztiik el SPAD-502
Klorofill méré miiszer (Minolta Co. Ltd., Japan) segitségével. Ekkor a novények Z51-52
fejlettségi allapotban, azaz korai kaldszolasi stddiumban voltak. A méréseket minden egyed
esetében a zaszloslevél kozépsd harmaddban végeztik el, hét ndvényt mértiink

genotipusonként.

A masodik mérési modszer alkalmazisdhoz a transzgénikus vonalakbol
csirandvény korban szedtik le a levélmintdkat, vonalanként ot-6t egyedrdl. A
levélmintakat folyékony nitrogén hozzaadasa utan poritottuk, majd a pigmenteket 80%-0s
acetonnal vontuk ki. A spektrofotometridas méréseket Cary 100 Scan UV-Visible
késziilékkel (Agilent Technologies, USA) hataroztuk meg. A klorofill a, klorofill b,
valamint a karotinoidok maximalis fényelnyelését figyelembe véve 664 nm-en, 646 nm-en
és 470 nm-en hataroztuk meg a mintdk abszorbancidjat. Az eredményeket pug x g’1 friss

tomegként jelenitettiik meg Lichtenthaler és Buschmann (2001) alapjan.

8.2.5 Transzgénikus novények fagytiirésének tesztelése

A transzgének fagytiirésre gyakorolt hatasat két tipust kisérletben vizsgaltuk. Az
egyiknél a fagyasztdsi homérséklet beallta elott hidegedzési periddust alkalmaztunk, mig a

masiknal az elénevelés utan — hidegedzés nélkiil — kozvetlentil tettiik ki a ndvényeket a
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fagy karositd hatasanak. A kisérleteket a T; (hidegedzést kovetd fagyteszt) és a T3
(hidegedzés nélkiili fagyteszt) nemzedékek egyedein végeztiikk el. Mind a két esetben a
Golden Promise vad tipust vettiik viszonyitasi alapnak. A magvak csiraztatasa megegyezett
a 8.1.1 fejezetben leirtakkal.

Genotipusonként 20-20 novényt dltettiik faladakba, termesztokozegként 2:1:1
aranyu kerti fold, humusz és homok keverékét hasznaltuk. A ladakat ndovényneveld
kamraba helyeztiik, ahol kornyezeti paraméterként 16 6ras megvilagitast, 20/15°C nevelési
hémérsékletet, 220 pmol m2s™ fényintenzitast valasztottunk. A kisérletek teljes idotartama
alatt a faladakat heti rendszerességgel randomizaltuk a kamran beliil, kikiiszobolve ezzel az
esetleges kornyezeti inhomogenitast. A kétféle fagyasztasi protokoll alkalmazasat a

novények tizenkilenc napos koraban kezdtiik el Z15-6s fejlettségi allapotban.

A hidegedzés megkezdéséhez a kamra homérséklete tizennégy napon keresztiil
folyamatosan csokkent, mig elérte a folyamatos 5/5°C-ot, (a tovabbi kornyezeti
paraméterek nem valtoztak). A novényeket tovabbi 14 napon keresztiil tartottuk ezen a
hémérsékleten, majd megkezdtik a 4 napig tartdé fagyasztast. Ennek soran a
homérseklet -0,6°C/ora iitemben csokkent, egészen addig, mig a kamra elérte a
legalacsonyabb -6°C-ot. A fagyasztas hdmérséklete, azaz a -6°C 24 oran at tartott, majd a
hémeérséklet +0,6°C/ora iitemben emelkedett egészen 18°C-ig, amikor is a ndvényeket
regeneracidos kamraba helyeztiik 4t, ahol a nevelési hdmérséklet 18/13°C volt (a tobbi

kornyezeti paraméter megegyezett az elonevelésnél alkalmazottakkal).

A masodik tipusu fagyasztasi protokoll alkalméval a fiatal novényeket hidegedzési
periodus nélkiil tettiik ki két kiilonbozé homérsekletii fagyhatasnak. A kamra homérséklete

gyorsan, -3°C/éra titemben csdkkent -3°C ¢és -5°C-ra.

Mind a két esetben a legalacsonyabb homérsékletet 16 oran keresztiil alkalmaztuk.
A fagyasztas befejezése utdn a novényeket 18/13°C hémérsékletli regeneracidos kamraba
helyeztik el (a tovdbbi kornyezeti paraméter megegyezett az eldnevelésnél

alkalmazottakkal).

Mind a két tipusu fagytesztnél, amikor a kamrdk homérséklete elérte a 0°C-0s
hémérsékletet, desztillalt vizzel permeteztik le a ndvények leveleit, segitve ezzel a

jégkristalyok kialakulasat. A fagyasztasok utan a novények levelét visszavagtuk, majd
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harom hét regenerdcios fazis utdn értékeltik az egyedek regeneracios képességét,

tulélésének mértékét (Sutka, 1981).

8.2.6 Transzgénikus novények NaCl indukalt séstressz kezelése

A HVPITP ¢és HVPI4K gének sotlirésben betoltott szerepét kétféle kisérletben
vizsgaltuk. Az els6nél a NaCl csirazasra kifejtett hatasat teszteltilkk, melyben a Tj
nemzedékbdl szarmazo 6 PITP és 4 PI4K vonalat csiraztattunk. Kontrollként itt is a vad
tipusi Golden Promise-t hasznaltuk. Vonalanként 10-10 szemet Petri-csészékbe
helyeztiink, harom biologiai ismétlésben (azaz 30 egyed genotipusonként). A
szlir6papirokat modositott 2 Hoagland oldattal (2. tablazat) nedvesitettiik be (Hoagland és
Arnon, 1950), valamint sokezelésként a '2 Hoagland oldatot egészitettiik ki 150 mM
NaCl-dal. A csiraztatast sététben, 26°C hémérsékletli inkubatorban végeztiik el harom

napon keresztiil. A kisérlet végén meghataroztunk a csirdk gyokér- és hajtashosszat.

2. tablazat: Médositott Y2 Hoagland tapoldat 6sszetétele, mely az eredeti recepthez képest (Hoagland és
Arnon, 1950) fele mennyiségli makroelemet tartalmazott; az oldatok pH értékét minden esetben 5,8-ra
allitottuk be

KNO, 2,50 mM
Ca(NO3), x 4 H,0 2,50 mM
MgSO, x 7 H,0O 1,00 mM
KH,PO, 0,50 mM
H3BO;3 5,78 uM
MnCl, x 4 H,0 2,29 uyM
ZnSO, x 7 H,O 0,10 uM
Na,MoO, x 2 H,0 0,06 uM
CuS0O,4 x 5 H,0 0,04 uM
C1oH12N;NaFeOg ‘ 0,11 mM

A masodik tipusu kisérletnél is a T3 nemzedékbdl szarmazo hat PITP és négy PI4K
transzgénikus vonal, valamint a vad tipusu Golden Promise novények sotiirését vizsgaltuk
hidroponikus koriilmények kozott. Csirdztatast kovetden (a modszer megegyezik a 8.1.1

fejezetben leirtakkal) genotipusonként tiz-tiz egyedet miianyag edényekre helyeztiink,
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500 ml % Hoagland oldat hasznalataval (2.tablazat). Az edényeket POL-EKO ST 500
tipusu (POL-EKO-APARATURA, Lengyelorszag) novényneveld szekrénybe helyeztiik.
Kornyezeti paraméterként 16 6ras megvilagitast, 22/20°C hoémérsékletet, valamint
120-130 pmol m?s™ fényintenzitast alkalmaztunk. Az elénevelés Kkilenc napig tartott,
azutan megkezdtik a novények felének sokezelését. A stresszkezelést 150 mM
toménységli NaCl-ot tartalmazé 2 Hoagland oldat alkalmazasaval valositottuk meg, mig a
kontroll novények valtozatlanul 2 Hoagland oldaton nevelkedtek tovabb. A ndvények
egységes fejlodése érdekében az oldatokat a teljes kisérlet alatt két naponta cseréltiik,
valamint a mianyag edények kamran beliili helyzetét is véltoztattuk az inhomogenitas
elkeriilése miatt. A sokezelés megkezdése utani nyolcadik napon fejeztiik be a kisérletet,
amikor is meghataroztuk az egyedek levelének SPAD értékét (lasd 8.2.4 fejezet),
hajtashosszat, hajtastomegét, gyokérhosszat, gyokértomegét, valamint Schonfeld et al.

(1988) alapjan a levelek viztartalmat is.

8.2.7 Transzgénikus novények komplex stressztlirési vigor tesztje (CSVT)

A T3 nemzedékbdl szarmazd magok, valamint a vad tipusu Golden Promise
genotipus kombinalt hideg és hipoxias stressztlirését Barla-Szabo ¢és Dolinka (1988)
alapjan vizsgaltuk. A kombinalt stresszt az alacsony homérséklet és a hipoxia egyiittes
alkalmazasa jelentette. A vizsgalt vonalakbol szaz-szaz szemet desztillalt viz ala
meritettiink, majd két napon keresztiil szobahdémérsékleten tartottuk Oket, azutdn a
harmadik napon 5°C-0s inkubatorba tettiik a magokat. A négynapos stresszkezelés utan
huszon6t-huszondt szemet szlir@papirra helyeztiink, véletlenszertien létrehozva igy négy
biologiai ismétlést. A szlrdpapirok feltekerése utan fiiggdleges helyzetbe allitottuk a
tekercseket, majd 20°C-os inkubatorba helyeztiik Oket, és biztositottuk a folyamatosan
magas paratartalmat. A biologiai ismétlések kamran beliili helyzetét két naponta
valtoztattuk. Nyolc nappal késébb megmértiik a csirak hosszat, valamint meghataroztuk a
genotipusok tulélési szazalékat és a nagy vigorral rendelkezé csirak szamat is. Ez azokat a
csirdkat jelenti, melyeknek hossza meghaladta az adott ismétlésben 1évé harom

leghosszabb csira atlaghosszisaganak a kétharmadat.

8.2.8 Statisztikai elemzések

Az adatok statisztikai kiértékelését az SPSS 16.0 verzioja szoftver segitségével

végeztiik el. A normalitds vizsgalathoz a Klomogorov-Smirnov tesztet hasznaltuk, mig a
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szorasnégyzetek egyezésének vizsgalatahoz Levene probat alkalmaztuk. Az adatokat
egytényezOs varianciaanalizissel hasonlitottuk ©Ossze, majd LSD (Least Significant
Difference) probat, vagy Tukey’s-b (szignifikancia szint egységesen a =0,05) post hoch
paronkénti Osszehasonlitast végeztiink az eldfeltételek teljesiilése esetén. Azoknal az
adatértékeléseknél, ahol az eléfeltételek nem teljesiiltek, nemparaméteres Mann-Whitney

probat alkalmaztunk. A szignifikans eltérések jelolése: *, **, *** ha P <0,05, 0,01, 0,001.

8.3 PIF szekvenciik in silico azonositasa

8.3.1 bHLH domén szekvenciak sziirése az arpa proteomban

Az insilico vizsgalatokhoz a disszertacio irasakor elérhetd legjabb verzidju
(40. kiadas) arpa proteomot hasznaltuk fel, melyet az Ensembl Plants (Kersey et al., 2018)
honlaproél toltottiink le. Az adatbazis altal hasznalt 11+1 karakter(i szamkodokat hasznaltuk
a szekvenciak azonositdsara. A feltételezett bHLH szekvenciak azonositdsira a HMMER
3.0 verzioju programot (Eddy, 2009) és az un. rejtett Markov-modell (HMM) modszerét
alkalmaztuk a Pfam (Finn et al., 2016) HLH domén profil (PF00010) felhasznalasaval. A
szoftver altal prediktalt bHLH szekvencidkat manualisan szelektaltuk, csokkentve az
ismétlédések szamat és kizarva a hianyos taldlatokat. A szekvencidk illesztését a Clustal
Omega (EMBL-EBI) webes program (Sievers et al., 2011) segitségével végeztiik el. Ezt
kovetden a WebLogo 2.8.2 verzidju programot (Crooks et al., 2004) hasznaltuk a bHLH

crer

8.3.2 Szekvencia illesztések, filogenetikai elemzés és motivumkeresés

Az azonositott arpa bHLH szekvenciak filogenetikai csoportositasahoz, valamint az
arpa PIF gének azonositisdhoz mar ismert Arabidopsisthaliana (At) és rizs
(Oryza sativa: Os) bHLH fehérjék filogenetikai alcsoportjainak reprezentativ elemeit
(Pires és Dolan, 2010), valamint kiilonb6z6 novényfajok mar azonositott PIF szekvenciait
(NCBI adatbazis), ugy mint AtPIF, AtPIL, OsPIF és a szoja (Glycine max: Gm) PIF
szekvenciait vontuk be az elemzésbe (3. tablazat). A szekvencia illesztéseket a Clustal
Omega (EMBL-EBI), valamint a MEGA X szoftver (Kumar et al., 2018) felhasznalasaval
készitettiik el. A szekvenciak filogenetikai elemzéséhez a Simple Phylogeny (EMBL-EBI)
Neighbor-Joining modszerét hasznaltuk (Larkin et al., 2007), és a kapott fat bootstrap
analizis segitségével (1000 ismétlés) ellendriztiik (Felsenstein, 1985). A filogenetikai fa
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struktira  grafikus  dbrdzolasdhoz a  FigTree 1.4.3 verzigju  programcsomagot
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), valamint a MEGA X szoftvert hasznaltuk fel.

3. tablazat: Az arpa bHLH szekvencidk filogenetikai alcsoportjainak azonositdsara felhasznalt
szekvencia azonositok; az AtbHLH, az OsbHLH, az AtPIL és az AtPIF szekvencidkat Pires és Dolan
(2010) alapjan gyijtottik Ossze, mig az OsPILlikel3 (XP_015618074.1), OsPILlikel5
(XP_015619034.1) és GmPIF3 (NP_001340167.1) szekvenciak az NCBI adatbazisb6l szarmaznak

la AtbHLHO094 AtbHLH099 OsbHLH044
Ib (1) AtbHLHO095 OsbHLH146
Ib (2) AtbHLH118 AtbHLH162 OsbHLH168
1 AtbHLHO089 AtbHLHO091 OsbHLH142
I (a+c) AtbHLHO027 AtbHLHO029 OsbHLH156
Ib AtbHLHO061 AtbHLH116 OsbHLH004
I (d+e) AtbHLHO004 AtbHLHO005 OsbHLH009
1nif AtbHLHO002 AtbHLHO012 OsbHLHO016
IVa AtbHLHO018 AtbHLHO025 OsbHLHO018
Vb AtbHLHO011 AtbHLHO047 OsbHLH061
Ve AtbHLH105 AtbHLH115 OsbHLH059
IvVd AtbHLHO041 AtbHLH092 OsbHLH026
Va AtbHLHO046 AtbHLH141 OsbHLH031
Vb AtbHLHO030 AtbHLH032 OsbHLH042
OsbHLH152
VI (a+b) AtPIL1 AtPIL2 AtPIF3 AtPIF4 AtPILS AtPIL6 AtPIF7
OsPILlikel3 OsPILlikel5
GmPIF3

Vlilla AtbHLHO052 AtbHLH053 OsbHLH178
VIlib AtbHLHO040 AtbHLH140 OsbHLH123
Vllic (1) AtbHLHO083 AtbHLHO086 OsbHLH127
Vllic (2) AtbHLHO054 AtbHLHO085 OsbHLH128
IX AtbHLH122 AtbHLH128 OsbHLH111
X AtbHLH110 AtbHLH112 OsbHLHO073
Xl AtbHLHO069 AtbHLH082 OsbHLH114
Xl AtbHLHO060 AtbHLH062 OsbHLH095
X1 AtbHLH156 AtbHLH157 OsbHLH149
XV AtbHLH143 AtbHLH145 OsbHLH138
XV AtbHLH134 AtbHLH136 OsbHLH154

A bHLH fehérjék filogenetikai alcsoportjainak részletesebb vizsgalatat, valamint az
APA és APB motivumkeresést a Jalview 2.10.5 verzioju program (Waterhouse et al.,
2009), a MEGA X szoftver (Kumar et al., 2018) és a MEME honlap FIMO algoritmusa
(Bailey et al., 2009) segitségével végeztiik el.
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9 EREDMENYEK

9.1 C¢élgének cirkadian kifejez6désének vizsgalata

A foszfolipid és a Ca?* jelatviteli Gtvonalak egyes génjeinek, valamint a HVCBF
transzkripcids faktorokat kodold gének cirkadian ritmusanak vizsgalata soran kapott
eredményeket az alabbiakban mutatjuk be. A génexpresszids vizsgalatok soran
referenciaként hasznalt HvCyclophilin gén kezeléstdl fiiggetlen megnyilvanulasat a két
fénykezelés 0sszes mintdjan ellendriztiik, harom technikai ismétlés alkalmazasaval. A Cq
értekek atlaga a fehér fénykezelés esetében 21,13+0,82, mig a tdvoli-voros
fénykiegészités esetében 21,68 + 0,57 volt. A kapott eredmények alapjan a HvCyclophilin
gén megnyilvanulasat stabilnak tekintettilk, igy referenciaként alkalmaztuk a

génexpressziok normalizalashoz.

9.1.1 Oragének expresszios mintazatainak meghatarozasa

A HvVCCAl gén expressziés vizsgalata soran megallapitottuk, hogy annak
kifejez6dése a cirkadian oOra hatasa alatt all (7/A. abra), viszont folyamatos megvilagitas
esetén a gén mikodeése alig detektalhato. Kifejezddése a mesterséges fény bekapcsolasat
kovetden — tehat ,,napkeltekor” — a legintenzivebb. Az alacsony vords/tavoli-vords aranyu

fény nem befolyasolja jelentdsen az expresszio ritmusat, valamint a mértékét sem.

A HVTOC1 gén kifejezddése a mesterséges vilagitas lekapcsolasat kovetd — tehat a
»kora esti” — orakban a legintenzivebb, Kifejez6dését a kozponti oszcillator szabalyozza
(7/B. abra). Periodicitasat és kifejez6désének intenzitasat folyamatos megvilagitas esetén is
megoOrzi, azaz cirkadian ritmust mutat. A fény/sotét szakaszok valtakozasa mellett a
tavoli-vords fénykiegészités hatdsara a HVTOCL1 gén fokozott kifejezddést mutatott (a
periodicitds megl6rzése mellett). Folyamatos megvilagitdas hatasara, az alacsony
voros/tavoli-vords aranyu fény mellett, egy folyamatos, periodus nélkiili alacsony

génexpresszids szintet figyeltiink meg.



