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ROVIDITESEK JEGYZEKE

At Arabidopsis thaliana L. (ladft)

5H arpa 6t0s kromoszomaja

5A buza 6t6s kromoszémaja

bp bazispar

Ca* kalciumion

CaM calmodulin (kalmodulin fehérjék)

cDNS komplementer (kiegészitd) DNS szekvencia

cM centimorgan

CBF C-repeat binding factor (C-ismétlddés koto faktor)

CBF/DREB C-repeat binding factor / dehydration-responsive element binding factor (C-

ismétlodés/dehidrataciora érzékeny elem-koto faktor)

COR cold-regulated (hideg altal szabalyozott)

DAG diacilglicerol

DNH dehidrin

EGTA etilén-glikol-bis B-aminoethil

Fl Fold induction (relativ génexpresszid valtozas)

FR frost resistance locus (fagyallosagi 10kusz)

Fr-H2 az arpa Fr-2 16kusza

Fr-A2 a buza Fr-2 16kusza

Fw forward primer (5’ — 3’ orientaci6ju oligonukleotid)
G3116 T. monococcum fagytolerans genotipus

Hv Hordeum vulgare L. (arpa)

ICE inducer of CBF expression

IP inositol phosphate (inositol-foszfat)

IP3 inositol-1, 4, 5-triphosphate (inozitol-1, 4, 5-trifoszfat)
KIN cold-induced (hideg-indukalt)



MAPK
MQ viz
PA

PCR
Pl

PlsK
PlsP
PILK
P14P
PlsK
PlsP
PIP;
PIP4K
PIPsK
PITP
PLC
PLD

gPCR
RD

Rev

U73122

Ta

Tm

mitogen activated protein Kinase
milliQ viz
phosphatidic acid (foszfatidsav)

polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

phosphatidylinositol (foszfatidilinozitol)

phosphatidylinositol-3-kinase (foszfatidilinozitol-3-kinaz)
phosphatidylinositol-3-phosphate (foszfatidilinozitol-3-foszat)
phosphatidylinositol-4-kinase (foszfatidilinozitol-4-kinaz)
phosphatidylinositol-4-phosphate (foszfatidilinozitol-4-foszfat)
phosphatidylinositol-5-kinase (foszfatidilinozitol-5-kinaz)
phosphatidylinositol-5-phosphate (foszfatidilinozitol-5-foszfat)
phosphatidylinositol 4.5-bisphosphate (foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat)
phosphatidylinositol-4-phosphokinase (foszfatidilinozitol-4-foszfokinaz)
phosphatidylinositol-5-phosphokinase (foszfatidilinozitol-5-foszfokinaz)
phosphatidylinositol transfer protein (foszfatidilinozitol szallitofehérje)
phosholipase C (foszfolipaz C)

phosholipase D (foszfolipaz D)

quantitative PCR (kvantitativ PCR)

responsive to desiccation (dehidrataciora érzékeny)

crer

1-(6-{[17B-3-metoxi-1,3,5(10)-trién-17-ylJamino}hexil)-1H-pirrol-2,5-dion
(inhinbitor)

Triticum aestivum L. (koz6nséges kenyérbuza)

Triticum monococcum L. (alakor buza)



KIVONAT

Hidegstresszben szerepet jatszo jelatviteli utak azonositasa génexpresszios vizsgalatokkal

gabonafélékben

A klimavaltozas kovetkeztében az atlagostol eltérd, szélsdséges iddjaras eldfordulasanak
gyakorisdga ndtt, ami homérsékleti, szadrazsag vagy ozmotikus stresszt idéz eld a kaldszosok ¢és
mas kultirndvények szamara, ezaltal jelentds termeléskiesést és terméscsOkkenést okoz. Ez a
jelenség elotérbe hozta a gabonafélék abiotikus stressztiirés fokozasanak sziikségességét. A
haszonndvények alkalmazkodoképességének javitdsa érdekében nagyon fontos megérteni, hogy
ezek a novények hogyan képesek érzékelni a kdrnyezeti jeleket, és ezek a jelek hogyan alakulnak
at molekularis valaszokka. Igy a fobb jelatviteli mechanizmusok vizsgalata és az abiotikus
stressztlirésben ~ szerepet  jatszo  jelatviteli  komponensek ~ azonositdsa  nemcsak
modellszervezetekben, hanem kulturnévényekben is nagyon fontos. Jelen munka keretében a
kalcium- ¢és foszfolipid jelatvitel komponenseit azonositottuk és vizsgaltuk arpaban és alakor

buzéaban, valamint ezek hatdsat a hidegstresszre adott valaszban.

Elokisérleteinkben szemikvantitativ PCR és RT-qPCR segitségével azonositottuk arpa és
alakor buza vonalakban a hidegedzés hatasara megnyilvanulo géneket. A hideg altal indukalt CBF
(C-repeat koto faktor) transzkripcios faktorok és COR14b (cold-regulated), DHN5S (dehidrin)
gének expresszigjat RT-QPCR-rel vizsgaltuk hidegkezelést kovetden kontroll és inhibitorral
eldkezelt ndvényekben, hogy azonositsuk a hideg altal kivaltott génexpresszidban szerepet jatszo
jelatviteli komponenseket. Az emlitett gének részt vesznek a fagytolerancia kialakitdsdban az
Osszel lejatszodo hidegakklimatizacios folyamat soran gabonafélékben. A buzaban €s arpaban leirt
CBF-ek olyan transzkripcios faktorok, amelyek az altaluk szabalyozott hideg indukalta gének
promoteréhez kotédve segitik azok kifejez6dését, ami a novény megndvekedett fagytlird
képességét eredményezi. Tobb CBF gén indukalhaté hideggel, tovabba olyanok is ismertek,
melyek expresszidjat befolyasolja a nappalhossz és a fénymindség, azaz a hullamhossz-6sszetétel.
Kisérleteinkben a foszfolipaz C-t (PLC) U73122 és neomicin molekulakkal gatoltuk, a foszfolipaz
D-t (PLD) 1-butanollal. A kalcium jelatviteli komponensek befolyasolasara kalcium-kelatképzd
EGTA-, Ca?®*-csatorna blokkold lantan-kloridot, vakuolaris Ca®*-csatorna gatlé ruténium voroset,
intracellularis Ca®* -szint ndveld mastoparant, Ca’" ionofor ionomicint, Ca**-pumpa blokkolo
tapsigargint hasznaltunk. A génexpresszids vizsgalatokon kiviil az egyes jelatviteli molekulak

hat4séat egész ndvény, illetve levélszegmens fagyasztasi tesztek segitségével is megvizsgaltuk.



Hideghatasra és inhibitor hianyaban az 6szi arpaban megemelkedett a HYCBF9, HYCBF14,
HvCOR14b ¢s HYDHNS gének, 6szi alakor buzaban TmCBF12, TmCBF14 és TmCORI14b gének
expresszios szintje a szobahémérsékleten nevelt, kontroll novényekhez képest. Oszi arpaban és
alakor btizaban kimutattuk, mely CBF-ek, COR14b, illetve DHN5 gén foszfolipaz C-, foszfolipaz
D- vagy ca* fliggd. Megallapitottuk, hogy a CBF géncsalddot hidegregulaciojuk szintje alapjan
harom csoportba sorolhatjuk. Elkiilonithetiink olyan CBF csalddot, melyek hidegakklimatizacid
soran nem, vagy csak kis mértékben aktivalodtak. Ezeket a jelatviteli molekulak blokkoldsa sem
befolyasolta (HVCBF6). A masodik géncsoportba sorolhaték azok a CBF-k, melyek hideghatést
kovetéen magas szinten aktivalodtak, ilyen a TmCBF12, TmCBF14, és HVCBF14. A harmadik
CBF csoport tagjaihoz tartoznak azok a gének, melyek a hideghatast kovetéen kdzepes expresszios
novekedést mutattak (TmCBF13, HVCBF9, HvVCBF12). COR14b, illetve DHN5 gének esetén
elmondhat6, hogy miikddésiiket a CBF géneken kiviil tobb faktor is befolyasolta.

Fagyteszt vizsgalatok és eredmények alapjan igazoltuk, hogy egyes hossza tavu inhibitor
kezelések letalisak lehetnek a ndvényekre, illetve negativan befolyasoljak a fagytolerancia

kialakulasat.

Elmondhatjuk, hogy arpaban és bluzdban a rovid ideig tartd hidegstresszt kovetden a
kalcium, PLC, PLD utvonalak befolyasoljak a CBF-COR rendszer kinetikajat és a fagytolerancia

mértékét, de ezen jelatviteli folyamatok mélyebb megértése tovabbi vizsgalatokat igényel.



ABSTRACT

Identification of signaling pathways involved in cold stress by gene expression studies in

cereals

As a result of climate change, the frequency of the occurrence of unusual, extreme weather
has increased, which causes temperature, drought or osmotic stress for corn plants and other crops,
thereby causing a significant loss of production and yield reduction. This phenomenon highlighted
the need to increase the abiotic stress tolerance of cereals. In order to improve the adaptive
capacity of crop plants, it is very important to understand how these plants are able to sense
environmental signals and how these signals are translated into molecular responses. Thus, the
examination of the main signaling mechanisms and the identification of the signaling components
involved in abiotic stress tolerance are very important not only in model organisms, but also in
cultivated plants. Within the framework of this work, we identified and investigated the
components of calcium and phospholipid signaling in barley and alakor wheat, as well as their

effect on the response to cold stress.

In our preliminary experiments, we used semi-quantitative PCR and RT-gPCR to identify the
genes expressed by cold training in barley and alakor wheat lines. The expression of the cold-
induced transcription factors CBF (C-repeat binding factor) and COR14b (cold-regulated), DHN5
(dehydrin) genes was investigated by RT-gqPCR in control and inhibitor-pretreated plants after cold
treatment in order to identify their role in cold-induced gene expression playing signaling
components. The mentioned genes are involved in the formation of frost tolerance during the cold
acclimatization process that takes place in the autumn in cereals. The CBFs described in wheat and
barley are transcription factors that bind to the promoters of the cold-induced genes they regulate
and help their expression, which results in the plant's increased frost tolerance. Several CBF genes
can be induced by cold, and there are also known ones whose expression is influenced by day
length and light quality, i.e. wavelength composition. In our experiments, phospholipase C (PLC)
was inhibited with U73122 and neomicin molecules, and phospholipase D (PLD) with 1-butanol.
Calcium chelating EGTA, Ca®* -channel blocker lanthanum chloride, vacuolar Ca®* -channel
blocker ruténium red, intracellular Ca®" -level-increasing mastoparan, Ca®* ionophore ionomicin,
Ca®* -pump blocker thapsigargin were used to influence the calcium signaling components. In
addition to the gene expression tests, the effect of the individual signal transduction molecules was

also examined using whole plant and leaf segment freezing tests.



The expression level of HYCBF9, HVCBF14, HYCOR14b and HYDHNS5 genes increased in
winter barley, and TmCBF12, TmCBF14 and TmCOR14b genes in autumn wheat compared to
control plants grown at room temperature, when exposed to cold and in the absence of an inhibitor.
In winter barley and spring wheat, we showed which CBFs, COR14b and DHN5 genes are
phospholipase C-, phospholipase D- or Ca** dependent. We found that the CBF gene family can be
classified into three groups based on their level of cold regulation. We can isolate CBF families
that were not or only slightly activated during cold acclimatization. They were also unaffected by
blocking signaling molecules (HVCBF6). The CBFs that were activated at a high level after cold
exposure can be classified into the second gene group, such as TmCBF12, TmCBF14, and
HvCBF14. The members of the third CBF group include those genes that showed a moderate
increase in expression after the cold exposure (TmCBF13, HVCBF9, HVCBF12). In the case of
COR14b and DHN5 genes, it can be said that their function was influenced by several factors

besides the CBF genes.

Based on frost test tests and results, we proved that some long-term inhibitor treatments can
be lethal to plants and negatively affect the development of frost tolerance.

We can say that in barley and wheat after short-term cold stress, the calcium, PLC, and PLD
pathways influence the kinetics of the CBF-COR system and the degree of frost tolerance, but a

deeper understanding of these signaling processes requires further investigations.
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1. BEVEZETES
A TEMA AKTUALITASA, JELENTOSEGE

A termesztett haszonndvények felhasznalasi teriilete széleskorli: alapvetd élelmiszerek,
elengedhetetlenek a haszonallatok takarmanyozaséanal, illetve ipari és gyogyaszati alapanyagként
valdo hasznositdsuk is jelentdés. A Kozponti Statisztikai Hivatal (KSH) adatai szerint
Magyarorszagon 2015-ben 6szi buzabol 992139 hektart, mig dszi arpabol 220408 hektart vetettek
(Kozponti Statisztikai Hivatal, 2015). Ez a teljes mez6gazdasagra hasznosithato teriiletek 18 %-at
jelenti 6szi buza, mig 4 %-ot 6szi arpa esetén. Ezzel szemben a tavaszi bliza termoteriilete
minddsszesen 15616 hektar (0,3 %), mig a tavaszi arpaé¢ 76861 hektar (1,4 %) volt. Az 6szi bliza
¢s arpa tehat a kukorica utdn a leggyakrabban vetett szant6foldi ndvényiink. Az 6szi vetésii

gabonaféléink raadasul hektaronként mintegy 0,5-1 tonnaval tobbet is teremnek tavaszi tarsaiknal.

A Foldet boritd novényzet dsszességének fejlodése soran szamos, akar drasztikus mértéki
kornyezeti valtozéassal kell szembenéznie, példdul ultraibolya fénystressz, hdmérsékleti stressz,
szarazsagstressz, asvanyi- €s tapanyaghidny, sostressz, biotikus stresszek, valamint antropogén
eredetli zavard hatdsok (légszennyezd anyagok, savas esok, talajsavanyodds, nehézfém
szennyezések, UV-stressz, xenobiotikumok: herbicid, fungicid, peszticid). Napjainkban alapvetd
befolyasold tényezdnek tekinthetd a globalis klimavaltozas, egyre gyakoribba valnak a szélsdséges
iddjarasi jelenségek, alkalmanként jelent6sen csokkentve az éves terméshozamot, illetve fontos
tényezd a tulélési képességet tekintve. Kultirndvényeink a vad rokonaikéhoz képest sokszor
alacsonyabb stressztolerancia szinttel rendelkeznek, mely tovabbi problémat jelent. Kontinentalis
éghajlat esetén a hideg ¢és fagy kiemelkedden fontos kornyezeti tényezok. Napjainkban
kiszamithatatlanabbak a telek, ezért az atteleld6 novényeknek védekezniiik kell az alacsony
hoémérséklet karos hatasaival szemben (jégképzOdés, elfagyas, vizhiany, oxigénhiany).
Kiemelkedd jelentdségii feladat tehat az atteleld gabonandvények fagyallosagat kialakito folyamatok
minél alaposabb megértése a jelatviteli folyamatok aktivaloddsan 4t a hidegindukalt gének

miuikodésén keresztiil, mely eredmények hasznosak lehetnek a novénynemesitok szdmara.

A mérsékelt égdvon az atteleld 6szi gabonaféléket oktoberben vetik el és azok kikelésiik utan
alkalmazkodnak a kiilsé koriilményekhez. Ennek 1ényege, hogy fokozatosan csdkken a nappalhossz,
valamint a hdmérséklet. Ezt a tobbhetes edzddési folyamatot hidegakklimatizacionak nevezziik,
melynek eredményeként a kezdetben még fagyérzékeny novények képessé véalnak elviselni a téli
fagyokat (Catala és mtsi. 2011). A novényeknek nemcsak novekedését és fejlodését befolyasolja a
hideg elleni védekezésiik hatékonysdga, hanem az egyes ndvényfajok foldrajzi eloszlasaban is

kulcsszerepe van a hémérsékletnek (Mickelbart és mtsi. 2015, Guo és mtsi. 2017, Nurhasanah
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Ritonga és Chen 2020). A fagyallosag kialakuldsanak molekularis hatterérdl az utdbbi években egyre
tobb informacio latott napvilagot (Doherty és mtsi. 2009, Galiba és mtsi. 2013, Soltész és mtsi.
2013, Mickelbart ¢s mtsi, 2015; Novak és mtsi. 2016, Nurhasanah Ritonga és Chen 2020). Ismertté
valtak a CBF/DREB (C-repeat/Dehydration Responsive Element Binding Factor) transzkripcios
faktorokat kodold géncsalad tagjai, melyek az altaluk szabalyozott tobb szaz hideg indukalta (COR-
Cold Regulated) gén promoteréhez kotédve beinditjak azok expressziojat, melynek kovetkeztében

kialakul a fagytiirés.

Az Agrartudoményi Kutatokozpont Mezdgazdasagi Intézet Biologiai Erdforrasok Osztalyan
évtizedek ota vizsgaljdk a gabonafélék kornyezeti tényezokhoz, példaul a hideghez/fagyhoz valo
alkalmazkodasat és annak molekularis hatterét. Azonban a hidegedzddést befolyasold jelatviteli
folyamatok és a fagytolerancia kozotti kolcsonhatasokrél nem sok informécié van jelenleg. A
disszertacid témajat ado kutatasaink soran a fagytiirés kialakitasaért felelds jelatviteli folyamatok
koziil a ,,foszfolipid jelatvitel (Ca2+, foszfolipaz C ¢és foszfolipiz D (PLC, PLD)) — CBF
transzkripcios faktorok — effektor gének (COR14b, DHN5)” utvonalat tanulmanyoztuk.
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2. SZAKIRODALMI OSSZEFOGLALO
2.1. Az alacsony hémérsékleti stressz és fagyallosag

A novények allandd kornyezeti hatdsoknak, esetenként stressznek vannak kitéve, melyek
jelentdsen befolyéasoljak anyagcseréjiiket, novekedésiiket ¢€s reprodukcidjukat. Az egyik
legfontosabb abiotikus stresszor a homérséklet. A kornyezeti tényezOk koziil a hémérséklet
jelentés mértékben meghatarozza a novények természetes eléforduldsat, valamint a mezdgazdasagi
novények termeszthetOségének hatdrat és produktivitasat (Luo 2011). A homérsékleti
stresszfaktorok koziil — a jelen disszertdci6 témdja miatt — a tovdbbiakban csak az alacsony

hémérsékleti stressz hatasarol nyuajtok attekintést.

Hidegstresszrdl beszéliink, ha a homérséklet 12 °C ala csokken, de 0 °C ala nem esik.
Fagystressz esetén a homérséklet fagypont ald siillyed (Beck és mtsi. 2004, Lindlof 2010). A
homérséklet 0 °C ala siillyedése jégkristalyok képzodését inditja el a sejtek kozotti térben, amely
vizpotencial csokkenést okoz, ami pedig a sejten beliili viz kidramlasat eredményezi. -10 °C esetén
a sejtben 1évo viz 90%-a kiaramlik a sejt kozotti térbe komoly dehidrataciot okozva ezzel
(Thomashow 1999). A jégkristalyok képzédése mechanikai sériilésekkel is jarhat,
visszafordithatatlan karokat okozva a membranban, ami akar az egyed halalahoz is vezethet. Azok
a ndvények télalloak, melyek a tél viszontagsagait karosodas nélkiil atvészelik. A télallosag egyik
eleme a fagytiirés. A névénynek maximalis fagyallosaga fajtol fiiggdéen 2-7 hetes alkalmazkodasi
periodus (hidegakklimatizacio) elteltével alakul ki (Yiting és mtsi. 2019). A hidegedz6dés soran
krioprotektiv molekuldk, kiillonb6ozé fehérjék, cukrok, egyszerlibb szerves vegyiiletek
halmozodnak fel a sejtben és a sejt kozotti térben, melyek védelmet nyujtanak a
membransériilések, illetve az ozmotikus stressz okozta karosodasok ellen (Raju és mtsi. 2018,

Smallwood és Bowles 2002, Cook és mtsi. 2004).

A nemesitett termesztett ndvényeink nagyobb szintii hidegstressz toleranciaval rendelkeznek,
mint elddeik, azonban szdmos fajta és valtozat tovabbra is rendkiviil érzékeny a fagy okozta

sériilésekkel szemben (Pareek és mtsi. 2017).
2.2 A hidegakklimatizacio és a fagyallosag kialakulasaért felelos genetikai hattér attekintése

A kornyezeti hdmérséklet csokkenése aktivalja a hideg jelatviteli mechanizmust, amely
soran szdmos gén expresszalodik. A hidegakklimatizaciot meghatarozd molekularis jelatviteli
folyamatok feltarasa a ladfli modellndvényben (Arabidopsis thaliana) a legelérehaladottabb, de a
mezogazdasagban betoltott jelentdsége miatt kivanatos ezen folyamat molekularis alapjainak

megismerése a gabonafélékben is (Yukun és mtsi. 2019).A gabonafélékben ismeretes, hogy a
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crer

a hidegzédésben fontos effektor gének aktivalasaért felelosek. Ilyenek az ICE-CBF-COR rendszer
(ICE: Inducer of CBF Expression, CBF: C-Repeat Binding Factor, COR: Cold-Regulated Gene).
A fagyallésag alapja tehat genetikailag kodolt tulajdonsag (Thomashow 1999).

Az éveld és az egynyari novényfajokban a jol 0sszehangolt akklimatizacids folyamatokat
egy adott géncsoport, a CBF gének iranyitjak. Ezért e transzkripcids faktorokat az akklimatizécio
,mestergénjeinek” is szoktdk nevezni (Liu és mtsi. 2019). Ezt a géncsaladot a szakirodalomban
kétféle néven hivjak: CBF-géneknek, vagy mas néven DREB géneknek (Dehydration-responsive
element binding factor) (Stockinger és mtsi. 1997, Liu és mtsi. 1998). Ezek a gének az
APETALA2 (AP2) /ethylene-responsive factor (ERF) csaladba tartoznak. Jellemzd rajuk, hogy
tartalmazzak az AP2 DNS k6t6 domént, egy kb. 60 aminosavbol allo szakaszt. A CBF-eket a csalad
mas tagjaitél az kiillonbozteti meg, hogy két, az AP2 domén el6tt és mogott 1-1 konzervalt
motivum helyezkedik el: a PKKP/RAGRXKFXETRHP (réviden PKKPAGR) és a DSAWR (Jaglo
¢és mtsi. 2001). A PKKPAGR motivum egyben fontos eleme ezen gének DNS-ko6t6 képességének
(Canella és mtsi. 2010), ugyanis a CBF transzkripcios faktorok DNS-ko6té doménjiik segitségével
alacsony hdmérséklet hatdsara a szabalyozasuk alatt all6 gének promoterében megtalalhatd C-
repeat (CRT) motivumhoz (CCGAC) kétédve szabalyozzak azok kifejez6dését (Baker és mitsi.
1994, Jaglo-Ottosen és mtsi. 1998, Barrero-Gil és Salinas 2019).

