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1. BEVEZETES

Elorejelzések alapjan 2050-re a Fold lakossaga a jelenlegi
7,7 milliardrol koriilbelill 9 milliardra ndvekszik, mig
¢lelmiszersziikséglete 85%-kal lesz tobb (Raza et al., 2019).
Elkeriilhetetlen lesz tehat a kultirnévények éves
termésmennyiségének folyamatos ndvelése. A gabonafélék a
Fold legelterjedtebb és legrégebben termesztett novényfajai
kozé tartoznak, €lelmiszer alapanyagként betoltott szerepiik
kiemelkedik a tobbi haszonndvény koziil. Néhany fejlodo
orszagban szinte csak a buza, a kukorica vagy a rizs teszi ki
az ott ¢l0 emberek teljes étrendjét — termesztésiik tehat
nélkiilozhetetlen, és a termésbiztonsag ndvelése jelentds
gazdasagi megtakaritast eredményezhet.

A novények abiotikus stressztiird képessége komplex
folyamatok  eredménye, melyek részletes ismerete
kulcsfontossagt a magasabb termésbiztonsag elérése
érdekében. Az Agrartudomanyi Kutatokoézpont
Mezogazdasagi Intézetében miukoddé Novényi Molekularis
Biolégia Osztaly dolgozoi évtizedek ota vizsgaljak a
gabonafélék kornyezeti tényezOkhoz valod alkalmazkodasat
¢s annak molekularis hatterét, melynek sordn kiemelten
foglalkoznak az alacsony hdmérsékleti stressztolerancia
kialakitasaért felelds jelatviteli folyamatokkal.

Kutatasaink sordn a fagytlirés kialakitasaért felelds
jelatviteli folyamatok kozil a ,foszfolipid jelatvitel —
Ca** jelatvitel — CBF transzkripcids faktorok™ utvonalat,
valamint rajuk hat6 molekularis szabalyozo
mechanizmusokat tanulmanyoztuk.

Kutatécsoportunk egyik f6 érdeklddési terlilete a
gabonafélék alacsony hoémérsékleti stressztolerancidjat
kialakité6 molekularis mechanizmusok vizsgalata. Munkank
soran a hidegstressz ellenni védelem egyik f6 komponensét,



a CBF (C-ismétlddés kotd faktor) transzkripcios faktorokat
koédold géncsaladot, valamint a rajuk hatd szabalyozé
mechanizmusokat vizsgaltuk. A Ca?" jelatviteli utvonal és a
CBEF transzkripcios faktorok k6zotti kapcsolatot Arabidopsis
modellndvényben bizonyitottdk eldszor: ennek soran
kimutattak, hogy a CAMTA3 (kalmodulin-kotd
transzkripcids aktivator 3) képes szabalyozni az AtCBF2 gén
milkodését (Doherty et al., 2009); igy bizonyitottak a
kalmodulinok — és ezaltal a Ca?* jelatviteli utvonal —
hidegtiirésben betoltdtt szerepét. A Ca?" mint masodlagos
hirvivo felszabaditasaért — részben — a foszfolipid jelatviteli
utvonal felelds, azonban mindezidaig csak kevés tanulmany
foglalkozott a foszfolipid jelatviteli utvonal kezdeti
génjeinek (PITP ¢és PIl4K) stressztlirésben betoltott
szerepével. A Ca?" stressztiirésben betoltott kiemelkedd
szerepe mar régoOta ismert; tobb novényfaj] esetében is
vizsgaltdk mar a hidegtiirés kialakitasaban jatszott szerepét.

Az alacsony homérséklet mellett a fény mint kornyezeti
faktor is befolyasolja a CBF gének expressziojat: a
fotoperiodus hossza mellett a fény intenzitasa és a spektralis
Osszetétele is hatdssal van a kifejezodésiikre. A voros és a
tavoli-voros fény elnyeléséért a fitokromok a feleldsek. E
fotoreceptorokkal a PIF transzkripcidos faktorok képesek
kapcsolatot kialakitani, melyek igy jatszanak fontos szerepet
a kiilonbo6zd jelatviteli utvonalak szabélyozésaban. A PIF
gének transzkripcios faktorokat kddolnak, fontos szabalyozo
szereplik van a biotikus ¢és abiotikus stressz indukalt
jelatviteli utvonalakban.