Eredmények

HvCCAl A

0 4 81216200 4 8121620 0 4 8 1216 20242832364044 48

fehér fény —=—alacsony vords/tavoli-vords ardanyu fény

HvTOoC! B

0 4 81216200 4 8121620 0 4 8 121620242832364044 48

fehér fény —=—alacsony vords/tavoli-vords ardnya fény

7. abra: A HVCCAL (A) és HVTOC1 (B) gének expresszidés mintazata a fehér-, valamint az alacsony
voros/tavoli-vords aranyu fénykezelés hatasara. Az abszcissza értékei a mesterséges fény bekapcsolasa
oOta eltelt orakat jelzi. A fekete/fehér skala a sotét/fény szakaszokat reprezentalja.

9.1.2 Foszfolipid jelatvitel génjeinek expresszids vizsgalata

A foszfolipid jelatviteli itvonal kezdeti elemei koziil a HVPITP, valamint a HVP14K
gének expresszids mintdzatat hatdroztuk meg. Megfigyeltiik, hogy a HVPITP gén a
kozponti oszcillator hatasa alatt all, expresszidja cirkadian ritmust mutat, melynek
maximumai a reggeli 6rakban tet6znek (8/A. abra). Tavoli-voros fénykiegészités hatasara a
gén muikodése mérséklodik, folyamatos megvilagitds esetén periodicitdsat elvesziti. A
HVP14K gén expresszios vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az cirkadian ritmust mutat,
mivel folyamatos megvilagitas esetén is megérzi a fazisat (8/B. abra). Kifejezodése az
¢jszakai/kora reggeli ordkban éri el maximumat. Alacsony vords/tavoli-vords aranyt fény
hatdsara a HVPI4K expresszidja faziseltolddast mutat, orakkal korabban jelentkezik.
Folyamatos megvilagitads és tavoli-vords fénykiegészités esetén periodicitasat elvesziti,

allando génexpresszios értékeket mutat.
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8. abra: A HVPITP (A) és HvPI4K (B) génexpressziés mintazat fehér fény, valamint tavoli-voros
fénykiegészités hatasara. Az X tengely értékei a mesterséges megvilagitas kezdete ota eltelt id6t jelenti,
orakban kifejezve. A fekete/fehér szinskala az éjszaka/nappal idészakokat jelzi.

9.1.3 Ca?"jelatviteli utvonal génjeinek expresszios vizsgalata

Vizsgalataink soran a HYPLC, a HVPLD, valamint a kalcium-koto fehérjéket kodolo
gének expressziojat vizsgaltuk meg. Megallapitottuk, hogy az Aaltalunk vizsgalt
ca®* jelatviteli utvonalban szerepet jatszd gének expresszidja nem mutat egységes
mintazatot. A HvPLD, HvCBL.2, HvCaM.2 ¢s HVYCDPK12 gének kifejezddése koveti a
nappalok és ¢éjszakdk valtakozasat, expressziojuk a sotét periddus végén ¢éri el a
maximumot (9. dbra). Allandé megvilagitds esetén ritmusukat elveszitik, folyamatos,
alacsony szintli miikddést mutatnak. A tavoli-vords fénykiegészités nincs hatassal a

periodicitasukra, azonban mind a négy gén esetében fokozott miikodést figyeltiink meg.
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9. abra: A HVPLD (A), HVCBL.2 (B), HvCaM.2 (C) és HVCDPK12 (D) gének expressziés mintazata a
fehér-, valamint az alacsony vords/tdvoli vords aranyu fénykezelés hatasara. Az abszcissza értékei a

mesterséges fény bekapcsolasa Ota eltelt orakat reprezentdlja. A fekete/fehér skala a sotét/fény

szakaszokat jeloli.
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A HvPLC.2 ¢és a HvCaM.1l gének expresszids mintazatdnak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy kifejezOdésiikre sem a cirkadian oOra, sem a tavoli-vords
fénykiegészités nincs jelentds hatassal (3/A.és 3/B. melléklet). A HVPLC.1 és a
HVCAMTAS3 gének tanulmanyozisa soran megfigyeltik, hogy expresszidjukat nem
befolyasolja a cirkadian ora (3/C.és 3/D. melléklet). Folyamatos megvilagitas mellett
kifejezddésiik csokkent, viszont az alacsony vords/tavoli-vords aranyt fény fokozta a

génexpresszid mértékét a 12 oras megvilagitas soran.

9.14 Az arpa CBF gének cirkadian ritmusanak vizsgalata

Az arpa genomja legalabb husz CBF gént kodol, melyek harom filogenetikai
alcsoportba (HvCBF1-, HvCBF3-, valamint HvCBF4-alcsoport) sorolhatoak (1. abra).
Vizsgalatainkat mindharom alcsoportbdl reprezentativ szdmua gén tanulmanyozésaval

végeztiik el.

A HVCBF1-alcsoportba négy CBF gén tartozik, melyek koziil a HYCBF1, valamint
a HvVCBF11 gének expresszidos mintdzatat hataroztuk meg. Megallapitottuk, hogy az

altalunk alkalmazott 22°C-o0s nevelési hdmérséklet nem induktiv ezekre a génekre.

A HvCBF3-alcsoport tagjai koziil a HYCBF3, HVCBF6, HVCBF10A, HvCBF12,
HvCBF15, valamint HYCBF16 gének génexpresszidos mintazatat vizsgaltuk meg. Ezek
kozil csupan a HVCBF3 és HVCBF6 gének indukélodtak 22°C-on. A HVCBF3 gén
alacsony szintli kifejez0dést mutatott az éjszakai orakban, raadasul a transzkriptumanak
mennyisége folyamatos megvilagitas esetén tovabb csokkent (10/A. abra). Tavoli-voros
fénykiegészités hatasara a génexpresszio szintje fokozodott, valamint 6rakkal korabban is
jelentkezett. A HVCBF6 génkifejezddésének maximum értékeit a kora esti orakban
figyeltik meg (10/B. abra). Alacsony vords/tavoli-vords aranyu fény nem befolyasolta a
génkifejez0dés periodushosszat, viszont nagyobb expresszidos értékeket okozott.
Folyamatos megvilagitas esetén — mind a fehér-, mind a tdvoli-vorossel kiegészitett fehér

fény —a HVCBF6 gén expresszidja teljes mértékben megsziint.
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10. abra: A HVCBF3-alcsoporthoz tartozé HVCBF3 (A) és HVCBF6 (B) gének expressziés mintazata
fehér-, valamint tdvoli-voros fénykiegészités hatasara. Az abszcissza értékei a mesterséges megvilagitas
bekapcsolasa ota eltelt orakat jeloli. A fekete/fehér skala a sotét/fény szakaszokat jelenti.

A HvCBF4-alcsoport hét tagja koziil (1. abra) a HYCBF2A, HVCBF4B, HvVCBF9,
valamint a HYCBF14 gének expresszios mintazatat hataroztuk meg. Megfigyeltiik, hogy a
négy megvizsgalt gén kifejez0dése nagyfoku hasonlosagot mutat (11. dbra). Expresszidjuk
8-12 6raval a mesterséges fény bekapcsolasat kovetéen érték el a maximumaikat.
Folyamatos megvilagitas esetén mind a négy gén megdrizte periodicitasat, cirkadian
ritmust mutattak. Alacsony voros/tavoli-vords aranyu fény hatasara 12 6ras megvilagitas
esetén a génexpressziok maximum értékei sok esetben tovabb fokozodtak, és orakkal
korabban jelentkeztek. Folyamatosan megvilagitva, tavoli-vords fénykiegészités mellett a
HvCBF4-alcsoport tagjainak csokkentek az expresszios értékeik, raadasul cirkadian

ritmusukat is elveszitették.
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11. 4bra: A HVCBF4-alcsoporthoz sorolt HYCBF2A (A), HVCBF4B (B), HVCBF9 (C) és HVCBF14 (D)
gének expressziés mintdzata a fehér fény, valamint a tavoli-vorés fénykiegészités hatdsira. Az
abszcissza értékei a mesterséges fény bekapcsolasa oOta eltelt orakat jeloli. A fekete/fehér skala a
sotét/fény szakaszokat jelzi.
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9.2 HVPITP ¢és HVPI4K tultermeld transzgénikus vonalak vizsgalata

9.2.1 A transzgénikus vonalak molekularis elemzése

A homozigota transzgénikus egyedek szelektalasahoz a Ty, valamint a T,
nemzedékek kopiaszamat hataroztuk meg. Negativ kontrollként a Golden Promise vad
genotipust hasznaltuk. Megallapitottuk, hogy a PITP taltermelé vonalak egy vagy két
(egyetlen esetben hat) kopiaban hordoztak a hpt szelekciés markergént, csakigy, mint a
Pl4K taltermel vonalak (4. melléklet). Az eléallitott 15 PITP vonal kéziil 11 esetében
(73%), mig a 13 el6allitott PI4K vonal koziil 8 esetében (62%) mutattuk ki a hpt gént egy
kopidban. A PITP esetében harom, mig a PI4K esetében 6t vonal kodolta a szelekcios
markergént két kopiaban. A 28 vizsgalt egyed koziil csupan egy (PITP L5) tartalmazta a
hpt gént tobb mint két kopiaban: dsszesen hat hpt gén beépiilését figyeltiink meg.

A PITP ¢s Pl4K transzgének miikddésének igazolasdhoz kontroll — azaz nem
induktiv — koriilmények kozott nevelt, szegregald Ti populaciobdl szdrmazéd egyedek
levélmintait hasznaltuk fel a Real-Time qPCR vizsgalathoz (12. abra). Megallapitottuk,
hogy a Golden Promise vad tipushoz képest a transzgénikus vonalakban a célgének koziil a
HVPITP kifejezodése nagyobb értékeket mutat (20-60-szoros, 12/A. abra), mint a P14K
génnél megfigyelt (3-7-szeres, 12/D. abra) expresszio. Ez alol csak a PI4K L6 volt a
kivétel, mivel ennél a vonalnal koriilbeliil 23-szoros Pl4K tultermelést figyeltiink meg a
vad tipushoz képest (12/D. abra).

A transzformans vonalakban a HVPITP transzgén hatdsit az endogén HvVPI4K
expressziora, valamint a HVPI4K transzgén hatasat az endogén HVPITP expressziora is
megvizsgaltuk. Megfigyeltiik, hogy a HVPITP expresszios szintje a PI4K transzgénikus
vonalakban 2-6-szoros kiilonbséget mutatott a vad tipushoz képest (12/B. abra), mig a
HVPI4K expresszids szintje a PITP transzgénikus vonalakban 2-8-szoros mértékben

fejez6dott ki a Golden Promise genotipushoz viszonyitva (12/C. abra).
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12. abra: A HVPITP expresszios értékei a PITP (A) és PI4K (B) tultermeld vonalakban, valamint a
HvPI4K expresszios értékei a PITP (C) és PI4K (D) taltermeld vonalakban. Az éabra értékei a
HvCyclophilin referencia génre, valamint a Golden Promise vad tipusra normalizalt (AAC,) értékeket
mutatja. Mérésenként 5-5 fliggetlen biologiai, valamint 3-3 technikai ismétlést alkalmaztunk.
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A kopiaszam és a HVPITP, valamint HVPI4K expresszié mértékének meghatarozasa
utan megvizsgaltuk, hogy van-e Osszefliggés a transzgén beépiilési gyakorisaga, illetve
kifejez6désének mértéke kozott (5. melléklet). A korrelacids vizsgalat kimutatta, hogy sem
a PITP (R?=0,4935; 5/A. melléklet), sem a PI4K (R? = 0,0327; 5/B. melléklet) esetében
nincs Osszefiiggés a transzgén integralodasa és Kifejez6désének mértéke kozott. Ezt
bizonyitjak a PITP L9-es és a PI4K L6-0s vonalak is. A PI4K L6-os vonal csupan egy
kopidban kodolja a HVPI4K transzgént (4. melléklet), viszont kifejezOdése messze
meghaladja a tobbi PI4K vonalét (12/D. abra). Ezzel szemben, habar a PITP L9-es vonal
két kopidban kodolja a HVPITP transzgént (4. melléklet), expresszidjanak mértéke a

legalacsonyabb a vizsgalt PITP vonalak kozott (12/A. abra).

9.2.2 Fejlodési rendellenességek a tiltermeld novényeknél

A kalluszokrol regenerdlt To novények fejlddése sordn azt tapasztaltuk, hogy
néhany HVPITP ¢és HvPI4K taltermeld egyed nem képes kaldszokat fejleszteni. A
hajtdsmerisztéma mikroszkopos vizsgalata soran megallapitottuk, hogy habar a
hajtascsucsban bekdvetkezik a vegetativ/generativ atmenet, fejlddése ledll a Zadok skala
szerinti Z45-50-es fejlettségi allapotban (6/A. és 6/B. melléklet). Ezeknél a ndvényeknél
nem fejlodtek ki a kalaszkak/kalaszok, igy nem hoztak magot, tehat fenntartani sem
lehetett Oket. A fent emlitett fejlddési rendellenességen kiviill a To nemzedéknél
megfigyeltiik azt is, hogy egyes egyedek internédiumok nélkiil fejlédtek (6/C. melléklet),
vagy éppen nem tudtak belépni a Zadok skala szerinti Z30-as fejlettségi allapotba (ezt
mind a HVPITP, mind a HvPI4K taltermel6k esetében megfigyeltiik) és folyamatosan csak
bokrosodtak (6/D. melléklet). Ezek a novények szintén kalaszképzés (és igy magok) nélkiil

élték le teljes életciklusukat, ami fenntarthatosagukat lehetetlenné tette.

A szegregald T1 nemzedék koziil harom vonal csiranévényeinél megfigyeltiik, hogy
azok halvanyabbak voltak tarsaiknal, rdadasul némelyikiik még fény hatdsira sem volt
képes bezoldiilni (6/E. melléklet). A PI4K L6-0s vonal 6,5%-o0s gyakorisaggal mutatott
halvanyzold fenotipust, mig a fehér szini levelek a PITP L11-es vonal esetében 5%-0s, a
Pl4K L4-es vonalnal 6%-0s valdsziniiséggel jelentek meg. Ezek a klorofill hianyos
egyedek lassabban fejlédtek a Golden Promise-ndl, valamint a zo6ld (azaz ,,normalis”)
fenotipust mutatd transzformans tarsaiknal is. A vizsgalt abnormalis fenotipus minden
esetben letalisnak bizonyult, a pigment hianyos egyedek (mind a harom vonal esetében) a

csirazast kovetéen a harmadik héten elpusztultak.

48



49

Eredmények

A tapasztalt fenotipus kvantifikalasa érdekében a klorofilla+ b (13/A. ébra),
valamint a karotinoidok (13/B. abra) spektrofotometrias meghatarozasat is elvégeztiik.
Nem volt megfigyelhetd szignifikans kiilonbség (P <0,05) a szegregalo Ti nemzedék
mindig ,,z6ld leveli” (azaz ,normalis”) vonalai, valamint a Golden Promise vad tipus
kozott. Azoknal az egyedeknél is meghataroztuk a klorofill a + b, valamint a karotinoidok
(13. abran: PITP L11 kontroll, PI4K L4 kontroll, PI4K L6 kontroll), de nem mutattunk ki
szignifikans kiilonbséget. A halvany z6ld levelii PI4K L6 egyedeiben jelentdsen csokkent
mind a klorofill a + b, valamint a karotinoidok koncentracidja a Golden Promise vad
tipushoz, valamint a vonal ,,z61d levelii” (P14K L6 kontroll) egyedeihez viszonyitva is. A
PITPL11 és PITP L4 vonalak fehér szinll leveleikben a klorofill a+ b, valamint a
karotinoidok koncentracidja a spektrofotométer kimutatasi hatarértékei alatt maradtak, igy

tehat ezek az egyedek albindknak tekinthetoek.
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13. abra: Klorofill a + b (A), valamint a karotinoidok (B) koncentracioja a PITP L11, PI14K L4, PI14K L6
és a Golden Promise genotipusok esetében. Az azonos betiivel jeldlt értékek nem kiilonbdznek

egymastol 5%-os szignifikancia szinten. ND: nem detektalhato.

A homozigota T, vonalak egyedeinél megfigyeltiik azt is, hogy néhany ndvény

viragzataban a fotengelyen, vagyis a kalaszorson elhelyezkedd kalaszkak helyett egy-egy
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esetében egy masodlagos (esetleg késobb egy harmadlagos) kalaszorsé is megjelent,
létrehozva ezzel egy Osszetettebb kalaszmorfologiat/viragzatot (6/F. melléklet). A
transzformans novények, valamint a Golden Promise fenotipizalasa soran (lasd a 9.2.3
fejezetben) megallapitottuk, hogy a vad tipus kaldszai csupan 2,9%-ban mutatnak dsszetett
kalaszmorfologiat. A transzgének hatdsara a PITP L13 esetében 16,1%, mig a PI4K L2
vonalnal 12,9% a masodlagos (vagy harmadlagos) kaldszors6 eldfordulasa, mely

fenotipusos eltérés szignifikansan kiilonbozik a vad tipushoz képest (4. tablazat).

4. tablazat: Méasodlagos vagy harmadlagos kaldszorsé megjelenésének gyakorisiga a HVPITP és
HvPI4K transzforméns vonalak, valamint a Golden Promise vad tipus esetében; a tablazatban szerepld
értékek hét-hét egyedr6l szarmazéd kaldszok szamat, valamint a kozottik eléforduld deformaltak
szazalékos el6fordulasat jelolik; a Golden Promise vad tipustol vald eltérések jelolése: *, **, ha
P <0,05, 0,01

Kalaszok szama

(db) 70 58 64 86 71 93 53 70 67 101 | 104

Kalaszdeformitas

29 | 34 | 63 | 105 42 |161* 00 |129% 30 | 00 | 77
[%]

9.2.3 A HVPITP és HvPI4K vonalak fenotipusos jellemzése

A transzformans vonalakbol (homozigota To), valamint a Golden Promise vad
tipusbol 7-7 egyeden részletes fenotipizalasat végeztiik el (5. tablazat). Megallapitottuk,
hogy a vizsgalt 10 vonal (6 PITP és 4 PI4K) koziil a vad tipushoz képest csak a PI4K L3
esetében novekedett meg a mért SPAD érték. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a
vizsgalt két génnek nincs jelentds hatdsa a novény klorofill tartalmara. A ndvénymagassag
a PITP L13, valamint a PI4K L6 novények esetében szignifikansan csokkent a Golden
Promise genotipushoz képest, rdadasul a transzformans vonalak koziil csak ennél a két

vonalnal figyeltiink meg rovidebb fokalaszokat.