Az Arabidopsis thaliana L. (At) kétszikii modellndvény genomja négy CBF gént kodol,
melyek koziil harom, az AtCBF1, AtCBF2 és AtCBF3, tandem ismétlédésben a négyes
kromoszéman lokalizalt. E gének alacsony hdmérséklet hatasara fejezddnek ki jelentds mértékben,
célgénjeik miikddését szabalyozva alakitjak ki az alacsony homérsékleti stresszel szembeni
fokozott toleranciat (Gilmour és mtsi. 1998, Gilmour és mtsi. 2004). Ezzel szemben az AtCBF4
gén nem indukalodik hideg hatasara, viszont jelentds mértékben fejezOdik ki szdrazsag-, vagy
sostressz kovetkeztében (Haake és mtsi. 2002; Sakuma és mtsi. 2002). A gazdasagi jelentdséggel
biré névényeink koziil a hexaploid kenyérbuza (Triticum aestivum L., Ta) genomja legalabb 37
(Badawi és mtsi. 2007), az alakor buza (Triticum monococcum L., Tm) 13 (Miller és mtsi. 2006),
mig az arpa (Hordeum vulgare L., Hv) legalabb 20 (Skinner és mtsi. 2005) CBF gént kodol. A

kisérletekben hasznalt alakor bliza és arpa fajtak kromoszomakészlete hasonlo.

Az altalunk vizsgalt CBF gének az 5-0s kromoszoma hosszu karjan 1évé Fr-2 (Frost
resistance-2) fagyallosagi 10kuszon helyezkednek el (Vagujfalvi és mtsi 2003; Miller és mtsi 2006;
Francia és mtsi 2007; Knox ¢€s mtsi. 2008). Az arpa SH kromoszéma Fr-2 lokuszan legaldbb
tizenegy CBF gén helyezkedik el (Skinner és mitsi. 2006), raadasul legalabb hét CBF gén
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minddssze 0,8 cM tavolsagon beliil kodolt (Francia és mtsi. 2007), mig alakor buza esetében
legalabb tizenegy CBF gén helyezkedik el az 5A™ kromoszéma Fr-2 16kuszan (Miller és mitsi.
2006). (1. abra).
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1. abra Arpa (H. vulgare) és alakor buza (T. monococcum) 5-6s kromoszomajan 1évé Fr-2 (Frost
Resistance) fagyallosagi 10kuszon a transzkripcios faktorokat kodolo gének kapcsolati viszonyainak
attekintése (Galiba és mtsi. 2009). Arpa 5-6s kromoszomaja: SH; Alakor biiza 5-6s kromoszomaja: SA™

Az arpa genomjaban kdédolt CBF gének harom filogenetikai alcsoportba sorolhatok (Skinner
és mtsi 2006): HVCBF1-, HVCBF3-, HVCBF4- alcsoportot kiilonbdztetiink meg (2. abra). A
HVCBF3- ¢és HvCBF4-alcsoport legtobb tagja az arpa 6tds kromoszomajanak hossz karjan
helyezkedik el (Skinner és mtsi. 2006).
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HvCBF8A
HvCBF8B
HvCBF8C
HvCBF13
HyCBF3 HvCBF3-alcsoport
HvCBF10A
HvCBF10B
HvCBF12
HvCBF6
HvCBF2A
HvCBF2B
HvCBF14
HvCBF9 HvCBF4-alcsoport
HvCBF4D
s HvCBF4A
99 HvCBF4B
HvCBF5
— HvCBF1
10— FCBFII
HvCBF7
OsDREB2A

HvCBF1-alcsoport

2. dbra: Az arpa CBF gének filogenetikai kapcsolatok attekintése Skinner és mtsi. (2006) alapjan,
»~Minimum Evolucios” filogenetikai fa Neighbor Joining funkciot alkalmazva. A fliggdleges savok az
azonos alcsoporthoz tartozo tagokat jelolik. Az alcsoportok elnevezése a félkovérrel jelolt tagok neveibdl
szarmaznak. A szamok a 'Bootstrap' értékeket jelolik. A Bootstrap analizis egyfajta statisztikai elemzés az
evolucids fa egyes agai megbizhatdsaganak tesztelésére (Efron és Gong 1983; Felsenstein 1985; Swofford
¢és mtsi. 1996). Az OsDREB2A egy kozeli rokon rizs szekvencia.

A CBF géncsalad egyes tagjai normal kornyezeti koriilmények kozott is mutatnak egy
alapszintli expressziot és hideg hatdsara jelentdsebben megemelkedik a szintjilk. Mas CBF gének
expresszidja csak hidegstressz altal aktivalodik. A transzkripcids faktorok indukcidja gyors és
tranziens, mar néhany ora alatt lezajlik (Vagujfalvi és mtsi. 2005; Stockinger és mtsi. 2007;
Vashegyi ¢és mtsi. 2013). A hidegakklimatizaci6 sordn iddbeli eltoloédds van ezen gének
expresszidja kozott (Novillo és mtsi. 2007, Gierczik és mtsi. 2017). Nure 0szi arpaban 22 °C-on
két napig 12 ora fény /so6tét ciklusban, majd két napig folyamatos fényben vizsgaltdk a CBF gének
cirkadian ritmusat. A HVCBF1, HVCBF3 és HVCBF4 alcsoport megvizsgalt elemei koziil az 5A
kromoszoéman elhelyezkedé 4-es alcsoport tagjai cirkadian ritmust mutattak. A CBF2, CBF9 és
CBF14 gének nagyobb expressziot mutattak az Oszi, mint tavaszi buzaban, a fagyttiré Triticum
aestivum subsp. aestivum cultivar Cheyenne CBF14 gén expresszioja pedig négyszerese volt a
hidegérzékeny Triticum spelta-bol szarmazé CBF14 génnek (Vagujfalvi és mtsi. 2005; Galiba és
mtsi. 2013).
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Az ICE transzkripcios faktorokat a CBF géncsalad egyik pozitiv szabdlyozé faktoranak
tekintjiik, tehat a hidegstresszvalaszban eldszor ezek aktivalodnak, melyeknek foszforilalodnia kell

ahhoz, hogy részt vegyenek a tovabbi génszabalyozasban (Badawi és mtsi. 2007).

A CBF-ek az éaltaluk szabalyozott gének promoterében talalhaté CRT/DRE motivumhoz
(RCCGAC) kotodnek (Baker €s mtsi. 1994). Ez a szekvencia szamos hideg- és szarazsagstresszre
indukalodo génben megtalalhato, koztiik a DHN (dehidrin), a KIN (cold-induced), a COR (cold-
regulated).

A COR gének koziil a COR14b az, amely gabonafélék fagytiirését nagy mértékben noveli. A
COR14b gén a sejtmagban lokalizalt, de fehérjeterméke a kloroplasztiszba transzlokalodik. A
COR14b gén expressziojat a CBF transzkripcios faktorok miikddése mellett tovabbi faktorok is

befolyasoljak, ugymint a megvilagitas hossza és a fény mindsége (Vagujfalvi és mtsi. 2000).

Oszi buzaban (Cheyenne) és arpaban (Nure) mar 15 °C-on megndvekszik a CBF14 gén
expresszios szintje és a fagytiirés mértéke, mig az alacsony fagytiir6képességgel bird 0Oszi
alakorban (G3116) nem (Novak és mtsi. 2016). Az arpaban taltermeltetett TaCBF14 és TaCBF15
gének hatdsdra a transzgénikus vonalak hidegedzés utan, valamint annak hidnydban is

fagytiirobbek lettek, mintavad tipus (Soltész és mtsi. 2013).

Szamos CBF gén egyedi funkcidja eddig még nem teljesen tisztdzott, mivel az egyes
fajokban mas €s mas szinten miikddnek, sot az egy fajhoz tartozo, de kiilonb6z6 genotipusokban is

kiilonbozik az aktivitasuk mértéke (Barrero-Gil és Salinas 2019)
2.3. A hidegstressz hatasara lezajlo jelatviteli folyamatok attekintése

Osszel a novényekben a hidegakklimatizacié sordn az alacsony, nem fagypont alatti
homérsekletet a sejtmembranokban 1év6 receptorok érzékelik (Levitt 1980; Ruelland és Zachowski
2010). A sejtmembranok szerkezeti valtozason mennek keresztiil, a fluiditas és szemipermeabilitas
csokken, igy a membranhoz kotott fehérjék struktiraja és funkcidja megvaltozik (Uemura és mitsi.

1999).

Az enzimaktivitassal rendelkez6 membranreceptorok tobbnyire protein-kindzok, amik
foszforilacié révén hatnak a célfehérjére. A kalciumot befolyasolo jelatviteli utvonalak egyike a
foszfolipid jelatviteli utvonal, melyrdl novényekben még kevés az ismeret. Kimutattdk, hogy
ioncsatorndk szabalyozasdban is részt vesz (Xue €s mtsi. 2009), szerepet jatszva ezzel abiotikus
stresszek elleni védelemben (Xue és mtsi. 2007). A foszfolipid jelatviteli Gtvonal elsé eleme a
foszfatidilinozitol (PI), mely foszfolipidet a Pl-specifikus transzfer protein (PITP) szallitja az

endoplazmatikus retikulum és a sejtmembran kozott. PI késébb a foszfolipaz C (PLC) jelatvitelben
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vesz részt (Hong és mtsi. 2016). A plazmamembran lipidjeihez kapcsolodo foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfatot (PIP,) a foszfoinozitid-specifikus foszfolipaz C (PI-PLC) hasitja le, s a keletkez6
diacilglicerol (DAG) a membranhoz koétve marad és tovabbi kindzok aktivalasdban jatszik
szerepet, mig az inozitol-trifoszfat (IP3) a citoszolba keriilve a Ca®*-t kivalaszto kompartmentet,
illetve a Ca®*-csatorndkat aktivalja. A ndvényi sejtek kalciumukat vakuélumban, endoplazmatikus
retikulumban és sejtfalmatrixban taroljak. A hémérséklet csokkenés hatasara a Ca** -csatornakon
keresztiil torténd bearamlas kovetkeztében megemelkedik a citoszolban 16v6 Ca** mennyisége
(Knight és mtsi. 1996). A kalciumionok citoplazmaba aramlasat idézik e¢lé a masodlagos hirvivék
egy csoportjat alkotd inozitol-foszfatidok (IP) is. A ndvényi sejt citoplazméjaban 1évo kalciumion
koncentracioja hatassal van a kalcium-fiiggé jelatviteli utvonalak szabalyozasara (Marti Ruiz és
mtsi. 2018), valamint szerepet jatszik kiilonb6zd biotikus (Aldon és mtsi. 2018) és abiotikus
stresszek (sO, alacsony hémérséklet, ozmotikus, hipoxia) elleni védelemben is (Ranty és mtsi.
2016; Yuan és mtsi. 2018). A Ca*" -csatornak nagyban érintettek a hidegérzékelés folyamataban
(Ding és Pickard, 1993). A hidegjelzés egyes komponenseit mar azonositottak gabonafélékben, és
egyértelmii, hogy a Ca®’, mint masodlagos hirvivé, nagy szerepet tolt be szamos gén
kifejezddésének stimuldldsaban a hidegstressz sordn. Mivel ez a kation szamos parhuzamos
jelatviteli folyamatért felelés a ndvényi sejtekben, a kalcium jelatviteli Gt aktivalodasa nem egy

egyszerl linearis esemény (Guangyang €s mtsi. 2017).

A kalciumkoncentracié valtozasat masodlagos hirvivé molekulaként az twgynevezett
kalcium-koté fehérjék érzékelik (Yanez és mtsi. 2012; Wilkins és mtsi. 2016). Ezek a fehérjék
tobb csoportba sorolhatok (Ranty és mtsi. 2016): kalcineurin B-szerli fehérjék (CBLs, calcineurin
B-like proteins), kalmodulinok (CaMs, calmodulins), kalmodulin-szerii fehérjék (CMLs,
calmodulin-like proteins), kalcium-fiiggé fehérje kinazok (CDPKs, calcium-dependent protein
kinases) ¢és kalcium/kalmodulin-fiiggé kindzok (CCaMKs, calcium/calmodulin-dependent
kinases). Az intracellularis kalciumionok kotését kdvetéen konformacid valtozas megy végbe a
kalcium-koté fehérjék térszerkezetében, melyek transzkripcios faktorok szabalyozasat indukaljak
(DeFalco és mtsi. 2010), majd ezek foszforilalodasaval gének expresszidjat segitik (Ruelland és
mtsi. 2009).

A kalcium jelatviteli utvonal és a CBF transzkripcids faktorok kozotti kapcsolatot
Arabidopsis modellnovényben bizonyitottak elészor. Kimutattak, hogy a CAMTA3 (CaM-binding
transcription activator 3) képes szabalyozni az AtCBF2 gén miikodését (Doherty és mtsi. 2009),
igy bizonyitottdk a CaM-ok hidegtiirésben betoltott szabalyozd szerepét (Gierczik és mtsi. 2017).
A kalcium-kalmodulin komplex kapcsolatot alakit ki a CAMTA fehérjével, mely fehérjekomplex
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mar képes szabalyozni a CBF-ek atirasat (Testerink és Munnik 2011; Delage és mtsi. 2013;
Ruelland és mtsi. 2015; Dickson és Hille 2019). A kés6bb kialakuld hidegstressz-valasz

kialakitasaban a kalcium okozta jelerésitésnek és foszfolipid jelatvitelnek lehet koze.

A foszfolipaz fehérjék foszfolipideket hidrolizalnak foszfatidsavbol (PA), melyek
masodlagos jelatviteli molekuldkként hatnak a jelatviteli kaszkddon beliil. Foszfatidsav képzddés
két utvonalon lehetséges, foszfolipaz C (PLC) és foszfolipaz D (PLD) enzimek segitségével
(Munnik és mtsi. 2001). A PLD fontos szerepet jatszhat mind a citoszolban lejatszodd masodik
jelatvitelben, mind a membranhoz kotott folyamatok szabalyozasaban. PLD egy citoplazmatikus
enzim, mely a foszfolipideket bontja le foszfatidsavva (PA) és fejcsoportta. A novényi sejtekben a
PA, mint szignal ismert célmolekulai koz¢ tartoznak a protein kinazok és Ca?* -csatornak (Lee és
mtsi. 2001; Qin és Wang 2002). A novényi PLD fehérjék szerepet jatszhatnak a mikrotubulusok
altal kozvetitett membrankomponensek utjan zajlo jelatvitelben is (Collings és mtsi. 2003,
Musgrave 2001), vagyis hasonld funkcidval rendelkeznek, mint az ¢leszt6 és allati PLD fehérjék
(Cockceroft 2001).

A fent leirt kaszkadot a 3. abra mutatja be.

Hidegakklimatizacio alatt végbemend szignalizdcié hatdsara specidlis fagyallo fehérjék
halmozodnak fel az apoplasztban, ezéltal biztositva a novények védelmét. Felhalmozoddnak az
ugynevezett hidrofil fehérjék is. Ilyenek példaul a hideg érzékeny COR, alacsony homérseklet
indukalt LTI, abszcizinsavra érzékeny RAB, hideg indukalt KIN fehérjék. Ide sorolhaték a
dehidrinek (DHN), melyek a LEA fehérjékhez tartoznak. A dehidrinek szerepének tulajdonithato a
dehidratacio soran a membran destabilizalodasanak megeldzése, illetve a fagytolerancia fokozasa

(Nakaminami €s mtsi. 2006; Sasaki és mtsi. 2007).
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TOLERANCIA

3.4bra Hidegstresszben szerepet jatszo kalcium-, foszfolipid jelatviteli utvonalak attekintése. Az 6szi
kalaszosokban a hideg akklimatizacios folyamat megy végbe a téli fagykar talélése érdekében. Az alacsony
hémérséklet érzékelésekor a novényi sejtmembran folyékonysaga csokken, mely aktivaljak a kinazokat,
példaul a MAP-kinazt (MAPK), a foszfolipaz C-t és D-t (PLC, PLD) a membranban. A PLC a
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP,) diacilglicerolla (DAG) és inozitol-trifoszfatta (IP3) bontja. A
DAG foszforilalt formdja a foszfatidsav (PA). A PLD a foszfolipideket (PC) bontja le foszfatidsavva (PA)
és fejesoportta. A DAG a membranhoz kdtve marad és mas proteinkinazokat aktival, az IP3 a citoszolba
keriilve megemeli a Ca®* -szintet. A PLC-jelatviteli utvonal kulcsfontossagii szabalyozoi a
foszfatidilinozitol-3-kindz (PI;K), foszfatidilinozitol-4-kinaz (PI,K) és foszfatidilinozitol-5-kinaz (PIsK),
melyek foszfatidilinozitolbol (PI) foszfatidilinozitol-3-foszfatot, foszfatidilinozitol-4-foszfatot vagy
foszfatidilinozitol-5-foszfatot készitenek. Ezen termékek adjak a PIP, szubsztratjat, mely reakciokat a
foszfatidilinositol-4-foszfokinaz (P1P4K), illetve a foszfatidilinositol-5-foszfokinaz (PIPsK) katalizal. A
PLC jelatviteli utvonal tovabbi szabalyozodi lehetnek a foszfatidilinozitol transzfer fehérjék (PITP), melyek
foszfatidilinozitolt (PI) szallitanak az endoplazmatikus retikulum és a sejtmembran kozott. Valdsziniileg
ezek a jelatviteli utak szabalyozhatjak az ICE, a CBF, majd COR gének expresszidjat, ami végiil

hidegtliréshez vezet a gabonafélékben. A bekarikazott jelatviteli folyamatokat vizsgaltuk a kisérletek soran.
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2.4 Foszfolipaz C (PLC), foszfolipaz D (PLD), Kkalcium-fiiggé jelatviteli wutvonalak

farmakologiai hatterének attekintése

A kisérleteink soran azt kivantuk megvizsgalni, hogy a hideg altal megndvekedett Ca**-szint,
a PLC, PLD enzimek milyen hatdssal vannak a hidegakklimatizacios folyamatok szabalyozasaban
kulcsszerepet jatsz6 CBF-COR rendszer és a dehidrinek mikddésére, valamint a jelatvitel és a

hidegindukalt gének kozotti kélcsonhatasok blokkolasa okoz-e fenotipusos valtozasokat.

Farmakologiai tekintetben a kovetkezd inhibitorokat (gatloszereket) alkalmaztuk genetikai
vizsgalatainkhoz: lantan-klorid, EGTA [etilén-glikol-bis(B-aminoethyl)-N,N,N’,N'--tetraecetsav],
thapsigargin, ruténium vords, mastoparan, U73122 (1-(6-{[17p-3-metoxi-1,3,5(10)-trién-17-
yllamino}hexil)-1H-pirrol-2,5-dion), ionomicin, neomicin és 1-butanol. Az egyes inhibitorok

hatasat az 1. tablazat mutatja be.

1. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott inhibitor molekulak fiziologiai hatasanak attekintése

Inhibitor Hatas
Lantan- klorid Kalcium csatorna blokkolo
EGTA Kalcium kéto
Ionomicin Kalcium felszabadito
Neomicin PLC inhibitor
Ruténium vords Vakuolaris Kalcium csatorna blokkolo
Mastoparan Intracellularis Kalcium szintet noveli
1-Butanol PLD inhibitor
U73122 PI-PLC aktivitast gatolja
jp e Kalcium-pun}pa inhibito’n Ka’lciumot
szabadit fel a raktarakbol

Ezek az egyébként jellemzden farmakoldgiai vonatkozéasban hasznalt vegyiiletek ndvényekre
gyakorolt hatasa kevésbé ismert, ezért tobb anyagot is kivalasztottunk kisérletekhez. Az inhibitor
molekuldk célcsoportja ismert, azonban egyes esetekben csak allati vagy human rendszerekbdl
szarmazik adat roluk. Az alapjan szelektaltunk a valasztott inhibitorok koziil, hogy a ndvények

hogyan reagaltak rajuk.

A lantan-klorid és EGTA részlegesen gatoljak a hidegsokk okozta Ca”" -szint emelkedést és
ezaltal a védekezésben szerepet jatszd gének expresszidjara is hathatnak. A lantan-klorid hatassal

van tobb receptorra €s ioncsatorndra, tobbek kozott a Ca®" -csatornakat is blokkolja, ily mdédon
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csokkenti a sejtekben a Ca®* -szintet (Boldyreva 2005). A lantan-klorid, mint inhibitor molekula a
névény novekedését is részben gatolja, ami arra vél kovetkezterni, hogy a Ca** esszencidlis a
szarmegnyulasi folyamatokhoz, emellett masodlagos hirvivé molekulaként ingerérzékelésért,
illetve kiillonb6z6 sejtek novekedéséért felelds (Bush, 1995). Az EGTA (etilén-glikol-bis(B-
aminoethyl)-N,N,N’,N'-tetraccetsav) egy kelatképz6 szer, nagy az affinitasa a kalciumionokra, igy
céliranyosan képes csokkenteni a rendelkezésre allo extracellularis Ca?* szintjét (Pooviah és mtsi.

1987).

A thapsighargin a Thapsia gargani L. (Apiaceae) mediterran névény kivonata, mely nem-
kompetitiv inhibitora az endoplazmatikus retikulum Ca**-ATPaz-nak (Rogers és mtsi. 1995).
Human kisérletekbdl kidertilt, hogy a thapsigargin az intarcelluldris kalcium koncentraci6 szintjét
megemeli Ggy, hogy a szarkoplazmatikus és endoplazmatikus retikulum Ca®'-pumpainak
miikodését gatolja, ami a plazmamembranban 1évo Ca?* -csatorndk aktivalasara készteti a sejtet,

igy Ca?* aramlik a citoszolba (Lytton és mtsi. 1991).