2. CELKITUZESEK

Az arpa CBF gének filogenetikai alcsoportok szerinti
cirkadidn kifejez6désének, valamint az alacsony
vOros/tavoli-vordés  ardnyt  spektrum  génexpresszios
mint4zatra gyakorolt hatasdnak vizsgalata.

Annak vizsgalata, hogy a HVCBF génekre haté Ca?",
valamint a foszfolipid jelatviteli tutvonalak mely
elemeinek expresszidja mutat cirkadidn ritmust, illetve
mely komponens(ek)re van az alacsony
vords/tavoli-vords aranyu fénynek hatasa.

A foszfolipid jelatviteli Gtvonal kezdeti lépéseit kodolod
két gén, a HVPITP ¢és HvVPI4K gének szerepének
tanulmanyozasa az arpa abiotikus stressztolerancidjanak
kialakitdsaban, transzgénikus novények analizisével.

A vOros €s tavoli-vords tartomanyaban elnyeld fitokrém
fehérjékkel kapcsolatot kialakito PIF transzkripcios
faktorok in silico azonositasa, tagjainak filogenetikai
csoportositasa, valamint eddig nem azonositott, fitokrom
kotéhelyeket kodoldo HVPIF szekvenciak identifikalasa.



3. ANYAGOK és MODSZEREK

3.1  Cirkadian ritmus vizsgalata arpaban

A tanulmanyozandd gének cirkadian ritmusanak
vizsgalataihoz az arpa (Hordeum vulgare spp. vulgare) egy
kiemelked6 fagytiirésii 0szi genotipusat, a Nure-t (Genomics
Research Centre, Fiorenzuola d'Arda, Olaszorszag) vontuk
be a kisérleteinkbe. Standard csiraztatast kovetden a
novényeket hét napon keresztil Conviron PGV36
(Controlled Environments Inc.) tipusi  klimakamraban,
12 6ras megvilagitas mellett, 20/17°C (nappali/éjszakai
hémérseklet) hémérsékleten, 70-75%-o0s relativ
paratartalomban  neveltik  tovabb  faladdkban. A
novénynevel6  kamraban  beallitott 250 pmol m2s?
fényintezitast fluoreszcens fénycsévek (Sylvania 215 W F96
T12) biztositottdk. Ezt kovetden a ndvényneveld kamra
homérséklete folyamatos 22/22°C-ra moddosult, azonban a
tobbi kornyezeti paraméter nem valtozott. E peridodus ot
napig tartott, melynek végére a novények a Z13-as
fejlettségi allapotot érték el (Zadoks et al., 1974), amikor is a
faladakat a fénykezeléshez két részre osztottuk el a kamran
belil. A ndvények fele tovabbra is a fluoreszcens
fénycsovek 4altal 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. A két
csoport kozé fényvisszaverd foliat helyeztink el,
megakadalyozva ezzel az esetleges fényszennyezést.

A fehér fény mellett a tavoli-vords fénykiegészitést
735nm  hullimhosszon emittald 3 W LED panelek
(Shenzhen Justar Electronic Technology Co., Ltd., Kina)
biztositottak tizenegy napon keresztil. A fénykezelés a




voros/tavoli-vords fény aranyat 0,4 - 0,5-re csokkentette,
mig mas kornyezeti paraméterek nem valtoztak.

A fénykezelés megkezdése utdni nyolcadik napon,
kozvetleniil a fény bekapcsoldsa utan kezdtik meg a
levélmintak begyljtését génexpresszios vizsgalatokhoz. A
mintasorozat eldallitdisdhoz 4 napon keresztiil, 4 6ranként
tortént mintavételezés. Az elsd és a masodik mintavételi
napon tovabbra is 12 6ras megvilagitast kaptak a novények,
azonban a harmadik €s a negyedik napon folyamatos fény
alatt neveltiik oket tovabb.