A kalaszolasi-, illetve a virdgzasi 1d6 tekintetében nem tapasztaltunk jelentOs
eltérést a HVPITP és HvPI4K transzgének kovetkeztében, csupan a PI4K L5 (kalaszolasi
idében) és a PITP L13 (viragzasi idében) esetében figyeltiink meg kisebb kiilonbségeket a
vad tipushoz viszonyitva. A hajtds biomassza szaraz tomege a Golden Promise
genotipushoz képest a PITP L10 esetében megemelkedett, mig a PITP L15 és PI4K L2

vonalaknal lecsokkent. A megvizsgalt tiz transzformans vonal koziil a PITP L13, PI14K L5,
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valamint a PI4K L6 esetében a novényenkénti kalaszok szama jelentésen megnétt a vad
tipushoz viszonyitva. A fékaldszban 1évé magok tomege jelentdsen csokkent a PITP L13, a
PI4AK L2, a PI4K L5, illetve a PI4K L6 vonalaknal, raadasul a PI4K L5 és a PI4K L6
novényeknél jelentdsen csokkent a fokaldszban 1évé magok darabszama is. A PITP L13,
PITP L15, PI4AK L5 és PI4K L6 vonalaknal csokkent a ndvényenként 0sszes szemszam
(fokalasz + mellékkalasz), raadasul ezek koziil a PITP L13, PITP L15 és PI4K L5 vonalak
esetében a novényenként szemek tomege is lecsokkent. A transzformans vonalak kozott az
ezerszemtomeg értékek is csokkentek a PITP L13, PI4K L2 és PI4K L6 vonalak esetében a
vad tipushoz képest.

A vizsgalt transzformans vonalak koziil harom (PITP L4, PITP9, PITP 12)
esetében nem figyeltiink meg jelentOs eltérést a mért paraméterckben a Golden Promise

genotipushoz képest.

9.2.4 Thltermeld vonalak fagytesztje

A transzgénikus PITP és PI4K vonalak, valamint a Golden Promise vad tipus
alacsony homérsékleti stressztiirésének vizsgalatahoz Sutka (1981) alapjan két kiilonbdz6
megkozelitésben végeztiink fagyteszteket. Mivel a teszteket kiilonb6z6é iddpontokban,
valamint kiilonb6z6 nemzedékeken (T; és Ts) végeztiik el, ezért a kisérletekben részt vevd
vonalak szama eltér egymastol. Az elsd tipust kisérletben az eldnevelést kovetden
vonalanként husz-husz darab T; szegregald populaciobdl szarmazd transzformans
novényen, valamint a vad tipuson hidegedzést végeztik. A négyhetes alacsony
hémeérsékleti el6kezelést kovetden kezdtiik meg a novények fagyasztisat, mely sordn a
legalacsonyabb homérséklet -6°C volt. A fagykezelést kovetden, majd a novények
haromhetes regenerdcioja utan értékeltiilk a fagyasztas karositd hatasat. Megallapitottuk,
hogy a PITP L9, valamint a PITP L13 vonalak bizonyultak a legellenallébbnak a vizsgalt
huszonhét fiiggetlen transzformans vonal (tizendt PITP és tizenketté PI4K) koziil, kozel
kétszer annyi transzformans novény élte tul a -6°C-0s fagykezelést, mint amennyi a
Golden Promise vad tipus esetében (14/A. abra). Az dsszes vizsgalt vonal koziil a PITP L9
egyedei bizonyultak a legvitalisabbnak a fagyasztast kovetden: 45%-uk (P =0,041) volt
képes a regenerdciora. A vizsgalt PI4K transzformansok koziil a PI4K L4 és PI4K L8
vonalak bizonyultak a legellenallobbnak, melyek, habar nem szignifikans, de kismértékii

megemelkedett toleranciat mutattak a Golden Promise vad tipushoz hasonlitva.
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5. tablazat: A PITP és PI4K transzformans vonalak, valamint a Golden Promise fenotipizalasa; a cellak értékei (atlag és szoras) genotipusonként hét-hét névényrol
(homozigoéta T,) szarmaznak; a vad tipustol valo eltérések jeldlése: *, ** *** ha P < 0,05, 0,01, 0,001; piros cella: szignifikdnsan csokkent; zold cella:
szignifikansan nott

Golden

Promise

46,6 49,7 47,9 50,5 46,8 44,0 50,2 44,0 52,1* 45,9 45,1
+49 +49 +4.3 +3,7 +3,4 +47 +54 +59 +6,5 +47 +57

45,4 44,4 46,0 46,0 46,1 42,0* 48,1 43,6 45,1 45,0 42,0*
+25 +1,7 +25 +15 +24 +2,6 +2,7 +3,5 +25 +2,9 +2,0

Klorofill tartalom [SPAD érték]

Novénymagassag [cm]

Kalaszolasi id6 56,7 56,1 56,7 56,0 55,3 57,7 55,3 55,4 55,3 54,7* 57,6
(csiraztatas ota eltelt napok szama) +18 +15 +21 +1,8 +21 +1,0 +14 +1,6 +1,0 +14 +1,3
Viragzasi id6 59,1 58,3 58,9 58,7 58,4 61,3* 58,7 58,1 57,9 58,6 59,9
(csiraztatas ota eltelt napok szdma) +1,6 +1,0 +2,0 +1,8 +2,3 +15 +14 +1,3 +1,1 +1,0 +15
Haités biom: sraz tomege [g] 14,5 14,3 13,4 17,3* 13,4 14,3 11,5* 11,6* 12,4 13,1 13,1
ajtas biomassza szaraz tomege [g +19 +25 +£25 +£25 +20 +2,6 +0,7 +25 +14 +2,1 +1,5

. et s , 10,0 8,3 9,1 12,3 10,1 13,3* 7,6 10,0 9,6 14,4** | 14 ,9***
Novenyenkenti kalészok szama (db) £28 +15 £25 +1,7 +£25 £4,1 +1,1 £2,0 +21 +£3,7 £25

9,3 9,1 9,0 9,6 9,1 8,2* 94 8,8 8,4 8,4 7,4%**

Fokalasz hossza [cm] 408 +05 +04 +0,9 +1,2 +1,0 +0,6 +0,8 +0,9 +0,7 +1,2

0,99 0,91 0,89 0,89 0,85 0,46*** 0,77 0,70* 0,90 0,64** | 0,44***
+0,2 +0,2 +0,1 +0,3 +0,2 +0,3 +0,1 +0,3 +0,2 +0,1 +0,2

28,4 25,6 24,6 25,6 24,0 18,0 24,1 22,4 26,9 18,3** 16,9*
+2,0 +4,6 +29 +6,6 +4,7 +11,0 +2,0 +6,6 +27 +34 +52
164,0 131,7 130,6 160,3 128,0 114,4*%* | 113,6** 141,3 147,3 122,3* | 107,1**
+174 + 46,6 +15,2 +42,3 +29,6 +42.4 +16,7 +50,4 +21,7 +17,6 +53,1
4,96 4,37 4,40 4,79 3,95 2,45%* 3,34** 3,66 431 3,74* 2,59
+0,52 +1,58 +0,49 + 1,46 +1,06 +0,95 +0,40 +1,30 +0,80 + 0,49 +1,27

30,4 33,2 33,8 29,5 30,8 21,2%** 29,7 26,4* 29,3 30,7 24,4**
+3,4 +3,6 +2,3 +39 +3,6 +3,0 +3,8 +4,1 +31 +2,6 +29

Fokalaszban 1év6 magok tomege [g]

Fokalasz szemszama (db)

Novényenkénti szemszam (db)

Novényenkénti szemek tomege [g]

Ezerszemtomeg [g]
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A masodik tipustt fagytesztnél a homozigota Tz populaciobol szarmazo
transzformans vonalakat (6 PITP és 4 PI4K), valamint a Golden Promise vad tipust
hidegedzés nélkiil vetettiik ald a fagyasztdsnak. A novényeket -3°C ¢és -5°C
homérsékleteken kezeltilk 16 oran keresztiil, majd harom hét regeneraciot kovetden
értékeltiik a fagy okozta karosodast, a tulélés mértekét. Megfigyeltik, hogy -3°C-on
fagyasztva a vizsgalt transzformans PITP és PI4K vonalak, valamint a Golden Promise vad
tipus kozott nincs szignifikans eltérés (14/B. abra). Megallapitottuk azt is, hogy hidegedzés
nélkiil a -5°C fagyasztdsi hdmérséklet letalis az Gsszes vizsgalt genotipus szamara, sem a
transzforméans PITP és PI4K vonalak, sem a Golden Promise vad tipus nem ¢lte tal az

alkalmazott kezelés.

Hidegedzést koveto fagyteszt A
50 .
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Hidegedzés nélkiili fagyteszt B
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PITP PI4K

14. abra: A transzgénikus PITP és PI4K vonalak, valamint a Golden Promise vad tipus -6°C (A, T;
hasad6 populaciobol) és -3°C (B, homozigota T3 populaciobol) fagyasztasi hémérsékleteket kovetd
regeneracio mértéke tulélési szazalékban kifejezve. A vad tipustol vald eltérés jelolése: *, ha P < 0,05.

A CBF transzkripciés faktoroknak a novények fagytiirésében betdltott szerepe
régota  ismert, részletesen tanulmdnyozott.  Alacsony  hOmérséklet hatdsara
génkifejez0désiik mértéke megnd, ezaltal célgénjeik szabalyozasdban kiemelkedd szerepet

jatszanak (lasd 6.2 fejezet). Az altalunk alkalmazott, kifejezetten a gabonafélék
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transzformalasahoz tervezett pBract214 vektorban az ubikvitin promoéter biztositotta a
HVPITP és HvPI4K transzgének Kkonstitutiv mtkodését (12/A. és 12/D. abra). A
fagytesztek alapjan tapasztalt alacsony hémérsékleti stressztolerancia eredmények alapjan
elhataroztuk, hogy a PITP és PI4K tultermel6 vonalakban megvizsgaljuk a fagytiirés
kialakitasaban bizonyitottan szereppel biré néhany HVCBF gén (HVCBF4B, HvCBF9,
HvVCBF12 és HvCBF14) expresszios profiljat is. A Real-Time qPCR mérést a 8.2.2
fejezetben leirtak szerint végeztiik el. Szakirodalombdl szarmazo, illetve sajat tervezési
primerparokat is hasznaltunk a génexpresszids értékek meghatarozasahoz (1. melléklet). A
magas szinti HVPITP ¢és HVPI4K expresszids értékek ellenére egyik transzformans
vonalnal sem tapasztaltunk a Golden Promise vad tipushoz képest jelentds eltérést a

vizsgalt HYCBF gének miikddésében (7. melléklet).

9.2.5 Transzgénikus vonalak sotesztje

Egy nemrégiben megjelent tanulmany szerint sostressz hatasara a HYSEC14p (PITP
génnel homoldg) kifejez6dése kiilonbozé arpa genotipusok esetében fokozodott, mely
hatas raadasul fehérje szinten is megjelent (Kietbowicz-Matuk et al., 2016). E publikacid
alapjan kezdtik el a HvPITP ¢és HvPI4K taltermeld novények sostressz tlirésének
vizsgalatait. A kisérletben hat PITP és négy PI4K homozigota T3 vonalat, valamint a
Golden Promise vad tipust vizsgaltuk, kiilonboz6 fejlettségi allapotban, Y% Hoagland
oldatot kontrollként, valamint 150 mM NaCl-dal kiegészitett 2 Hoagland oldatot

alkalmazva (2. tablazat).

Az elsé kisérletben a NaCl indukélta sostressz csirdzasra Kkifejtett hatasat
vizsgaltuk. Nem tapasztaltunk jelentés kiilonbséget sem a hajtas- (8/A. melléklet), sem a
gyokérhosszban (8/B. melléklet) a transzformans vonalak, valamint a Golden Promise vad
tipus kozott. A masodik tipusa NaCl tolerancia kisérletben fiatal transzformans
novényeket, valamint a vad tipust hidroponikus koriilmények kozott vizsgaltuk. A
sokezelést kovetden meghataroztuk a novények hajtashosszat, hajtastomegét (9/A. és
9/B. melléklet), gyokérhosszat, gyokértomegét (9/C. és 9/D. melléklet), a hajtasok SPAD
értékét (9/E. melléklet), valamint relativ viztartalmat (9/F. melléklet) is. Eredményeink
alapjan megallapitottuk, hogy egyik HVPITP vagy HvPI4K taltermeld vonal sem mutatott

fokozott fiatalkori sétoleranciat a Golden Promise vad tipushoz képest.
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9.2.6 Tultermel6 novények CSVT tesztje

A transzgénikus vonalak alacsony hdomérsékleti stressztolerancidjat tovabb
vizsgalva egy csirakori alacsony hdémérséklettel kombinalt hipoxias kezelést is
alkalmaztunk. A kisérletbe 6t PITP és harom PI4K vonalat (homozigédta Ts), valamint a
Golden Promise vad tipust vontuk be. Megallapitottuk, hogy az alkalmazott stresszkezelés
majdnem letalis volt a vad tipus szamara, ezzel ellentétben néhany transzgénikus vonal
kevésbé karosodott (15. abra). A PITP L4, PITP L15, PI4K L2 és PI4K L5 vonalak kozel
azonos mértékben ¢€lték tul a kezelést, kismértékli fokozott toleranciat tapasztaltunk a vad
tipushoz képest. A PI4K L3 vonal esetében jelentésen megnétt (P = 0,005) a tulélési
szazalék az alkalmazott stresszkezelést kdvetéen a Golden Promise genotipushoz képest,
az alacsony homérséklettel kombinalt hipoxia ellenére a transzgénikus magok 10%-a

vitalisnak bizonyult és képes volt a csirazasra.

CSVT teszt

Tulélési szazalek [%)

PITP PI4K

15. ébra: A transzgénikus PITP és PI4K vonalak, valamint a Golden Promise vad tipus alacsony
hémérséklettel kombinalt hipoXias stresszkezelést kovetd regeneracié mértéke talélési szazalékban
kifejezve. A vad tipustol valo eltérés jelolése: **, ha P <0,01.

A PI4K L3 vonal nem csupan nagyobb mértékben élte tl a stresszkezelést a vad
tipushoz képest, hanem e vonal esetében jelentésen megnétt (P =0,031) a nagy vigora

csirak szama is (6. tablazat).
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6. tablazat: CSVT kezelést kovetden nagy vigoru csirdk szama a HvPITP és HvPI4K tultermeld
transzformans novények, valamint a Golden Promise vad tipus esetében; a vad tipustol vald eltérés
jelolése: *, ha P <0,05; z6ld cella: szignifikansan nétt

1,0+ | 40+ | 00+ | 10+ | 10+ | 50+ | 50+ | 70%+ 30+
2,0 3,3 0,0 2,0 2,0 2,0 3,8 38 2,0

9.3 HvPIF szekvenciék in silico azonositasa

9.3.1 Az arpa bHLH fehérjecsalad azonositdsa

A gabonafélék jelatviteli utvonalai koziil a tavoli-vords tartomanyédba esd fény
hatasara aktivalodott utvonalak kevésbé tanulmanyozottak. Jelen disszertacid egyik célja
az volt, hogy in silico médszerekkel azonositsuk az arpa fitokrom fehérjékkel kapcsolatot
kialakito PIF transzkripcios faktorokat. Ehhez az aktualisan elérhetd legujabb verzioji arpa
proteomot hasznaltuk fel a HMM modszer, valamint a HLH domén profil felhasznélasaval.
Osszesen 1036 bHLH fehérjét kodold szekvenciat azonositottunk az 4rpa proteomban. A
nem kivant redundancia csokkentésével 183 aminosav szekvenciat vontunk be a
filogenetikai elemzésekbe ¢és homoldgia vizsgalatokba (mely esetében tovéabbi
szigoritasokat végeziink a génvariansok manualis kizarasaval). Megallapitottuk, hogy
minimum 50%-os lefedettség mellett az arpa bHLH szekvenciak konszenzus része a
bazikus régioban az E4, Rs, Rg, Rg; a Hélix 1-nél az Ejp, 112, N3, Lag, L22, V23, P24; @ Hurok

régioban a Dsg; a Hélix 2-nél az Asg, Lsg, Asz, lss, Yes és az Lo (16. abra).
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16. abra: Az arpa bHLH fehérjéket kodold szekvenciak tobbszoros illesztése alapjan készitett grafikus
abrazolas. A betlik nagysdga az adott aminosav konzervaltsagat reprezentalja. Az abra alatti félkovér
betiik a szekvencia konszenzus részét jelolik — minimum 50%-os lefedettség mellett. A betiik szinezése
az aminosavak kémiai tulajdonsaga alapjan késziilt (zold: polaros, kék bazikus, piros: savas, fekete:
hidrofob, lila: hidrofil). Az aminosavak szamozasa a bazikus rész N-terminalis részének egy altalunk

kijeldlt helyérdl indul.

9.3.2 Az arpa bHLH fehérjék filogenetikai csoportositasa

Az azonositott 183 arpa bHLH szekvencia alcsoportokba sorolasahoz, valamint az
arpa PIF gének azonositasahoz filogenetikai elemzéseket végeziink. Az elemzésbe mar
ismert, Arabidopsis modellnovényben (At) és rizsben (Os) azonositott bHLH fehérjék
alcsoportjainak reprezentativ elemeit, valamint At, Os és sz6ja (Gm) PIF szekvenciakat is
bevontunk (3. tablazat). Megallapitottuk, hogy az arpa bHLH fehérjéi huszonét alcsoportba
sorolhatok (17. abra és 10. melléklet). A filogenetikai elemzés soran megfigyeltiik tovabba
azt is, hogy a XIV alcsoport nem tartalmaz egyetlen arpa bHLH szekvenciat sem.



Eredmények
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17. ébra: Az arpa bHLH fehérjéinek filogenetikai csoportositasa. A szines ellipszisek az arpa bHLH
alcsoportokat reprezentaljak, melyeket Pires és Dolan (2010) alapjan neveztiink el. Az ismert At, Os és
Gm PIF szekvenciakat tartalmazd alcsoportot piros hattérszin jeloli. A részletes topoldgiat a 10.
melléklet tartalmazza.