Ruténium voros egy hat vegyértékii poliszacharid, szervetlen festék, melyet egyrészt
mukopoliszacharidok festésére hasznalnak, masrészt cellularis folyamatok vizsgélataiban
farmakologia eszkozként alkalmaznak. Utobbi alkalmazasa soran nem kompetitiv inhibitora a
ndvényi ioncsatornaknak, Ca** -ATPaznak, mitokondrialis Ca* uniporternek és Ca** -kotd
fehérjéknek, mint a kalmodulinnak. Tehat intracellularis Ca®* -csatorna antagonistaként tarjak

szamon, ami megsziinteti a Ca®* bearamlast a sejtbe (Bae és mtsi. 2003).

A mastoparan egy 14 aminosavbol allo peptid, melyet a darazsak mérgébdl izolaltak és a
sejtmembran porusainak nyitdodasat képes stimulalni Ca?* jelenlétében. Nagyobb koncentracioban
alkalmazva képes Ca?* és ciklosporin A-fiiggetlen Gton is megnyitni a porusokat (Pfeiffer és mtsi.
1995). Ezen kiviill a mastoparan jelentdsen serkenti a ndvényi sejtek MAP-kinaz miikodését,
tovabba noveli az intracellularis Ca?* -szintet. Allati sejtekben a MAP-kindz aktivalodasat az 6t
kodolod génben a guanin nukleotid kicserélddése idézi eld. Ezzel szemben a ndvényi sejtek esetén a
mastoparan indukalt MAP-kinaz jelatvitelhez nem sziikséges a G fehérjéket kodolo gén nukleotid
sorrendjének megvaltozasa, habar az sem zéarhat6 ki, hogy ez a folyamat ndvényekben is lezajlik.
Viszont a MAP-kinaz kaszkadhoz a sejt igényli egyes ROS formak, a MAPKK jelenlétét és
extracellularis Ca?* bearamlasat (Miles és mtsi. 2004). A mastoparant mar széles korben
hasznaljak a kutatasban a G-proteinek altal szabalyozott folyamatok vizsgalatdban, mind a
novények ¢€s allatok esetén. Mastoparan kezelést kdvetden rovidtava valaszreakciok zajlanak le a

novényi sejtekben: cellularis Ca®" novekedés, inozitol-1,4,5-trifoszfat forgalom indukalodésa,
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illetve foszfolipaz C-, foszfolipaz D;- és mielin alapu fehérje (MBP) kinazok aktivalodasa (Kauss

¢s Jeblick 1996).

Az U73122 egy aminoszteroid vegyiilet, amely a foszfoinozitol-fliggd PLC jelatviteli
folyamatok specifikus inhibitora. A PLC altal kozvetitett foszfoinozitol-4,5-biszfoszfat hidrolizisét
specifikusan gatolja (Bleasdale és mtsi. 1990). Ez a gatld hatas bizonyitottan ugyanigy mukodik
novényi sejtekben, mint allatokban. Mivel a PLC enzim a hidrolizis sordn IPs-t és DAG-t
eredményez, ezaltal az U73122 inhibitorral kezelt nvényekben az IPs-fliggd Ca’* bearamlas is
blokkolodik a belsé raktarakbol (Parre és mtsi. 2007). Ezen kiviil az U73122 gatolja az ABA-
indukalt szabad citoszolikus Ca®" koncentracid ingadozasat és a sztomak zarodasat is, viszont
kozvetleniil nem hat a zarosejtek Ca?* -szintjére. Ez azt sugallja, hogy a zarésejtek Ca*

crer

hanem ezen hatdsok az inhibitorkezelést kovetd PI-PLC gatlds miatt kdvetkeznek be (Staxe'n és

mtsi. 1999).

Az ionomicin a Streptomyces conglobatus (ATCC 31005) baktérium altal termeltetett
ionofor. Specifikusan ndveli az intracellularis Ca?* -szintet, kation koté- és szallito tulajdonsaggal

rendelkezé antibiotikum. Erdsen specifikus a kétértékli kationokra, kiilondsen a kalciumra

(Morgan és Jacob 1994).

A neomicin-szulfat (neomicin) az antibiotikumok aminoglikozid osztalyaba tartozo
molekuldja, mely kettd vagy tobb aminocukor csoportot tartalmazhat. Antibakterialis hatdsan kiviil
szamos mas tulajdonséagat is bizonyitottak: példaul noveli az ATPaz aktivitast, hatékony inhibitora
a szarkoplazmatikus retikulumbodl torténd Ca?* felszabadulasnak, gatolja a foszfatidil-PLD
aktivitast. Kutatasainkhoz kapcsolddéan a neomicin a foszfoinozitid ciklusban okozhat zavart,
ezaltal a PLC miikodését inaktivalja. A PIP és PIP, molekulakkal kapcsolddva az inhibitor
molekula elektroneutralis komplexeket hoz Iétre, ezaltal blokkolja ezen molekuldknak a
szolubilizalt enzimmel (PLC) torténd kotddését. Ha a negativ toltésii inozitol-foszfat fejrésze ATP-
az molekulaval tud kapcsolddni, miikodéképessé valnak az inozitol-foszfolipidek, ha viszont
neomicinnel 1épnek kapcsolatba, a lipidek hatdsa csokken (Teemu és mtsi. 1989; Shota és mitsi.
2008).

A butanolnak, mas néven butil-alkoholnak négy szerkezeti izomerjét ismerjiik. Az 1-, 2- és
3- butanol a PLD-fiiggé foszfatidsav (PA) termelés specifikus inhibitora. Kisérleteinkben 1-
butanolt hasznéaltuk a PLD tutvonal blokkolasara. Az 1-butanollal kezelt névények vagy PLD-
hidnyos novények gatolt novekedést és fejlddést mutatnak, valamint gatolja a szemtermés

csirazasat, a gyokdcske és a sziklevél megjelenését (Hirase és mtsi. 2006).
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3. KERDESFELTEVES

A gabonafélék gazdasagi jelentdsége miatt nagyon fontos a hidegérzékelés folyamatanak
minél alaposabb megértése, amely segitheti a nemesitok munkajat a novények télallosdganak
fokozéasaban. A novények fagyallosaganak kialakuldsa a hidegakklimatizacion alapul, melynek
folyamata nagyon Osszetett, kiilonb6z0 jelatviteli halozatok ¢€s géncsalddok Osszehangolt
mikodésének eredménye. A célhoz vezetd kiillonbozé genetikai, biokémiai és fiziologiai
folyamatok hatékonysaganak optimalizalasa és azok kornyezeti feltételekhez, valtozasokhoz

torténd idozitése a novények szamara elengedhetetlen készség.

Felmeriil a kérdés, hogy hogyan tudja ezt a komplex héalézatot a névény szabalyozni?
Fontos, hogy tisztazhassuk a hidegstresszhez vald alkalmazkodas molekuléris és genetikai hatterét.
Ennek a bonyolult szabdlyozérendszernek miikodését a jelenleg rendelkezésiinkre allo
eszkozokkel, modszerekkel teljes egészében nem mindig, gyakran csak részleteiben tudjuk
vizsgalni. A teljes folyamat megértéséhez pedig a részeredmények dsszerakasabol kaphatjuk meg a

teljes képet.

Munkank soran a szakirodalmi ismeretek kiegészitése céljabol diploid gabonaféléken
vizsgaltuk a hideg altal indukalt fagytiirést szabalyozo jelatviteli és genetikai folyamatok mélyebb
molekularis hatterét (CBF-COR regulon) és a fagytolerancia mértékét.

4. CELKITUZESEK

Arrol, hogy a hideghatasara hogyan valtoznak meg az egyes jelatviteli folyamatok, mint a
foszfolipaz C-, foszfolipaz D-, kalcium jelatvitel és ez hogyan befolyasolja a tovabbi stresszvalaszt
genetikai és fiziologiai szinten, névények esetén kisérleteim elvégzése idején kevés informacio allt
rendelkezésre. Célunk az volt, hogy Hordeum vulgare és Triticum monococcum fajokat
Osszehasonlitva képet kapjunk ezen folyamatokrdl és hatasukrol a CBF transzkripcids faktorokra

és COR14b, DHNS5 effektor génekre.
A PhD értekezés 16 célkitiizéser:

1. Tavaszi €s 8szi arpa, illetve tavaszi és 6szi alakor buza vonalakban az Fr-2 (btza estén Fr-
A™2, arpanal Fr-H2) lokuszhoz kapcsolhaté CBF transzkripcios faktorok, valamint a késébb
indukalod6 HvCOR14b, TmCOR14b és HvDHN5 effektor gének hidegindukalt iddbeli
aktivaciojanak vizsgalata.

2. Szemikvantitativ PCR ¢és kvantitativ RT-qPCR segitségével kivalogatni azokat a CBF

géneket, melyeknek rovid idejli hidegstressz hatasara megemelkedik az indukcidjuk.
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3. Az egyes jelatviteli molekuldkat blokkold inhibitorok 0Osszehasonlitasa, az optimalis

koncentraciojuk meghatarozasa, majd hasznalata a genetikai és fenotipus vizsgalatokhoz.

4. Farmakologiai vizsgalatokkal 0Osszehasonlitani a PLC-, PLD-, kalcium jelatviteli
folyamatok hatasat 6szi arpa €s Oszi alakor buza vonalakban a RT-qPCR alapjan kivalasztott
géncsoportokban hidegakklimatizacié ¢és fagytirés tekintetében, kiilonbozé inhibitorok

hasznalataval.

5. Fenotipusos vizsgalat egész novény fagyasztassal 6szi arpa €s Oszi alakor buza novények
esetén, mellyel a fagyallosag mértékét meghatarozzuk az egyes jelatviteli folyamatok blokkolasa

utan.

6. A novények fiziologiai allapotat érintd, hideg hatasara bekovetkezd membrankarosodéasok
kovetkezményeinek monitorozasa Oszi arpaban és 0szi alakor buizdban hidegedzést és fagyasztast

kovetden.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK
5.1. Novényi anyagok

Kisérleteinkben alakor buzat (Triticum monococcum) ¢és arpat (Hordeum vulgare)
hasznaltunk, fagytiré fajtaik neve: T. monococcum: G3116 és H. vulgare: Nure (Genomics
Research Centre, Fiorenzuola d'Arda, Olaszorszag), illetve a vizsgalatok elsé szakaszaban hasznalt

fagyérzékeny variansok: T. monococcum: DV92 és H. vulgare: Tremois.
5.2. COR14b és CBF gének expresszios intenzitasanak megallapitasa hidegstresszvalasz soran
5.2.1. Novénynevelés, edzés koriilményei

Célunk a tavaszi és 6szi gabona tipusok genetikai 6sszehasonlitasa volt, illetve a hideghatast
kovetéen a gének expressziojanak Osszehasonlitasa, melyet alapul véve kivalasztottuk a
legerdteljesebben aktivalodd géneket. A kisérleteket két fliggetlen ismétlésben végeztik. A
kisérlethez fagytlird és fagyérzékeny alakor buza és arpa fajtdkat/vonalakat hasznaltunk. A
szemterméseket steril Petri csészébe helyezett nedves, MilliQ vizzel atitatott steril kétrétegii
sziirdpapiron csiraztattuk. Arpa magvak kiilsé pelyva részét el6zetesen lehtiztuk, mivel a fejlédé
csirak szamara ez a kemény héj nehezen attorhet6. A kifejlédott fiatal csirandvényeket
benedvesitett tézegkorongba (Jiffy) iiltettiik, melyeket fitotron (névényneveld) Conviron PGV36
(Conviron Controlled Environments Inc., Winnipeg, Canada) tipust klimakamraban kontroll
koriilmények kozott eloneveltiik 2 héten keresztiil (nappalhossz: 16/8 ora (nappal/€j), hdmérséklet:
20/20 °C (nappal/¢j), relativ paratartalom: 75 %, megvilagitds: fehér fény, megvilagitas
intenzitasa: 260 pmol/mzls). A Kkisérlet soran az elparolgd, novények altal felvett folyadékot
folyamatosan potoltuk. A 14 napos elénevelést kovetéen a palantak egy részét 4 °C-0s kamraban
(nappalhossz: 16/8 6ra (nappal/€j), hdmérséklet: 4/4 °C (nappal/€j), relativ paratartalom: 75 %,
megvilagitas: fehér fény, megvilagitds intenzitdsa: 260 umol/mzls) hidegedzettilk 24 o6ran

keresztiil. A kontroll mintak 20 °C-on maradtak ez id6 alatt.
5.2.2. Mintavételezés

A mintavételezések a 2 hetes eldnevelési iddszak (20/20 °C) végén, valamint az edzési
1ddszak (4/4 °C) 2., 6., 12. és 24. orajaban végeztiik. A mintdk harom-harom darab ndvény gyokér
feletti hajtascsucs részébdl szarmaztak (tartalmazza az apikalis hajtas merisztémat). Az RNS-
izolalasig a mintdkat -80 °C homérsékleten taroltuk, ezzel megeldézve azt, hogy a ndvények a

mechanikai sériilés kovetkeztében mas jelatviteli folyamatokat inditsanak be.
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5.2.3. RNS izolalas és ¢cDNS atiras

TRIzol és RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) segitségével tortént az RNS izolalas, mely

c sy

NanoDrop 1000 spektrofotométerrel mértiik (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,USA).

1 pg RNS-t tartalmazd oldatbol indultunk ki, majd egy Iépéses cDNS szintézist
alkalmaztunk 25 pl végtérfogatban az alabbi OsszetevOkkel: Oligo(dT)18 (Thermo Fisher
Scientific), 5x M-MLV reakci6 puffer (50mM Tris-HCI pH:8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCI2, 10
mM DTT), 10 uM deoxiribonukleozid-trifoszfat (AINTP) mix, Molony Murine Leukemia Virus
(M-MLV) reverz transzkriptdz (Promega Corporation, Madison, WI, USA) és nukleaz mentes
viz. Szintézis lépései a kdvetkezok voltak: 5 perc 25 °C, 60 perc 42 °C, 15 perc 70 °C. A cDNS
molekulat tartalmaz6 elegyet steril desztillalt vizzel 40 pl végtérfogatra higitottuk. Az igy elkésziilt
kisérletek templatjaként.

5.2.4. Szemikvantitativ PCR

A PCR soran felhasznalt oligonukleotid primereket az arpa és alakor blza cDNS
szekvencidk konzervalt DNS szakaszaira Primer3 programot hasznalva terveztiik. Az alakor
buzara 10 CBF gént, illetve a COR14b-t terveztiik, az arpa esetén 11 CBF gént. Utobbi esetén
HvCOR14b ¢és HvDHN5 primereket irodalmi adatok alapjan valasztottuk ki kisérleteinkhez
(Stockinger és mtsi. 2007; Campoli és mtsi. 2009). Referencia vagy haztartasi génként HvActin-t
¢s Ta30797 (Paolacci és mtsi. 2009) géneket hasznaltunk. A primereket a kovetkezok jellemzik:
optimalis Tm=60 °C, GC arany 40-60 %, 3' vég nem tartalmaz kettonél tobb G (guanin) és C

(citozin) végzddést. A primerek adatai a 2. és 3. tdblazatban szerepelnek.

A PCR reakci6 koriilményei: 20 pl reakcidtérfogatban10 uM forward és reverse primer, 2,5
uM dNTP, 25 mM MgCl,, GoTaq puffer, GoTaq (Promega, 5 U/ul); steril desztillalt viz. A PCR
program: 95 °C 2 perc; [95 °C 1 perc, 60 °C 45 masodperc, 72 °C 30 masodperc] ciklusszam: 35; 72
°C 6 perc. A 25. ciklusatol kezdve 2-2 ciklusonként tortént a mintavétel, mivel 25 ciklus alatt a
szintetizalodott DNS mennyisége nem volt lathatd agardz gélen. A felsokszorositott DNS mintékat
etidium-bromidot tartalmazé 1 %-os agardz gélen detektaltuk.  Agardz gélelektroforézis
koriilményei: Lonza gyartmanyu agaréz és GeneRuler 50 bp DNS létra hasznalata, 80 V-on, 40
percig torténd futtatas.
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2. tablazat: Kisérletek soran felhasznalt oligonukleotid arpa primerek (5°-3’ irany), melyek koziil 11 CBF

gén és HvActin referencia gén Primer 3 programmal lett tervezve arpa cDNS szekvencidinak konzervalt

DNS szakaszaira. HvVCOR14b és

kisérleteinkhez (Stockinger és mtsi. 2007; Campoli és mtsi. 2009).

HVDHNS primereket irodalmi adatok alapjan valasztottuk

Forras Termék hozzza | Szekvencia azonosito
Primer neve Irany Szekvencia (bp) (NCBI)
forward  |GGATCTCGAAGGGTGAGTACGA o ] ]
Hv Actin Sajat forras 75 XM _045093373.1
reverse  |GACAACTCGCAACTTAGAAGCACTT -
forward  |CGACCCCCATCACCTCAAG
HvCBF2 Sajét forras 141 XM 045091538.1
reverse  |CGTCCTCCCGCCACCCTC -
forward  |GTCTCCCACACTCTCGCTCAAG o -
HvCBF3 Sajit forras 98 XM_045091570.1
reverse  |CGGCTTCCTTCTTGAACAGTC -
forward  |GGACATGCATTCCTACTACTGCTAC o ]
HvCBFS Sajét forras 148 XM 045104349 1
reverse  |CCGATCAATCTCAGACAATCAGTAG -
forward  |GCGATTACGGCGAGGCTC
HvCBF6 Sajit forras 123 XM 045091573 1
reverse  |CATCAATCGGAAGCCAAGAC -
forward  |CATGTGTGGCTCGTAGATGGTC
HvCBF7 Sajét forras 142 XM 0450959851
reverse  |CGATAAAGAACACAGGGCTAACC
forward  |CATGTAGATAGTTGCGTTCTTICCAG
HvCEFY Sajét forras 118 XR_006609522 1
reverse  |CACAATCGAGTTCAGTACCAATTG -
forward  |CGCGTACTGGGATAACGGAG o _ -
HvCEF10 Sajét forras 153 XM 045091572.1
reverse  |CAATCTACAGAGTCTTCTCCCG -
forward  |GGACTACGACTGCGAGATCAG
HvCEBF11 Sajét forras 118 XM 045114493 1
reverse  |GGTTTGTCCTGGATGACCATAATAAG
forward  |GCCATCACCGAGGTGACC
HvCBF12 Sajt forras 99 XM_045092807.1
reverse  |CAGCTGGTAGTGGGACGACG -
forward  |GATGGAGATTTCGAGTTGCC
HvCBF13 | Sajit forrds 84 MN251600.1
reverse  |GTACGAGCCTAGGTCCATTTCC
forward  |GGGAGGCTGCATTTGTACTTG o _ .
Hv Chfl4 Sajat forras 150 MN251600.1
reverse  |CCATGGAGTGCTTGAGGTCC
forward  [AGACCCAGATCGATGGCTTCT i :
HvCOR14b Stockinger EJ. & 102 XM 045114576.1
reverse  |GCACGGCCTGGGAAGAG mtsai., 2007 -
forward  |CCACCAGCATACCACTGAGACC i 6 :
HwDEN5 [ Campoli s mtsat, 207 XM_045098426 1
reverse  |[TAGTGCTGTCCAGGCAGCTTIGT 2009 -
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3. tablazat: Kisérletek soran felhasznalt oligonukleotid Triticum monococcum primerek (5°-3° irany),
melyek koziil 11 CBF gén és TmCorldb Primer 3 programmal lett tervezve alakor buza cDNS

szekvenciainak konzervalt DNS szakaszaira. Haztartasi génként Ta 30797 (Paolacci és mitsi, 2009) gént

hasznaltunk.
Forras Termék Szekvencia azonositd
Primer neve | Irany Szelvencia hossza (bp) (NCEI)
forward GCCGIGTCCATGCCAGIG Paolacci AR é: mtsai
Ta307e7 [0 e e el 126 M_044563081.1

reverse TTAGCCTGAACCACCTGTGC

forward |GTCCATCACCTCCAACGACT . . e g s
I'mCEBF2 everse GCGCCAAGTTTGCGTAGTA Sajat forras go AY051045.1

forward  |GCGGTGGACACCGATATGTICAG . )
I'mCBE3 Sajit f 200 AY051049.1
" revere  |GCGAGGGGAATTATCGACTGTAC jat forras 8

forward  |GCTGTTCTCCATGTCGTCAG . . e
ImCBF4 overse GTAGTACGACCC AACC Sajat forras 82 AY9319451

forward |CCAGCAGCAGCAGATCATT . . - e g s
ImCEBFY everse CGCCGGAAGACATGT c Sajat forras 63 AY051045.1

forward | TGTTCAGTAGGCTIGACTTGTTCCCG . __
TmCBF10 Sajat & 180 AY951950.1
" reverse  |GCAGAATCGGCTACAAGCTCCAG jat fomas 2

forward |GTCCCACTCCCACTCACAG iy . - s
ImCBF12 oerse ACATGTCGT ACAATGE Sajat forras 74 AY0319441

forward  |TGGACATCGACATGTITCAGGCTTG - . eins
ImCBF13 everse CAGAGCAGAATCAGAT AATC Sajat forras 213 AY931951.1

forward  |CATGTTCGAGCTGGATATGTCCGGGG .. . s
ImCEBF15 everse AACAGCTTCGGTITGTICATGE Sajat forras 212 AY9519441

forward | |GCGGCATGCCTCCAACAGCGCAG . —
TmCBF16 | e |ACGTGCCCAGGTCCATCTCCCCG Sajat forrds 200 AY931944.1

- [forward  |GAGTTCGACTTGGAGCTGGA - . - s
ImCBF1- everse G TCCGCGTAGTAGGAG Sajat forras 67 AY9319451
forward  |GAGCGACTCCTGCTAACGAC

I'mCOR14b everse CTACCGCCTCCTGTACCTIG Sajat forras 135 XM_0444644401

5.2.5. Kvantitativ valos idejii PCR

A szemikvantitativ PCR reakcié eredményei alapjan a kivalasztott hidegindukalt CBF és
COR gének aktivacidjanak pontosabb elemzéséhez az RT-qPCR technikat hasznaltunk, melynek

keretében csak az 0szi variansokat hasznaltuk.