3.2 HvPITP ¢és HVPI4K génfunkcids vizsgalatok
transzgénikus novények felhasznalasaval

Kutatocsoportunk koréabbi munkdja soran
pBract214-HVPITP ¢és pBract214-HvPI4K  konstrukciokat
Agrobacterium tumefaciens segitségével jutattak be az arpa
egy tavaszi genotipusaba, a Golden Promise fajtabdl izolalt
éretlen embridkba, mely soran 15 fiiggetlen HvVPITP
(foszfatidilinozitol transzfer fehérje) és 13 fliggetlen HVPI4K
(foszfatidilinozitol 4-kinaz) tultermeld egyedet hoztak létre.
Munkank sordan a transzgénikus ndvények morfoldgiai
jellemzése sordn megvizsgaltuk a hajtascstics fejlodési
itemét, meghatdroztuk a fotoszintetikus pigmentek
mennyiségét, valamint elvégeztiik az egyedek fenotipizalasat
(kalészolasi- és viragzasi 1dd, teljes ndvénymagassag,
elszaradds utdni biomassza tomeg, fokalaszok hossza,
tomege, szemszama, nodvényenkénti Osszes szemszam,
Osszes szemtomeg, mellékkaldszok szama, ezermagtomeg)
IS.

A transzgének fagytlirésre gyakorolt hatasat két tipusu
kisérletben  vizsgaltuk. Az egyiknél a fagyasztési
hémérséklet (-6°C) bedllta eldtt hidegedzési periddust



alkalmaztunk (14 nap, 5/5°C), mig a masiknal az el6nevelés
utan — hidegedzés nélkill — kozvetleniil tettik ki a
novényeket a fagy (-3°C és -5°C) karositdo hatasanak. A
fagyasztds befejezése utdn a nodvényeket 18/13°C
homérsékletli regeneracios kamraba helyeztik el. A
fagyasztasok utan a ndvények levelét visszavagtuk, majd
harom hét regeneréacios fazis utan értékeltiik az egyedek
regeneracios képességét, talélésének mértékét (Sutka, 1981).

A transzgénikus vonalak, valamint a vad tipusi Golden
Promise  genotipus kombinalt hideg ¢és  hipoxias
stressztlirését Barla-Szabé és Dolinka (1988) alapjan
vizsgaltuk. A kombindlt stresszt az alacsony homérséklet és
a hipoxia egyiittes alkalmazéisa jelentette. A négynapos
stresszkezelés utan regeneracios periodust alkalmaztunk,
majd meghataroztuk a genotipusok tulélési szazalékat és a
nagy vigorral rendelkez6 csirak szamat is.

3.3 PIF szekvenciak in silico azonositasa

Az insilico vizsgalatokhoz a disszertacio irasakor
elérheté legujabb verzioji (40. kiadas) arpa proteomot
hasznaltuk fel, melyet az Ensembl Plants (Kersey et al.,
2018) honlaprél toltottink le. A feltételezett bHLH
szekvencidk azonositaisira a HMMER 3.0 verzioja
programot (Eddy, 2009) és az Un. rejtett Markov-modell
(HMM) modszerét alkalmaztuk a Pfam (Finn et al., 2016)
HLH domén profil (PF00010) felhaszndldsaval. A szoftver
altal  prediktdlt bHLH  szekvencidkat  manualisan
szelektaltuk, csokkentve az ismétlodések szamat és kizarva a
hidnyos talalatokat. A szekvencidk illesztését a Clustal
Omega (EMBL-EBI) webes program (Sievers et al., 2011)
segitségével végeztiikk el. Ezt kdvetéen a WebLogo 2.8.2
verzidju programot (Crooks et al., 2004) hasznaltuk a bHLH

crer




Az azonositott arpa bHLH szekvencidk filogenetikai
csoportositasahoz, valamint az arpa PIF (fitokrommal
kolesonhatasba 1ép6 faktor) gének azonositasahoz mar
ismert Arabidopsis thaliana (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 (PIF-hez hasonld), OsPIF
¢és a szdja (Glycine max: Gm) PIF szekvenciait vontuk be az
elemzésbe. A szekvencia illesztéseket a Clustal Omega
(EMBL-EBI), valamint a MEGA X szoftver (Kumar et al.,
2018) felhasznalasaval készitettik el. A szekvenciak
filogenetikai elemzéséhez a Simple Phylogeny (EMBL-EBI)
Neighbor-Joining moédszerét hasznaltuk (Larkin et al.,
2007), majd a kapott filogenetikai fat bootstrap analizis
segitségével (1000 ismétlés) ellendriztiik (Felsenstein,
1985). A filogenetikai fa strukttra grafikus abrazolasahoz a
FigTree 1.4.3 verzioji  programcsomagot, valamint a
MEGA X szoftvert hasznaltuk fel.