A filogenetikai vizsgéalat kimutatta, hogy a 183 szekvencia koziil a VII(a+b)
alcsoport 11 arpa bHLH szekvenciat tartalmaz (17. abra, piros ellipszis), azonban ezek
koziil harom (HORVUI1Hr1G054260.3, HORVU1Hr1G054260.4 és
HORVUI1IHr1G054260.9) nem kodol egyedi gént; valoszinisithetd, hogy ezek
génvariansokat jelolnek. E hdrom talalat alaposabb vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy
koziiliik csupan egy (HORVU1Hr1G054260.3) tartalmazza (az N-terminalis részén) teljes
egészében a bHLH domént, ezért a masik két szekvenciat nem vizsgaltuk tovabb. Osszesen
9 egyedi arpa bHLH szekvenciat azonositottunk a 183 koziil, melyek a VII(atb)
alcsoportba sorolhatoak, ezek azok, amelyek feltehetéen az arpa PIF fehérjéket kodolod

szekvenciakat is tartalmazzak.
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9.3.3 HVPIF szekvenciak azonositasa, motivumkeresés

A VIli(at+b) alcsoportba sorolt kilenc egyedi arpa bHLH szekvencia kozott
motivumkeresés alapjan hataroztuk meg a feltételezhetd HVPIF szekvenciadkat. Mivel az At
és Os PIF szekvenciak mindegyike tartalmazta az APB motivumot (lasd 6.5.2 fejezet),
ezért az altalunk azonositott 9 bHLH szekvenciat, valamint az AtPIF és AtPIL szekvenciak
N-terminalis részét tobbszords szekvencia illesztéssel hasonlitottuk 6ssze. Megallapitottuk,
hogy a 9 arpa szekvencia koziil harom (HORVU6Hr1G088020.4, HORVU2Hr1G104040.6
¢s HORVU7Hr1G026560.2) nem tartalmazza az APB (vagy ahhoz hasonld) motivumot.
Ezzel szemben hat arpa bHLH esetében nagyfoka hasonldsagot mutattunk ki a szekvenciak
N-terminalis részében az At APB motivumaval (18. abra), ami arra enged kovetkeztetni,
hogy az arpa genomja legalabb 6 PIF szekvenciat kodol. A 6 feltételezett PIF szekvencia
(AtPIF és AtPIL szekvenciak nélkiili) tobbszoros illesztése alapjan megallapitottuk, hogy
az arpa APB motivuma 7 konzervalt aminosavat tartalmaz (minimum 80%-os lefedettség

mellett): Lss, Esg, Ls7, Lsg, Wsg és Ggo.

APB motivum

. 1 . x . £ . 0 . X , . 80
HORVUIHRIGOITO00] - - ~ = = = = - = oo m o i oe o fooo ol MSEPGNERE PA PFSCSAA
HORVUIHrIG0542603 SVMNNQCVPRWDLDETVGAGLNPVPAGSAQRMASGDSGLTEP VAMPMPDOQ[YDEVA N1 VPEYPAA
HORVU2Hr 1G060650] - -MDDGAT - - « = « = - - - BRENH - « = v vocmmmeomn K--- A1 HRRC-§
HORVUSHr1GOI17601 - -MNQQEVE - - - - - ADWSGNMG « = « v o v v memomm e e D--- HV|[VMQSQAVREL - - - - - -
HORVUSHrIG09331011 - - -MSQF VP - - - - - - DW-GNMG - = =« = v === x s nm s = D---1¢ N V|
HORVUSHrIG1022405 - -MDGMGR - - - - - - - - - SAANH - - -« - oo ommmm oo - K- AVVAQPQTHPRPA - - - - -
APIL] ABHLHIN - -MEAEK - -PLAS - ---- - - SSSE-----o---n-- PNMIS Q1
APILY ABHLHIZ? @ o et s e e i e MMF Q1
APIFS ABHLHNE - - - - - - . MPLFEL - - -FRLTEA - - - - .o n KLE® Q1
APIFE AHLH009 e e ME..H..... QGWSFEEN « = « v o v omeeme et Ys Qv
APILS AHLHOIS .. .MHHFVEDFDTDDDYVNNHNS - -« v o v oo v w .- SLNHL Qv
Q V|
oL

APIL6 ABHLHO6S --MEQV.--F----- ADWNFEDHN - - - - - - - -0 v v v oo FHMST 5
T 1

41% - 60% 61% - 80% . 81% - 100%

18. abra: A hat feltételezett arpa PIF, valamint az AtPIF és AtPIL szekvencidk N-terminalis részének
tobbszords szekvencia illesztése. A harom kiilonboz6 arnyalata kék négyszog a konzervaltsag mértékét
mutatja kiilonboz6 lefedettségi tartomanyon beliil (vilagoskék: 41%-60%, kék: 61%-80%, sotétkék:
81%-100%). A ,,* ” 100%-0s megegyezést mutatd aminosav-helyeket jelol. Az aminosavak szamozéasa
a leghosszabb szekvencia (HORVU1Hr1G054260.3) els6 aminosavanak helyérdl indul. A bekeretezett
rész az APB motivumot reprezentalja (Khanna et al., 2004).

A hat feltételezett HVPIF tovabbi vizsgalata soran megallapitottuk azt is, hogy az
egyik szekvencia (az APB motivum mellett) tartalmazza az APB és a bHLH domén kozott
lokalizalt APA motivumot (Al-Sady et al., 2006; Shen et al., 2008) is (19. abra). Az in

silico eredményeink Osszegzése alapjan azt feltételezziik, hogy az arpa proteombol csak



Eredmények

egyetlen, a HORVU1Hr1G017900.1 fehérje képes kapcsolatot kialakitani (az APB és APA

motivumok megléte miatt) mind a fitokrom B, mind a fitokrom A fehérjékkel.

HORVUIHFIGOITO00] =« o= oo oe o omcnme e acien e o Mlslo AI.RIIAA -FPBFEICSA - - - - - ABTAREQEM.- - - - . ALHE- - - AMAQ
APIFS ABHLH0 l\l ELFRL--- -TEAEBES - -AQDRNPSIP vl E 15T SRSRNI PQANSSRAREIGNGSETTMVDE [BMs VESIL -MTOL
AFILS ABHLHOIS MHHF\!’ D DTDDD\"VNNHNSS HHLP 5]TTMOED n! vy RLHTEKPS - -8- - - -------- SPEYLEP SMDEQQQ SDQNLF

HORVUIHr 16017900 1 GH A IY llavnnnuauA TTl QEYFS . DLEAAVABRDBOAPE- - - - - TEHAAVA . - . VEPBBEPPA
APIFS ABHLHOO 5 F H - l V55 v“n:q:snm\\rﬂq A 1. a.grnons. p YHNOFQEHSLYOSDRARD sqq‘m D)LF
APILS ABHLHOIS IQEBEMTS Y?LRD DF LBF SAAPTAMATA . - - -« - - e o a . -TVREIQVE- - - - - - .- - - - - - i et s sttt s si s i

APAmotlvum
HORVUIHr 1G017900 1 IFPRI‘I‘GEG.M LQRSL?QASLRTiAn.SP5VESTLLQTNSNRL[.T-F.EQRTJ\\\ QPP PAPR VPVRHAAEPRAALPQR
APIFS A HLHOS LIT SLVERSHELRE . A TEAE - - . ... . i iaiaiasaaaa THNNK un-r - HVFQTRVLEAKDSEBE
APILS ABHLHOIS - e e i e s |1'| LRGD N ------ NoRGE- e ae e E.O_L.I‘AV\I’ ...... TQ\! SAAASB SELTRERTRG
HORVUIHF1GOI7900 1 Lorr IIQR[.IP:EAR VLPQRLQSEARASEMBP PPAMAMTSSMCEDNGER n ......... QTLEWSVSQDD :LDD I
APIF? ABHLHOOS VLN T CLISEDSC- -« -« . .. REDQESEFKAVVCS \'GSGH L ESI‘SLSLI‘ HSNIQDIDCHS - I'EAG
AFILS_ABHLEOLS AYNREGEMIVAM- - - - . ... ... nlus:lcls- EIE -THVDDREREEREATTTDET

bHLH domen
HORVUIHr 1GOI7900.1 - - -AAR T E T TMGTAIMC‘-H.AMQH.QM
APIF3 ABHLHOG PSRTGLGS 5
APILS_ABHLHOIS ARVSTT . R ME R 5 JRSEOEG | DMMSMG CG - - - MM - - - - - [PI
HORFUIHr 13017900 1 HLO F PFDEIRLVAAAGAAQF QI]P QJ\D&I F MPAPMIPRHQ - - - - - - - - - - - - oo - AARAHMA PVEHDABAAQAEEAPED
APIF3 ABHLHOOS ~AARBIANEGES - - - - - - - - - - .- .- PDLS-R S SVHH GMQQQP I MG | -PRV gIF SSPICGHNCGS - -TRDLS@SKD
APILS ABHLHOIS ANQBIIPPP ... .SEMBFPNMOAAQRELP TQTHMAGS TOMiASDROR FVPNQQYDPT PQYPA.-GYTDH- - - YQ@F RELHBT

HORFUIHr 13017900 1 vl- - - -l
ALFIFF TTTHHHNSN - EPI I‘_QUSSDQFCI&S
APILS ABHLHOLS QIPOFONOATSY?.‘JS&R\TS&S ESEDHONHTTE. -

19. abra: A HORVU1Hr1G017900.1 fehérjét kodolo szekvencia, valamint APA motivumot kodold At
szekvenciak (AtPIF3_AtbHLHO008 és AtPIL5 AtbHLHO15) illesztése. A zdlddel alahuzott szekvencia
rész a bHLH domént, a kékkel alahtizott rész az APB motivumot, a pirossal aldhuzott szekvencia rész az
ismert At APA motivumot, valamint az ez alapjan a feltételezett arpa APA motivumot jeloli. A harom
szekvencia illesztése alapjan a konzervalt aminosavak kettd egyezés esetén vilagoskék, harom egyezés
esetén sotétkék jeldlést kaptak.

Az in silico modszerekkel azonositott, feltételezett HVPIF-ek aminosav szekvenciai
341-547 kozotti hosszusaguak, 4-7 exonbdl allnak, az 1H, 2H, vagy 5H kromoszoman
lokalizaltak, kodolo résziik pedig 1736-4871 bazisparbol all (7. tablazat).

7. tablazat: Az in silico modszerekkel azonositott, feltételezett arpa PIF-ek jellemzése

Ensembl Plants . Aminosav Koédolo APB APA
" Kromoszoma : : : .
azonosito szekvencia hossza  szekvencia (bp)  motivum = motivum
HORVU1Hr1G017900.1 1H 493 3463 4 v
HORVU1Hr1G054260.3 1H 464 1736 v -
HORVU2Hr1G060680.1 2H 362 2239 4 -
HORVU5Hr1G011780.1 5H 341 4871 v -
HORVU5Hr1G093310.11 5H 547 2104 v -
HORVU5Hr1G102240.5 5H 396 3033 4 -
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10.1 Foszfolipid- és Ca®* jelatvitel, valamint HYCBF gének cirkadian ritmusa

A novényi cirkadian ora elemei (6ragének) egy negativ visszacsatoldson alapulo,
harom elemii, onfenntartd ritmust biztositd haldzatot alkotnak (3. abra). A reggeli hurok
egyik kozponti génje a CCAL, mig a TOC1 az esti hurok kulcsfontossagt eleme (Huang és
Nusinow, 2016). A foszfolipid jelatviteli utbol megvizsgalt HVPITP és HvPI4K gének
hatarozott cirkadian ritmust mutattak a teljes kisérlet alatt, ami a kdzponti oszcillator

megfeleld miikodésére utal.

Meglepé modon, a kisérleteink sordn azt figyeltik meg, hogy a HVCCALl gén
miikodése folyamatos megvilagitas esetén alig érzékelhetd, ezzel szemben a HYTOC1 gén
konstans fény mellett is megdrizte cirkadidn ritmusat, de tavoli-vords kiegészités hatdsara
amplitudoéja drasztikusan lecsokkent. A HVCCAL gén folyamatos megvilagitas melletti
gyenge muikodése arra enged kovetkeztetni, hogy e gén erdteljes miikodése, vagy a rola
atir6do fehérjének a jelenléte sem létfontossaghh a kdzponti 6ra megfelelé miikodéséhez,
azaz a novény belsé ritmusanak fenntartasahoz. Deng et al. (2015) megallapitottak, hogy
folyamatos fényben, vagy folyamatos sotétben csiraztatott arpak HvVCCA1l és HvTOC1
oragénjei allandd hdmérséklet mellett periodicitas nélkiil fejezédnek ki, bizonyitva ezzel a
kornyezeti hatasok (ebben az esetben a fényciklusok) elengedhetetlen szerepét a kdzponti
oszcillator beallitasaban (finomhangolaséban). Erdekes modon, a HYCCAL esetében egy
folyamatos, nagyon alacsony génkifejez0dést detektaltak konstans megvilagitas hatisara,
viszont a novényeket sotétben tartva a HYCCAL gén expresszios értékei megemelkedtek.
Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a fény mint kdrnyezeti faktor gatlo
hatassal van a HVCCA1l oragén mikodésére, mely feltevés magyarazhatja a mi

eredményeinket is.

Ford et al. (2016) sotétben csiraztatott arpa ndovények esetében tanulmanyoztak a
hémérséklet napszakos valtozasanak hatasat a HYCCAL és HVTOC1 gének kifejezodésére.
Megtigyelték, hogy mind a két gén cirkadidn ritmust mutat, viszont kiilonbozden reagalnak
a kornyezet hoémérsékletére. A CCA1l gén 15°C-os hdémérsékleten alacsonyabb

génexpresszids értékeket mutatott, mint 25°C-on, bizonyitva ezzel az alacsony homérséklet
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HvCCAL génre kifejtett gatlo hatasat. Ezzel szemben a HVTOC1 gén mind 25°C-on, mind

15°C-on hasonld expresszios szintet mutatott.

Endo et al. (2014) Arabidopsis modellnovény segitségével, az altalunk arpanal
hasznalt nevelési koriilményekhez hasonld bedllitasok mellett vizsgaltdk az AtCCAL és
AtTOC1 gének miikodését. Kisérletiik soran egy héten keresztiil, folyamatos megvilagitas
mellett nevelték a ndvényeket, majd vizsgaltdk az oragének expresszids mintazatat.
Megallapitottak, hogy az AtTOC1 gén az egyhetes fénykezelés ellenére is megdrizte
cirkadian ritmusat, mig az AtCCAl gén nem, mivel az folyamatos, alacsony szintii
expressziot mutatott. Az altalunk vizsgalt arpa HYCCAL ¢s HVTOC1 gének hasonloképpen
reagalt a fénykezelésre (7. abra); kifejezddésiik nagyfoku hasonloésagot mutat, mellyel
alatamasztottuk az Arabidopsis modellndvénynél kapott eredményeket az egyszikii arpa

gabonandvény esetében is.

Szakirodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy az Arabidopsis [Ca?*].i. a nap folyaman
cirkadian ritmus szerint valtozik (Johnson et al., 1995), mely periodicitas érzékenyen
reagal a fényintenzitasra és a megvilagitas id6tartamara (Love et al., 2004) is. Vajon ez a
ritmus kozvetleniil az oragéneknek, tehat a kozponti oszcillatornak a hatasa lehet? A
[Ca?*].t periodicitasat befolydsold kornyezeti tényezOk, példaul a fent emlitett
publikacidkban a fény mint jel, hogyan befolyasolhatja a kalcium ionok sejten beliili —
térbeli és idbeli — elhelyezkedését? Webb (2003) eredményei alapjan a [Ca®*]ei. cirkadian
ritmusat nem kozvetlentil az 6ragének biztositjak. A szerzd valdszinisiti, hogy a kdzponti
oszcillator modositja mas gének napi ritmusat, melyek szerepet jatszanak — akar
kozvetleniil, akar kézvetett mddon — a ndvényi Ca®* csatornak aktivalasaban vagy éppen

represszalasaban, végsd soron igy befolyasolva ezzel a Ca** ionok mobilitasat.

Munkank kezdetén ezért meghataroztuk a HVPITP és HVPI4K gének napi ritmusat.
Ennek sordn megallapitottuk, hogy e gének a kdzponti oszcillator irdnyitasa alatt allnak,
cirkadian ritmust mutatnak. A foszfolipid jelatviteli utvonalban szerepld ezen két gén
kifejezddese a késd éjszakai, kora reggeli ordkban éri el a maximumat, és mind a kettd
reagal a fénymindség valtozasara (esetiinkben tavoli-vords fénykiegészitésre) is (8. abra).
Mivel szerepiik a novényi jelatviteli utvonalban tobbek kozott az endoplazmatikus
retikulumban tarolt Ca®* ionok felszabaditasa az IP5 vezérelt Ca’" csatornak regulalasa altal

(Ruelland et al., 2015), igy feltételezhetjiik, hogy e két gén napi ritmusa — illetve
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valosziniileg a cirkadian ora foszfolipid jelatviteli itvonalra gyakorolt hatdsa — kozvetett

moédon befolyasolhatja a névényi sejt [Ca?*]it, cirkadian ritmusat.

crer

crer

hogy a HVPLD génexpresszidja koveti a nappalok és éjszakak valtakozasat (9/A. abra),
mely eredmény arra utalhat, hogy a fény mint kornyezeti jel a [Ca®‘]qi periodikus
valtozasanak jabb szabalyozé eleme. Szamos kalcium-koto fehérjét kodolod gén vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy a HVCBL2, HvCaM.2 és a HYCDPK12 gének kifejezddése a
nap folyamén periodikusan valtozik (9/B. - 9/D &bra). Valészinii, hogy e ritmus a [Ca® ]
periodikus véltozasa és a kalcium-koté fehérjék kozotti kozvetlen kapcsolat eredménye.
Nagyon kevés szakirodalmi adat talalhato, mely a kalcium-k6td fehérjéket kodolo gének és
a cirkadian ora kozotti kapcsolatot vizsgalja novényekben. Ezek egyikében (Wu és Jinn,
2012) leirtak, hogy magas hémérsékleti stressz esetén a rizs CaM1-1 gén expresszios

mintézatat a [Ca?*]eir, napi ritmusa és a periédusanak amplitudéja is befolyasolja.

Kimutattuk tovabba, hogy a vizsgalt Ca* jelatviteli Gtvonalban szerepld gének
koziil kettonek (HVPLC.1 és HVCAMTA3) a miikodését a tavoli-vords fénykiegészités
befolyasolja (3/C. és 3/D. melléklet), ami bizonyithatja e két génnek a fénymindségtol
fliggd szabdlyozd mechanizmusban betdltott lehetséges szerepét. Azonos kornyezeti
kortiilmények mellett a vizsgalt két HvCaM gén esetében mind ritmicitasuk, mind
fénymindségre adott valaszuk alapjan merdben eltérd expresszidos mintdzatot figyeltiink
meg. A HvCaM.1 kifejez6désére sem a cirkadian ora, sem a tavoli-vords fénykiegészités
nem volt hatassal, mig a HYCAM.2 napi ritmust, valamint fokozott génmiikodést mutatott
az alkonyati fényosszetételhez hasonld spektrum hatasara. E funkcionalis divergencia
magyarazatul szolgalhat arra, hogy hogyan képes a novényi genomban kodolt tobb szaz
kalcium-koto fehérje (Day et al., 2002) oly szertedgazé valaszmechanizmust kivaltani

(Ranty et al., 2016) kiilonb6z6 kornyezeti hatasok soran.