Az RT-qPCR vizsgalatot ABI 7500 késziilékkel kiviteleztiik és Power SYBR Green reagens
(Life Technology) haszndltunk a reakciotermékek detektdlasira. A PCR koriilmények a
kovetkezok voltak 25 pl reakciotérfogat esetén: 25 ng/pl koncentraciojd ¢cDNS, 10 mM
koncentracioji forward- és reverse primer, Power Sybr Green Master Mix, steril nukleaz mentes
viz. A normalizalashoz arpa esetén HVActin referencia gént, buza esetén Ta30797 gént
hasznaltunk, illetve a szemikvantitativ PCR-hez is hasznalt, az irodalomban leirt, valamint sajat
tervezésii primereket hasznaltuk a reakciokhoz. A mintak technikai ismétléseinek szama 3-3 volt.
PCR program két fazisbol allt, az elsé fazis 10 perc 95 °C-on, a masodik fazis tartalmazta a
ciklusosan ismétl6do szakaszt: 95 °C 15 masodperces €s 60 °C 1 perces szakasz, ciklusszam: 42.

Az olvadasi gorbe vizsgalatdhoz a gép 0,5 °C-onként 1épkedve felfelé 60-95 °C-ig detektalt minden

29



ciklus végén, mellyel a PCR-amplikont ellendriztik a mérést kovetOen, illetve a hasznalt
primerparok specificitasat bizonyitotta. A PCR reakci6 lefutdsa utan az olvadasi gorbéket, a Ct
értékeket és a technikai ismétlések kozotti szorasokat ellendriztiik. A Ct értékeket ““Ct szamolashoz
Microsoft Office Excelbe exportaltuk, ahol Livak és Schmittgen (2001) modszere szerint
hataroztuk meg a relativ expresszié mértékét, a kontroll (kalibrator) mintdkhoz képest a kezelt

mintdkon mennyi a mért génexpresszios valtozas.
Normalizacios 1épés (mintan beliili): “Ct= cél gén Ct - haztartasi gén Ct

Kalibratorként valasztott minta/ kontroll mintdhoz képest (“*CT) = kezelt minta “CT — kalibrator
minta “CT

Ha a hatékonysag 100%, az expresszios kiilonbség: 2 44D

5.3. PLC, PLD és kalcium jelatvitel hatasanak vizsgalata a CBF-COR rendszer miikodésére

inhibitorok hasznalataval

Az 5.2.4. pontban leirt szemikvantitativ PCR ¢és 5.2.5. pontban taldlhaté RT-qPCR
vizsgalatok utan kivalasztasra kerliltek azok a gének, melyeket az inhibitoros kisérletiinkben

tovabb vizsgaltunk 6sszpontositva a PLC, PLD és Ca** jelatvitelt blokkolva.
5.3.1. Novénynevelés, inhibitor kezelések, edzés koriilményei

A tavaszi tipusokat kihagyva csak az 6szi arpa (Nure) és 6szi alakor buza (G3116) fajtakat
hasznaltuk az inhibitoros kisérletekhez. Mindkettd vonal esetén Petri csészébe helyezett nedves,
MilliQ vizzel atitatott steril sziirOpapiron csiraztattuk a szemeket, majd a fiatal csirandvénykéket
2-2 ml kiilonb6z6 inhibitort tartalmazo eleggyel kezeltiik, melyek egyes foszfolipaz jelatviteli
komponenseket (PLC, PLD), illetve Ca**-szintet befolyasoljak (1. tablazat), a kovetkez8k
szerint:10 mM EGTA, 1 mM lantan-klorid, 1uM thasigargin, 50uM ruténium vorés, 20 uM
mastoparan, 10 pM U73122, 100 nM ionomicin, 1 mM neomicin és 0,2 v.v % 1-butanol. Egyes
gatloszerek (U73122, ionomicin és thapsigargin) dimetil szulfoxidban (DMSO) oldddnak, igy ezen
inhibitorokkal kezelt novényeket DMSO tartalmi oldatban nevelt ndvényi mintakkal
normalizaltuk, ezeket tekintettiik kontrollnak. Mind a DMSO-ban, mind a vizben oldott elegyeket
pH=6.0-ra allitottuk.

Normal koriilmények kozott 20/20 °C-os fitotron kamrakban 16 6ran keresztiil tartottuk a
novényeket az inhibitoros oldatokban, majd a ndvények egy részét hideg edzés céljabol

athelyeztiik 4/4 °C-os fitotron kamraba, a ndvények masik részét 20/20 °C kontroll koriilmények
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kozott tartottuk. A kisérlet soran az elparolgd, névények altal felvett kezel6oldatokat potoltuk. A

teljes kisérletet kétszer megismételtiik.
5.3.2. Mintavételezés és cDNS atiras

A mintavételezések az edzési id6szak (4/4 °C) 0., 6., 12. és 24. 6rajaban torténtek. Minden
minta harom-hdrom darab ndvény hajtascstics részébdl, illetve levélszegmensébdl tevodott dssze,
melyeket egyiitt egy-egy steril 2 ml-es Eppendorf csébe helyeztilk, majd azonnal folyékony
nitrogénbe tettiik és -80 °C-os hoémérsékleten taroltuk Oket az RNS feltarasig. A novényi

szovetekbdl az RNS-izolalas és cDNS szintézis az 5.2.3. részben leirtak alapjan tortént.
5.3.3. Az inhibitoros kezelésekbdl szarmazé mintakon torténo génexpresszios vizsgalat

Az 5.2.5. pontban leirt RT-qPCR koriilmények, a hasznalt késziilék és a program némileg
eltért az inhibitoros kisérletben szerepld koriilményektdl, mivel egy masik tipusut PCR rendszeren
beliil vizsgaltuk a mintakat. A vizsgalathoz a BioRad CFX96 (C1000 Touch Thermal Cycler) PCR
késziiléket ¢s KAPA Sybr Fast Universal qPCR reagenst (Kapa Biosystems) hasznaltuk a

crer
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normalizalashoz arpa esetén HvActin referenciagént, biiza esetén a Ta30797 gént hasznaltuk. A
technikai ismétlések szama 3 volt. A PCR program két fazisbol allt: az els6 fazis 3 perc 95 °C-on,
a masodik fazis tartalmazta a ciklusosan ismétlddé szakaszt: 95 °C 5 masodperces ¢s 60 °C 30
masodperces szakasz, a ciklusszam 40 volt. A PCR reakci6 lefutasa utan leellendriztiik az olvadasi
gorbéket, a Ct értékeket és a technikai ismétlések kozotti szorasokat. Mindegyik minta eredményét
ugyanannak a kontroll koriilmények kozott nevelt kalibrator mintapopulacionak az eredményéhez
viszonyitottuk és Livak és Schmittgen (2001) mddszere szerint hataroztuk meg a relativ expresszio
mértékeét.

5.4. Hidegstressz altal kivaltott PLC, PLD és kalcium jelatvitel hatisa a fagyallésagra,

fagyasztasi tesztek

Genetikai vizsgalatok utan fagyteszteket hajtottunk végre, hogy megallapitsuk, van-e a
molekuléris rendszerekben bekovetkezd valtozasoknak valamilyen hatdsa a fenotipusra nézve,
illetve befolyasoljak-e a megfeleld fagyallosag kialakulasat. Oszi arpa (Nure) és 6szi alakor buza
(G3116) genotipusokat hasznaltunk az inhibitoros, fagyasztasos kisérletekhez. Kétféle fagytesztet
végeztiink GP200-R4 tipust folyadékos fagyasztorendszerben (Grant Instruments, Shepreth,
Anglia): levélszegmens fagyasztas soran konduktometrids moédszerrel megallapitottuk a levél

sériillésein keresztiil kiaramlé ionok mennyiségét, igy kovetkeztetve a ndvények taléld
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képességére. A masik fagyteszt soran egész ndvények fagyasztasara keriilt sor, melyeket a

rrrrr

5.4.1. Novénynevelés, edzés koriilményei

A szemterméseket steril Petri csészébe helyezett nedves, MilliQ vizzel atitatott steril
szlir6papiron csiraztattuk. A kifejlodott fiatal csirandvényeket Hoagland tapoldatban eloneveltiik 7
napig normal koriilmények kozott 20/20 °C-os ndvényneveld kamraban. Egy liter tapoldat 50 ml
makroelem-t6rzsoldatot, 0,125 ml mikroelem-torzsoldatot, 10 ml Fe-EDTA torzsoldatot és
desztillalt vizet tartalmazott, pH=5,8 [Makro torzsoldat (1 1): 5,055 g KNOs, 11,81 g Ca(NO3)** 4
H,0, 4,932 g MgSO4* 7 H,0, 1,361 g KH,PO4. Mikro torzsoldat (100 ml): 286 mg H3BO3, 362
mg MnCl,* 4 H,0, 22 mg ZnSO4* 7 H,0, 12 mg Na;,MoO,* 2 H,0, 8 mg CuSO,* 5 H,0. Fe-
EDTA (1 I): 4 g CyoH12N,NaFeOg (Fe(ll)-EDTA)]. A névények alatt 3 naponta tortént a friss

tapoldat csere.

Az eldnevelés 5. napjatol a palantdkat inhibitorokat tartalmaz6 eleggyel kezeltiik és neveltiik.
Az inhibitorokat Hoagland oldat helyett desztillalt vizben oldottuk fel annak érdekében, hogy a
novények biztosan felvegyék az oldatokban a jelatvitel-blokkold elegyeket €s ne kapjanak mas
tapanyagot ebben az iddszakban. A 20/20 °C-os eldnevelés utolso (7.) napjan hidegakklimatizacios
koriilményeket hasznalva 2 hétig 4/4 °C-on edzettiikk az inhibitor mentes-, illetve inhibitorokat
tartalmazo tapoldatban nevelt novényeket. Az edzési periddus kezdetén kicseréltiik a inhibitoros
desztillalt vizeket inhibitort tartalmazo Hoagland oldatokra, az inhibitormentes novények esetén
inhibitorokat nem tartalmaz6 Hoagland oldatra. Harom naponta tortént a friss tapoldat cseréje. A
kontrollként hasznalt palantakat az edzés idején tovabbra is a 20/20 °C-os kamraban tartottuk,

melyekhez normalizaltuk az edzett novények taléloképességét.

Mindkettd tipusu fagyasztds esetén az 1. mintavételezés ¢és fagyteszt a 20/20 °C-0s
elénevelés utolsd napjan (7. nap) tortént, a 2. és 3. mintavételeket és fagyteszteket a 4/4 °C-0s

edzési periddus 7. €s 14. napjan végeztiik.
5.4.2. Konduktometrias fagyteszt, levélszegmens fagyasztas

Mintavételezés soran 2 kifejlett ndvény legiddsebb (also) levelének kozépsd harmadabol
vagott 4-4 darab, koriilbeliil 1-1 centiméteres levélszegmens adott egy mintat. Ezeket 12 ml-es
steril falcon csovekbe helyeztilk. A mintdkat minden esetben ugyanabban a napszakban,
megvilagitasi ciklusban vettiik és tigyeltiink a vagasi feliiletek épségére, illetve a levéldarabkak
egyforma méretére, melyet tomegiik segitségével ellendriztiink. A biologiai ismétlések szama

kezelésenként 4 volt, a kisérletet 2 alkalommal ismételtiilk meg.
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A levélszegmensek fagyasztasat a Webb és mtsi. (1994) altal leirt protokoll alapjan végeztiik
el. A mintavételezést kovetéen a mintak egy részét nem fagyasztottuk, melyeket az alapvonal
beallitdsdhoz hasznaltuk (100% tulélés, azaz a legcsekélyebb membrankarosodast szenvedett
allapot). A folyékony nitrogénnel kezelt mintdkat 0 %-os talélésnek tekintettiik (legerdsebb
membrankarosodas). A fagyasztani  kivant csovek GP200-R4  tipustt  folyadékos
fagyasztorendszerbe keriiltek. Fagyasztasi koriilmények: 2 °C-os fagyasztoba behelyeztik a
mintakat, majd fokozatosan hiitéttiikk 0 °C-ra, -2 °C-ra, majd -4 °C-ra a névények fagypont alatti
hémérséklethez valdé hozzaszoktatisahoz. A -2 °C-ra torténd lehiilés kezdeti szakaszdn minden
egyes mintdhoz egy-egy ugyanolyan nagysagu és tomegli jégdarabkat raktunk amiatt, hogy a
jégképz6dés a mintdkban megkezdddhessen. Az arpa novények levélszegmenseit -6 °C, -12 °C és
-15 °C hémérsékleten, mig alakor buza palantdk levélmintait -5 °C, -8 °C, -11 °C és -14 °C
hémérsékleteken fagyasztottuk, minden esetben 1-1 6ran keresztiil. A fagyasztas utan a mintakat 4
°C-on 30 perces regeneracios 1d6 kovette, majd 8-8 ml desztillalt vizet hozza téve razattuk, végiil
konduktométer késziilékkel meghataroztuk az oldatok vezetOképességét. A razatdsok leteltével
minden esetben 4-4 ml folyadékbol a mintak vezetdképességét MultiSample Konduktométer
(Mikro KKT, Magyarorszag) segitségével hataroztuk meg. A mérés eredményeit a még DOS
operacios rendszer alatt futd6 Multi-Sample Conductometer version 1.0 (Intron Software) szoftver
hasznélataval tekinthettilk meg, az eredményekkel excelben szdmoltunk tovabb az eredeti cikkben
leirt képlet alapjan (Webb és mtsi. 1994). A kiaramlo ionok mennyisége, igy az oldat
vezetOképessége az elfagyas kovetkeztében szovetelhaldst, szdvetroncsoloddst szenvedett

ndvények esetén nagyobb, mint a fagyasztast talélé ndvényeknél.
5.4.3. Egész novény fagyasztas

Mintavételek utan a paldntdk gyokereirdl eltavolitottuk a tépoldatot, majd nedves
szlir@papirba és folyadékot 4t nem eresztd zacskokba helyezve fagyasztottuk dket. A benedvesités
a jégképzodés beindulasa érdekében tortént. Minden sziirGpapirba 4-4 palantat csomagoltunk. A
fagyasztasi koriilmények a kovetkezOk voltak: a 4 °C hémérsékletli fagyasztoba helyeztiik a
mintakat, majd hutéttiikk 0 °C-ra, ezutan a fagyasztasi hdmérsékletekre. Az arpa névényeket -6 °C,
-10 °C és -12 °C hdmérsékleten, mig az alakor palantékat -4 °C, -7 °C és -10 °C hémérsékleteken
fagyasztottuk, minden esetben 1-1 oran keresztil. A fagyasztds utan a mintakat
szobahOmérsékleten hagytuk felolvadni, felitattuk gyokereikrdl a folyadékot és eltavolitottuk a
leveleiket, csupan a bokrosodasi csomokat hagytuk meg. Utobbiakat névénynevel6 cserepekbe
tltettiik el, amelyekben 2:1:1 aranyu kerti f6ld, homok és humusz keveréke volt. Azokat a

novényeket, melyeket az életképességi vizsgalat soran kontrollnak tekintettiink és hozzajuk
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tartottuk, majd a fentihez hasonld moddon iiltettiik el. A regeneracié 12 napig 20/20 °C-on
klimakamraban zajlott. A regeneracid mértékét 3 naponta felvételeztiink, amikoris megmértiik a

hajtashosszt €s bonitalasi értékekkel jellemeztiik ket egy 0-t6l 5-ig tartd diszkrét skalan.
A bonitalis skala a kovetkezd volt:
0: teljesen elfagyott novények.
1: kis mértékii életképességet mutatdé ndovények.
2: a regeneralt palantdn nagy mértékii szoveti nekrozis mutatkozott, a hajtasok kis novésiiek.

3: levél elszinez6dés, kozepes mértékii szoveti nekrozis jellemezte a novényt, a levelek

lelassult novekedését tapasztaltuk.

4: kis mértékii névekedéscsokkenés mutatkozott, a hajtasokon kevés levél elszinezédés volt

jellemzd.

5: normal novést, életképes novények.
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6. EREDMENYEK
6.1. COR14b és CBF gének expresszios intenzitasanak megallapitasa hidegstresszvalasz soran

Arpa esetén HVCBF2, HvCBF3, HVCBF5, HvCBF6, HvCBF7, HVCBF9, HvCBF10,
HvCBF11, HVCBF12, HVCBF13, HVCBF14 gének expresszios szintjét hasonlitottuk ssze, alakor
buza esetén pedig a TmMCBF2, TmCBF3, TmCBF4, TmCBF9, TmCBF10, TmCBF12, TmCBF13,
TmCBF14, TmCBF15, TmCBF16, TmMCBF17 és TMCOR14b géneket hasonlitottuk dssze a kontroll
¢s edzett allapotok kozott PCR, szemikvantitativ PCR, RT-qPCR technikét hasznalva.

Arpa PCR eredménye alapjan elmondhaté, hogy kontroll kériilmények kozott (20/20 °C),
illetve a tavaszi variansokban vizsgalt CBF gének a hidegedzés hatasara nem mutattak szamottevd
aktivitast, de néhany esetben alapszintii expresszid6 megfigyelhetd volt. A CBF transzkripcids
faktorok 6szi gabonafé¢lékben nagyobb aktivitast mutattak a tavaszi fajtakhoz képest. A 6 oras, 12
ords ¢és 24 Oras edzést kovetd expresszios valtozdsokat Osszehasonlitva elmondhatd, hogy
kortilbeliil 6 vagy 12 oras hidegstresszt kdvetden érték el a maximalis szintet. A 11 arpa CBF
génbdl az elozetes PCR eredmények alapjan kivalasztottunk kis, kdzepes és nagy mértékben
kifejez6d6 géneket (HVCBF2, HVCBF6, HVCBF7, HVCBF9, HVCBF12, HVCBF14), melyeket
tovabb vizsgaltunk szemikvantitativ PCR-rel annak érdekében, hogy ki tudjuk vélasztani azokat a
transzkripcids faktorokat, melyeket az inhibitorral kezelt névények génexpresszios vizsgalataihoz

hasznaltunk. Az drpa PCR eredményeket a 4. dbra mutatja be.
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4. abra Az arpa CBF transzkripcios faktorok expresszios szintjének 0sszehasonlitasa hidegkezelést kdvetd
0, 6, 12 és 24 éraban (Oh, 6h, 12h, 24h) 6szi Nure €s tavaszi Tremois variansokban. A 100 bazisparhoz
kozeli hossziusagi PCR termékeket etidium-bromidot tartalmazo 1 %-0s agar6z gélen detektaltuk. Az

eredmények alapjan kivalasztottuk a piros kerettel jelolt géneket a szemikvantitativ PCR vizsgélathoz.

A szemikvantitativ PCR eredmény alapjan elmondhatd, hogy vannak olyan CBF gének,
melyek hidegstressz hatdsdra sem aktivalodtak. Taldltunk kozepes mértékli expresszids szintet
mutatd géneket és magas szinten aktivalodo CBF-eket is. Végiil az inhibitoros vizsgélatokhoz a
HvCBF6, HVCBF9, HVCBF12, HVCBF14 géneket valasztottuk ki (5. dbra). Az inhibitorral kezelt
novények esetén a kisérleti rendszeriinkh6z negativ kontrollnak a HVCBF6 gént valasztottuk,
illetve a hidegstresszt kovetéen nagyobb mértékben expresszalodo HvCBF9, HVCBF12 ¢és
HVCBF14 transzkripcios faktorokat vizsgaltuk a HYCOR14b ¢s HVYDHNS effektor gének mellett.
Kisérletiink is igazolta, hogy gabonafélék esetén a HYCBF14 gént a leghatasosabb és legfontosabb

a fagytiirés kialakitasat tekintve, azonban valésziniileg a HYCBF9 is fontos szerepet jatszhat.
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5. abra Arpa CBF transzkripcios faktorok vizsgalata szemikvantitativ PCR technikéval. A szamok jelolik
azt, hogy a 25. ciklustodl a 35. ciklusig 2-2 ciklusonként tortént a mintavétel. A PCR termékeket etidium-
bromidot tartalmazé 1 %-os agardz gélen detektaltuk. Ezen eredmények alapjan valogattuk ki a piros
kerettel jelolt kis, kozepes €s nagy mértékben expresszalodo géneket, melyeket az inhibitorral kezelt

novények esetén vizsgaltunk RT-qPCR modszerrel.

Alakor btizaban a fentebb emlitett 11 CBF transzkripcios faktort és TmMCOR14b effektor gént
hasonlitottunk O6ssze szemikvantitativ PCR modszerrel, mely el6zetes eredményként szolgalt a
tovabbi RT-qPCR kisérleteinhez. Az eredményeket figyelembe véve a CBF gének koziil
kivalasztottunk azt a 9 gént (TmCBF2, TmCBF4, TmCBF9, TmCBF12, TmCBF13, TmCBF14,
TmCBF15, TmCBF16, TmCBF17), illetve a TmCOR14b effektor gént, melyek génkifejezddést
mutattak hidegedzést kdvetden. (6. abra).
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6. abra Alakor buza CBF transzkripcios faktorok és COR14b gén vizsgalata szemikvantitativ PCR
technikaval. A szamok jeldlik azt, hogy a 25. ciklustdl a 35. ciklusig 2-2 ciklusonként tortént a mintavétel.
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A PCR termékeket etidium-bromidot tartalmazo 1 %-os agar6z gélen detektaltuk. Ezen eredmények

alapjan valogattuk ki a piros kerettel jelolt génkifejezodést mutatd géneket a RT-qPCR vizsgalathoz.

