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1. BEVEZETES

A klimavaltozas kovetkeztében Magyarorszdgon az atlagostol eltérd,
sz€lsOséges 1ddjaras eldforduldsanak gyakorisdga nétt, ami homérsékleti,
széarazsag vagy ozmotikus stresszt general a kalaszosok €s mas kulturnévények
szamara, ezaltal jelentds termeléskiesést és terméscsokkenést okoz. Ez a
jelenség felerdsitette a gabonafélék fokozott abiotikus —stressztlirésének

sziikségességét.

Mindezek alapjan belathatd, hogy egyre inkébb sziikségesebbé valik az
olyan gabonafélék létrehozdsa, amelyek sokkal ellenallobbak a kornyezeti
tényezokre nézve, esetlinkben a homérséklet jelentds valtozasaival szemben. A
gabonafélék gazdasagi jelentdsége miatt nagyon fontos a hidegérzékelés
folyamatanak megértése, amely segitheti a nemesitdk, illetve agrokémikusok
munkdjat e ndvények télallosdgdnak novelésében. A haszonndvények
alkalmazkoddképességének javitasa érdekében fontos feladat a novény
fagyallosagat kialakito folyamatok megértése a jelatviteli folyamatok
aktivalodasan at a hideg indukalta génkifejezddésen keresztiil, mely kutatdsok

eredményei informacidként szolgalnak a gyakorlati hasznositasban.

A mérsékelt égdvon az atteleld 6szi gabonaféléket oktdberben vetik el és
azok kikelésiik utan alkalmazkodnak a kiils6 koriilményekhez. Ennek lényege,
hogy fokozatosan csokken a nappalhossz, valamint a hdmérséklet. Ezt a
tobbhetes edzddési folyamatot hidegakklimatizacionak nevezziik, melynek
eredményeként a kezdetben még fagyérzékeny névények képessé valnak elviselni
a teli fagyokat. A hidegakklimatizdci6 folyamata nagyon Osszetett,
eredményessége a komplex jelfogo, jelatviteli, valamint végrehajtdo genetikai €s
biokémiai tagok (molekulak) alkotta halozat Osszjatékan alapul, melynek
mitkodése részleteiben még nem teljesen tisztazott. Felmeriil a kérdés, hogy
hogyan tudja ezt a komplex halozatot egy ndvény szabalyozni, mitkddtetni. A

rovid idén beliil bekdvetkezd nagyobb hémérsékleti ingadozasok fontosak a



haszonndvények termesztését tekintve, igy kiemelkedd jelentdségti feladat a
kiilonbozé gazdasagi novényfajtak fagyallosagat kialakité folyamatok minél
alaposabb megértése a jelatviteli folyamatok aktivalodasan at a hidegindukalt
gének milkodésén keresztiil, mely eredmények hasznosak lehetnek a

novénynemesités szamara.

Szamos publikacid szol a gabonafélék kornyezeti tényezOkhoz vald
alkalmazkodasardl ¢és annak molekularis hatterér6l, melyek az alacsony
homérsékleti stressztolerancia kialakitasaért felelosek, azonban a jelatviteli
folyamatokrol, melyek a hidegstresszt kovetden aktivalodnak, nem sok

informdaci6 van jelenleg.

A hidegakklimatizacio részletes molekularis leirasat leginkédbb az
Arabidopsis thaliana novényben tanulmanyozzak, de a mezbégazdasagban
betoltott jelentésége miatt kivanatos ezen folyamat molekuldris alapjainak
megismerése a gabonafélékben is. A gabonafélékben ismeretes, hogy a
hémérséklet csokkenése gének nagy halmazat indukalja, a hideghatas utani els6
par oOraban ezek tobbnyire szabalyozo transzkripcios faktorok, amelyek a
késObbi gének aktivalasaért felelosek. Ilyenek az ICE-CBF-COR rendszer (ICE:
Inducer of CBF Expression, CBF: C-Repeat Binding Factor, COR: Cold-
Regulated Gene). Az akklimatizacios folyamatokat egy adott géncsoport, a C-
repeat binding factorok vagyis a CBF gének iranyitjak. Ezek a transzkripcios
faktorok DNS-ko6td doménjiik segitségével alacsony hémérséklet hatasara a
szabalyozasuk alatt all6 gének promoéterében megtalalhato C-repeat (CRT)
motivumhoz (CCGAC) kotoédve szabalyozzak azok kifejezddését. Ez a
szekvencia szamos hideg- ¢és szarazsagstresszre indukdloddé génben
megtalalhato, koztiik a DHN (dehidrin), a KIN (cold-induced), a COR (cold-
regulated).