A ndvényi [Ca2+]cit_ valtozasat kiillonbozd kornyezeti hatdsokra/stresszekre szamos
tanulmanyban vizsgaltak mar. Ilyen példaul Thomashow (1999) 6sszefoglald tanulmanya
IS, mely részletesen targyalja az alacsony homérséklet novényekre kifejtett hatasat, a
sejtmiikodés stresszhatasokkal szembeni molekularis szabalyozasat. Hideg hatasara a

[Ca?*].i. gyorsan megemelkedik, mely koncentracidemelkedés leginkabb az extracellularis
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térbdl, vagy a vakuolumok membranjan 1év csatorndkon keresztiil a sejtplazmaba dramlé
Ca®* ionoknak tulajdonithaté (Knight et al., 1996). A Ca*, a kalcium-fiiggd fehérjék,
valamint az AtCBF transzkripcios faktorok kozotti szoros kapcsolatot Doherty et al. (2009)
szakcikke igazolja. A szerzék bizonyitottak, hogy alacsony homérsékleten az AtCAMTA3
gén szerepet jatszik az AtCBF1 és AtCBF2 gének (melyek szamos hidegtiirésben fontos
gént — példaul AtCOR-0k — szabalyoznak) mitkdésében, valamint, hogy az AtCAMTA3
hianyos novények hideggel szembeni érzékenysége fokozottan megnd. Fontos azonban
megemliteni, hogy Marozsan-Téth et al. (2015) eredményei arra is ramutatnak, hogy nem
mindegyik 4rpa CBF gén szabalyozasiban jatszik szerepet a Ca®* jelatviteli utvonal.
Vizsgalataik soran HVPLC és HVPLD fttvonalakat, valamint kiilonb6z6 Ca?" csatornakat
inhibitorokkal blokkoltak és kimutattak, hogy a HYCBF4-alcsoporthoz tartozé HVCBF9 és
a HVCBF14 gének expresszioja a kezelés hatasara csokkent, mig a HYCBF3-alcsoporthoz

tartoz6 HVCBF12 ¢és a HYCBF6 gének kifejezddésében az inhibicié nem okozott valtozast.

Kétségtelen, hogy a CBF transzkripcios faktoroknak kiemelkedd szerepiik az
alacsony homérsékleti stressztolerancia kialakitasaban van, am Badawi et al. (2007) nem
induktiv koriilmények kozott — tehat a hideg indukald hatasat kizarva — vizsgalva a buza
CBF-ek napi kifejez6désének valtozasait, kimutattak, hogy szamos TaCBF gén a
mesterséges fény bekapcsoldsa utan 8-14 o6raval éri el amplitiddjdnak maximumat.
Emellett azt tapasztaltak, hogy a vizsgalt gének legintenzivebb miikdése a nap folyaman
nem a leghidegebb id6szakban kovetkezik be. Skinner et al. (2005) arpa modellnévényben
vizsgaltak a HVCBF-alcsoportok tagjainak homérsékletfiiggd expressziojat. Megfigyelték,
hogy hideg hatasara (2°C) a HvCBF4-alcsoport tagjai 1-4 6ran beliil indukalodtak, és a
legintenzivebb génmiikodés a 4. és 8. ora kozotti idoszakban jelentkezett. Bar a
HvCBF3-alcsoport egyes tagjai mikodésbe léptek a hidegkezelés hatasara, de a
HvCBF4-alcsoport génjeivel Osszehasonlitva nagyon alacsony expresszios Szintet

mutattak.

Munkédnk soran kimutattuk, hogy 22°C-os nevelési koriilmények kozott a
HvCBF3-alcsoport tagjai koziil csak a HVCBF3 ¢és a HVCBF6 gének indukalodtak
(10. 4bra), mig a HVCBF4-alcsoport Gsszes génje kifejez6dott (11. abra). Buzan végzett
kisérletek soran Stockinger et al. (2007) azt tapasztaltak, hogy azonos koriilmények kozott
nevelt novényeknél a TaCBF2, TaCBF9 és TaCBF14 gének az dszi fajtakban magasabb
génexpresszios értékeket mutatnak, mint a tavaszi fajtakban. Knox et al. (2010)

molekuléaris vizsgalataik soran megfigyelték, hogy a HVCBF2 ¢és HvCBF4 gének
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(HvCBF4-alcsoport tagjai) a Nure, vagy a Dicktoo 6szi arpa fajtakban tobb kdpiaban
kodoltak, mint a tavaszi Tremois vagy a Morex arpa fajtakban. A szerz6k a CBF
transzkripcids faktorok magasabb képiaszaméaval magyaraztdk a tavaszi €s az Oszi arpa
fajtak hidegtlrés/fagytiirés mértéke kozotti kiilonbségeket. Fontos megallapitas, hogy a
HvVCBF9 és a HVCBF14 gének (HvCBF4-alcsoport tagjai) — természetesen mas HVCBF
gének mellett — is az Fr-H2 16kuszon helyezkednek el (Francia et al., 2007), mely régio6
bizonyitottan kiemelkedd szereppel bir a gabonafélék fagyallosdganak kialakitasaban (lasd
6.2 fejezet). Wang et al. (2016¢) az arpa CBF génck filogenetikai alcsoportjait és a novény
fagytirése kozotti Osszefiiggéseket vizsgaltdk részletesen. Génexpresszids eredmények
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy arpa esetében a HYCBF4-alcsoportnak sokkal
nagyobb jelent6sége van az alacsony hémérsékleti stresszel szembeni védelemben, mint a

HvCBF3-alcsoportnak.

A HVCBF gének harom filogenetikai alcsoportjanak fehérje szintii vizsgalatai soran
Skinner et al. (2005) arra az eredményre jutottak, hogy a HVCBF1l- ¢és
HvCBF3-alcsoporthoz tartozd gének altal kodolt proteinek mind alacsony, mind magas
hémérsékleten képesek célgénjeik CRT motivumahoz kapcsolodni, mig a
HvCBF4-alcsoport tagjai csak alacsony homérsékleten képesek ugyanerre. Talan e
hémérséklet-fliggd képességiik kiilonbozteti meg a HVCBF gének alacsony hdmérsékleti
stressztoleranciaban betdltott szerepét mas abiotikus stresszek elleni védelemben betoltott
szerepétol. Az a hdmérsékleti ,.kiiszobérték”, amely elég alacsony ahhoz, hogy indukalja a
fagytlirésben fontos CBF transzkripcids faktorokat kodolod géneket, pozitiv korrelacidban
all a novény alacsony hdmérsékleti stressztolerancia mértékével: az extrém alacsony
hémérsékleten is taléld Norstar 6szi buzafajta esetében 5,4°C-kal magasabb ez a
hémérsékleti kiiszobérték, mint a kevésbé tolerans Manitou btizafajtanal. Raadasul, Galiba
et al. (2009) megallapitottak azt is, hogy a hideg akklimatizacidhoz sziikséges i1d6
lényegesen rovidebb a jobb hidegtiiréssel bird gabonafajtak esetében, mint az arra
érzekenyeknél, bizonyitva ezzel gyorsabb alkalmazkodasi képességiiket az alacsony

homeérséklettel szemben.

Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy sem a HVCBF3, sem a HVCBF6 gének
(HVCBF3-alcsoport tagjai) nem rendelkeznek cirkadian ritmussal (10. abra), viszont az
0sszes HVCBF4-alcsoport génje — melyek mindegyike hideg indukélhaté is — a kdzponti
oszcillator hatasa alatt all, vagyis napi ritmussal rendelkezik (11. abra). Az 6ragének és a

CBF transzkripcios faktorok kozott fennallé kozvetlen kapcsolatot molekularis szinten is
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bizonyitottak mar. Megallapitottak, hogy a CBF gének indukcidjaban kozvetleniil szerepet
jatszik a CCAL1 fehérje, mivel az képes kapcsolodni a CBF gének promoéteréhez (Dong et
al., 2011; Seo et al., 2012). E tény arra utal, hogy a CCAL (és valdsziniileg az LHY) gének
miikddése hozzajarul a CBF indukcidhoz. Az éragének €s a CBF transzkripcios faktorok
kozotti bizonyitott kapcsolat alapjan Maibam et al. (2013) szerint a cirkadian o6ra azzal
jarul hozza a megfeleld alacsony homérsékleti stressz elleni védelem kialakitasahoz, hogy
1doziti az olyan fontos gének kifejezddését, mint példaul a CBF géncsalad. Eredményeink
alapjan ez azonban- legalabbis a HYCBF4-alcsoport tagjai esetében — csak a nappalok és
¢éjszakak valtakozasa esetében igaz, folyamatos megvilagitas mellett nem, mivel ekkor a

HvCCAL1 elvesziti periodicitasat (7/A. abra).

A HVCBF4-alcsoport tagjainak tanulmanyozasa soran azt is megfigyeltiik, hogy az
alkonyati fényhez hasonl6 fénydsszetétel esetén (tavoli-vords fénykiegészités) sok esetben
orakkal korabbi génkifejez0dést detektaltuk. Rdadasul tobb esetben az expresszios
maximumok is megemelkedtek a kontrollként alkalmazott fehér fény esetében mért
értékekhez viszonyitva (11. abra). Franklin és Whitelam (2007) tanulmanyoztak eldszor az
Arabidopsis modellnévény CBF génjeinek fénymindségtol fliggd szabalyozasat. Els6ként
irtdk le, hogy a fényintenzitdis mellett a fény spektruma is befolyasolja a CBF
transzkripcios faktorok kifejezodését. Kim et al. (2002) kimutattak tovabba, hogy az
alacsony voOrds/tavoli-voroés aranya fény a fitokrom jelatviteli Utvonalon keresztiil
befolyasolja az AtCBF-ek expresszidjat, valamint kozvetve az AtCOR15a effektor gén
mikodését is, végsd soron igy novelve a ndvény fagytiirését. EQy, a kutatocsoportunk altal
publikalt cikkben (Novék et al., 2016) az alkonyati fényosszetételhez hasonlitd spektrum —
mely megegyezett a fent emlitett Franklin és Whitelam (2007) cikkében kozolt
fénykezeléssel — hatasat vizsgaltak a fagyallosag szempontjabol az egyik legnagyobb
jelentéséggel biro HVCBF gén miikodésére. Azt talaltdk, hogy az alacsony
voros/tavoli-vords aranya fénykezelés a fitokrom jelatviteli utvonalon keresztiil noveli a
HvCBF14 gén miikddését, valamint a novény fagytlirését, bizonyitva ezzel a korabbi

Arabidopsis modellndvényen tapasztaltakat arpa esetében is.

Jelen disszertacio eredményeként egy atfogd tanulmanyt készitettiink a HVCBF
gének — filogenetikai alcsoportok — tavoli-vords fénykiegészitésre adott valaszai alapjan.
Hasonloképpen Franklin és Whitelam (2007) Arabidopsis modellndvényen kapott
eredményeihez, arpa esetében is kimutattuk, hogy az alacsony vords/tavoli-vOrds aranyt

fény noveli a CBF gének expresszidjat. Azonban fontos kiilonbség, hogy mig Arabidopsis
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esetében e fénykiegészités nem (vagy csak csekély mértékben) volt hatassal az CBF-ek
periodushosszara, arpanal tobb esetben is kordbbi génexpresszids maximumokat
detektaltunk. Az altalunk vizsgalt gének HvVCBF4-alcsoport tagjai mind korabbi
kifejez0dést mutattak (rdadasul peridodushosszuk valtozatlanul kozel 24 6ra volt) a
kontrollként alkalmazott fehér fényhez viszonyitva. E kordbbi (és sokszor erdteljesebb)
génmiikodés — nem induktiv hdmérsékleti koriilmények kozott is — valaszreakcid lehet a
novény alacsony homérsékleti stressztiirésének fokozasa érdekében, mivel az egy nap alatt
bekovetkezd spektrumbeli valtozasok évezredek ota allandonak tekinthetéek, melyhez a
szarazfoldi novények alkalmazkodtak. Fontos kornyezeti jelet (,,informaciot”) jelent tehat
szamukra a spektrum Osszetétele és valtozasa, melyre szamtalan modon, igy fiziologiailag
is reagéalnak. Elképzelhetd tehat, hogy az alkonyati fénydsszetételhez leginkabb hasonlito
spektrum — tehat a tavoli-vords fénykiegészités alkalmazasa — arra ,,0sztonzi” a novényt,
hogy ,.felkésziiljon” az éjszakai alacsonyabb hdémérsékletre, azaz a kedvezd6tlenebb
koriilményekre. E hipotézis magyardzatul szolgalhat arra, hogy miért valtotta ki
kisérletiinkben az alkonyati fénydsszetételhez hasonlitd spektrum a fagytiirésben fontos

szereppel bird6 HVCBF4-alcsoport génjeinek korabbi és erdteljesebb kifejezodését.

10.2 HVPITP és HvPI4K taltermeld transzformans novények

Munkank soran megallapitottuk, hogy a HVPITP és HvPI4K gének a cirkadian ora
hatasa alatt allnak, tovabba, hogy a tavoli-vords fénykiegészités is befolyasolta a
miikodésiiket (8. abra). E kisérleti eredményeink, valamint a foszfolipid jelatviteli
tvonalban kulcsszerepet jatszo Ca?* csatornak és tovabbi mésodlagos hirvivé molekulak
(IP3, DAG) szerepével kapcsolatos irodalmi ismereteink alapjan jutottunk arra az
elhatarozasra, hogy megvizsgaljuk a HVPITP és HvPI4K gének esetleges szerepét
kiilonb6zd abiotikus stresszek elleni védelem kialakitasaban. Kutatdsaink kivitelezéséhez a
Nure 8szi arpabdl izolaltuk, és a Golden Promise tavaszi arpaban taltermeltettiik e két gént,

majd ezt kovetden vizsgaltuk a transzgénikus vonalak stressztiirését.

A transzformacios technikak koziil az Agrobacterium-koézvetitett modszerre esett a
valasztasunk, mivel alkalmazédsa esetiinkben tobb eldnnyel jar, mint mas technikdk
alkalmazasa. Travella et al. (2005) a gabonaféléknél alkalmazott legnépszeriibb
transzformacios modszerek Osszehasonlitdsakor azt talaltdk, hogy a biolisztikus génatvitel
esetében az eldallitott arpa transzformans vonalak 60%-a tobb mint nyolc kopiaban

hordozta a szelekcios markergént. Az e fajta, tobbszori beépiilés hatrannyal jarhat, mivel
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gyakran okoz alacsony szintii célgén kifejezddést, holott éppen ennek az ellentéte, annak
jelentds tultermeltetése lenne a cél (Dahleen és Manoharan, 2007), raadasul a homozigota
egyedek szelektalasa is nehéz. Az Agrobacterium-kozvetitett modszer elénye, hogy ritka a
transzgén tOobbszori beépiilése a recipiens genomba. Egy részletes tanulmanyban 260
fiiggetlen — szintén Agrobacterium segitségével eldallitott — transzgénikus arpa vonalat
vizsgaltak. Megallapitottak, hogy az eléallitott vonalak kozel fele kodolta a luciferase
szelekcids markergént egyetlen kopiaban, mig haromnal tobb beépiilést csupan 8%-uknal
figyeltek meg (Bartlett et al., 2008). E modszert hasonlé sikerességgel transzgénikus rizs
eléallitasara is alkalmazzak. Sallaud et al. (2003) t6bb, mint kétszaz vonalat megvizsgalva
azt tapasztaltak, hogy az eldallitott novények az esetek 30-40%-ban hordoztak a hpt
szelekcids markergént csupan egy kopidban. Az altalunk eldallitott fliggetlen transzgénikus
arpa vonalak kopiaszam meghatarozasa szerint, a HVPITP esetében a transzgénikus
vonalak 73%-a, mig a HVPI4K esetében 62%-a egyetlen kopiaban hordozza a hpt
szelekciés markergént. Sokszoros transzgén beépiilést (hat kopia) csupan egy vonal
(PITP L15) esetében figyeltiik meg, mely inkabb a biolisztikus technikara jellemzo.
Megallapitottuk, hogy a kapott beépiilési gyakorisagok a szakirodalmi tendencidkkal teljes
mértékben megegyeznek.

A transzgének génexpresszidos értékeit Real-Time qPCR felhasznalasaval
hataroztuk meg (12. abra). Megallapitottuk, hogy nincs 0Osszefiiggés a beépiilés
gyakorisaga ¢€s a transzgének kifejezddése kozott (5. melléklet), mely nem meglepd, hiszen
tudomasunk szerint nincs olyan tanulmany, mely pozitiv korrelaciét mutatott volna ki a
transzgén kopiaszama és kifejezddésének mértéke kozott. E kérdéskort vizsgdlva az
igazolddott, hogy a novényi genomba beépiilt transzgén kifejezOdésének meértéke
leginkabb a kromoszoéman beliili beépiilésének helyétdl fiigg (Matzke és Matzke, 1998),
melyre a szakma — mivel gyakori jelenségrol beszéliink — az n. ,,pozicid hatas” kifejezést

alkotta meg.

Szamos tanulméanyban leirtdk mar, hogy a transzformacioés esemény sok esetben
,hatranyt” jelent a ndvény szamara, ami foként fenotipusos abnormalitas(ok)ban
jelentkezik; e témakorrél Vyroubalova et al. (2011) 6sszefoglald tanulmanyt is kozoltek.
Jelen disszertacio soran felhasznalt HVPITP és HVPI4K transzformans novények vizsgalata
soran is feljegyeztiink fenotipusos abnormalitasokat, s6t azt tapasztaltuk, hogy ezek
eléfordulasa joval gyakoribb a korabbi munkaink soran tapasztaltaknal, illetve a

szakirodalomban ko6zo6lt adatoknal is. Egyik ilyen fenotipusos rendellenesség — melyet
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tudomasunk szerint a Golden Promise vad tipus esetében még nem irtak le — a klorofill
hianyos ndvények megjelenése (6/E. melléklet). Egy, a kutatocsoportunk nevéhez fiiz6do
publikécioban a transzformans novények eléallitasdhoz a jelen disszertacional alkalmazott
technikaval pontosan megegyez0 metodikat alkalmazva (binaris vektor, transzformacios
protokoll, recipiens genotipus) a buza CBF14 és CBF15 gének fagytiirésben betdltott
szerepét vizsgaltak (Soltész et al., 2013). A szerzék az eldallitott transzformans ndvényeket
tobb nemzedéken keresztiil vizsgaltdk, de egyszer sem tapasztaltak klorofill hianyra utald
jelet (szobeli kozlés), igy azt gondoljuk, hogy az altalunk tapasztalt klorofill hiany a
jelatviteli utvonal kezdeti elemeinek (HVPITP és HvPI4K) taltermeltetése, vagy esetleg a

korabban emlitett pozici6 hatds eredménye.