A kivalasztott géneket megvizsgaltuk RT-qPCR technikat alkalmazva hidegstresszt kdvetd
1, 6 és 12 oraban, annak érdekében, hogy ki tudjuk valasztani azokat a transzkripcios faktorokat,
melyeket az inhibitorral kezelt novények génexpresszids vizsgalataihoz hasznaltunk. Elmondhato,
hogy alakor buzaban is vannak olyan CBF gének, melyek hidegstressz hatasara sem aktivalodnak,
valamint talaltunk kozepes és magas szinten expresszalodo CBF-eket is. Hidegedzést kovetden a
vizsgélt gének kis mértékli génkifejezédése volt jellemz6 TmCBF2, TmCBF4, TmCBF16 ¢és
TmCBF17 esetén. A kontrollhoz képest 20-40-szer volt magasabb a génexpresszios szint TMCBF9,
TmCBF13, TmCBF15 esetében. Magas génkifejezddést a TmMCBF12 és TmCBF14 transzkripcids
faktorok mutattdk. CBF géneknél mar 1 ora hidegedzés hatasara is detektalhaté volt a
génexpresszids valtozas, majd 6 ora elteltével magasabb szintet értek el. 12 o6ra hideghatas utan
egyes CBF-ek esetében lecsengés volt megfigyelhetd, mig mas transzkripcidés faktoroknal
novekedett a génkifejez6dés mértéke. A TmMCOR14b effektor gén expresszids szintje 1 Oras
hidegkezelés utdn még nem volt szdmottevd, 6 Oras utdn viszont majdnem 150-Szeres
génkifejez0dést mutatott a kontrollhoz képest, 12 o6ras hidegstresszt kovetden a szintje
megemelkedett, a transzkripcios faktorokhoz képest 3-5-szor nagyobb mértékii a génkifejez0dés
mértéke. Az inhibitoros kisérleteinkhez -ahol az egyes jelatviteli folyamatokat tanulméanyoztuk-,
kivalasztottuk a TmCBF9, TmCBF12, TmCBF13, TmMCBF/4 és TMCOR14b géneket, mivel ezen
gének kifejezOdése nagyobb a tobbi vizsgalt génhez képest rovid idejli hideghatast kovetden.
Kozepesen aktivalodo kontrollnak a TmCBF13 gént valasztottuk. A fent leirt, alakor buzabol

szarmazd eredményeket a 7. dbra mutatja be.
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7. abra Triticum monococcum-ban a kivalasztott 9 génkifejezodést mutato CBF, illetve a TmMCOR14b
effektor gén vizsgalata RT-qPCR technikaval 1, 6 és 12 6ras hidegedzést kovetden. Ezen eredmények
alapjan valogattuk ki a piros kerettel jelolt kozepes és nagy mértékben expresszalddd géneket, melyeket az

inhibitorral kezelt novények esetén vizsgaltunk RT-qPCR modszerrel

6.2. PLC, PLD és kalcium jelavitel hatasa a CBF-COR rendszer miikodésére inhibitorok

hasznalataval

A 6.1. pontban leirt szemikvantitativ PCR ¢és RT-qPCR eredmények alapjan kivalasztasra
kertiltek azok a gének, melyeket tovabb vizsgaltuk inhibitorokat hasznédlva a PLC, PLD és Ca?*
jelatvitelt befolyasolva. Kivélasztasra keriiltek a hidegedzés hatdsara legnagyobb kifejezddést
mutatd gének, illetve ezen kiviil olyan transzkripcios faktorokat is kivalogattunk, melyek negativ
kontrollnak tekinthetok. Ez alapjan az arpaban a HvCBF6, HvCBF9, HvCBF12, HvCBF14,
HvCOR14b és HVDHN5 gének, alakor buzaban pedig a TmCBF9, TmCBF12, TmCBF13,
TmCBF14 és TmCOR14b gének miikodését kivantuk megvizsgalni a PLC-, PLD- és kalcium-
jelatviteli folyamatok tekintetében. A kérdések megvalaszolasara a fiatal csirandvényeket olyan
inhibitorokkal (gatloszerekkel) kezeltiik (lasd. 2.4. fejezet), melyek az adott jelatvitel egyes
részleteire gyakorolnak blokkol6 hatast. Az alakor buza esetén megallapithatd volt, hogy sokkal
érzékenyebben reagaltak az egyes, kisérletiinkben hasznalt gatloszerekre az arpahoz képest. Ezen
tapasztalat utdn az alakor buza CBF-COR rendszer ilyen tipusii vizsgalatatol eltekintettiink

(neomicin kezés esetén).
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6.2.1. Kalcium jelatvitel vizsgalata

Kalcium jelatvitelt tobbféle modon befolyasoltuk: egyrészt a kalcium ionoforokra hato
ionomicinnel fokoztuk a Ca®* mennyiséget, masrészt a Ca”* -csatornat blokkolé lantan-kloriddal és
ruténium vorossel, Ca>" kelator EGTA-val és a Ca®" -pumpékat befolyasolo thapsigarginnal
befolyasoltuk a kalciumionok transzportjat, illetve mastoparannal megemeltiik az intracellularis

Ca?" -szintet.

Az ionomicinnel a sejtben jelen 1évé Ca?* -szintjét megnoveltiik és eredményeikbél kideriilt,
hogy meglehetdsen ellendrizhetetlen hatast gyakorol a ndvények génexpresszids- és anyagcsere-
folyamataira. Valosziniisithetden barmelyik géncsalad expresszids szintjét megvaltoztathatja. Az
alakor buza és arpa novényekben is masként valtoztatta meg egyes CBF faktorok mukodését:
hidegakklimatizacié hatasara a magasan expresszal6 CBF9, CBF13 és CBF14 esetén is ellenkez6
hatast gyakorolt az ionomicinnel serkentett Ca’* -szint nvekedés (8. és 9. abra). Mivel még nincs
informécio arrol, hogy hogyan befolyasolja a ndvényi sejtekben lezajld anyagcsere utvonalakat az
ionomicin, csupan csak allat kisérletekben hasznalatos anyag, ezért szerettiik volna a CBF-COR
rendszerre gyakorolt hatdsat is megvizsgalni. Eredményeink alapjan viszont azt tapasztaltuk, hogy
tulsdgosan erds hatast gyakoroltak a vizsgalt gének miikodésére, illetve stilyos altalanos gatlohatast

sejtetnek a novényi életmiikodésre vonatkozdan.
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8. abra A Triticum monococcum CBF-COR rendszer aktivacioja kalcium jelatvitelt fokozo ionomicin
kezelést kovetden a kovetkez6 gének esetén: TMCBF9, TmMCBF12, TmCBF13, TMCBF14, TMCOR14b. A
Ca® ionofér, Ca* felszabadité ionomicin vegyiiletet DMSO-ban kell feloldani, melyet a kezeletlen
mintakhoz hasonloan kontrollnak tekintettiink. Az abra a mért adatok atlagértékét plusz/minusz szorasat

mutatja be Atlag+szoras (n=6).
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9. abra Arpa CBF-COR rendszer aktivacioja kalcium jelatvitelt fokozo ionomicin kezelést kovetden a
kovetkez6 gének esetén: HYCBF6, HYCBF9, HYCBF12, HYCBF14, HYCOR14b, HYDHN5. A ca® ionofor,
Ca’* felszabadité ionomicin vegyiiletet DMSO-ban kell feloldani, melyet a kezeletlen mintdkhoz hasonléan
kontrollnak tekintettiink. Az dbra a mért adatok atlagértékét plusz/minusz szorasat mutatja be Atlagtszoras

(n=6).

A Ca®" -csatorndkra és Ca’" -szintre hato inhibitorokat alkalmazva a kovetkezoket
tapasztaltuk alakor buzaban: hidegstressz soran kdzepes mértékben kifejez6dé TmCBF13 szintjét a
Ca®* -csatornak blokkoldsara hasznalt lantan-klorid, ruténium vords, thapsigargin nem
befolyasolta, a Ca’* kelator EGTA kis mértékben pedig megemelte a génexpressziot. Hidegedzés
utan a TMCBF9 és TmCBF14 expresszidja magas volt és szintjiikket sem valtoztattdk meg a
gatloanyagok. TmCBF12 esetén elmondhatdo, hogy mindegyik inhibitor kis mértékben

lecsokkentette az expressziot az alapszinthez képest, egyediill a thapsigargin mukodott

ellenkezbleg, azaz ndvelte a génexpressziot. TMCOR14b effektor gén alapszintje normal
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koriilmények kozott 100-as nagysagrendii volt. A kezelések hatdsara kis mértékii ndvekedést

tapasztaltunk, de leginkabb EGTA kezelést kovetéen emelkedett meg duplajara (10. abra).
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10. abra Az alakor buza CBF-COR szabalyzérendszer génexpresszios valasza a Ca?* -csatorna blokkold

lantan- klorid, Ca* kelator EGTA, vakoularis Ca* -csatorna blokkol6 ruténium vords és Ca’*-pumpa

inhibitor, Ca®* felszabadit6 thapsigargin kezelést kdvetden a kovetkezé gének esetén: TMCBF9, TmCBF12,

TmCBF13, TmCBF14, TNCOR14b. Az abra a mért adatok atlagértékét plusz/minusz szorasat mutatja be

Atlagtszoras (n=6).

Arpa esetén a Ca?* -csatorndk blokkoldsdra hasznalt lantin-klorid, ruténium vérds,

thapsigargin, illetve a Ca** kelator EGTA a negativ kontrollként hasznalt HYCBF6 expressziojat

nem befolyasolta. Az inhibitormentes koriilmények kozott nevelt arpa palantakban a HVCBF9 és

HVCBF14 expresszios szintje kimagaslo volt, leginkdbb HVCBF14 esetén. Ezen gének expresszios

kinetik4jat jelentdsen befolyasoltdk az inhibitor kezelések. A HVCBF9 génkifejez6dését EGTA

kivételével az 6sszes Ca** utvonalt blokkold anyag lecsdkkentette: lantan- klorid a felére, ruténium

vOrds hatasara pedig nyolcszor alacsonyabb expresszios szintet okozott. A HVCBF14 miikodését
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mindegyik kezelés lecsOkkentette: az EGTA 1,5-szor0sére, a tobbi kalcium jelatvitelt blokkolo
anyag 7-8-szorosdra. A HVCBF12 esetén elmondhatd, hogy szamottevd valtozast nem
tapasztaltunk EGTA és thapsigargin kezelést kdvetden, &m a tovabbi gatlbanyagok megemelték a
HVCBF12 szintjét: a lantan-klorid duplajara, mig ruténium vorésnél nyolcszoros expresszios
novekedés volt megfigyelhetd. Az effektor gének mikodését a lecsokkentett Ca®* -szint
masképpen befolyasolta, mint a CBF-ekét. A HYCOR14b alapszintje a kontroll arpa palantakban
10000-es nagysagrendli volt, a thapsigarginon kiviil a kezelések hatdsdra nagyobb mértékii
valtozast nem tapasztaltunk. A thapsigargin viszont 6tszorosére emelte a génmiikodést a HYDHNS
esetén. A HYCOR14b génhez hasonloan a lantan-klorid és EGTA kezelések hatasa elhanyagolhato

volt és az alapszint sem bizonyult nagyon magasnak a HYDHNS5 esetén (11. abra).

CBF9

- Kezeletien
¢ Lantan
EGTA
e Rut.red
Thapsigargin
DMsSO

K

Génexpresszio viltozas (SD fold induction)
o
%

i Kezeletien
—p— Lantan
EGTA
e Rut.red
i Thapsigargin
DMSO

Génexpresszio valtozas (SD fold induction)
N
o

CBF14

CBF12

[0

—— Kezeletien
i Lantan
e EGTA
=—sr— Rut.red
wpe Thapsigargin
DMSO

60 —fi— Kezeletlen
e Lantan
- EGTA
i Rut.red
~p— Thapsigargin
DMSO

50
40 |

30

20 I 1

l: "~ /$&‘\’;~ -
6h

12h 24 h

esszi6 valtozas (SD fold induction)

Génexpresszio viltozas (SD fold induction)

DHNS
= Corl4b =
S S 120
8 g
é 60000 — ]' = i I
= B = 100
= 50000 + =
L l g 80 il Kezeletlen
2 40000 —&— Kezeletlen (3 =a— Lantan
e ‘ e LANTAN o 60 EGTA
‘{30000 | ~|-/ EGTA 3 =t Rut.red
2 e Rut.red __2 40 ~p— Thapsigargin
E 20000 ¥ wp— Thapsigargin = DMSO
© DMSO 2
3 10000 | 3 20
< | 4
£ E o
z 0 5 )
3 3
S S

11. dbra Az arpa CBF-COR rendszer aktivacidja a Ca** -csatorna blokkol6 lantan- klorid, Ca* kelator
EGTA, vakoularis Ca’" -csatorna blokkold ruténium vords és Ca®* -pumpa inhibitor, Ca*" felszabaditd
thapsigargin kezelést kovetden a kdvetkezd gének esetén: HYCBF6,HVCBF9,HVCBF12,HVCBF14,COR14b,

HVDHNS5. Az abra a mért adatok atlagértékét plusz/minusz szérasat mutatja be Atlagtszoras (n=6).
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Kisérletiink soran mastoparant alkalmaztunk az intracellularis Ca®* -szint ndvelésére. Alakor
buza esetén az eredmények alapjan megallapithatdo, hogy a CBF transzkripcios faktorok
expresszios kinetikaja a kovetkezOképpen alakult: a TMCBF13 szintje kilencszeresére ndvekedett,
a TmCBF9 és TmCBF14 gének mikodését szintén pozitivan befolyasolta a mastoparan kezelés,
TmCBF9 expressziojat 3-szorosara, TMCBF14 szintjét 2-szeresére emelte. A TMCBF12 esetén a

génmiikodés szintje valtozatlan maradt. A TmCOR14b génkifejez6dése 2,5-szeresére ndvekedett
(12. abra).
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12. 4bra Az alakor buza CBF-COR rendszer aktivacioja intracellularis Ca®* -szint ndvekedést befolyasolo
mastoparan kezelést kdvetoen a kovetkez6 gének esetén: TmMCBF9, TmCBF12, TmCBF13, TmCBF14,
TmCOR14b. Az abra a mért adatok atlagértékét plusz/minusz szorasat mutatja be Atlagtszoras (n=6).

kinetikaja hasonl6 az eddig tapasztaltakhoz. HVCBF6 esetén a kezelés utani valtozas
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elhanyagolhato. HVCBF9 ¢és HVCBF14 gének miikodését az alapszintjiikhoz képest negativan
befolyasolja a mastoparan kezelés: mindkettd esetén a génkifejez6dés masfélszeresére csokkent.
HVCBF12 esetén a génmilkddés valtozatlan. A HVCOR14b szintje valtozatlan maradt, mig a
HVDHNS gént pozitivan befolyadsolta a kezelés és 2-szeres mértékben emelkedett meg az

expresszio (13. abra).
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13. abra Az arpa CBF-COR rendszer aktivacidja intracelluldris Ca®* -szint novekedést befolyasolo
mastoparan kezelést kovetden a kovetkez6 gének esetén: HYCBF6, HYCBF9, HYCBF12, HYCBF14,
HvCOR14b, HYDHNS5. Az abra a mért adatok atlagértékét plusz/minusz szorasat mutatja be Atlag+szoras
(n=6).
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6.2.2. Foszfolipaz C (PLC) jelatvitel vizsgalata

Kisérleti rendszeriinkben a PLC-fiiggd jelatvitel gatlasahoz U73122-t és neomicin
inhibitorokat hasznaltunk.

A Triticum monococcum genetikai vizsgalat és fagyteszt eredményeinkbdl kideriilt, hogy
neomicin inhibitor talsdgosan toxikusnak bizonyult, mind a CBF-COR rendszer miikodését, mind
a fenotipust tekintve, igy ezen eredményeket nem kozlom a disszertdcidban. Alakor buza esetén az
U73122 kezelést kovetden elmondhatd, hogy TmMCBF13 szintjét négyszeresére ndvelte a kezelés.
A TmCBF9 és TmCBF14 faktorok miikdodését kissé pozitivan befolyasolta a kezelés, de ez
elhanyagolhatd mértékli. A TmCBF12 esetén az U73122 kezelés nem valtoztatta meg a
génexpressziot. A TmCOR14b effektor gént pozitivan befolyasolta a gatloszer, szintjét a 3,5-

szeresére novelte (14. abra).
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14. abra A Triticum monococcum CBF-COR rendszer aktivacioja foszfolipaz C jelatvitelt gatlo U73122
kezelést kovetdena kovetkez6 gének esetén: TMCBF9, TmMCBF12, TmCBF13, TmCBF14, TmCOR14b. Az

4bra a mért adatok atlagértékét plusz/minusz szorasat mutatja be Atlag+szoras (n=6).
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Az arpaban az U73122 és neomicin kezelést kovetden a CBF transzkripcids faktorok
aktivaciojanak kinetikaja hasonld volt a kalcium jelatviteli vizsgalatoknal tapasztaltakhoz. A
HVCBF6 szintje valtozatlan maradt. A HYCBF9 és HVCBF14 miikddését negativan befolyasolta a
kezelés, a HVCBF9 expresszidjat felére, mig HVCBF14 szintjét 6-7-szer alacsonyabbra
csokkentette mindkét kezelés. A HVCBF12 esetén az U73122 10-szeresére nodvelte a
génexpressziot, neomicin nem volt hatassal a mukodésére. Az effektor géneket mashogyan
befolyasolta a két anyag a transzkripcios faktorokhoz képest: a HYCOR14b szintjét az U73122
nem befolyasolta, a neomicin viszont jelentdsen lecsdkkentette, mig a HVDHNS expressziot a

neomicin alig, az U73122 kezelés pedig 6-7-szeresére ndvelte (15. dbra).
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15. abra Az arpa CBF-COR rendszer aktivacidja foszfolipaz C jelatvitelt gatlo U73122 és neomicin kezelést
kovetden a kovetkezd gének esetén: HYCBF6, HYCBF9, HVCBF12, HYCBF14, HYCOR14b, HYDHN5. Az

4bra a mért adatok atlagértékét plusz/minusz szorasat mutatja be Atlag+szoras (n=6).
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6.2.3. Foszfolipaz D (PLD) jelatvitel vizsgalata
A PLD-fuggd jelatvitel gatlasahoz 1-butanol gatloszert alkalmaztunk.

Alakor buza vizsgéalat esetén elmondhatd, hogy a CBF transzkripcios faktorok
génexpresszios kinetikaja kevésbé tikrozte az eddig tapasztaltakat. A TmCBF13 szintje
kétszeresére novekedett a kezelést kovetéen. A TmCBF9 és TmCBF14 gének miikodését a kezelés
szintén pozitivan befolyasolta, azonban a TMCBF9 expresszidjat csak a 24. éra utan befolyasolta,
5-szorosére novelte. A TmCBF14 kifejezddését csak kis mértékben novelte a gatloszeres
beavatkozas, mig a TmMCBF12 esetén lecsokkentette. A TmMCOR14b effektor gén expresszios

szintjét felére csokkentette a kezelés (16. abra).
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16. abra A Triticum monococcum CBF-COR rendszer aktivacidja foszfolipaz D jelatvitelt gatlé 1-butanol
kezelést kovetden a kdvetkezd gének esetén: TMCBF9, TMCBF12, TMCBF13, TMCBF14, TMCOR14b. Az

4bra a mért adatok atlagértékét plusz/minusz szorasat mutatja be Atlag+szoras (n=6).
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Az arpa vizsgalata esetén elmondhatd, hogy a HVCBF6 szintjét a kezelés kis mértékben
befolyasolta. A HVCBF9 ¢és HVCBF14 gének miikodését az alapszintjiikkhoz képest negativan
befolyasolta az 1-butanolos kezelés: a HVCBF9 génkifejezddése masfélszeresére, HVCBF14
szintjét pedig 3,5-szeresére csokkentette. HYCBF12 esetén a génmiikodés 3-szorosara nétt. Mind a
HvCOR14b szintjét, mind a HYDHN5 gént pozitivan befolyasolta a kezelés, mindkét esetben 2,5-

3-szoros mértékben megemelkedett a génkifejezddés (17. abra).
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17. ébra Az arpa CBF-COR rendszer aktivacigja foszfolipaz D jelatvitelt gatlo 1-butanol kezelést kovetden
a kovetkez6 gének esetén: HYCBF6, HYCBF9, HYCBF12, HYCBF14, HYCOR14b, HYDHN5. Az abra a mért

adatok atlagértékét plusz/minusz szorasat mutatja be Atlag+szoras (n=6).
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6.3. Hidegstressz altal kivaltott PLC, PLD és kalcium jelatvitel hatasa a fagyallésagra,

fagyasztasi tesztek

Az éltalunk vizsgalt jelatviteli folyamatok fenotipusos jellegekre gyakorolt hatdsa a CBF-
COR rendszer miikodéséhez kothetd fagyallosag szintjének mérésével is jellemezhetd. Az
inhibitoros kezeléseket kovetden folyadékos fagyasztorendszerben teljes ndvény fagytesztet
végeztik, majd megbecsiiltik a tualélési ardnyt. A membrankarosodas és intracellularis

ionkiaramlas meghatarozasara levélszegmens-fagyasztast is végeztiink.

A fagyasztasi eredmények alapjan a Ca®* ionofor, Ca?* felszabadito ionomicint, a Ca”'-
pumpa inhibitor thapsigargint, az intracelluléris Ca’* -szint noveld mastoparant, a vakuolaris ca® -
csatorna blokkold ruténium vordst és a PI-PLC aktivalast gatld U73122-t kiszelektaltuk ezen
gatloszerek talzott toxicitasa miatt. fgy a lantan-kloriddal, EGTA-val, neomicinnel és 1-butanollal
kezelt névények fagyasztdsi eredményeit mutatjuk be. A T. monococcum esetén az egész novény
szintll fagyasztds az Osszes fagyasztasi homérsékleten letalis volt. Megallapithatdo volt, hogy
hosszuatavu inhibitoros vizsgalat esetében nem alkalmazhatd, mivel az alakor buza érzékenyebben
reagalt az egyes anyagokra az arpahoz képest. Egész ndvény és levélszegmens fagyasztas esetén
sem kaptunk relevans eredményeket. Emiatt, az egyes jelatviteli folyamatok blokkoldsa utani
alakor fagytesztek eredményének bemutatasatol eltekintiink. Teljesen mast tapasztaltunk arpa
esetén, ahol a kezelések nem befolyasoltdk ilyen nagy mértékben a novények fejlodését, azonban

egyes inhibitorok fizioldgiai hatasa szembetling volt a fagytiirés kialakulasanak tekintetében.
6.3.1. Egész novény fagyasztas arpa esetén, inhibitorok hatasa

A fagytesztet kovetden az arpa novényeknek egyedenkénti bonitdlasi értéket adtunk és
meghataroztuk a talélési aranyt (18. abra). A tulélési rata -6 °C-os fagyasztast kovetden meég 100
%-o0s volt az Gsszes kezelés esetén, majd a fagyasztadsi homérsékletet csokkentve egyre kevesebb

ndvény élte tal. A -10 °C-os és -12 °C-os fagyasztas utan az egyedek elpusztultak.
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18. 4bra Arpa palanték egész novényes fagyasztast (-6, -10 és -12 °C-on) kovetden fitotron ndvényneveld
kamraban szobahémérsékleten regeneralva. Balra: novényneveld cserepekbe eliiltetett bokrosodasi csomok

lathatok. Jobbra: 2 hetes regeneraltatott palantak.

Az inhibitoros kezelést kdvetden azt tapasztaltuk, hogy mar 20 °C-on is volt toxikus hatasa a
lantan-kloridnak és neomicinnek, mivel 1 hét regenerdcid utdn tovabb mar nem ndttek ezen

inhibitorokkal kezelt egyedek.