4. EREDMENYEK

4.1  Foszfolipid- és Ca?"jelatvitel, valamint HvVCBF
gének cirkadian ritmusa

A foszfolipid jelatviteli utbol vizsgalt HVPITP és HvP14K
gének hatarozott cirkadian ritmust mutattak a teljes kisérlet
alatt, ami a kozponti oszcillator megfelel6 mitkddésére utal.
Tavoli-vorés fénykiegészités hatasara a HVPITP  gén
mikodése mérséklodott, folyamatos megvilagitas esetén
periodicitasat elvesztette. Alacsony  vords/tdvoli-voros
aranyu fény hatasara a HvVPI4K expresszidja faziseltolodast
mutatott, orakkal kordbban jelentkezett.

A citoplazmaban 1évé Ca?* ionok koncentraciojat
meghataroz6, azokkal kozvetleniil vagy kozvetve
kapcsolatba  hozhat6  gének  kozil tobb  HVPLC
(foszfolipaz C), HvPLD  (foszfolipaz D),  valamint
kalcium-kot6  fehérjéket kodoldo gén expresszidjat is
vizsgaltunk. Megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt
Ca?" jelatviteli  utvonalban  szerepet  jatszo  gének
expresszidja nem mutat egységes mintazatot.

Az arpa genomja legalabb husz CBF gént kodol, melyek
harom filogenetikai alcsoportba (HVCBF1-, HvVCBF3-,
valamint HvCBF4-alcsoport) sorolhatoak. Vizsgalatainkat
mindharom  alcsoportbdl  reprezentativ. szamu  gén
tanulmanyozasaval végeztik el. A HvCBF1-alcsoportba
négy CBF gén tartozik, melyek koziil a HYCBF1, valamint a
HVCBF11 gének expressziés mintdzatat hatdroztuk meg.
Megallapitottuk, hogy az altalunk alkalmazott 22°C-0s
nevelési homérséklet nem induktiv ezekre a génekre. A
HvCBF3-alcsoport tagjai kozil a HvCBF3, HvVCBFG,
HvCBF10A, HvCBF12, HvCBF15, valamint HvCBF16
gének génexpresszids mintazatat vizsgaltuk meg. Ezek koziil
csupan a HVCBF3 és HVCBF6 gének indukalodtak 22°C-on.
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Azt tapasztaltuk, hogy sem a HvCBF3, sem a HvCBF6
gének nem rendelkeznek cirkadidn ritmussal. A
HvCBF4-alcsoport hét tagja kozil a HYCBF2A, HVCBF4B,
HvCBF9, valamint a HvCBF14 gének expresszios
mintazatdt hataroztuk meg. Megfigyeltik, hogy a négy
megvizsgalt gén kifejezodése nagyfokt hasonlosagot mutat.
Expressziojuk 8-12 éraval a mesterséges fény bekapcsolasat
kovetden érték el a maximumaikat. Folyamatos megvilagités
esetén mind a négy gén megdrizte periodicitasat, cirkadian
ritmust mutattak. Alacsony vords/tavoli-vords aranyt fény
hatasara 12 6rds megvilagitas esetén a génexpressziok
maximum értékei sok esetben tovabb fokozodtak, és orakkal
kordbban  jelentkeztek.  Folyamatosan  megvilagitva,
tavoli-voros fénykiegészités mellett a HvCBF4-alcsoport
tagjainak csokkentek az expresszios értékeik, raadasul
cirkadian ritmusukat is elveszitették.

4.2 HvPITP ¢és HvPI4K taltermeld transzformans
novények

Szamos  tanulmanyban leirtdk mar, hogy a
transzformacidos esemény sok esetben ,hatranyt” jelent a
novény szamara, ami foként fenotipusos
abnormalitas(ok)ban jelentkezik; e témakorrél Vyroubalova
et al. (2011) osszefoglald tanulmanyt is kozoltek. Jelen
disszertacié soran felhasznalt, a foszfolipid jelatviteli
utvonal kezdeti 1épéseit kodold két génnel, a HVPITP-vel és
a HvPl4K-val transzformalt novények vizsgalata soran is
feljegyeztiink fenotipusos abnormalitdsokat , s6t azt
tapasztaltuk, hogy ezek eléforduldsa joval gyakoribb a
korabbi munkdink sordn tapasztaltakndl, illetve a
szakirodalomban kozolt adatokndl is. A kalluszokroél
regeneralt novények fejlddése soran azt tapasztaltuk, hogy
néhany HVPITP és HvPI4K tultermeld egyed nem képes