A klorofill a + b spektrofotometrias meghatarozasa utan szamitott klorofill a/b
aranyszam kivaloan tiikrozi a levélszegmens zold szinének arnyalatat, tehat azt, hogy
»mennyire zOld a levél”. Alacsonyabb aranyszam (2,5-3,5) jellemzd az egészséges,
sOtétzold levelekre, mig a magasabb klorofill a/ b értékek (4,0-10,0) etiolalt hajtasokban
fordul el6 (Lichtenthaler és Buschmann, 2001). A transzformans egyedek, valamint a
Golden Promise esetében a vad tipus, valamint a ,,z6ld levelii” transzformans egyedek
Klorofill a/ b aranyszama 2,9-3,3 kozotti értékeket mutat, mig a halvanyzold fenotipusu
PI4K L6 vonalnal kaptuk a legmagasabb értéket (3,8), igazolva ezzel a klorofill a és
Klorofill b kozotti felborult egyensulyt és az ennek kovetkeztében kialakult, altalunk

tapasztalt halvanyabb szint.

Kozismert, hogy albinizmus a ndvényi transzformalads soran eléfordulhat mint
fejlodési rendellenesség, melynek megjelenését szamos faktor befolyasolhatja. Elsdsorban
genetikai okok miatt fordul elé (fajtara/genotipusra jellemz6 jelleg), de akar a
transzgénikus konstrukcionak a beépiilése is okozhatja. Ezek mellett a sejt- és
szOvettenyésztési munkak soran alkalmazott tdptalaj és a nevelési koriilmények is
hozzajarulhatnak az albind novények kifejlédéséhez. Egy albinizmust vizsgald részletes
tanulmanyban biolisztikus technika segitségével a Golden Promise genotipust
tanulmanyoztak. A szerzOk leirtdk, hogy az elballitott kilencvenegy fiiggetlen
transzgénikus vonal koziil negyvenegynél (45%) figyeltek meg rendellenességet a klorofill
szintézisében, melynek eléfordulasa nagyban fiiggott a kalluszok eredetétél. Az éretlen
embriokbdl regeneralt kalluszok 55%-a, mig a mikrosporakbol regeneralt kalluszok 25%-a
mutatott csak normal fenotipust, az albinokkal szemben (Wan és Lemaux, 1994). Egy

masik cikk a Bobwhite buzafajta biolisztikus transzformalassal eldallitott transzgénikus
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vonalainak tanulmanyozasa soran azt a megallapitast tette, hogy néhany egyed halvanyabb
z06ld fenotipust mutat a vad tipus so6tétzold fenotipusdhoz képest, mely rendellenesség a
transzgénikus vonalaknal csak a pollenszorddas (antézis) fenologiai fazisa utan volt
megfigyelhetd; raadasul ezek az egyedek keskenyebb, csavarodott levélmorfologiat is
mutattak (Bregitzer et al., 2006). Shu et al. (2002) transzgénikus rizs vizsgalata soran a T3
¢s T4 nemzedékeknél figyelték meg, hogy egyes vonalak halvanyzdld fenotipust mutatnak.
E rendellenes fenotipusii ndvényeknél lassabb novekedést, kevesebb beérett kaldszt, €s

80%-kal alacsonyabb névénymagassagot is leirtak a Xiushui 11 vad tipushoz képest.

A transzgénikus novények vizsgalata sordn tobb kutatdcsoport a vad tipus mellett
egy masodik, un. transzgénikus kontroll vonalhoz is viszonyitotta az eredményeit (példaul:
Wang et al., 2008; Luo et al., 2012; Ku et al., 2013; Shen et al., 2015). E kontroll vonalak
csupan egy kereskedelmi forgalomban kaphatd, modositatlan vektort tartalmaztak, azaz
ezek a vonalak csak a szelekcios markergént tartalmaztak, de a transzformaland6 célgént
nem. Ez a metodika az azonos kisérleti koriilmények miatt a transzformacids technikak
hatasanak a tanulmanyozasara alkalmasak (sejt- €s szOvettenyésztés, taptalaj, kdrnyezeti
hatasok, stb.). Ezekben a tanulmanyokban a szerzdk leirtak, hogy a transzgénikus kontroll
vonalak nem mutattak jelentds kiillonbséget sem fejlddésbeli, sem stressztolerancia
tekintetében a vad tipushoz képest. Kutatocsoportunk korabbi munkaja soran, a jelen
disszertacional alkalmazott technikdval pontosan megegyez0 transzformaladsi modszert
alkalmaztak Soltész et al. (2013), amikor eléallitottak a transzgénikus kontroll vonalaikat.
Ok is arra az eredményre jutottak, miszerint nem tapasztalhato jelentds kiilonbség a
Golden Promise vad tipus és a transzgénikus kontroll vonal kozott, sem a ndvények
fejlodésében, sem a fagytiirésében. Ezekre a publikacidkra alapozva dontéttiik ugy, hogy
jelen kisérleteinkbe csak a Golden Promise vad tipust vonjuk be, és az e genotipus altal
mutatott értékeket vesszilk kontroll eredménynek. Igy a kiilonbozé kisérletek alatt
tapasztalt, a vad tipus és a transzgénikus vonalak kozott kapott barmilyen fenotipusos
kiilonbséget a célgének — HVPITP vagy HvPI4K — hatasanak tulajdonitottuk, és nem az

alkalmazott transzformacios technikanak vagy a transzformacios eseménynek.

Habar a hagyomanyos novényi transzformacios technikak alkalmazasa tobb tiz évre
nyulik vissza, a mai napig sem tervezhetd eldre, vagy befolyasolhatdo a célgén pontos
beépiilési helye, vagy kifejezddésének mértéke. Napjainkban egyre szélesebb korben valt
elérhetévé egy ujabb és ,,precizebb” genomszerkesztési modszer a CRISPR-Cas9 (Ricroch

et al., 2017), mely mar tervezhet6bb megoldast nyujt a molekularis bioldgusok szamara a
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célgén beépiilési helyének pontos meghatarozasaban, bar e technika alkalmazésa soran is
el6fordulhatnak — a korabbi hagyomanyos moddszerekhez hasonléan — fenotipusos

rendellenességek a modositott ndvény fejlédése soran.

Az Arabidopsis modellnvény esetében alkalmazott virag infiltracios
transzforméacio soran ritkdbban fordulnak el6 fenotipusos rendellenességek a transzformans
novények kozott, mint azokndl a technikdkndl, amelyeknél sejt- és szovettenyésztési
munkafolyamatok is sziikségesek (példaul a gabonafélék esetében). Az egyszikil
transzformans novények (példaul buza vagy arpa) esetében eldforduld fejlodési
rendellenességeket kivalto okokat Filipecki és Malepszy (2006) szerint harom csoportba
sorolhatjuk: (1) célgén pleiotrop hatéasa, (2) az integracio helye és a célgén kifejezédésének
hatasa, valamint (3) az alkalmazott technika altal el6idézett stressz mellékhatasa. A
fenotipusban megjelené mellékhatasok e harom okra torténd visszavezetése nehézkes, a
legtobb publikacioban csak spekulacioként diszkutaljak. Ilyen példaul Bregitzer et al.
(2006) cikke, melyben a szerzok transzgénikus buza vonalak esetében irtak le, hogy a
célgént taltermeld egyedek esetében csokkentek az agronomiailag fontosabb paraméterek
értékei (példaul termésmennyiség), mely gazdasagi hasznosithatésagukat tette lehetetlenné.
Annak ellenére, hogy molekularis vizsgalatokat nem végeztek, e rendellenesség okaként a

szerzOk a szelekcids markergén hatasat vagy a szomaklonalis variabilitast nyilvanitottak ki.

Soltész et al. (2013) a TaCBF14 és TaCBF15 taltermeld vonalai tanulmanyozasa
kozben a fokozott fagytiirés mellett megfigyelték, hogy a transzformans ndvények
lassabban fejlodtek és késdbb viragoztak, mint a Golden Promise vad tipus. Ebben a
cikkben a szerzoék molekularis vizsgalatokkal igazoltdk, hogy a megemelkedett célgén
expresszidja hatassal volt a katabolikus gibberellinsav 2-oxiddz enzimet kodold gén
kifejezddésére is, melynek kovetkezménye volt a bioaktiv giberellinsavak inaktivalasa és a
DELLA proteinek felhalmozodasa. Tehat, ebben az esetben bizonyitottdk egy
transzkripcids faktor tultermeltetésének hatdsadt egy — hormon bioszintézisben szerepet
jatszo — effektor génre, mely végsd soron nem vart fenotipusos kovetkezményhez, fejlodési
rendellenességhez, azaz lassabb novekedéshez és késdi virdgzashoz vezetett. Raadasul
Hoang et al. (2017) el6térbe helyezik a konstitutiv promoéterek fenotipusra gyakorolt
esetleges kedvezOtlen pleiotrop hatasat (ndvekedési rendellenesség, késéi virdgzas,
alacsony termésmennyiség) is. Megoldasként ajanljak a szerzék a stresszindukalt
promoterek alkalmazédsat, mely megoldast jelenthet a fent emlitett problémak

kikiiszobolésére, €s a transzgénikus ndvények gyakorlati felhasznalésara.
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Jelen munkénk sordn kimutattuk, hogy a HVPITP és HVPI4K gének kismértéki
megnovekedett abiotikus stressztiirést okoznak szdmos transzformans vonal esetében,
viszont elképzelhet6 az is, hogy emellett ¢ két gén — melyek egy jelatviteli Gtvonal korai
elemeinek tekinthetdek, ezaltal szamos mas uUtvonalra hatassal lehetnek — hatasa az

altalunk feljegyzett, fenotipusosan is megjelend fejlddésbeli rendellenességek is.

A HVPITP ¢és HvPI4K transzformans novények fenotipusos jellemzése soran a
legkiilonboz6bb fejlédési rendellenességeket tapasztaltunk (lasd 9.2.3. fejezet), melyek
valosziniileg a foszfolipid jelatviteli ut korai, szerteagazd hatasa miatt olyan diverzek.
Tobb, nemrégiben megjelent dsszefoglalé tanulmany (Hoang et al., 2017; Baillo et al.,
2019) hivja fel a figyelmet arra, hogy fontos kérdés az is, hogy egy-egy transzkripcios
faktor tultermeltetése milyen hatdssal van a novény szantofoldi koriilmények kozott
produkalt termésére, és a laborkisérletekkel nem csak az alapkutatas szempontjabdl fontos
kérdésekre kellene valaszokat keresni. Az agronomiailag fontos tulajdonsagaikat vizsgalva
jelen kutatas keretében megallapitottuk (5. tablazat), hogy egyik vonal esetében sem
okoztak a transzgének jelentds elonyt a vad tipushoz képest. Inkabb az a tendencia lathato,
hogy a HVPITP és HVvPI4K gének hatranyosan befolyasoltak a novények agrondmiailag
fontos tulajdonsagait. Hasonlo eredményt kaptak Horvath et al. (2001) Golden Promise
tavaszi arpa transzformaldsa utin végzett vizsgalatuk soran. A szerzok egy kétéves
szantofoldi fenotipizalas utdna megallapitottak, hogy a transzformansok ezerszemtomege
30-40%-kal csokkent a vad tipushoz képest. A transzformans vonalak ontdzés melletti
hozamat meghatarozva azt talaltak, hogy a Golden Promise 7,7 t/ha termésmennyisége

helyett atlagosan csupan 6,0 t/ha hozamot produkaltak.

Az altalunk végezett fenotipizalds eredményeit tovabb elemezve, a PITP L12 ¢és
PITP L13 vonalakat Osszehasonlitva érdekes megallapitast tettiink. A PITP L13 vonal
alacsony ndvénymagassaga mellett késéi virdgzast is mutatott, viszont jelentdsen tobb
kalaszt nevelt. Mindemellett e transzformdns vonal tobb rendellenes kaldszt is hozott
(16,1%; P=0,006). Fontos megjegyezni, hogy ezek a kalaszok — habar tobb kalaszorsoval
rendelkeztek — sokkal rovidebbek és termékenyiilésiik sok esetben elmaradt a
megszokottol. A PITP L13 vonal fokalaszainak szemtomege fele volt a PITP L12 vonalhoz
viszonyitva. E transzformdns vonal ndvényenkénti szemszdma és Szemtomege,
ezerszemtomege is elmaradt a PITP L12 vonalhoz képest. A két vonal kozotti legfobb
hasonl6ésag molekularis szinten, hogy mind a két esetben egy-egy kopiaban hordozzak a

HVPITP transzgént, rdadasul a Real-Time qPCR eredmények alapjan megtudtuk, hogy
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génkifejezodésiikben sincs jelentds kiilonbség (12/A. abra). Mindezek alapjan a pontos
molekularis okok, melyek a fenotipusban tapasztalt kiilonbségeket okozzék, tisztazatlanok
maradtak. Egy lehetséges magyarazat e két vonal kozott mért jelentds eltérésekre a
transzgének beépililése kovetkeztében okozott molekularis kiilonbségek miatti pozicid

hatés, viszont ennek tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az altalunk fenotipizalt PI4K vonalak vizsgalata soran a PI14K L3 esetében érdekes
megallapitast tettiink. Megfigyeltiik, hogy a tizenkét vizsgalt paraméter koziil csupan a
klorofill tartalomban (SPAD értékben) mutatott jelentds novekedést a Golden Promise
genotipushoz képest. Rdadasul az 6sszes vizsgalt transzformans vonal koziil egyediiliként a
PI4K L3 vonal esetében mértiink szignifikans eltérést e paraméterben a vad tipushoz
képest, sem a HvPITP, sem a HvPI4K taltermelése nem befolydsolta jelentésen a

transzforméns ndvények klorofill tartalmat.

A HVPITP ¢és HvPI4K transzforméns vonalak stressztiirésben betoltott szerepét
vizsgalva megallapitottuk, hogy e gének — és valdsziniileg a foszfolipid jelatviteli utvonal —
Kismértékben hozzajarulnak a névény alacsony hémérsékleti stressztolerancia mértékének
fokozasaban (lasd 9.2.4 fejezet). Sajnos csak kevés kutatocsoport foglalkozik a novényi
foszfolipid jelatviteli utvonal abiotikus stressztlirésben — kiilonosen a fagytiirésben —
betoltott szerepével. Munkank soran megvizsgaltuk e két gén fagytiirésben betoltott
szerepét, és megallapitottuk, hogy csupan tultermeltetésik nem elegendd a ndvény
fagytirésének fokozasahoz. Azt tapasztaltuk, hogy az alacsony hémérséklet — mint
kornyezeti jel — sziikséges a fokozott hidegtlirés elérése érdekében, mivel hidegedzés
nélkiil nevelt névények esetében nem mutatkozott kiilonbség a transzformans vonalak és a

Golden Promise vad tipus kozott.

Vajon miért sziikséges a hideg, mint jel a transzformansok fokozott fagytiiréséhez?
Felvetésiink szerint — mas molekularis magyarazat hidnyaban — talan a HVPITP és HvPI4K
gének tultermeltetése e molekulak sejten beliili ,,talkinalatahoz” vezetett, melyek ezaltal —
sziikség esetén — konnyebben elérhetdvé valtak a sejtben. E ,felesleg” teheti
szikkségtelenné a PITP és PI4K fehérjék de novo szintézisét, ezaltal csokkentve a
kornyezeti jelekre adott vélaszok reakcididejét, mely végsé soron fokozhatja a

transzformans egyedek stressztlirését a vad tipushoz képest.

Az alacsony hémérséklet hatasara hirtelen megemelkedd intracellularis Ca®*

koncentracid mar régota ismert. A CBF transzkripcios faktorok fagystressz elleni védelem
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kialakitasaban betoltott szerepét — tobb ndvényfaj esetében is — rengeteg publikacid
bizonyitja, azonban a jelatviteli utvonal kezdeti elemeinek szerepe ¢ folyamatban még alig
ismert. A kapocs, mely Osszekoti a Ca* jelatviteli utvonalat a CBF transzkripcios
faktorokkal, és ezaltal az altaluk szabalyozott effektor génekkel, Arabidopsis esetében mar
iIsmert, ugyanis Doherty et al. (2009) leirtak, hogy a CAMTA3 képes az AtCBF2
promoteréhez kotddni. Jelen munkank soran megallapitottuk, hogy a foszfolipid jelatviteli
tvonal (mely befolyasolja a [Ca®*]e. mennyiségét) elemeinek tiltermeltetése arpaban
Kismértékii pozitiv hatassal van a novény fagytiirésére. Kimutattuk tovabba, hogy ez a
fokozott alacsony hémérsékleti stressztolerancia nem jar egyiitt a fagytirésben fontos
HVCBF gének indukcidjaval (7. melléklet), tehat e fenotipus nem a CBF transzkripcids
faktorok effektor génekre gyakorolt hatasdnak kovetkezménye. Hasonld eredményre
jutottak Chu et al. (2018) az Arabidopsis PATELLIN1 (PATL1) gén — mely egy SEC14-like
fehérjét (egy PITP homolog) kodol (Peterman et al., 2004) — vizsgalata soran. In vivo
bizonyitottdk, hogy az AtPATL1 és az AtCaM4 fehérjék kozos jelatviteli titvonalon
helyezkednek el, és pozitivan befolyasoljak a ndvény alacsony hémérsékleti
stressztolerancidjat. Delécids mutans vonalakban fokozott expresszidt tapasztaltak szdmos
CBF-ek altal szabalyozott gén (AtKIN1, AtCOR15b és AtCORS8.6) esetében is, mely arra
enged kovetkeztetni, hogy az AtPATL1 — AtCaM4 utvonal fiiggetlen az AtCBF utvonaltol.

Ezt a megallapitast erdsitik meg a mi eredményeink is arpa esetében.