A 20 °C-on tartott inhibitor mentes, valamint lantan-koriddal kezelt névények 80 %-ara mar
a -6 °C-on torténd fagyasztasi hdmérseklet is letalis volt, az edzetlen EGTA-val kezelt novények
esetén pedig a teljes populacio kifagyott. Az edzést kovetden a tGlélési rata megndtt mind a
kontoll, mind a Ca®* blokkolt palantdk esetében. A -10 °C-on torténd fagyasztast az edzetlen
novények tobbsége nem élte til, az 1 hetes edzést kovetden csak kissé nétt meg a talélési rata. A -

12 °C-on fagyasztott ndvények talélési aranya hasonld volt a -10 °C-on fagyasztottakhoz képest.

Mivel -6 °C volt az a hémérséklet, ahol talélési adatok alkalmasak az egyes gatloszerek
hatdsanak Osszehasonlitasara, igy ezek az eredmények lettek bemutatva a 19. abran. Az 1 és 2
hetes edzést kovetoen is a -10 °C és -12 °C is letalisnak tekinthetd, mivel az inhibitormentes és
kezelt palantak is kifagytak. Az abran lathato, hogy a lantan-klorid, EGTA ¢és neomicin kezelés az
edzddés mértékét lecsokkentette, az 1-butanol ugyanakkor nem befolyasolta a fagytlirés mértékét

nagyobb mértékben a kezeletlen mintakhoz viszonyitva.
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19. dbra Arpa novények fagytesztje inhibitoros kezelést kovetéen a hidegtiirés mértékével kifejezve. A -6
°C-on torténd fagyasztas esetén az inhibitormentes tapoldaton nevelt arpandvény (lasd: kontroll) nem
fagyott ki, viszont a lantan-klorid (La), EGTA, neomicin kezelések lecsokkentették a fagytlirést, az 1-

butanol kezelés pedig nem befolyasolta az edzettségi szintet. Az 1., 2. és 3. bonitalas kozott 3-3 nap telt el.

Egyes inhibitorok fenotipusos valtozast okoztak az arpa palantakban (20. abra):

- A lantan-klorid kezelés kis mértékii novekedés csokkenést, gyokérhossz csokkenést és szar-
levélsotétedést eredményezett a kéthetes arpa novényeknél. A novények gyokerei szétagazdak

lettek, szemben a kezeletlen ndvények egyenes, hosszl gyokereivel.

- EGTA esetén hasonld fenotipusos valtozast figyelhettiink meg, mint a lantan-klorid esetén,
habar a palantak novekedését nagyobb meértékben gatolta az EGTA ¢és kis mértékii rezes

elszinezddés mutatkozott a hajtasokon.

- A Kkisérletben neomicin inhibitort alkalmazva kozel letalis allapotba kertiltek a palantak,
majdcsak  szoveti, szervi nekrozishoz (elhalas) vezetett. A  kezelés hatasara
novekedéscsokkenést, gyokér oldaldgainak elhaldsat, levelek sargdsbarna elszinezddését

tapasztaltuk.

- l-butanollal kezelt novények gyokerei és azok gyokérszorei rovidebbek voltak és gyakran
elagazok is. Ezen kiviil 1-butanol kezelés hatasara a levelek lelassult ndvekedését, sargasbarna
elszinezddését tapasztaltuk, hasonléan a neomicin kezelt paldntakhoz, azonban a szdveti

nekrdzis butanolnal kisebb mértéki volt.
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Kontroll

Lantan-klorid EGTA

Neomicin 1-butanol

20. abra Egyes inhibitorok (lantan-klorid, EGTA, neomicin és 1-butanol) hatasa arpa névényekre fenotipus

szinten

6.3.2. Levélszegmens fagyasztas arpa esetén

A levelek elfagyas kovetkeztében kialakuld szdveti (membran) sériiléseinek mértékével
korrelald ionkiaramlds mértékét konduktancia méréssel hataroztuk meg. A sériilés okozta

ionkidramlas mértéke annal nagyobb, minél kisebb a talélési arany.

A 2 hetes edzés soran neomicin és 1-butanol kezelések a ndvényeket fenotipusosan kissé
megvaltoztattak, szoveti elvaltozasokat okoztak. A lantan-klorid és EGTA kezelés szamottevo
szoveti €s novekedési rendellenességet nem okozott. Ezen kiviil a neomicin és 1-butanol az arpa
novények konduktancia értékét is nagyban befolyasolta, az egyedeknél mar a fagyasztdst
megelézden is volt konduktanciabeli eltérés a kontroll, Hoaglandon nevelt novényekhez képest
(megemelkedett a szintje). Ezen okok miatt csak a kalcium jelatvitelt blokkold lantan-kloriddal és

EGTA-val kezelt novények ionkidramlasat vettiik figyelembe.

A 4. tablazatban lathatok az ionkiaramlasi értékek. A konduktancia paraméter kontroll és

edzett mintak esetén kis mértékben kiilonbozott. A -6 °C-on végzett fagyasztds nem volt nagy
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hatassal a konduktancia szintjére, bar a homérséklet csokkenésével megfigyelheté volt egy
tendenciézus, enyhe emelkedés az értékében. A -12 °C-on végzett fagyasztaskor az arpa novények
levelei mar karosodottnak bizonyultak, a relativ ionkidramlasi szint ezen mintak esetén
megemelkedett, habar nem til nagy mértékben. A -15 °C-on végzett fagyasztas hatasara az
ionkidramlas megkozelitette a maximalis szintet. A lantan-klorid és EGTA kezelések szamottevo
ionkidramlasi kiilonbség nem volt megfigyelheté sem kontroll (20 °C), sem edzett mintakon. A
fagyasztast kovetéen az inhibitormentes tapoldatban nevelt arpahoz képest EGTA-val kezelt

mintakban ugyancsak megfigyelhetd csekély ionkiaramléas emelkedés.

Az egy hetes hidegkezelt egyedek levélszegmenseinek -6 °C-on torténd fagyasztast kovetden
kisebb mértékli a sériilés okozta konduktancia érték, majd -12 °C-on és -15 °C -on mar
szignifikans ionkidramlas novekedés figyelheté meg mind a Hoagland tapoldaton nevelt, mind az
inhibitorokat tartalmazé tapoldatokon tartott egyedek esetén. Az utdbbi hdmérsékletek mar
letalisnak tekinthetOk. A kéthetes hidegakklimatizacion atesett ndvények konduktancia értéke
hasonl6 kinetikat mutat az egy hetes hidegedzéssel kezelt novényekével, habar megfigyelhetd egy

kisebb mértékl csOkkenés az értékekben.

55



4. tablazat: Arpa levélszegmens fagyasztas utani konduktanciamérések értékei kontroll (20 °C: 100 %-0s

tulélés + nitrogén: 0 %-os talélés) és fagyasztott (-6 °C, -12 °C, -15 °C) mintakon

20 “C-on nevelt kontrol névények konduktometria értékei

KONTROL NITROGEN FAGYASZTOTT FAGYASZTOTT FAGYASZTOTT
(20°C)

Hoagland 219 Hoagland 1286 Hoaglang Lantanum-klorid EGTA

234 952 -6°C 748 .-6°C 703 .-6°C 1178

212 1012 787 514 1190

222 1515 872 757 1182

215 950 904 826 1143

209 1052 851 814 1116

Lantanum 213 Lantanum 878 837 621 1063

klorid 246 klorid 1112 -12°C 1052 -12°C 1034 -12°C 1401

200 1009 1365 900 1280

255 1145 1371 888 1375

203 1241 1127 838 1167

191 842 898 686 1180

EGTA 335 EGTA 1101 1313 497 1071

315 1141 -15°C 1146 -15°C 1010 -15°C 1355

406 1116 1262 975 1139

238 992 1168 811 1098

344 1182 1008 940 1213

385 1086 1026 824 1255

1008 907 1108

4 "C-on 1 hétig edzett novények konduktometria értékei

KONTROL NITROGEN FAGYASZTOTT FAGYASZTOTT FAGYASZTOTT
(20°Q)
Hoagland 265 Hoagland 1458 Hoaglang Lantdnum-klorid EGTA
205 273 -6°C 268 -6°C 385 -6°C 613
193 1488 255 254 968
285 1098 385 295 869
205 1283 326 262 T81
262 1544 296 319 808
Lantanum 201 Lantanum 870 339 207 77
klorid 255 klorid 1144 -12°C 810 -12°C 677 -12°C 828
162 800 823 892 1355
209 1011 884 625 1196
270 740 1162 1008 711
145 621 1183 1036 1231
EGTA 385 EGTA 1063 1559 618 896
385 1145 -15°C 869 -15°C 654 -15°C 1113
328 1223 1107 T04 936
327 1077 932 726 982
257 1145 1039 873 Q07
386 1065 969 696 1255
1298 512 1628

4 "C-on 2 hétig edzett névények konduktometria értékei

KONTROL NITROGEN FAGYASZTOTT FAGYASZTOTT FAGYASZTOTT
(20°C)

Hoagland 251 Hoagland 1369 Hoaglang Lantanum-klorid EGTA

174 1668 -6°C 321 -6°C 530 -6°C 840

223 1156 209 218 581

269 1346 296 183 439

214 1491 201 319 499

237 1371 215 310 789

Lantanum 202 Lantanum 750 337 32 749

klorid 246 klorid 942 -12°C 596 -12°C 797 -12°C 738

184 984 590 777 1068

234 1030 946 451 887

159 951 1040 652 943

243 1188 634 618 930

EGTA 353 EGTA 1538 783 869 1149

242 1265 -15°C 776 L-15°C 676 -15°C 1396

782 1521 871 1023 777

477 1065 1014 845 1260

302 993 T66 1038 1232

558 1398 691 759 1103

957 655 1598
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A 21. ébran a fagyasztott levelek elektrolit szazalékos értékei lathatok az egyes fagyasztasi
hémérsékletek és inhibitorkezelések esetén, melyet a kovetkezd egyenlet segitségével szamitottunk
ki Webb és mtsi. (1994) alapjan: EL %= (EL™9as#tott _ g nem fagyasatott ;g folyékony nitrogén _ g nem
fagyasziotty %100, EL%= elektrolit kidramlasi szdzalék (minél magasabb az értéke, a talélési arany
annal kisebb). Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az 1 és 2 hetes hidegedzésen tulesett
inhibitormentes ¢€s inhibitorral kezelt mintdk edzettségi szintje is jelentdsen megnétt -6 °C-on
tortént fagyasztast kovetéen. Ahogy csokkent a fagyasztdsi hdmérséklet, annal nagyobb volt a
fagykarosodds mértéke, ¢és az eredmények korreldlnak az egész novények fagyasztasi
eredményeivel. -12 °C-on és -15 °C-on torténd fagyasztds az edzetlen mintak esetén letalisnak
tekinthetd, az edzést kovetden a kifagyds mértéke felére csokkent, leginkabb két hetes edzés
sziikséges a fagyallosag kialakuldsdhoz. A -6 °C-on végzett fagyasztas esetén lathatd, hogy lantan-
klorid kis mértékben okozott zavart a hidegakklimatizacidban, EGTA pedig nagyobb mértékben.
Ez a kinetika nem lathato -12 °C és -15 °C -on végzett fagyasztas esetén, ahol az EL% 70-90 volt

az edzett mintdknal.
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21. abra Edzetlen (0 hetes edzéssel jelolt), illetve 1 hetes és 2 hetes hidegkezelt (edzett), fagyasztott arpa
levelek elektrolit kiaramlasanak szazalékos értékben kifejezve lantan-klorid és EGTA kezelést kovetéen
Webb M.S és mtsi. (1994) egyenletét hasznalva (EL %= (ELP&Zt _ p| nem fagyasztott j ) folyékony nitrogén _
EL"em fagvasziotty %100, A fagyasztés -6, -12 és -15 °C-on tortént. Az abran talalhato jelolések: K=kezeletlen,

inhibitorral nem kezelt egyedek, La= lantan-kloriddal kezelt egyedek, E= EGTA-val kezelt egyedek.
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7. MEGVITATAS ES KOVETKEZTETESEK

Napjaink egyik kiemelkedden fontos kutatdsi teriilete a fagytlirés molekularis szintli
jelatviteli rendszerének megismerése €s megértése. A fagytiirésben kiemelkedd szerepet jatszo CBF
gének Arabidopsis-ban a cirkadian ritmus, az alacsony hémérséklet és a fény egyiittes
szabalyozasa alatt allnak (Kinmonth-Schultz és mtsi. 2013). Kisérleteink megkezdése idején
gabonafélékben azonban ez a komplex szabalyozé haldzat még nagyrészt feltaratlan volt. Kevés
irodalmi adat 4llt rendelkezésre hidegedzddés és a sejtmembranban lejatszodo jelatviteli
folyamatokrol, illetve az egyes CBF, COR, DHN gének és jelatviteli események kapcsolatarol.
Novak és mtsi. (2016) megallapitottdk, hogy az arpa CBF1l4-es génjének kifejezOdése a
hideghatason kiviil a fénymindségtdl is fiigg, Crosatti és mtsi. (1999) pedig az arpa COR14b fehérje
felhalmozdodasanak fényfiiggését allapitottak meg. A kalcium- és foszfolipid jelatvitel, a CBF-ek,
effektor gének, illetve a fagytlirés kapcsolata azonban feltérképezetlen teriilet volt mind arpéaban,

mind alakor buzaban.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az 5-0s kromoszéma hosszi karjan a fagyallosagot
befolyasolo Fr-2 (Frost resistance) 16kuszon elhelyezked6 altalunk vizsgalt 11 arpa HVCBF és 11
alakor buza TmCBF transzkripcios faktorok koziil nem tekinthetd mindegyik hidegindukalhatonak.
Ebbdl arra kovetkeztethetliink, hogy a rovid igeig tartdé hideg hatasra bekovetkezd
membranstruktira valtozas ¢és az ezaltal aktivalodd jelatviteli folyamatok sokasdga nem
szabalyozza az Osszes, fagyallosagi lokuszra térképezett CBF gént. Stockinger és mtsi. (2007) is
megallapitottak, hogy nem sziikséges a CBF géncsalad dsszes tagjanak aktivalodnia ahhoz, hogy
az effektor gének miikddése beinduljon, mely végiil ndveli a ndvény fagyallosagat. Ezen kiviil a
tavaszi, fagyérzékeny variansokban hideg sokk hatasara nem vagy csak alig mérhet6 a CBF-COR

rendszer expresszios valtozasa.

Célunk volt a hidegakklimatizacié soran aktivalodo jelatviteli utvonalak vizsgalata. A CBF
transzkripcids faktorok Oszi gabonafélékben nagyobb expresszids szintet mutattak a tavaszi
fajtakhoz képest (Francia és mtsi. 2004). A vizsgalt 11 arpa HVCBF gén koziil 6 (HVCBF2,
HvCBF6, HYCBF7, HYCBF9, HVCBF12, HYCBF14), valamint 11 biza TmCBF koziil 9 (TmCBF2,
TmCBF4, TmCBF9, TmCBF12, TmCBF13, TmCBF14, TmCBF15, TmCBF16, TmCBF17)
mutatott génexpresszios valtozast hidegstresszt kovetden. Az elsddleges eredményeket, illetve
Stockinger és mtsi. (2007) alapjan a 4 arpa HvVCBF génnek (HvVCBF6, HVCBF9, HvVCBF12,
HvCBF14), HvVCOR14b és HVDHN5 génnek, illetve a 4 biza TmCBF génnek (TmCBF9,
TmCBF12, TmCBF13, TmCBF14) és TmCOR14b génnek expresszios profiljat vizsgaltuk meg

részletesebben. Valasztasunkat szamos, irodalombol vett eredmény is megerdsitette, melyek
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szerint gabonafé¢lékben a CBF14 gén bizonyult az egyik legnagyobb hatastinak a fagyallosag
kialakitasa szempontjabol (Vagujfalvi és mtsi. 2005, Knox és mtsi. 2008, Soltész ¢s mtsi. 2013).
Eredményeink alapjan elmondhato, hogy vannak olyan CBF gének, melyek hidegstressz hatasara
nem aktivalodnak, talaltunk kozepes mértékii expresszids profilt mutatd géneket és magas szinten
aktivalodo CBF-eket is. Kisérletiink is igazolta, hogy gabonafélék esetén a CBF14 gént a
leghatasosabb és legfontosabb a fagytiirés kialakitasat tekintve (Novak és mtsi. 2017), azonban
arpa esetén valdsziniileg a HYCBF9, buzaban a HYCBF12 is fontos szerepet jatszhat. Elmondhato,
hogy COR14b effektor gén mitkédése mindketté gabonafajta hidegakklimatizacios folyamataiban
esszencialis, illetve expresszidjdnak mértéke kiilondsen lényeges, hiszen pozitiv korrelaciot
mutattak ki a COR géntermék akkumulalociojanak mértéke és a kialakult fagyallosag kozott
(Vagujfalvi és mtsi. 2000).

Kisérleteink soran valaszt kerestiink arra, hogy a foszfolipaz C, foszfolipaz D enzimek éaltal
szabalyozott jelatviteli rendszer, illetve a hidegstressz hatasara megemelkedett kalciumszint
milyen hatdssal van a hidegakklimatizaciés folyamatok szabalyozdsdban kulcsszerepet betoltd
CBF, COR, DHN genetikai rendszer mukodésére és a fagyallosdg kialakulasara alacsony
homérsékleti stressz esetén. Az altalunk hasznalt hidegedzés eredményes volt, a vizsgalt
gabonafélék fagyallosiga megndvekedett a 20 °C-on nevelt kontrollhoz képest, illetve a
gatloszerek egyes CBF és effektor gének expresszidjat megvaltoztattdk. Alatamasztottuk tehat
korabbi kutatdsok eredményeit, miszerint a jelatviteli folyamatok hidegstressz sordn aktivalodnak

(Uemura ¢és Steponkus, 1999).

Farmakoldgiai kisérleteinkhez tobbféle inhibitor molekulat véalasztottunk, mert tobb esetben
csak allati rendszerben van adat ezen anyagok hatasmechanizmusar6l. Novényi rendszerben
alkalmazott hatdsokrdl alig 4llt informdcié rendelkezéslinkre. Kalcium jelatvitelt befolyasolo
inhibitor molekuldk koziil csupan EGTA-r6l, lantan-kloridrol és mastoparanr6l taldltunk
publikaciot. Tang és mtsi. (2019) EGTA hasznélatdval tanulmanyoztdk a kalcium jelatvitelt
lagyszarti bazsarozsaban (Paeonia lactiflora Pall.), Pooviah és mtsi. (1987) szintén ndvényi
rendszeren beliil vizsgaltak a kalcium jelatvitelt EGTA jelenlétében. Lantan-kloridot mind n6vényi
(Friedman 1998; tatikan), mind allati sejteken (Boldyreva 2005; patkanyon) is tanulmanyoztak
annak blokkolo hatdsat a kalcium csatornakra. Mastoparant alkalmazott Miles és mtsi. (2004)
novényben a MAPK vizsgalatara, Pfeiffer és mtsi (1995), illetve Kauss €s Jeblick (1996) szintén
mastoparant hasznaltak novényi sejtek vizsgalatdhoz, viszont allati kisérletekbdl is szarmazik az
inhibitorr6l informacio (Tucker és Boss 1996; Pauly és mtsi. 2000; Whalley és mtsi. 2011). A

tovabbi kalcium jelatvitelt befolyasolo inhibitorok esetén (ruténium vords, thapsigargin, ionomicin)
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human tanulmanyok sziilettek. Bae és mtsi. (2003) kalcium jelatvitel blokkolasara ruténium vorost
hasznaltak human sejtek esetén, Lytton és mtsi. (1991) human izomban Ca®* pumpa inhibiorként
hasznaltdk a thapsigargint, illetve Rogers és mtsi. (1995) szintén thapsigargin inhibitort hasznaltak
human izomsejtekben, Morgan és mtsi. (1994) pedig ionomicinnel befolyasoltak a Ca®* -szintet
human sejtvolalban. PLC jelatviteli folyamat blokkoldsahoz hasznalt U73122 molekula esetén is
human sejteket tanulmanyoztak (Bleasdale és mtsi. 1990; Staxe'n és mtsi. 1999), mig neomicin
PLC inhibitorrol névények esetében is talaltunk informaciot (Teemu és mtsi. 1989). Collings és
mtsi. (2003), illetve Gardiner és mtsi. (2003) a PLD inhibitor 1-butanolt hasznaltak Arabidopsis-
ban, illetve Hirase és mtsi. (2006) is novényi sejtek tanulmanyozasahoz hasznaltak 1-butanolt. A
felsorolt inhibitorok koziil az alapjan szelektaltunk, hogy a ndvények hogyan reagéltak rajuk
génexpresszids €s fenotipusos szinten egyarant. ElOzetes tapasztalataink alapjan ezért a PLC
jelatvitelt befolyasolé neomicint alakor btiza génexpresszidos vizsgalatabol kivontuk, illetve
fenotipusos fagyasztasi eredmények alapjan a kalcium jelatvitelt befolydsold ionomicint,
tapsigargint, mastoparant, ruténium vorost €s a PI-PLC-t gatlé U73122-t is kiszelektaltuk a

toxicitasuk miatt.

Buza vonalakon végzett fagyasztasi vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy fagytiird
alakor buza novények nem alkalmasak farmakoldgiai vizsgalatra, érzékenyebbek ezen névények
az inhibitorokra, igy ez a fajta vizsgalat nem alkalmazhatdo naluk. Ez a fajta érzékenyseg
valoszinlileg azzal magyaradzhato, hogy bar a diploid alakor bliza szoveti felépitése hasonld az
ugyancsak diploid arpdhoz, azonban joval érzékenyebben reagalnak a kisérletekben hasznalt
anyagokra ¢és fagyallosagukat tekintve is konnyebben kifagynak, mint az &rpa ndvények

(Vagujfalvi és mtsai. 2003) és ez a hatas csak fokozodik inhibitorkezelések esetén.