kalaszokat fejleszteni. A hajtdsmerisztéma mikroszkdpos
vizsgalata sordn  megallapitottuk, hogy habar a
hajtascsticsban bekdvetkezik a vegetativ/generativ atmenet,
fejlodése ledll a Zadok skala szerinti Z45-50-es fejlettségi
allapotban. A szegregal6 els6 transzgénikus nemzedék koziil
harom vonal csirandvényeinél megfigyeltiik, hogy azok
halvanyabbak voltak tarsaiknal, raadasul némelyikiilk még
fény hatasara sem volt képes bezoldiilni. A homozigdta
masodik transzgénikus nemzedék egyedeinél megtigyeltiik
azt is, hogy néhany ndvény virdgzatdban a fltengelyen,
vagyis a kalaszorson elhelyezked6 kaldszkak helyett egy-egy
esetében egy masodlagos (esetleg késébb egy harmadlagos)
kalaszorso is megjelent, 1étrehozva ezzel egy OsSzetettebb
kalaszmorfologiat/viragzatot.

Mivel feltételezésiink szerint e két gén az
alacsonyhOmérsékleti  stressz  jelatviteli  folyamatdban
szerepet jatszik, ezért a transzgénikus PITP és PI4K vonalak,
valamint a Golden Promise vad tipus alacsony hdmérsékleti
stressztiirésének vizsgalatdhoz Sutka (1981) alapjan két
kiilonb6zé megkozelitésben végeztiink fagyteszteket. Az
elsé tipusu kisérletben az eldnevelést kovetden hidegedzést
végeztik. Megallapitottuk, hogy a PITP L9, valamint a
PITP L13 vonalak bizonyultak a legellendllobbnak a vizsgalt
huszonhét fiiggetlen transzformans vonal (15 PITP és
12 PI4K) koziil, kozel kétszer annyi transzforméns ndvény
¢élte tal a -6°C-os fagykezelést, mint amennyi a Golden
Promise vad tipus esetében. Az dsszes vizsgalt vonal koziil a
PITPLY9 egyedei bizonyultak a legvitalisabbnak a
fagyasztast kovetéen: 45%-uk (P =0,041) volt képes a
regeneraciora. A masodik tipusu  fagytesztnél a
transzforméans vonalakat (6 PITP és 4 PI4K), valamint a
Golden Promise vad tipust hidegedzés nélkiil vetettiik ala a
fagyasztasnak. A novényeket -3°C és -5°C hdmérsékleteken
kezeltiik 16 ordn keresztiil, majd harom hét regeneraciot
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kovetden értékeltiik a fagy okozta karosodast, a talélés
mértékét. Megfigyeltiik, hogy -3°C-on fagyasztva a vizsgalt
transzformans PITP és PI4K vonalak, valamint a Golden
Promise vad tipus kozott nincs szignifikdns eltérés.
Megallapitottuk azt is, hogy hidegedzés nélkiil a -5°C
fagyasztasi homérséklet letalis az Osszes vizsgalt genotipus
szamara, sem a transzformans PITP és PI4K vonalak, sem a
Golden Promise vad tipus nem ¢élte tal az alkalmazott
kezelés.

A transzgénikus vonalak alacsony  hdmérsékleti
stressztolerancidjat tovabb vizsgalva egy csirakori alacsony
homérséklettel kombinalt hipoxias kezelést is alkalmaztunk.
Megallapitottuk, hogy az alkalmazott stresszkezelés
majdnem letalis volt a vad tipus szdmara, ezzel ellentétben
néhany transzgénikus vonal kevésbé karosodott. A PITP L4,
PITP L15, PI4K L2 és PI4K L5 vonalak kozel azonos
mértékben ¢élték tal a kezelést, kismértéki fokozott
toleranciat tapasztaltunk a vad tipushoz képest. A PI4K L3
vonal esetében jelentésen megndtt (P =0,005) a talélési
szazalék az alkalmazott stresszkezelést kovetden a Golden
Promise genotipushoz képest, az alacsony hdmérséklettel
kombindlt hipoxia ellenére a transzgénikus magok 10%-a
vitalisnak bizonyult és képes volt a csirdzdsra. Rdadasul a
PI14K L3 vonal nem csupan nagyobb mértékben élte tal a
stresszkezelést, hanem e vonal esetében jelentésen megnott
(P =0,031) a nagy vigoru csirak szama is.