A HVPITP ¢és HvPI4K vonalak sostressz elleni védelem kialakitasaban betoltott
esetleges szerepét is megvizsgaltuk, mivel szakirodalmi adatok arra utalnak
(Kietbowicz-Matuk et al.,, 2016), hogy a PITP génnel homolég HVSEC14p gén
kifejez0dése NaCl hatdsara fokozddik. Vizsgalataink sordn nem mutattunk ki jelentds
kiilonbséget sem a HVPITP, sem a HvVPI4K taltermeltetés hatdsara a Golden Promise vad
tipushoz képest (lasd 9.2.5 fejezet). Azt gondoljuk, hogy a két szemben allo allitas
hatterében a kiilonbozo kisérleti beallitdsok, mint példaul a mas arpa genotipusok, eltérd
NaCl koncentraciok, vagy kiilonbozé fejlédési stadiumok allhatnak, melyek tisztazasa

tovabbi vizsgalatokat igényel.

A HVPITP és HVPI4K vonalak jellemzése soran tanulmanyoztuk a transzformans
vonalak csirakori hideggel kombinalt hipoxia tirését is (lasd 9.2.6 fejezet).
Megallapitottuk, hogy a taltermeltetés kovetkeztében a novények fokozott stressztiirést
mutattak a vad tipushoz képest. Az arpa — és az Osszes gabonaféle — obligat aerob ¢161ény,

tehat az oxigén hidnyos (hipoxias) koriilmény, vagy annak teljes hianya (anoxia)
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stresszhatdsnak mindsiil a ndvény szamara. Ennek kovetkeztében, a Magyarorszagon is
évrol-évre eléforduld tavaszi aradasok és belvizek komoly veszteségeket okozhatnak a
gabonatermesztés szamara, mely leginkabb a fiatalabb novényeket veszélyezteti. A hipoxia
kovetkeztében bekovetkezo terméskiesés elérheti az akar 50%e-ot is, raadasul a termesztett

arpa az egyik legérzékenyebb gabonandvényiink (Dennis et al., 2000).

A Ca** maésodlagos hirvivé molekula szerepe az oxigén hidnyos kériilmények
kozott is fontos jelentdséggel bir, raadasul, a ndvényi sejt anoxia hatdsara rendkiviil gyors
valaszreakcioval védekezik. Kukorica vizsgalata soran Subbaiah et al. (1998) kimutattak,
hogy a [Ca’*]s. mar az elsé percben megemelkedik oxigén hidny hatdsara. Ezen
informaciok alapjan dontottiink ugy, hogy mivel a foszfolipid jelatviteli utvonal
befolyasolja [Ca®*].it, valtozasat, megvizsgaljuk a HVPITP és HVPI4K taltermeld vonalak
hipoxias koriilmények kozotti stressztiirését a vad tipushoz viszonyitva. Azt tapasztaltuk,
hogy a transzformans vonalak fokozottabb stressztiiré képességgel birnak, mint a Golden
Promise genotipus. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az altalunk eldallitott
tultermeld vonalak és a vad tipus kozott tapasztalt stresszel szemben mutatott kiilonbségek
az intracellularis [Caz+]cit_ megnovekedett szintjének, esetleg konnyebb mobilitdsanak,
vagy gyorsabb felszabaditasanak koszonhetd, bar hipotéziseink bizonyitasa (vagy cafolasa)

tovabbi, részletesebb vizsgalatokat igényel.

10.3 A HVPIF fehérjéket kodold szekvenciak

Az éltalunk tanulményozott jelatviteli itvonalak koziil a tavoli-vords tartoméanyba
esO fény hatasara aktivalodo fitokrom jelatviteli utvonalat vizsgaltuk meg részletesebben.
Munkank soran az arpa feltételezett PIF fehérjéit kodolo szekvenciak in silico azonositasat
végeztilk el, melyhez eldszor a HvPIF-ek tin. bHLH fehérjecsaladjat identifikaltuk. A
HMM modszert alkalmazva 183 egyedi bHLH szekvenciat azonositottunk az elérhetd
legtjabb verzioju teljes arpa proteomban. Hasonld6 moédszert alkalmazva Pires és Dolan
(2010) kozel azonos méretii bHLH fehérjecsaladot azonositott mas novényfajok esetében
is. Az Arabidopsis proteomban 158, mig a rizs proteomban 173 bHLH-t kodolo
szekvenciat irtak le. Az altalunk leirt 183 arpa bHLH fehérje konszenzus részének
azonositasahoz tobbszords illesztést végeztink (16. abra). A kapott eredményeink
nagyfoku hasonlosagot mutatnak Toledo-Ortiz et al. (2003) Arabidopsis esetében, valamint
Kumar et al. (2016) kukorica esetében azonositott bHLH domén konszenzus

szekvenciaival. Az Arabidopsis-nal (20. abra, AtbHLH) tizenhat aminosav, mig a
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kukoricanal (20. abra, ZmbHLH) huszonhat aminosav vesz részt legalabb 50%-0s
lefedettség mellett a bBHLH domén konszenzus részének kialakitdsdban. Munkénk soran
tizennyolc aminosavat azonositottunk, melyek hasonld, 50%-os lefedettség mellett vesznek

részt az arpa bHLH domén konszenzus részének képzésében (20. 4bra).
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20. abra: Az arpa, az Arabidopsis (Toledo-Ortiz et al., 2003), valamint a kukorica (Kumar et al., 2016)
bHLH domének kialakitasaban minimum 50%-os lefedettség mellett részt vevé aminosavaik t6bbszoros
szekvencia illesztése. Az azonos aminosavak azonos szinkddolassal szerepelnek az abran. A fekete
oszlopok magassaga az adott aminosav konzervaltsagit mutatja az adott pozicioban. Az aminosavak
szamozasa a bazikus rész N-terminalis részének egy altalunk kijel6lt helyérdl indul. ,,B. rész”: Bazikus

1ész.

Valoszintisithetd, hogy a bHLH szekvencidk altalunk azonositott konzervalodott
aminosavai (minimum 50%-os lefedettség mellett) fontos funkcionalis szereppel birnak
arpa, Arabidopsis és kukorica esetében is. Ha részletesebben megvizsgaljuk azokat az
aminosav helyeket, amelyek az Arabidopsis és a kukorica esetében is megegyeznek, de az
arpanal eltérnek egymastol (Ss7 és Kgy), akkor azt talaljuk, hogy az arpa esetében is
konzervalodott poziciokrol van sz6, csupan alig maradtak el az alkalmazott 50%-0s
lefedettségi kiiszobértéktol (Ss7: 45,6% ¢és Kg7:49,4%). Azt gondoljuk, hogy e két aminosav
szintén fontos szerepet tolt be az arpa bHLH fehérjéknél, és azok az arpa bHLH domén
konszenzus szekvenciajanak részét képzik. Csupan egyetlen aminosavat talaltunk (Ejp),
amely csak az arpa esetében bizonyult konzervalddottnak, viszont az Arabidopsis és a
kukorica esetében nem. Az, hogy ez az E1p aminosav milyen szerepet tolt be az &rpa bHLH
fehérjék funkciojdban, vagy hogy egyaltalan van-e valamilyen fontos jelentdsége, avagy
csupan egy fajra jellemzé molekularis bélyeg, tovabbi in silico és funkcionalis

ndvénybiologiai vizsgalatokat igényel.

Ahhoz, hogy az altalunk azonositott 183 bHLH szekvencia koziil kivalogassuk a

feltételezhetéen HVPIF szekvenciadkat, mar ismert Arabidopsis, rizs és szoja bHLH
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szekvenciakkal (3. tablazat) egylitt végeztiink filogenetikai elemzést. Az igy kapott
filogenetikai fa strukturdja alapjan megallapitottuk, hogy az drpa bHLH fehérjéi huszonot
alcsoportba sorolhatok. Az altalunk felhasznalt Arabidopsis, rizs és szdja bHLH
,referencia” szekvencidk lehetévé tették, hogy a korabban mar kozolt filogenetikai fakkal
Osszehasonlitdst végezziink, valamint, hogy a szakirodalommal konzisztens alcsoport
elnevezéseket hasznaljunk. E csoportositas nagyfoku hasonlésadgot mutatott a kordbban
mar Pires és Dolan (2010) altal kozolt Arabidopsis és rizs, valamint Kumar et al. (2016)

altal kozolt kukorica bHLH fehérjék filogenetikai fak topologiaival.

Annak ellenére, hogy a XIV alcsoport Arabidopsis esetében négy taggal is
képviselteti magat (Pires és Dolan, 2010), nem tartalmaz arpa fehérjét. Valoszinii, hogy ez
az alcsoport nem tartozik az erésen konzervalt bHLH alcsoportok kozé a kiilonbdzo
novényfajokban. Ezt az allitast tamaszthatja ala az is, hogy a szakirodalomban csupan egy
publikacio ismert, melyben Imai et al. (2006) az XIV alcsoport egyik tagjanak funkcionalis

elemzését végeztek el.

In silico vizsgalataink végsé célja az volt, hogy azonositsuk az arpa bHLH fehérjéi
kozil azokat a szekvenciakat, amelyek a legnagyobb valdszintiséggel HVPIF proteineket
kodolnak. Ehhez az altalunk azonositott 183 bHLH fehérjét kddold szekvenciat és a
szakirodalombdl mar ismert PIF szekvenciakat (Arabidopsis, rizs, szoja) vontunk be az
analizisbe. Azt feltételeztiik, hogy a PIF fehérjéket kodolo szekvencidk hasonlosaga
alapjan a filogenetikai analizis egyazon alcsoportba sorolja az Osszes referenciaként
hasznalt PIF-et, valamint azokat az ismeretlen arpa szekvenciakat, melyek PIF fehérjéket
kodolnak. Az elemzésbdl kideriilt, hogy az Osszes Arabidopsis, rizs és szdja PIF
szekvencia a VII (at+b) alcsoportba sorolhatd, mely eredményt Pires és Dolan (2010) cikke
alapjan prediktalhatdo is volt, ezzel is megerdsitve az arpa bHLH filogenetikai fa
pontossagat, és a levont kdvetkeztetéseinket is. Osszességében kilenc egyedi arpa bHLH
fehérjét kodold szekvenciat azonositottunk a VII (at+b) alcsoportbdl, melyek nagy
valosziniiséggel a HVPIF fehérjéit kodoljak (7. tablazat). Ahhoz, hogy hipotézisiinket
igazoljuk, és megallapitsuk, hogy e kilenc szekvencia koziil, melyek tartoznak valojaban az
arpa PIF transzkripcios faktorok csaladjahoz, in vivo funkcionalis vizsgalatok sziikségesek.
Az altalunk elért eredmények megalapozhatjak korabbi kutatasok folytatasat vagy

kibovitését, melyek a tovabbiakban is igéretes eredményeket nyujthatnak.



11 TEZISEK

Kimutattuk, hogy a foszfolipid jelatviteli Gtvonalban szereplé HVPITP és HvPI4K
gének a cirkadian o6ra hatdsa alatt allnak, tovabba, hogy tavoli-vords
fénykiegészitésre a HVP14K gén korabbi expresszids maximummal reagal.
Megallapitottuk, hogy a Ca* jelatviteli utvonalban szerepet jatszo gének nem
mutatnak cirkadian ritmust. Expresszios mintazatuk a cirkadian ora, az alacsony
voros/tavoli-vords aranyu fény, vagy a homérséklet hatasara harom jol elkiiloniilo
csoportra oszthato.

Kimutattuk, hogy az arpa CBF gének filogenetikai alcsoportjai koziil a
HvCBF1-alcsoport tagjai ,,szobahémérsékleten” (22°C-on) nem fejezédnek Kki.
Bizonyitottuk, hogy a HVCBF3-alcsoport génjei nem allnak a cirkadian 6ra hatdsa
alatt.

. Bebizonyitottuk, hogy hidegindukcié nélkiil az arpa CBF gének koziil csak a
HvCBF4-alcsoport tagjai fejez6dnek ki, expresszidjuk cirkadian ritmust kovet,
mikodésiik a késé délutani/kora esti 6rakban a legintenzivebb.

Kimutattuk, hogy tavoli-voros fénykiegészités hatasara a HYCBF4-alcsoport génjei
sok esetben nagyobb expresszios maximummal reagalnak, raadasul orakkal
korabban is Kifejezodnek.

Bebizonyitottuk, hogy a HVPITP és HVPI4K gének kis mértékben jarulnak hozza az
arpa alacsony homérsékleti stressztolerancidjanak noveléséhez.

. Megallapitottuk, hogy a foszfolipid jelatviteli ttvonal kezdeti elemeinek
taltermeltetése  megndveli a  transzformans novények egyes fejlodési
rendellenességeinek gyakorisagat.

In silico azonositottuk az arpa bHLH fehérjéit, filogenetikai alcsoportokba soroltuk

azokat, majd meghataroztuk a HVPIF szekvenciakat.
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. We have shown that the HvVPITP and HvPI4K genes from the phospholipid

signaling pathway have circadian rhythm, and that the HvPI4K gene responds to
supplemental far-red light with an earlier expression levels.

. We found that genes involved in the Ca®* signaling pathway do not show circadian

rhythms. Their expression pattern can be divided into three subgroups according to

their response to the circadian clock, low red/far-red light, or temperature.

. We have shown that among the barley CBF genes, members of the

HvCBF1-subgroup are not expressed at ’room temperature’ (at 22°C). We

demonstrated that the genes of the HYCBF3-subgroup have no circadian rhythm.

. We demonstrated that without cold induction, only members of the

HvCBF4-subgroup have circadian rhythm, and their expression levels are most

intense in the late afternoon or in the early evening hours.

. We have shown that under the influence of supplemental far-red light the genes of

the HYCBF4-subgroup responds with higher expression levels in many cases, and,

in addition, they are expressed hours earlier.

. We have shown that the HvPITP and HvPI4K genes slightly increased the low-

temperature stress tolerance of barley.

. We have found that the overexpression of the initial elements of the phospholipid

signaling pathway increases the frequency of certain developmental abnormalities
in the transgenic plants.

. We have determined barley bHLH proteins in silico, classified them into

phylogenetic subgroups, and finally HvPIF sequences were identified in the barley

genome.



13 OSSZEFOGLALAS

A disszertacioban 6sszefoglalt munkank f6 célja az volt, hogy az arpa mint gabona
modellndvény felhasznalasaval (1) a foszfolipid jelatvitel, (2) a Ca®* jelatvitel, valamint (3)
a CBF transzkripcids faktorok kozvetitette jelatviteli Utvonalra haté szabalyozo

mechanizmusokat tanulméanyozzuk.

Kisérleteink soran mesterséges koriilmények kozott nevelt Nure genotipus
segitségével meghatdroztuk a fent emlitett Gtvonalakhoz kapcsolodd gének cirkadian
ritmusat. Vizsgalataink soran fehér és tavoli-vordssel kiegészitett fehér fényt alkalmaztunk,
igy megallapithattuk az alacsony vords/tavoli-vords aranyu fény génexpressziora kifejtett
hatasat is. ElsO 1épésként — a kisérlet ,,hitelesitéseként” — megvizsgaltuk a cirkadian ora két
alapvetd tagjanak, a HVCCAl ¢és HVTOCL gének kifejezddését. Megfigyeltiik, hogy a
vizsgalt oragének cirkadidn ritmus szerint fejezddtek ki, valamint hogy a tdvoli-vords
fénykiegészités a HVCCAL génre csekély, mig a HVTOCL1 génre jelentds hatdssal birt: a

fénykezelés hatasara a transzkriptumok mennyisége jelentésen megnétt.

A tanulményozni kivant jelatviteli utvonal elsé szakaszat, a foszfolipid jelatviteli
utvonal kezdeti génjeit vizsgaltuk meg el8szor. Megallapitottuk, hogy a HVPITP és a
HVP14K gének cirkadian ritmus szerint expresszalddtak, és a tavoli-vords fénykiegészités
hatdsara a HVPI4K expresszidja faziseltolddast mutatott. A Ca?* jelatvitelben szerepet
jatszo6 gének atfogd vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy azok nem mutattak egységes
expresszios mintazatot. Egyes vizsgalt gének kifejez0dése az esti 6rdk végeén tetdzott, bar
azok folyamatos megvilagitas esetén alacsony szintli, konstans kifejez6dést mutattak, és a
tavoli-vords fénykiegészités nem befolyasolta e gének miikodését. Mas génekre sem a
cirkadian ora, sem a fénykezelés nem volt hatassal. Egy harmadik csoport génkifejezddését
csupan az alacsony voros/tavoli-vords aranyt fény befolyasolta, a cirkadidn 6ra azonban
nem. Mindezek az eredmények jol mutatjak a Ca?* jelatviteli utvonalban szerepet jatszo
gének rendkiviil komplex rendszerét, hiszen kisérleteink soran az azonos koriilményekre

eltéré valaszmechanizmusokkal reagéltak.

Az altalunk vizsgalni kivant utvonal utolsé ,,szerepldje” a CBF transzkripcios
faktorok csaladja. Az ezeket kodolo gének harom filogenetikai alcsoportja koziil csupan
kettd, a HVCBF3-, valamint a HvCBF4-alcsoport tagjai fejezédtek ki az alkalmazott

22°C-o0s nevelési homérsékleten. Ez azt jelenti, hogy valosziniileg nem értiik el azt a

80



81

Osszefoglalas

hémérsékleti kiiszobértéket, mely kellden alacsony lett volna a HvCBF1-alcsoport

tagjainak indukcidjahoz.

A HvCBF-ek koziil a novény fagytiirése szempontjabdl jelentds szereppel bird
gének alcsoportja, a HVCBF4-alcsoport tagjai cirkadian ritmus szerint fejezodtek ki,
rdadasul az alkonyati fényosszetételre jellemzd spektrum hatdsara expresszidjuk sok
esetben fokozddott, valamint a kifejez6dés maximuma ordkkal kordbban jelentkezett.
Elmondhatjuk tehat, hogy az altalunk tanulmanyozott foszfolipid és Ca® jelatviteli
utvonal, valamint a CBF gének molekularis szabalyozésaban az altalunk vizsgalt harom
»Kisérleti valtoz6”, vagyis a cirkadian ora, a fény spektralis Osszetétele, és a hdmérseklet is

befolyasold szereppel birt.