Triticum monococcum inhibitorkezelések utani génexpresszids Osszehasonlitast az 5. tablazat

mutatja.
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5. tablazat A Triticum monococcum csiranovényekben blokkolt jelatviteli folyamatok regulacioja a CBF-
COR rendszerre szazalékban kifejezve. Az inhibitor kezelések hatasat a kezeletlen kontroll novények
génmiikodéséhez viszonyitottuk, melyet 100 %-nak tekintettiink. Ehhez képest a valtozasok lathatok a
tablazatban: pirossal jelolt génexpresszios valtozas negativ regulaciot, kék szinnel jeldlt valtozas pozitiv
szabalyozast jelent. Z6lddel szinezett mezok azt jelzik, hogy nem tortént valtozas a génexpresszioban az

inhibitorkezelést kovetden.

T. monococcum CBF9 CBF12 CBF13 | CBF14 | COR14b
Kalcium csatorna blokkold Lantén- klorid
Kalcium kété EGTA
Kalcium felszabaditd lonomicin
Vakuolaris Kalcium csatorna blokkolo Rutenium vérds
Intracellularis Kalcium szintet néveli Masztoparan
PLD inhibitor 1-butanol
PI-PLC aktivitast gatolja U73122

A TmCBF9 egy hidegakklimatizacioban kevésbé szerepet jatszo transzkripcios faktor. Mivel
hideghatas kovetkeztében inhibitormentes koriilmények kozott kis mértékben fejezddik ki (relativ
génexpresszid valtozas/ Fold Induction (FI) =4.5), igy a kezeléseket kovetd kisebb expresszids
valtozasra is nagyobb szazalékos elvaltozast mutat a kontrollhoz képest. Elmondhato, hogy
foszfolipaz D jelatvitelen kiviil (1-butanollal valo gétlas) az 6sszes jelatvitelt befolyasold inhibitor
megemelte az aktivitasat a kontrollhoz képest. Ez azt sugallja, hogy a gén PLC-, PLD- és kalcium-

jelatviteltdl fiiggetleniil miikodik.

A TmCBF13 hidegakklimatizaci6 soran kozepesen expresszalodo transzkripcios faktor
(FI=21,4). Elmondhato, hogy mind a kalcium jelatvitelre hatd, mind a PLC- és PLD jelatvitelt
blokkol6 inhibitorok pozitivan hatottak a gén miikodésére, melybdl azt a kdvetkeztetést vonjuk le,

hogy a gén ezen jelatvitelektdl fiiggetleniil mikodik.

A TmCBF12 ¢és TmCBF14 hidegakklimatizicioban nagyobb expressziét mutatd
transzkripcios faktorok (FI1=224,2; FI=30,4). A TmCBF12 esetén elmondhato, hogy a mitkodését
pozitivan befolyasolta a Ca?* ionofor ionomicin kezelés, illetve a Ca?* -pumpa inhibitor ionomicin,
mig foszfolipaz C-t (U73122) és foszfolipaz D-t (1-butanol) gatlo, illetve a Ca?" -csatornakra
(lantan-klorid, ruténium vords) és Ca’* -szintre hato (EGTA, mastoparan) inhibitorok negativan

szabalyoztak a TmMCBF12 gén mukodését. Ez azt a kovetkeztetést vonja maga utadn, hogy a gén
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PLC, PLD jelatvitel fiiggo, illetve egyes kalcium-jelatviteli komponensek is szabalyozzak a
miikodését. TMCBF14 esetén elmondhato, hogy a Ca?* -csatornakra (lantan-klorid) és Ca”* -szintre
haté (EGTA) inhibitorokon kiviil mindegyik jelatvitelt szabalyoz6 molekula pozitivan befolyasolta
a génexpresszio valtozast. Utobbi azt sugallja, hogy a TmCBF14 gén csupan egyes kalcium-

jelatviteli komponensek (Ca®* -csatornak, Ca®* -szint) ltal van szabélyozva.

A TmCOR14b effektor gén szintje a 24 o6ras hidegkezelést kvetden nagyobb volt a legtobb
6 O6ras hidegedz6dés utani transzkripcids faktoréhoz képest (FI=91). Elmondhatd, hogy a
foszfolipaz D jelatvitel gatlasan (1-butanol) kiviil mindegyik jelatvitelt szabalyozo molekula
pozitivan befolyasolta a génexpresszido valtozast. Ez azt sugallja, hogy a TmCOR14b gén
mikodése foszfolipaz D jelatvitel fiiggo.

A fent leirt gének és jelatviteli folyamatok kolcsonhatasat a 22. bra tartalmazza.
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22.abra Eredményeket Osszefoglald abra alakor blza esetén (PLC= foszfolipaz C jelatvitel, PLD=

foszfolipaz D jelatvitel, Ca®*=kalcium jelatvitel)
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Az éarpa inhibitorkezelések utani génexpresszios 0sszehasonlitast a 6. tdblazat mutatja be.

6. tablazat Arpaban blokkolt jelatviteli folyamatok regulacioja a CBF-COR rendszerre szazalékban
kifejezve. Az inhibitor kezelések hatasat a kezeletlen kontroll névények génaktivacidjahoz viszonyitottuk,
melyet 100 %-nak tekintettiink. Ehhez képest a valtozasok lathatok a tablazatban: pirossal jeldlt
génexpresszios valtozas negativ regulaciot, kék szinnel jeldlt valtozas pozitiv szabalyozast jelent. Zolddel

szinezett mezok azt jelzik, hogy nem tortént valtozas a génexpresszidban gatlast kdvetden.

H. vulgare CBF6 CBF9 CBF12 | CBF14 | COR14b | DHN5
Kalcium csatorna blokkold Lantan- klorid
Kalcium ktd EGTA
Kalcium felszabaditd lonomicin
PLC inhibitor Neomicin
Vakuolaris Kalcium csatorna blokkold Rutenium v8ros
Intracellularis Kalcium szintet noveli Masztoparan
PLD inhibitor 1-Butanol
PI-PLC aktivitast gatolja U73122
Kalcium—pun:lpa inhibitqr, KaIFiumot Tapsigargin
szabadit fel a raktarakbol

A HvCBF6 a hidegakklimatizacioban egy kis mértékli expressziot mutatd transzkripcios
faktor (FI=0,2), igy a kezeléseket kovetd kisebb expresszidos valtozasra is nagyobb szdzalékos
elvaltozast mutat a kontrollhoz képest. Egyik jelatvitelt befolyasold inhibitor sem befolyasolta
drasztikusan a mukodését. Ez azt sugallja, hogy a gén PLC, PLD ¢és kalcium-jelatviteltol

fliggetlentil miikddik.

A HvCBF12 hidegakklimatizacié soran kdzepesen expresszalodo transzkripcids faktorok
(FI=11,2). HVCBF12 esetén a foszfolipaz C (U73122) és foszfolipaz D (1-butanol) jelatvitelt
blokkol6 inhibitorok pozitivan hatottak a transzkripcios faktor mikodésére, azonban a neomicin
altal blokkolt PLC jelatvitelt kovetden a HVCBF12 expresszidja lecsokkent. Ezen eredmények
alapjan azt a kovetkeztetést vonjuk le, hogy PLD- jelatviteltdl fiiggetleniil miikddik a gén, am
hatassal lehet a PLC egyes komponense(i) a génmiikddésre. Kalcium-jelatvitel és HvVCBF12
miikddése esetén kevert hatas figyelhetd meg: Ca®" ionofor thapsigargin, ca® -pumpat gatlo
ionomicin és az intracellularis Ca’" -szint ndveld mastoparan hatdsara a gén miikodése csokkent,
melybdl arra kovetkeztethetlink, hogy ezen jelatviteli komponensektdl is fligg a HVCBF12
aktivacidja. A tovabbi Ca** -szintre és Ca®* -csatornara hat6 inhibitorok (lantan-klorid, ruhténium
vords, EGTA) pozitivan vagy nem befolyasoltak a transzkripcios faktor mikodését, amely azt

sugallja, hogy ezen jelatviteli komponensektdl fiiggetlen a gén miikddése.
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A HVCBF9 ¢és HVCBF14 hidegakklimatizacioban nagyobb expressziot mutatd transzkripcios
faktorok (FI=41,5; FI=339,4). Mindkettd gén esetén elmondhatd, hogy mind a kalcium jelatvitelre
hat6é, mind a PLC- és PLD jelatvitelt blokkolo inhibitorok negativan hatottak a transzkripcids
faktorok miikddésére, melybdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy miikodéstikhez PLC-, PLD-

¢s kalcium jelatvitel is sziikséges.

A HvCOR14b és HYDHNS effektor gének hidegakklimatizacio soran 24 6ras hidegkezelést
kovetéen mas szinten mikddnek: HVDHNS szintje alacsonyabb (FI=28,5), mig HvCOR14b
expresszios szintje joval magasabb (FI=11558,5). HYCOR14b esetén a génexpressziora a kalcium
jelatviteli komponensekre haté inhibitorok kevert hatdst gyakoroltak: nem befolyésolta a
génmiikodést a Ca?* -szintre hato mastoparan és a Ca®" -csatorna blokkol¢ lantan-klorid, mig a
Ca?* -szintet csokkenté EGTA csOkkentette, a vakuolaris Ca?* -csatornat blokkold ruténium vOros,
Ca’?* ionofér ionomicin és Ca®* -pumpa inhibitor thapsigargin pedig novelte a génmiikodést.
Eszerint a HYCOR14b génkifejez6dése egyes kalcium jelatviteli komponensekt6l fiiggenek (EGTA
altal blokkolt Ca** -szint). Foszfolipaz D gatlo 1-butanol, illetve PI-PLC aktivitast gatlo U73122
megemelte a génexpressziot, mig ugyancsak PLC jelatvitelt blokkold neomicin a génmiikodést
csokkentette. Ez azt sugallja, hogy a HYCOR14b gén PLD fiiggetleniil miikodik, viszont egyes
PLC jelatviteli komponensektdl fliggden aktivalodik.

HVDHNS5 esetén elmondhaté, hogy Ca®* ionofér ionomicin és Ca?* -pumpat gatlo
thapsigargin inhibitorok csokkentették a génexpresszidt, mig a tovabbi inhibitor molekuldk a
génmiikodést megnovelték. Arra kovetkeztethetiink ebbdl, hogy a HVDHNS5 miikddése egyes
kalcium jelatviteli komponensektdl fiigg, azonban PLC- és PLD- jelatviteltdl fiiggetleniil

aktivalddnak.

A fent leirt arpa gének és jelatviteli folyamatok kdlcsonhatasat a 23. 4bra tartalmazza.
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23. ébra Eredményeket 0sszefoglald abra arpa esetén (PLC= foszfolipaz C jelatvitel, PLD= foszfolipdz D
jelatvitel, Ca®"= kalcium jelatvitel)

Erdekes tény, hogy az ionomicinnel serkentett Ca?* -szint novekedés alakor buza és arpa
novényekben ellenkezd hatast gyakorolt a hidegedzés utan magasan expresszalo CBF9, CBF13 és
CBF14 faktorok mukodésére. Ennek oka lehet a tulzott toxicitds, ami a fokozott Ca** -szint
novekedés okoz és ellendrizhetetlen hatast gyakorol a novények génexpresszios folyamataira. A
kisérleteink is bizonyitjak a tényt, hogy az allati és human (Morgan és mtsi. 1994) kisérletekben

hasznalatos ionomicin kezelés a fiatal novényekre toxikus hatéssal birnak.

A molekularis- és genetikai vizsgalatok mellett fagytesztekkel megvizsgéltuk, hogy a

foszfolipid- és kalcium jelatvitel egyes komponenseinek farmakologiai gatloszerekkel valo
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befolyasolasa hogyan hat a hideghez kothetd fenotipusos valtozasokat illetéen. Megjegyezendo,
hogy a gabonafélék hidegedzése természetes koriilmények kozott Osszel torténik, kontrollalt
koriilmények kozott pedig 5-6 hetes edzést tartanak optimalisnak (Fowler és mtsi. 1996), azonban
inhibitoros kezelések mellett nem hasznalhattuk ezt a maximalis 6 hetes edzést, mivel hipotézislink
szerint a hosszabb edzési periodus mar eléhozhatja a gatldoszerek toxikus hatasat. Ezért a
jelatviteleket befolyasolo gatloszerekkel kezelt arpa és alakor buza egyedeket csupan 2 hetes
edzésnek vetettiik ald a fagytesztek sordn. Levélszegmens fagyasztas utdn megallapitottuk, hogy -
12 °C ¢és -15 °C letalisnak tekinthetdé edzetlen mintdk esetén, hidegedzést kdvetden a kifagyas
mértéke felére csokkent. A 2 hetes edzés eredményesen novelte a fagyallosagot. A teljes novények
fagytesztje alapjan elmondhat6, hogy mar a -10 °C is letalisnak tekinthetd és 2 hetes hidegedzés
sziikséges a -6 °C-os fagyasztas tiléléséhez. Arpaban kimutattak, hogy az Arabidopsis COR15
génjével homoldg, hidrofil tulajdonsagh COR14b fehérje a kloroplasztisz sztromajaban
helyezkedik el (Crosatti és mitsi. 1999), akkumulédcidja pedig megnovekedett fagyallosagot
eredményez. Feltételezett szerepe a membran stabilizadlasa, védelme a fagy altal okozott

sériilésektol, igy csokkentheti az ionkiaramlas mértékét.

Fagyasztast kovetden a lantan-klorid és EGTA kezelés hatdsara a ndvények talélési esélye
lecsokkent, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a Ca?" -csatornak nagy szerepet jatszhatnak a
hidegakklimatizacio kialakulasaban. Neomicin kezelést kovetd fagyasztasi eredmények szintén ezt
a kinetikat mutattdk, melybdl azt mondhat6 el, hogy a foszfolipaz C jelatvitel is sziikséges lehet a

hidegedzés kialakitasahoz.

A fagytesztekhez hasznalt inhibitorok kiilonb6zd hatast gyakoroltak a kisérletben hasznalt
novények fenotipusara. A lantan-klorid kezelés kis mértékii novekedés csokkenést és szar-levél
sotétedést eredményezett a 2 hetes arpa novényeknél. Az inhibitor ezen hatdsa azzal magyarazhato,
hogy a szar gorbiileti ndvekedését gatolja, viszont alapvetéen nem befolyasolja a szarnovekedési
folyamatokat (Friedman és mtsi. 1998). Eszerint, a lantan-kloriddal lecsokkentett Ca?* -szint
hatdssal van a szarmegnyuldsi folyamatokra. Ezen hatast a mi kisérleti rendszeriinkben is
igazoltuk. A kis mértéki levélsotétedés azzal magyarazhatd, hogy a lantan-klorid befolyasolhatja a
novényi szinanyagtartalmat €s a kloroplasztisz morfoldgiajat is. Ezen feliil Hu és mtsi. (2016) azt
is kimutattak, hogy lantan-kloriddal eldidézett Ca?* hidny befolyasolhatja a nyomelemek
felhalmozodasat a  kloroplasztiszban, ezéltal az inhibitor kiilonb6zd iontranszport
mechanizmusokat és a levelek fotokémiai rendszereit is befolyasolhatja. Az ugyancsak ca®* -
szintre hato EGTA esetén hasonld fenotipusos valtozast figyelhettiink meg a névényeken, viszont

kisebb mértékben, mint a lantan-klorid esetén. Erre a kezelésre a hajtas rezes elszinez6dése volt
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jellemezd. Eszerint az EGTA a lantan-kloridhoz hasonloan érintheti a megnyulasi folyamatokat és
a fotoszintézis miikddését is bizonyitottan befolyasolja (Tang és mitsi. 2019). A kisérletben
neomicin inhibitort alkalmazva kozel letdlis allapotba keriiltek a 2 hetes novények. A palantak
novekedése minimalis volt, szovetelhalds mutatkozott a hajtdsokon, gyokér oldaldgainak
nekrozisat, pigmentaltsdg megvaltozasat (sargasbarna elszinezddés), illetve dehidratélt allapothoz
hasonl6 morfologiai jelenséget figyelhettiink meg. A neomicin is befolyasolja a kloroplasztisz
miikodését, mellyel a szoveti és szervi elhalasok megmagyarazhatdéak (Teemu és mtsi. 1989).
Mivel erre az inhibitorra érzékenyebben reagalnak a ndvények, mint a lantan-klorid és EGTA
esetében, ezért valoszinlileg a gyokereken keresztliil torténd anyagtranszport gyorsabb.
Elmondhat6, hogy a foszfolipaz C fliggd jelatvitel, melyet a neomicin gatol, esszencialis folyamat
lehet a novények megfeleld fejlodéséhez. A fagytesztekhez hasznalt 1-butanollal kezelt névények
gyokerei és azok szdrszélai rovidebbek voltak és gyakran eldgazok is, a gyokerek sejtmegnyulasa
gatolva volt, szemben az 1-butanol mentes tapoldaton nevelt névények hosszii és egyenes
gyokerénél és azok szorszalaindl. Ezen kivil a kezelés hatasara a levelek visszamaradt
novekedését, sargasbarna elszinezddését, moddosult sziklevél morfologiat figyelhetiink meg,
hasonléan, mint a neomicinnel kezelt palantak esetében, azonban a szdveti nekrozis 1-butanol
esetében kisebb mértékii volt. Arabidopsis vizsgalatok soran kideriilt, hogy az 1-butanol
megzavarja a mikrotubulusok szervez6dését a sejtosztodas interfazisa alatt (Gardiner és mtsi.
2003). Azok a butanol izoformék, melyeknek a PLD fiiggd PA termelésre nincs hatasa (2- és 3-
butanol), zavartalanul hagyjdk a csirdzast, a palantdk novekedését és a mikrotubulusok
szervezOdését. Az utdbbiakat figyelembe véve azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a
foszfolipdz D-fiiggd PA termelés valdsziniileg fontos a gydkerek és levelek fejlddésének

folyamataban.

A Ca? felhalmozodast a kalcium koté fehériek vagy a Ca?* érzékelék detektaljak.
Novényekben 2 jelérzékeld csoportot kiilonboztetiink meg: konformécid valtozason végbemend
érzékelok, mint a kalmodulin, illetve azok az érzékelok, melyek maés effektor funkcidval
rendelkeznek, példaul protein kinazok vagy foszfolipdz domének. Eukariotdkban a kalmodulin
erdsen konzervalt fehérje, azonban a kalmodulin célfehérjék ndvényekben és éllatokban nem
konzervaltak (Kim és mtsi. 2001; Reddy és mtsi. 2002; Yang és Poovaiah, 2003). A Ca?*
felszabadulas megemeli a CBF és COR gének expresszios szintjét hidegstressz soran (Chinnusamy
és mtsi. 2010). Arabidopsis-ban kimutattak, hogy CAMTA (kalmodulin kot6 transzkripcios
aktivator faktor) kotédik egy szabalyozé elemhez a CBF2 promoterén beliil. A CAMTA faktorok

kozvetleniil a transzdukcidban szerepet jatszhatnak a hidegstressz altal indukalt citoszolikus
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kalcium jelatvitel utdni génexpresszios szabalyozasban (Doherty és mtsi. 2009). A kalcium
jelatvitel a CBF gének miikodésén keresztiil hat egyéb COR gének expresszidjara is, ezzel
befolyasolhatja a fagytolerancia kialakulasanak mértékét. Transzgénikus dohdny novényben a
CBF1 vizsgalataval kimutattdk, hogy a CBF gén COR célgénjeinek expresszidja fokozddott,
melyet a citoszolikus Ca®* -szint megemelkedés valtott ki hideg-, so- és szarazsag stresszvalasz
soran (Jaglo-Ottosen és mtsi. 1998; Kasuga és mtsi. 1999). Annak ellenére, hogy a fentebb leirt
Ca’®* érzékeld molekulakat dsszefiiggésbe hoztak a hidegstresszel, a Ca* altal kozvetitett jelatviteli
folyamat, illetve CBF és COR gének aktivalodasanak kapcsolata még nem teljesen tisztazott.
Elmondhat6, hogy a novények tobb egyedi kalcium jelatviteli komponenst és ndvényekre
specifikus fehérjék tarhazat tartalmazzak, igy ezek felderitésére és a folyamatok megértésére

tovabbi kisérletek sziikségesek.

A novényi foszfolipid jelatviteli utvonal is tobb komponensbdl tevédik dssze ndvényekben.
A foszfolipaz D, foszfolipaz C, foszfolipaz A2 /Al és lizofoszfolipiz A (a PLA termékét
hidrolizaljak) enzimek végzik a foszfolipidek hidrolizisét a novényi sejtben membranhoz kototten.
Az elmult évtizedekben jelentds eldrelépések torténtek a ndvényi PLC, PLD és PLA2-szabalyozas
megértésének terén (Stevenson és mitsi. 2000, Hong és mtsi. 2016). Az altalunk vizsgalt PLD
enzim a heterogén enzimek csalddjabol 4ll, amelyek kiilonboz6 biokémiai, szabalyozd és
szerkezeti tulajdonsagokkal rendelkeznek. A novényi PLD géncsalad Osszetettebb, mint mas
organizmusokban: 12 PLD gén talalhat6 az Arabidopsis-ban, mig emlésokben két PLD gén, illetve
¢lesztOben (Saccharomyces cerevisiae) egy PLD gén talalhato (Wang 2002, 2004). Az Arabidopsis
PLD hat tipusba sorolhat6: PLDa, B, v, 8, € és L. A PLDS szdmos olyan tulajdonsaggal
rendelkezik, amelyek megkiilonboztetik a tobbi PLD-t6l. A PLDo expresszioja fokozodik sulyos
dehidratacio, magas sotartalom és hideg akklimatizacid esetén. A PLDd-modositott Arabidopsis
elemzése azt sugallja, hogy a PLDJ pozitivan szabdlyozza a ndvények stressztiird képességét,
példaul fagyassal, oxidativ stresszel és ultraibolya besugarzassal szemben (Zhang és mtsi. 2003; Li
¢és mtsi. 2004). A PLDd-null mutans Arabidopsis kevésbé tolerans a fagyasztassal szemben, mig a
PLD3 talzott expresszidja noveli a fagytiirést (L1 €s mtsi. 2004). A PLD enzim aktivitasat szamos
tényez0 befolyasolhatja, tobbek kozott a Ca? (Wang 2000.), PI (Pappan ¢és mtsi. 1997) a lipid
szubsztrat Osszetétele (Pappan és mtsi. 1998). Az abiotikus stresszek esetén, mint a hideg- ¢€s
szarazsagstressz valaszaként a PLD relativ eloszldsa az oldhat6é és a membran frakciok kozott
megvaltozik (Ryu és Wang 1996). A molekuléris diverzitas €s a redundans funkciok a PLD-PA-t

fontos jelatviteli komplexumma teszik, amely szabalyozza a lipidanyagcserét, a citoszkeleton
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dinamikdjat, a vezikuldk forgalmat és a hormonadlis jelatvitelt a novényvédelemben a fehérje-

fehérje és a fehérje-lipid kolcsonhatasokon vagy a hormonokon keresztiil (Zhao 2015).