4.3 A HVPIF fehérjéket kodolo szekvencidk

Az altalunk tanulményozott jelatviteli utvonalak koziil a
tavoli-vords tartomdnyba es® fény hatasara aktivalodo
fitokrom jelatviteli Gitvonalat vizsgaltuk meg részletesebben.
Mindezidaig kevés novényfaj esetében irtak le PIF géneket;



tudomasunk szerint sem a kenyérbuza, sem az arpa esetében
nem azonositottak egy PIF szekvenciat sem.

Munkank soran az arpa feltételezett PIF fehérjéit kodolod
szekvenciak insilico azonositasat végeztik el, melyhez
elészor a HMM modszert alkalmazva a bHLH (bazikus
hélix-hurok-hélix) motivumot tartalmazo szekvenciakat
kerestik meg. Ahhoz, hogy az igy azonositott 183
szekvencia koziil kivalogassuk a feltételezhetéen HVPIF
szekvenciakat, mar ismert Arabidopsis, rizs és sz6ja bHLH
szekvencidkkal egylitt végeztiink filogenetikai elemzést. Az
igy  kapott filogenetikai fa  strukturdja  alapjan
megallapitottuk, hogy az arpa bHLH fehérjéi huszonot
alcsoportba sorolhatdk, mely alcsoportok koziil a VII (a+b)
kilenc egyedi arpa bHLH fehérjét tartalmazott.

Az igy kapott kilenc szekvencia kozott motivumkeresés
alapjan  hataroztuk meg a  feltételezhetd6  HVPIF
szekvencidkat. Megallapitottuk, hogy hat &rpa bHLH
esetében nagyfoku hasonlosagot mutattunk ki a szekvenciak
N-termindlis részében a referenciaként hasznalt At APB
(fitokrom B-koté motivum) motivumaval, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az arpa genomja legalabb 6 PIF
szekvenciat kodol. A tovabbi vizsgalat soran megallapitottuk
azt is, hogy ezek koziil az egyik szekvencia az APB
motivum mellett tartalmazza az APA (fitokrom A-koto
motivum) motivumot (Al-Sady et al., 2006; Shen et al.,
2008) is. Az in silico eredményeink Osszegzése alapjan azt
feltételezziik, hogy az arpa proteombol csak ez az egyetlen
fehérje képes kapcsolatot kialakitani (az APB ¢és APA
motivumok megléte miatt) mind a fitokrém B, mind a
fitokrém A fehérjékkel.
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5. KOVETKEZTETESEK és JAVASLATOK

A disszertacidban 0sszefoglalt munkank {6 célja az volt,
hogy az arpa mint gabona modellndvény felhasznaldsaval
(1) a foszfolipid jelatvitel, (2) a Ca" jelatvitel, valamint (3)
a CBF transzkripcios faktorok kozvetitette jelatviteli
utvonalra hato szabalyozo mechanizmusokat
tanulmanyozzuk.

Kisérleteink soran mesterséges koriilmények kozott
nevelt Nure genotipus segitségével meghataroztuk a fent
emlitett Utvonalakhoz kapcsolddd gének cirkadian ritmusat.
Vizsgalataink sordn fehér és tavoli-vordssel kiegészitett
fehér fényt alkalmaztunk, igy megallapithattuk az alacsony
voros/tavoli-vorés aranyt fény génexpressziora kifejtett
hatasat is.