A vizsgalt HVPITP és HvPI4K gének cirkadidn ritmusa, valamint a foszfolipid
utvonal jelatvitelben betoltott jelentds szerepe (melynek eredménye kiillonb6z6 mésodlagos
hirvivé molekulak felszabadulasa) miatt tanulmanyoztuk e két gén stressztiirésben betdltott
esetleges szerepét is. Az eldallitott taltermeld transzforméans arpa vonalak segitségével
megallapitottuk, hogy HVPITP ¢és HVPI4K gének kismértékben hozzijarultak az arpa
alacsony homérsékleti stressztolerancia fokozasdhoz. Kisérleteink soran azonban szdmos
esetben fejlodési/morfologiai rendellenességet (abnormalis kalaszfejlddést, rendellenes
kalaszors6 kialakulast, vegetativ stddiumban ragadt névényt, klorofill hidnyt) tapasztaltunk
a transzformans vonalak esetében. Elméletiink szerint a jelatviteli itvonal korai szabalyozo
elemeinek taltermeltetése a jelatviteli utak divergencidja miatt szertedgazo, (sulyos)

negativ hatdssal van a transzformans novények egyes élettani folyamataira.

Munkénk soran szamos esetben kimutattuk az alacsony vords/tavoli-vords aranya
fénykezelés egyértelmii hatasat kiilonbozd gének kifejezddésére. Mivel ismereteink eléggé
hianyosak a tavoli-vords tartomanyaba esd fény hatdsara aktivalodo jelatviteli utvonalakrol
¢s az azokat szabalyoz6 mechanizmusokrol, igy célul tiiztiik ki a fitokrom fehérjékkel
kapcsolatot kialakitd6 HVPIF transzkripcios faktorok in silico azonositasat. Munkank soran
azonositottuk az arpa bHLH fehérjéit, majd filogenetikai modszerek segitségével
alcsoportokba soroltuk azokat. Ismert PIF szekvenciak felhasznalasaval, valamint a
fitokrom-kotéhely motivumanak keresésével —sikeriilt —azonositanunk azokat a
szekvencidkat, melyek arpa PIF géneket kodolnak. Eredményeink alapot biztosithatnak

arra, hogy segitségiikkel részletesen megismerhessiik a voros €s tavoli-vords fény hatasara
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aktivalodott PIF transzkripcios faktorok jelatviteli utvonalakra, mas transzkripcids

faktorokra, vagy akar egyedi génekre gyakorolt hatasait.
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14.2 Kiegészitd abrak, tablazatok

1. melléklet: A Real-Time qPCR soran alkalmazott primerek listaja és forrasa. A: sajat tervezés;

B: Burton et al., 2004; C: Morran et al., 2011; D: Dhillon et al., 2017.
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2. melléklet: A pBract214-HvPITP és pBract214-HvPI4K vektorkonstrukciok térképe. A higromicin
foszfotranszferaz szelekcids markergén folyamatos expressziojat a kukoricabdl szdrmazé konstitutiv
35S promoéter biztositotta. A vektorok térképét a Vector NTI® programmal (Invitrogen Corp., Kanada)
készitettiik el.
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3. melléklet: A HVPLC.2 (A), HvCaM.1 (B), HVPLC.1 (C) és HVCAMTA3 (D) gének expresszios
mintdzata fehér-, valamint alacsony vords/tavoli-vords aranyt fénykezelés hatdsdra. Az abszcissza
értékei a mesterséges megvilagitas kezdete ota eltelt id6t jelzik, orakban kifejezve. A fekete/fehér skala
a sotét/fény szakaszokat reprezentalja.
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4. melléklet: HVPITP és HvPI4K transzgénikus novények kopiaszam meghatarozasa a T nemzedékben.

A vizsgalat soran a hpt szelekcios markergén jelenlétét és beépiilésének gyakorisagat vizsgaltuk.

Negativ kontrollként a Golden Promise vad tipust alkalmaztuk.

Genotipus Kopiaszam

PITP

Genotipus Kopiaszam

L1 1 L1 1
L2 1 L2 1
L3 1 L3 2
L4 1 L4 1
L5 6 L5 1
L6 1 L6 1
L7 2 Pl4K L7 1
L8 2 L8 1
L9 2 L9 2
L10 1 L10 2
L11 1 L11 1
L12 1 L12 2
L13 1 L13 2
L14 1

L15 1 Golden Promise 0
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Kopiaszim

Kopiaszam

5. melléklet: Korrelacids

valamint a transzgének

[3%)

0.0

PITP

R2=10.4935

20,0 30.0 40,0 50,0 60,0
Relativ génexpresszio

PI4K

R2=10,0327

5.0

10,0 15,0 20,0
Relativ génexpressziod

25,0

vizsgéalat a HVPITP (A) és HvPI4K (B) gének beépiilésének gyakorisaga,

kifejez6dése kozott. Az abrazolt értékek (sziirke négyzetek) egy-egy

transzgénikus vonalat, az abszcissza relativ génexpresszios értékeket, mig az ordinata a hpt szelekcios

markergén alapjan meghatarozott kopiaszamot reprezentalnak.
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6. melléklet: Fejlodési rendellenességek a HVPITP és HVPI4K transzgénikus vonalaknal. Abnormalis
kalaszfejlddés (A és B; skala: 1,0 mm). Internddiumok nélkiili ndvény (C). Vegetativ stddiumban ragadt
novény (D). Klorofill hidnyos transzgénikus egyedek (E). Abnormalis kalaszfejlodés a PITP L4
esetében (F).
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Relativ génexpresszio

Relativ génexpresszid
=
i
!

Relativ génexpresszio

Relativ génexpresszio

7. melléklet: A HVCBF4B (A), HVCBF9 (B), HVCBF12 (C) és HVCBF14 (D) gének kifejezédésének
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HvCBFI12 C

L10 | L12 | L13
PITP

HvCBF14 D

GP | L4 Lo

L10 | L12 | L13 | L15 L2 L3 L5 L6
PITP PI4K

vizsgalata a homozigdta T3 populacio esetében. A relativ génexpresszios értékeket a HvCyclophilin

referencia génre, valamint a Golden Promise vad tipus értékeire normalizalt (AAC,) 3-3 biologiai- és

technikai ismétlés alapjan hataroztuk meg.
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Csirakori sostressz A
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mkontroll 150 mM NaCl
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(8

mkontroll 150 mM NaCl

8. melléklet: A csirakori NaCl kezelés hatasa a homozigota Tz populacidbol szarmazd hat PITP és négy
PI4K transzformans vonal, valamint a Golden Promise vad tipus hajtashossz (A), illetve gydkérhossz
(B) valtozasara.
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9. melléklet: Hidropdnikus koriilmények kozott alkalmazott 150 mM NaCl hatdsa a HVPITP és HVPI4K tultermeld transzgénikus vonalak, valamint a Golden
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Promise vad tipus hajtashossz (A), hajtastomeg (B), gyokérhossz (C), gyokértomeg (D), SPAD érték (E), valamint relativ viztartalom (F) valtozasaira.
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IVa

10. melléklet: Az arpa bHLH fehérjéinek filogenetikai analizise. Az altalunk azonositott 183 arpa bHLH szekvencia mellett a 3. tdblazatban (38. oldal) szerepld

szekvencidkat vontuk be az elemzésbe. A vonalakra irt szamok az elagazasok valosziniségét jelolik, szazalékban kifejezve, melyeket az 1000 ismétlésben elvégzett

bootstrap vizsgalat (Felsenstein, 1985) alapjan kaptunk. Az 50%-nal kisebb valdsziniiségi elagazasok értékeit nem tiintettiik fel. Az ismert At, Os és Gm PIF szekvenciakat

tartalmazo6 alcsoportot piros szin jeloli.
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82

AtbHLH115 IVc

99 HORVU2Hr1G013450.16
% HORVU2Hr1G013450.3
HORVU2Hr1G028530.3
= OsbHLHO061 IVb
AtbHLHO047 IVb
AtbHLHO11 IVb

84

A 10. melléklet folytatasa.

L

HORVUSHr1G057460.24
HORVU1Hr1G020370.2
98 HORVU2Hr1G096810.1
s HORVU2Hr1G096810.5
OsbHLHO0186 liif
AtbHLHO002 liif
90 AtbHLHO12 liif
9% HORVUSHr1G093960.6
AtbHLH092 Ivd
97 HORVUBHr1G039830.2
HORVU7Hr1G087150.1

s

Villa + Xl + XIV

IVb + IVc

lif

Ivd

=  I—

T
i

98

97

—
=
1
i

66

00
97
79

64
99
69 99|
—

AtbHLH041 Ivd
OsbHLH026 IvVd
HORVU1Hr1G071330.4
HORVU2Hr1G020990.1
HORVU2Hr1G020990.4
HORVU7Hr1G079250.1
HORVU2Hr1G106030.1
HORVU2Hr1G106030.2
HORVUBHr1G067000.2
AtbHLH094 la
AtbHLH099 la
HORVU4Hr1G078270.2
OsbHLHO044 la
HORVU5Hr1G070000.3
HORVU6Hr1G081120.4
HORVU4Hr1G084850.2
HORVU7Hr1G024790.4
OsbHLH1421I
AtbHLH089 Il
AtbHLHO091 Il
HORVU2Hr1G114070.1
HORVU3Hr1G108660.1
HORVU3Hr1G108670.2
HORVU3Hr1G108680.1
HORVU3Hr1G000150.1
HORVU3Hr1G000150.3
HORVU3Hr1G000150.2
HORVU3Hr1G000160.1
HORVU3Hr1G000170.1
HORVU4Hr1G087580.1

Ib (2)
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Melléklet

5 8| 00— HORVU4Hr1G087580.5 HORVU1Hr1G040810.1
58 HORVU3Hr1G000180.3 HORVUTHr1G090520.1
72 93 L— HORVU3Hr1G000280.4 HORVU1Hr1G043780.1
& OsbHLH168 Ib2 HORVU3Hr1G062240.1
HORVUSHr1G113160.3 5 HORVUBHr1G002140.1
AtbHLH162 b2 HORVUSHr1G031400.1
AtbHLH118 b2 ] HORVUSHr1G097520.1
HORVUOHr1G019640.1 T HORVUT7Hr1G026690.1 Villc (2)
—|_E HORVU1Hr1G079450.1 HORVU2Hr1G034320.1
75 L— HORVU3Hr1G066600.1 4‘—£ HORVU3Hr1G046430.2
L HORVU3Hr1G048770.1 HORVUSHr1G053800.1
_nE HORVUSHr1G068110.1 AtbHLHO54 Vilic2
_— AtbHLHO85 Vllc2
98
80
4%
75 E
62

HORVUT7Hr1G054880.1 Vi %
85 HORVU2Hr1G035190.1
S0

HORVUT7Hr1G077270.1
HORVUT7Hr1G077270.4 HORVU2Hr1G035190.3
OsbHLH128 Vilic2
81

HORVU4Hr1G013720.25

AtbHLH040 Viilb
HORVU3Hr1G087710.1

OsbHLH123 Viilb HORVU5Hr1G018100.1
AtbHLH140 Vilb J HORVU4Hr1G069820.2 |
HORVU3Hr1G000830.8 7 [ HORVUOHr1G020200.1 7
HORVU6Hr1G069690.2 HORVU5Hr1G070510.26
a1 AtbHLHO086 Vilic1 HORVU1Hr1G009430.15
= 97 AtbHLHO083 Vilic1 Vilic (1) HORVU2Hr1G046230.1
98 HORVUT7Hr1G046580.1 HORVU5Hr1G075430.5
{ HORVU7Hr1G046580.2 HORVUT7Hr1G052870.1
% OsbHLH127 Vi1 " HORVU3Hr1G093310.2
HORVUOHr1G021220.1 7 HORVU4Hr1G018610.1
_E HORVU4Hr1G090880.1 HORVU5Hr1G107520.2
HORVU4Hr1G046830.1 2 AtbHLH062 XII Xl
— HORVUGBHr1G020710.1 B — HORVU4Hr1G009970.28

A 10. melléklet folytatasa.
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Mellékletek

8]

88

E

95

94

b

R

L — HORVU4Hr1G039390.1
95 — HORVUSHr1G077390.1
HORVU7Hr1G055180.1
HORVUBHr1G068980.2
57 — HORVUTHr1G094690.1
OsbHLH095 XII
HORVU7Hr1G094690.2
AtbHLHO60 XII
9 — HORVUSHr1G065450.20
HORVUSHr1G065450.3
98 — HORVUBHr1G085500.3
OsbHLH114 XI
HORVU7Hr1G030250.5
HORVUSHr1G106310.2
— AtbHLH082 XI
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A 10. melléklet folytatasa.

in

L— AtbHLH069 XI
HORVUT7Hr1G032420.7
93 — HORVU1Hr1G024280.2
HORVU3Hr1G018680.1
HORVU3Hr1G027630.3
HORVUSHr1G069580.1
33 L— OsbHLH042 Vb
HORVU4Hr1G061760.3
AtbHLHO030 Vb
98 L— AtbHLH032 Vb
HORVUSHr1G066530.2
93 — HORVU1Hr1G017900.1
OsPlLlike15 XP 015619034.1
HORVU2Hr1G104040.6
AtPIL5 AtbHLH015

i

1

96
98

=
T
g
s
S

93

HORVU2Hr1G060680.1
HORVUSHr1G102240.5
OsbHLH152 Vila+b
HORVUSHr1G011780.1
OsPILlike13 XP 015618074.1
HORVU5Hr1G093310.11
AtPIF4 AtbHLH009
AtPIL6 AtbHLHO065
HORVU6Hr1G088020.4
HORVU7Hr1G026560.2
AtPIF3 AtbHLH008
AtPIL1 AtbHLH124
AtPIL2 AtbHLH132
GmPIF3 NP 001340167.1
HORVU1Hr1G054260.3
HORVU1Hr1G054260.4
HORVU1Hr1G054260.9
AtPIF7 AtbHLH072
HORVU1Hr1G066250.12
HORVU3Hr1G077260.2
HORVU2Hr1G108480.1
HORVU2Hr1G117820.10
HORVU2Hr1G117820.5
AtbHLH112 X
HORVU3Hr1G014060.12
AtbHLH110 X
HORVU7Hr1G101040.2
HORVU7Hr1G101040.9
OsbHLHO073 X
HORVU6Hr1G064820.6

VIl (a+b)
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Melléklet

A 10. melléklet folytatasa.

9. | |

HORVU2Hr1G115240.2

OsbHLH154 XV
HORVU4Hr1G075250.1
HORVU4Hr1G075250.16
HORVU4Hr1G075250.41

AtbHLH136 XV
AtbHLH134 XV

I: HORVU4Hr1G075340.4
HORVU7Hr1G038060.1

97 — HORVU2Hr1G073240.1
E HORVU7Hr1G047180.1
HORVUSHr1G073170.5

HORVU4Hr1G049550.3
S

HORVU3Hr1G089090.2
HORVUGBHr1G054910.6
OsbHLH111 IX
AtbHLH128 IX
HORVU7Hr1G050530.2
HORVU7Hr1G050530.7
AtbHLH122 IX

73 — HORVU5Hr1G070800.1
5 OsbHLHO031 Va
HORVU7Hr1G083760.13
AtbHLH046 Va
HORVUBHr1G072300.14

AtbHLH141 Va

82 HORVUGBHr1G020520.2
OsbHLH146 Ib1
AtbHLHO095 Ib1

Va

b (1)
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16 KOSZONETNYILVANITAS

A jelen disszertacioban bemutatott kisérleteket a martonvasari Agrartudomanyi
Kutatokozpont MezOgazdasagi Intézetében, a Novényi Molekularis Bioldgia Osztaly

munkatarsaként végeztem el.

Koszonettel tartozom Prof. Galiba Gabornak, aki Osztalyunk vezetdjeként
lehetdséget biztositott arra, hogy doktori tanulmanyaimat elkezdjem, és vallalta a
témavezetésemet is. Infrastrukturalis, valamint jelentds anyagi tdmogatasa tette lehetévé az
itt bemutatott kisérletek elvégzését. Gabor hozzéaallasa, valamint a kutatéi kozdsségben
betoltott szerepe révén mindent megtett annak érdekében, hogy mi, PhD hallgatok is a

kozosség tagjai lehessiink. Koszonet érte!

Nagyon halas vagyok Dr. Vagujfalvi Attila témavezetomnek, akihez az évek soran
barmikor fordulhattam segitségért. Nemcsak szakmai tdmogatdst nyujtott a kisérletek
tervezésében, az eredmények értelmezésében, vagy a dolgozat alapjadul szolgalod
publikaciok megirasaban, hanem az 6 segitségével egy koherens disszertacid sziilethetett

meg.

Szeretném megkoszonni Dr. Bolvari-Soltész  Alexandranak, hogy MSc-S
tanulmanyaim alatt felkarolt és elmélyitette a tuddsomat a molekularis bioldégidban. Halés

vagyok neki, hogy megalapozta a PhD témdmat a transzformans névények eldallitasaval.

Koszonettel tartozom Kalapos Balazs segitségéért is, aki bevezetett az in silico

modszerek rejtelmeibe. Nélkiile még mindig a HLH domén profilt keresném. ..

Nagyon koszonom Dr. Novak Aliz faradozasat, hogy megmutatta nekem a
kisérleteim kiértékeléséhez sziikséges statisztikai modszerek megfeleld alkalmazésat,
valamint a kiilonféle labor praktikédkat, fortélyokat is. K6szonom Aliz, Dr. Boldizsar Akos,
Dr. Gulyas Zsolt és Kalapos Baldzs kozremiikodését a cirkadian kisérletekhez tartozo

mintavételben, valamint Ahres Mohamed segitségét az RNS minték feltardsaban.

Halas vagyok Dr. Toth Balazsnak és Dr. Vashegyi Ildikonak, akik megteremtették a

dolgozatom témédjanak alapjait, és habar rovid iddre, de elvallaltak a témavezetésemet.
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Koszonetnyilvanitas

Ko6szondm Dr. Kozma-Bognar Lasz16 és Prof. Wendy Harwood segitségét, akik
otleteikkel és szakmai tanacsaikkal segitettek, hogy a disszertacio alapjaul szolgalo cikkek

magasabb szinvonaluak legyenek.

Koszonettel tartozom Dr. Kocsy Gébornak, aki elvallalta a német nyelvii Kivonat

javitasat.

Szeretném megkoszonni Horvath Imréné és Fehér E. Monika munkatarsaimnak a
kisérletek kivitelezésében, és a novények nevelése soran nyujtott rengeteg segitségét,

valamint, hogy bevezettek az ,,agrar” életbe.

Végiil, de nem utols6 sorban, szeretném megkdszonni az Osztaly jelenlegi és
egykori munkatarsainak, akik olyan munkakoOrnyezetet alakitottak ki, ahova szivesen

jartam nap mint nap dolgozni.

Szeretném megkoszonni Nektek a sok-sok segitséget, a hasznos tandcsokat,
a végtelen tiirelmet és a bardti tdmogatdst!

Krisztidn