A foszfoinozitid-specifikus foszfolipaz C (PI-PLC) Ca®*" -fiiggé enzim, mely a foszfatidil-
inozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP,) diacilglicerolla (DAG) és inozit-trifoszfatta (IP3) hasit. A novényi
PI-PLC-k szamos alapvetdé ndvényi folyamatban vesznek részt, akar a fejlodéssel kapcsolatban,
akar a kornyezeti terhelésekre adott valaszként. Ugy tiinik, hogy a ndvényekben az IP3 nem az
egyetlen aktiv oldhato molekula. Az inozitol-pentakiszfoszfat (IPs) és az inozitol-hexakiszfoszfat
(IPg) szintén jeleket tovabbit, igy ravilagit a PI-PLC, az inozitol-foszfat kinazok és foszfatazok
fontossagara. A ndvényi PI-PLC tUtvonalak sajatossaga, hogy az aktiv lipid nem DAG, hanem
annak foszforilalt formaja, a foszfatidsav (PA). Osszességében a ndvényi PI-PLC-k funkcionalis
kiilonbségeket mutatnak allati tarsaikhoz képest. Azonban hasonl6 altalanos jelatviteli utvonalakon

hatnak, beleértve a Ca®* -homeosztazist (Pokotylo és mtsi. 2014).

Osszegezve a farmakologiai vizsgalatok soran kapott eredményeket, megallapithatd, hogy a
kezelések nincsenek drasztikus hatassal a novényi CBF génekre, tovabba a COR és DHN effektor
génekre, viszont mddositjak azok expressziojat. Megallapithatjuk, hogy a jelatviteli rendszerek a
kiils6 kezeléstdl fliggetleniil képesek a hideghatasra valaszolni, kiilonbség a valasz mértékében
van. Mivel novényekben a foszfolipazok aktivalodasa és jelatviteli utvonalak altal szabalyozott
génexpresszids valtozasok sokasaga még kiaknazatlan kutatasi teriilet, igy tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a szabalyozasi halozat pontosabb felderitésére. Az altalunk vizsgalt jelatviteli
utvonalak tovabbi tanulméanyozésa lehetdséget ad transzforméans vonalak 1étrehozasara, konfokalis
mikroszkopos és még szamos mas vizsgalatra, amely fontos alapot képez az abiotikus stresszekkel

szemben ellendllobb gabonafélék 1étrehozasahoz.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (TEZISEK)

Kimutattuk, hogy az 5-6s kromoszoma Fr-2 (Frost resistance) lokuszon elhelyezkedd,
altalunk vizsgalt 11 arpa HVCBF és 11 alakor buza TmCBF transzkripcios faktor koziil nem
mind tekintheté hidegindukalhatdé génnek, ami azt jelenti, hogy a rovid hideghatasra
bekdvetkez6 membranstruktura valtozas és az ez altal aktivalodo jelatviteli folyamatok
sokasaga nem szabdlyozza az Osszes, fagyallosagi lokuszra térképezett CBF gént.
Kimutattuk, hogy vannak olyan CBF -ek, melyek hidegstressz hatasara sem aktivalodnak
(HVCBF6), talaltunk kozepes mértékii expresszios profilt mutatdé géneket (TmCBF13,
HvCBF9, HVCBF12) és magas szinten aktivalodo CBF-eket is (TmMCBF12, TmCBF14 és
HvCBF14).

. Kimutattuk, hogy az arpa CBF-k koziil a HYCBF9, HVCBF12 és HVCBF14 bizonyult 6
orés hideghatast kovetden nagyobb expresszidt mutatd hidegaktivalt génnek. A vizsgalt
buza transzkripcids faktorok koziil a TmMCBF12 ¢s TmCBF14 mutatott hasonld kinetikaja

expresszios aktivitast 6 oras hidegstresszt kovetden.

. Kisérleti rendszeriinkben a foszfolipaz C, foszfolipaz D ¢és kalcium jelatviteli folyamatok
kapcsolatat bizonyitottuk a CBF és effektor gének miikdodésével. Bizonyitottuk, hogy a
hasznalt inhibitor molekuldk koziil génexpresszids szinten alakor buzaban a foszfolipaz C
jelatvitelt befolyasold neomicin zavart okoz. Fagyasztasi eredmények alapjan kimutattuk,
hogy a Ca®* ionofor, Ca?* felszabadité ionomicin, a Ca** -pumpa inhibitor thapsigargin, az
intracellularis Ca”" -szint nvelé mastoparan, a vakuolaris Ca?* -csatorna blokkol6 ruténium

voros €és a PI-PLC aktivalast gatlo U73122 a ndvényeket drasztikusan karositja.

. A gabona CBF géneket 3 csoportba sorolhatok aszerint, hogy farmakologiai
megkozelitésben milyen expresszios kinetikat mutatnak: megkiilonboztethetiink olyan
géncsoportot, mely hidegstresszt kovetden és inhibitorra sem reagalnak nagy mértékben,
ilyen a TmCBF9, HVCBF6. A masodik géncsoportba sorolhatok azok a CBF-k, melyek
hideghatést kovetden magas szinten aktivalodnak ¢€s inhibitorok hataséara ez az expresszids
szint leginkabb csokken, ilyen a TMCBF12, TmCBF14, HVCBF9 és HYCBF14. A harmadik
CBF csoport tagjaihoz tartoznak azok a gének, melyek hideghatast kovetden kdzepes
expresszids novekedéssel birnak. Ide tartozik a TmCBF13, HVCBF12.

Eredményeink bizonyitjdk, hogy COR14b ¢és DHNS effektor gének maximalis
aktivacidjahoz a CBF gének megfeleld expresszids szintje mellett egyéb faktorok is

sziikségesek, igy a vizsgalt jelatviteli folyamatok megfelelé miikddése is.
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6. Kimutattuk, hogy a vizsgalt CBF-ek kozott vannak PLC, PLD és kalcium-jelatviteltol
fuggetlen gének (HVCBF6, TmCBF9 és TmCBF13), PLC- ¢és kalcium jelatvitel fliiggd
transzkripcids faktorok (HVCBF12), mindharom jelatviteltél fiiggd gének (HVCBF9,
HvCBF14, TmCBF12), illetve olyan gén, melyet csupan egyes kalcium-jelatviteli
komponensek (Ca®* -csatornak, Ca®* -szint) szabalyozzék (TmCBF14). HvCOR14b
kifejez6dése egyes PLC- ¢és kalcium jelatviteli komponensektdl fiigg. HVDHNS
esxpresszidja egyes kalcium jelatviteli komponensektdl fiigg, am PLC- és PLD jelatviteltdl

fiiggetleniil miikodik. TMCOR14b gén mitkodése foszfolipaz D jelatvitel fiiggd.

7. Arpa levélszegmens fagyasztas uton megallapitottuk, hogy -12 °C és -15 °C letalisnak
tekintheté edzetlen mintak esetén, edzést koveten a kifagyas mértéke felére csokkent,
leginkabb 2 hetes edzés sziikséges a hidegakklimatizacidhoz. Egész ndvény fagytesztje
alapjan elmondhato, hogy mar a -10 °C is letdlisnak tekinthetd. 2 hetes edzést kdvetden a

fagytlirés mértéke elegendd ahhoz, hogy -6 °C-os fagyasztast kibirjak az egyedek.
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9. NEW RESULTS (THESES)

1. We have shown that not all of the 17 barley HVCBF and 11 alakor wheat TmCBF
transcription factors located on the Fr-2 (Frost resistance) locus of chromosome 5 can be
considered as cold-inducible genes, which means that the membrane structure change that
occurs upon short cold exposure and the activation by this a variety of signal transduction
processes do not regulate all CBF genes mapped to the frost resistance locus. We showed
that there are CBF genes that are not activated by cold stress (HvCBF6), we found genes
with a moderate expression profile (TmCBF13, HVCBF9, HVCBF12) and CBFs that are
activated at a high level (TmCBF12, TmCBF14, and HVCBF14)

2. We showed that among the barley CBFs, HYCBF9, HYCBF12 and HvCBF14 proved to be
more cold-activated genes, they reached a high expression level after 6 hours of cold
exposure. Among the examined wheat transcription factors, TmCBF12 and TmCBF14

showed expression activity with similar kinetics after 6 hours of cold stress.

3. In our experimental system, we demonstrated the relationship between phospholipase C,
phospholipase D and calcium signaling processes with the functioning of CBF and effector
genes. We proved that, among the inhibitor molecules used, neomicin, which affects
phospholipase C signaling, causes a disturbance at the gene expression level in alakor
wheat. Based on freezing results, we showed that the Ca’* ionophore, Ca®* releasing
ionomicin, the Ca?* -pump inhibitor thapsigargin, the intracellular Ca** -level increasing
mastoparan, the vacuolar Ca®* -channel blocker ruténium red and the PI-PLC activation

inhibitor U73122 are the plants they also had a negative effect on his phenotypic state.

4. Cereal CBF genes can be classified into 3 groups according to their expression kinetics in a
pharmacological approach: we can distinguish a group of genes that do not react to a large
extent after cold stress or to inhibitors, such as TmCBF9, HVCBF6. The second group of
genes includes those CBFs that are activated at a high level after exposure to cold and this
expression level is mostly reduced by inhibitors, such as TmCBF12, TmCBF14, HVCBF9
and HvCBF14. The members of the third CBF group include those genes that show a
moderate increase in expression after exposure to cold. These include TmCBF13,
HvCBF12.

5. Our results prove that for the maximum activation of the effector genes COR14b and
DHNS5, in addition to the appropriate expression level of the CBF genes, other factors are

also necessary, including the proper functioning of the investigated signaling processes..
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6. We showed that among the investigated CBFs there are genes independent of PLC, PLD
and calcium signaling (HVCBF6, TmCBF9 and TmCBF13), transcription factors dependent
on PLC and calcium signaling (HvVCBF12), genes dependent on all three signaling
(HvCBF9, HVCBF14, TmCBF12), or a gene that is regulated only by certain calcium
signaling components (Ca?* -channels, Ca** -level) (TmCBF14). HYCOR14b expression
depends on some PLC and calcium signaling components. HYDHN5S expression depends
on some calcium signaling components, but it functions independently of PLC and PLD

signaling. TmMCOR14b gene function depends on phospholipase D signaling.

7. After freezing barley leaf segments, we found that -12 °C and -15 °C can be considered
lethal for untrained samples, after training the extent of freezing was reduced by half,
mostly 2 weeks of training is required for cold acclimatization. Based on the frost test of
the whole plant, it can be said that even -10 °C is considered lethal. After 2 weeks of
training, the degree of frost tolerance is sufficient for the individuals to withstand freezing
to -6 °C.
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10. OSSZEFOGLALAS

Munkank hatterét tobb, ma mar széles korben elfogadott tudomanyos eredményre alapoztuk.
A buza ¢és az arpa fagyallosagat befolyasold Fr-2 lokuszon szamos CBF transzkripcids faktor gén
talalhatd, amelyek kulcsszerepet toltenek be a novények hidegedzddésének folyamataban.
Arabidobsis thaliana modellnovényben bizonyitottak, hogy a CBF gének az alacsony
hémérsékletre, a fotoperiddusra, fényintenzitasra és fénymindségére is reagalnak, illetve a COR
(pl. homérséklet, fényintenzitds) van sziikség ahhoz, hogy a gabonafélék fiziologiailag
felkésziiljenek a téli fagyokra. Hipotézisiink, hogy a ndvényekben a csdkkent hdmérséklet hatsara
aktivalodo egyes géncsaladok miikodésében szerepet jatszik a foszfolipid- és a kalcium jelatvitel.
Arrél, hogy megbizonyosodjunk a jelatviteli utak sziikségességérdl a CBF-COR rendszer
megfeleld miikodéséhez, génexpresszios, illetve fagyasztdsi kisérleteket Aallitottunk be.
Kisérleteink soran egy-egy jo fagytiiréssel rendelkez6 Oszi arpa, illetve dszi alakor bliza vonalban
vizsgaltuk alacsony homérséklet esetén az egyes inhibitorokkal befolyasolt foszfolipid C (PLC),
foszfolipid D (PLD) és kalcium jelatviteli utvonalak valtozéasatol fiiggd fagytiirés kialakulasanak
molekularis hatterét. Ezekben a kisérletekben CBF transzkripcids faktorok, illetve a HYCOR14b,
TmCOR14b ¢és HYDHNS effektor gének expresszidjat vizsgaltuk.

A kisérletekhez néhany napos 0szi arpa és alakor buzat hasznaltunk. A génexpressziod
mértekét 1 napos inhibitorkezelt és edzett novényeken hataroztuk meg RT-qPCR modszerrel.
Bizonyitottuk, hogy vannak olyan CBF gének, melyek hidegstressz hatasara sem aktivalodnak,
illetve PLC, PLD és kalcium jelatviteltol fiiggetlenek (HVCBF6, TmCBF9 és TmCBF13), mig
hidegedzddés utan expresszids profilt mutatd gének kozil is két csoportot kiilonboztettiink meg:
kozepes szinten kifejezddd géneket (TMCBF13, HVCBF9, HYCBF12) és magas szinten aktivalodo
transzkripciods faktorokat (TmMCBF12, TmCBF14, és HvCBF14). Ezek koziil egyes CBF-eknek a
génkifejez0déshez a vizsgalt jelatviteli folyamatokra sziikségik van (TmCBF12, TmCBF14,
HvCBF9, HVCBF12 és HVCBF14), mig mas CBF-ck azoktol fiiggetleniil miikodnek. A vizsgalt
TmCOR14b, HYCOR14b ¢és HYDHNS5 effektor gének expresszidjahoz a CBF gének kifejez6désén
tul a vizsgalt jelatviteli folyamatok megfeleld miikodése is sziikséges. Bizonyitottuk, hogy a
hasznalt inhibitorok koziil génexpresszids szinten alakor buzaban a foszfolipaz C jelatvitelt

befolyasolé neomicin zavart okoz.

A fagyasztési kisérletben az inhibitorok altal blokkolt jelatviteli folyamatok ¢€s a fagyallosag
Osszefliiggését fenotipusos szinten is vizsgaltuk. Oszi arpa és alakor buzat hasznaltunk a

kisérlethez, ahol a 2 hetes inhibitorkezelt és normal tapoldaton nevelt ndvényeket fagyasztottunk
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le. Két féle fagytesztet végeztiink: egész ndvényes fagytesztet, illetve levélszegmens fagyasztast.
Mindkettd  esetében  hidegedzés ¢és  inhibitoros  kezeléseket kovetéen  folyadékos
fagyasztorendszerben tortént a fagyasztds, majd megbecsiiltik a tulélési aranyt. A fagyasztasi
eredmények alapjan megallapitottuk, hogy egyes hosszabb tava inhibitor kezelések a fiatal
novényekre toxikus hatassal birnak (ionomicin, thapsigargin, mastoparan, ruténium voros,
U73122). Az alakor buza esetén a fagyasztas az Osszes fagyasztasi hdmérsékleten letalis volt a
kezeléseket kdvetden, igy megallapithatod, hogy hosszutavu inhibitoros vizsgalat nem alkalmazhat6
Triticum monococcum fiatal novényeken. Arpa egész nvényes fagyasztast (-6, -10 és -12 °C-on)
kovetden fitotron novényneveld kamridban szobahdmérsékleten regenerdltuk és egyedenkénti
bonitalas utan meghataroztuk a talélési aranyt. Az 1, illetve 2 hetes edzést kovetden is a -10 °C és -
12 °C letalisnak tekinthetd. Legalabb 2 hetes edzés sziikséges a fagyallosag kialakuldsahoz, ahol a
palantdk -6 °C-t képesek tilélni. A lantan-klorid, EGTA és neomicin kezelés az edz0dés mértékét
lecsokkentette, az 1-butanol nem befolyasolta a fagytlirés mértékét. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy a kalcium és a PLC jelatvitel is nagy szerepet jatszhatnak a fagyallosag kialakuldsaban.
Egyes inhibitorok fenotipusos valtozast is okoztak az arpa paldntakban, miszerint novekedés és
gyokérhossz csokkenést, szar-levél elszinez6dést, szoveti, szervi nekrozist tapasztaltuk. A
levélszegmens fagyasztas esetén azt tapasztaltuk, hogy neomicin és 1-butanol az arpa novények
konduktancia értékét nagyban befolyésolta. A -12 °C és -15 °C-on torténd fagyasztas az edzetlen
mintdk esetén letalisnak volt tekinthetd, az edzést kovetden a kifagyas mértéke felére csokkent. A
lantan-klorid kis mértékben okozott zavart hidegakklimatizacidban, EGTA pedig nagyobb

mértékben.

Ugy tiinik, hogy a hidegedz3dési folyamat soran aktivalodo foszfolipid és kalcium jelatviteli
komponensek a CBF transzkripcios faktorok egy részére és az effektor génekre is hatnak, ami
befolyasolja a fagyallosdg mértékét. Az altalunk elvégzett kisérletsorozat bizonyitékul szolgalt a
CBF-ek, az effektor gének, az alacsony hémérséklet, a foszfolipid C, foszfolipid D, illetve kalcium
jelatvitel kozotti szoros kapcsolatra. Fontos azonban hangstlyozni, hogy a megfeleld jelatviteli
folyamatok aktivaloddsa és a ndvények kora egyardnt kulcsfontossdgi tényezé a hideg

akklimatizacioban.
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11. SUMMARY

The background of our work was based on several now widely accepted scientific results. In
the FR-2 locus, which affects the frost resistance of wheat and barley, there are several CBF
transcription factor genes, which play a key role in the process of cold acclimation of plants. In the
model plant Arabidobsis thaliana, it was demonstrated that CBF genes respond to low
temperature, photoperiod, light intensity and light quality, and also influence the expression of
COR genes. We know that in autumn, changes in many environmental factors (e.g. temperature,
light intensity) are necessary in order for cereals to physiologically prepare for winter frosts. Our
hypothesis is that phospholipid and calcium signaling plays a role in the function of certain gene
families activated in plants due to reduced temperature. In order to ascertain the necessity of these
signal transmissions for the proper functioning of the CBF-COR system, and thus for the formation
of frost resistance, we set up PCR and phenotypic freezing experiments to support this, where in a
winter barley with a good frost tolerance and a winter wheat genotype, we examined at low
temperatures the the molecular background of the development of frost tolerance dependent on
changes in phospholipid C (PLC), phospholipid D (PLD) and calcium signaling pathways
inhibited by certain inhibitor molecules, especially the CBF transcription factors, and in the case of
HvCOR14b, TmCOR14b and HYDHNS5 effector genes.

For our genetic experiments, we used a few days old autumn barley and alakor wheat, where
we examined the 1-day-old inhibitor-treated and hardened plants using the RT-gPCR method. We
proved that there are CBF genes that are not activated by cold stress and are independent of PLC,
PLD and calcium signaling (HVCBF6, TmCBF9 and TmCBF13), while among the genes showing
an expression profile after cold training we distinguished two groups: genes expressed at a medium
level (TmMCBF13, HvVCBF9, HVCBF12) and highly activated transcription factors (TmCBF12,
TmCBF14, and HVCBF14). Some of these CBFs require the investigated signaling processes for
gene expression (TmCBF12, TmCBF14, HVCBF9, HVCBF12 and HvCBF14), while other CBFs
function independently of them. The expression of the examined effector genes TmCOR14b,
HvCOR14b and HvVDHNS5 requires, in addition to the expression of the CBF genes, the proper
functioning of the examined signaling processes. We proved that, among the inhibitor molecules
used, neomicin, which affects phospholipase C signaling, causes a disturbance at the gene

expression level in alakor wheat.

In the freezing experiment, the correlation between the signaling processes blocked by the
inhibitors and the freezing resistance was also investigated at the phenotypic level. Autumn barley

and alakor wheat were used for the experiment, where the 2-week-old inhibitor-treated and plants
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grown on normal nutrient solution were frozen. We performed two types of frost test: whole plant
frost test and leaf segment freezing. In both cases, after cold training and inhibitor treatments,
freezing took place in a liquid freezing system, and then we estimated the survival rate. Based on
the freezing results, we determined that some longer-term inhibitor treatments have a toxic effect
on young plants (ionomicin, thapsigargin, mastoparan, ruténium red, U73122). In the case of
alakor wheat, freezing at all freezing temperatures was lethal after the treatments, so it can be
concluded that a long-term inhibitor test cannot be used on young seedlings of Triticum
monococcum. After whole-plant freezing of barley seedlings (at -6, -10 and -12 °C), they were
regenerated at room temperature in a phytotron plant breeding chamber, and an individual
assessment value was given to them, and the survival rate was determined. Even after 1 and 2
weeks of training, -10 °C and -12 °C can be considered lethal, mostly 2 weeks of training is
necessary for the development of frost resistance, where the seedlings can survive -6 °C.
Treatment with lanthanum chloride, EGTA and neomicin reduced the degree of hardening, 1-
butanol did not affect the degree of frost tolerance. This suggests that calcium and PLC signaling
may also play a major role in the development of frost resistance. Some inhibitors also caused
phenotypic changes in barley seedlings, according to which we experienced a decrease in growth
and root length, stem-leaf discoloration, and tissue and organ necrosis. In the case of leaf segment
freezing, we found that neomicin and 1-butanol greatly influenced the conductance value of barley
plants. Freezing at -12 °C and -15 °C was considered lethal in the case of untrained samples; after
training, the rate of freezing was reduced by half. Lanthanum chloride caused a small disturbance

in cold acclimation, and EGTA to a greater extent.

It seems that the phospholipid and calcium signaling components activated during the cold
acclimation process also affect individual CBF transcription factors and effector genes, which can
result in serious changes in the degree of frost resistance. Of course, this hypothesis could only be
verified with further experiments. This series of experiments can serve as evidence for the close
relationship between CBFs, effector genes, low temperature, phospholipid C, phospholipid D, and
calcium signaling during the cold acclimation process. Based on these results, it seems that
increased protection against low temperatures can occur in plants as an adaptation to
environmental changes in autumn. However, it is important to emphasize that the activation of the
appropriate signaling processes and the age of the plants are both key factors in cold

acclimatization.
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