A tanulményozni kivant jelatviteli utvonal els6 szakaszat,
a foszfolipid jelatviteli tvonal kezdeti génjeit vizsgaltuk
meg eldszor. Megallapitottuk, hogy a HVPITP és a HVPI4K
gének cirkadidan ritmus szerint expresszalodtak, és a
tavoli-voros fénykiegészités hatasara a HVPI4K expresszidja
faziseltolodast mutatott. A Ca?* jelatvitelben szerepet jatszo
gének atfogd vizsgalata sordn megfigyeltiik, hogy azok nem
mutattak egységes expresszidos mintazatot. Egyes vizsgalt
gének kifejezddése az esti Ordk végén tetdzott, bar azok
folyamatos megvilagitds esetén alacsony szintli, konstans
kifejezddést mutattak, és a tavoli-vords fénykiegészités nem
befolyasolta e gének miikodését. Mas génekre sem a
cirkadidn oOra, sem a fénykezelés nem volt hatdssal. Egy
harmadik csoport génkifejezddését csupan az alacsony
vOros/tavoli-vords aranyu fény befolyasolta, a cirkadian 6ra
azonban nem. Mindezek az eredmények jol mutatjék a Ca?*
jelatviteli Utvonalban szerepet jatsz6 gének rendkiviil
komplex rendszerét, hiszen kisérleteink soran az azonos
koriilményekre eltérd valaszmechanizmusokkal reagéltak. E



funkcionalis divergencia magyarazatul szolgalhat arra, hogy
hogyan képes a ndvényi genomban kodolt tobb szdz
kalcium-koté fehérje (Day et al., 2002) oly szerteagazod
valaszmechanizmust  kivaltani (Ranty et al., 2016)
kiilonb6z6 kornyezeti hatdsok soran.

Az altalunk vizsgalni kivant utvonal utolso ,,szerepldje” a
CBF transzkripcios faktorok csaladja. Az ezeket kodolod
gének harom filogenetikai alcsoportja koziil csupan kettd, a
HvCBF3-, valamint a HYCBF4-alcsoport tagjai fejezodtek Ki
az alkalmazott 22°C-os nevelési hdmérsékleten.

A HVCBF-ek koziil a novény fagytiirése szempontjabol
jelentés  szereppel  bir6  gének  alcsoportja, a
HvCBF4-alcsoport tagjai cirkadian ritmus szerint fejezédtek
ki, rdadasul az alkonyati fényosszetételre jellemzd spektrum
hatasara expressziojuk sok esetben fokozoddott, valamint a
kifejez6dés maximuma oOrakkal kordbban jelentkezett.
Elmondhatjuk tehat, hogy az Aaltalunk tanulmanyozott
foszfolipid és Ca®* jelatviteli utvonal, valamint a CBF gének
molekuléris szabalyozasaban az altalunk vizsgalt harom
»Kisérleti valtoz6”, vagyis a cirkadian ora, a fény spektralis
Osszetétele, és a homérséklet is befolydsolod szereppel birt.
Erdekes lenne megvizsgalni azt is, hogy mas — kiilonbozd
fagyttiréssel bir6 — gabonafélék hogyan reagalnak az
altalunk vizsgalt molekularis- és kornyezeti faktorok
valtozésaira, valamint hogyan hatnak ezek a valtozok a
novények stressztlirésére, példaul alacsony homérsékleti
stressztoleranciajéra.

A vizsgalt HVPITP és HVvPI4K gének cirkadidn ritmusa,
valamint a foszfolipid Gtvonal jelatvitelben betdltott jelentds
szerepe (melynek eredménye kiilonb6zé masodlagos hirvivé
molekuldk felszabaduldsa) miatt tanulmanyoztuk e két gén
stressztiirésben betoltott esetleges szerepét is. Az eldallitott
tultermeld transzformans 4rpa vonalak segitségével
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megallapitottuk, hogy HVPITP ¢és HvPI4K  gének
kismértékben hozzajarultak az arpa alacsony hdmérsékleti
stressztolerancia fokozéasahoz. Kisérleteink soran azonban
szamos esetben fejlodési/morfologiai  rendellenességet
(abnormalis  kalészfejlodést,  rendellenes  kaldszorsé
kialakulast, vegetativ stadiumban ragadt novényt, klorofill
hianyt) tapasztaltunk a transzformans vonalak esetében.
Elméletiink szerint a jelatviteli utvonal korai szabalyozo
elemeinek taltermeltetése a jelatviteli utak divergenciaja
miatt szerteagazo, (stlyos) negativ hatdssal van a
transzformans novények egyes élettani folyamataira.
Erdekes lenne megvizsgalni azt is, hogy mas jelatviteli
utvonalak kezdeti 1épéseit kodold gének transzformélasa
hasonld, gyakori fenotipusos abnormalitasokat okoz-e, mely
soran bizonyithatnank hipotézisiinket. Mindenesetre azt
gondoljuk, hogy sokkal célravezetobb a ndvény
stressztolerancidjat egy-egy transzkripcios faktor, vagy
effektor gén tultermeltetésével fokozni, a szignal
transzdukcio kezdeti regulatorai helyett.

Munkank sordn szdmos esetben kimutattuk az alacsony
voros/tavoli-voros aranyt fénykezelés egyértelmli hatdsat
kiilonbozo gének kifejezddésére. Mivel ismereteink eléggé
hianyosak a tavoli-vords tartomdnydba esd fény hatdsara
aktivalodo jelatviteli utvonalakrol és az azokat szabalyozd
mechanizmusokrél, igy célul tiztik ki a fitokrom
fehérjékkel kapcsolatot kialakit6 HVPIF transzkripcids
faktorok in silico azonositasat. Munkank soran azonositottuk
az arpa bHLH fehérjéit, majd filogenetikai modszerek
segitségével alcsoportokba soroltuk azokat. Ismert PIF
szekvencidk felhaszndlasaval, valamint a fitokrém-kotOhely
motivumanak keresésével sikeriilt azonositanunk azokat a
szekvencidkat, melyek arpa PIF géneket kodolnak.
Eredményeink alapot biztosithatnak arra, hogy segitségiikkel
részletesen megismerhessiik a voros és tavoli-vords fény



hatéséara aktivalodott PIF transzkripcids faktorok jelatviteli
utvonalakra, mas transzkripcios faktorokra, vagy akar egyedi
génekre gyakorolt hatdsait. Mivel a PIF transzkripcios
faktorok a vords és tavoli-vords tartomdnyba esé fény
hatéséara bekovetkezett molekularis valtozasok
szabalyozéasaban altalanos szereppel birnak, érdekes lenne
megvizsgalni azt is, hogy milyen Osszefiiggés figyelhetd
meg a ndvény termeészetes elofordulasi helye (tropusi,
szubtropusi, mediterran, stb.), valamint a genomjaban kodolt
PIF gének szdma és funkcionalis polimorfizmusuk kozott.
Vajon megfigyelhetd a kiilonb6z6 komplexitasi genomok
kozott a fitokromokat kodold szekvencidk €s a PIF gének
szamaban Osszefiiggés?
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kimutattuk, hogy a foszfolipid jelatviteli utvonalban
szereplé HVPITP és HvPI4K gének a cirkadidn ora
hatasa alatt allnak, tovabba, hogy tavoli-voros
fénykiegészitésre a HVPI4K gén korabbi expresszios
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 elkiiloniilé csoportra oszthat6.

Kimutattuk, hogy az arpa CBF gének filogenetikai
alcsoportjai  kozil a HvCBF1l-alcsoport tagjai
»szobahOmérsékleten” (22°C-on) nem fejezddnek ki.
Bizonyitottuk, hogy a HVCBF3-alcsoport génjei nem
allnak a cirkadian 6ra hatésa alatt.

Bebizonyitottuk, hogy hidegindukcié nélkiil az arpa
CBF gének kozil csak a HvCBF4-alcsoport tagjai
fejezddnek ki, expresszidjuk cirkadidn ritmust kovet,
miikodésiik a késd délutani/kora esti oOrdkban a
legintenzivebb.

Kimutattuk, hogy tavoli-voros fénykiegészités hatasara
a HvCBF4-alcsoport génjei sok esetben nagyobb
expresszios maximummal reagalnak, rdadasul orakkal
korabban is kifejezddnek.

Bebizonyitottuk, hogy a HVPITP és HvPI4K gének kis
mértékben jarulnak hozzd az arpa alacsony
hémeérsékleti stressztolerancidjanak ndveléséhez.



Megallapitottuk, hogy a foszfolipid jelatviteli utvonal
kezdeti elemeinek tultermeltetése megndveli a
transzformans novények egyes fejlodési
rendellenességeinek  (abnormadlis  kalaszfejlodés,
rendellenes kalaszorsd kialakulds, vegetativ stadium
megrekedése, klorofill hianyos novények)
gyakorisagat.

In silico azonositottuk az arpa bHLH fehérjéit,
filogenetikai alcsoportokba soroltuk azokat, majd
meghataroztuk a HVPIF szekvencidkat.
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