Kutatasaink soran a fagytlirés kialakitasaért felelds jelatviteli folyamatok

kéziil a ,foszfolipid jelatvitel — Ca?*, PLC, PLD jelatvitel — CBF



transzkripcios faktorok — effektor gének (COR14b, DHNS5)” utvonalat,
valamint rdjuk haté molekularis szabalyoz6 mechanizmusokat tanulmanyoztuk.
Két kiilonbozo kisérletet allitottunk be, ahol megvizsgaltuk arpa és Triticum
monococcum (alakor buza) esetén a kalcium- és foszfolipid jelatvitelt a

fagytlirés vonatkozasaban.

Farmakoldgiai tekintetben a kdvetkezd tablazatban szerepld inhibitorokat

(gatloszereket) alkalmaztuk genetikai és fagyasztasi kisérleteinkhez:

1. tabldzat: A kisérletek soran alkalmazott inhibitor molekuldk fizioldgiai hatasanak

attekintése
Inhibitor Hatas
Lantin- klorid Kalcium csatorna blokkold
EGTA Kalcmm kétod
Tonomicin Kalcium felszabadito
Neomicin PLC inhibitor
Ruténmum vérds Vakuolaris Kalcium csatorna blokkolo
Mastoparan Intracellulans Kalcium szmtet névell
1-Butanol PLD inhibitor
U73122 PI-PLC aktivitast gatolja
Thapsigargin Ka.lcimn—pmr}pa i.n.l'lil:—itt::r= Ka_llciumot
szabadit fel a raktarakbol




2. CELKITUZESEK

. Tavaszi és 0szi arpa, illetve tavaszi és Oszi alakor buza vonalakban az
Fr-2 (buza estén Fr-A"2, arpanal Fr-H2) lokuszhoz kapcsolhato CBF
transzkripcids faktorok, valamint a késébb indukaloédé HYCOR14b, TmCOR14b
¢s HYDHNS5 gének hidegindukalt idébeli aktivacidjanak vizsgalata.

J Szemikvantitativ PCR és kvantitativ RT-qPCR segitségével kivalogatni
azokat a CBF géneket, melyeknek rovid idejii hidegstressz hatasara

megemelkedik az indukcidjuk.

. Az egyes jelatviteli molekuldkat blokkol6 inhibitorok Osszehasonlitdsa,
az optimdlis koncentracidjuk meghatdrozasa, majd hasznalata a genetikai ¢€s

fenotipus vizsgélatokhoz.

. Farmakologiai vizsgalatokkal Osszehasonlitani a PLC-, PLD-, kalcium
jelatviteli folyamatok hatasat 0szi arpa és Oszi alakor biiza vonalakban a RT-
qPCR alapjan kivalasztott géncsoportokban hidegakklimatizacio és fagytiirés

tekintetében, kiillonb6z6 inhibitorok hasznalataval.

. Fenotipusos vizsgalat egész novény fagyasztadssal Oszi arpa €s Oszi
alakor buza ndvények esetén, mellyel a fagyallosag mértékét meghatarozzuk az

egyes jelatviteli folyamatok blokkoldsa utan.

o A novények fiziologiai allapotat érintd, hideg hatdsira bekovetkezd
membrankarosodasok kovetkezményeinek monitorozasa 0szi arpaban és 0szi

alakor blizaban hidegedzést és fagyasztast kovetden.



3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Novényi anyagok

Kisérleteinkben alakor buzat (Triticum monococcum) és arpat (Hordeum
vulgare) hasznaltunk, fagytiir6 variansaik neve: T. monococcum: G3116 és H.
vulgare: Nure, illetve a vizsgalatok elsé szakaszaban hasznalt fagyérzékeny

tipusok: T. monococcum: DV92 és H. vulgare: Tremois.

3.2. COR14b és CBF gének expresszios intenzitasanak megallapitasa

hidegstresszvalasz soran

A kisérlethez fagytiird és fagyérzékeny vonalakat hasznaltunk. A 20 °C-o0s
fitotroni kamraban tortént elonevelést kovetden a 2 hetes palantak egy részét 4
°C-0s kamraban hidegedzettiik 24 6ran keresztiil. A kontroll mintak 20 °C-on
maradtak ezalatt. A mintavételezéseket a 2 hetes elénevelési iddszak (20/20 °C)
végeén, valamint az edzési idészak (4/4 °C) 2., 6., 12. és 24. drajaban végeztiik.

A mintak a névények gyokér feletti hajtascsucs részEébdl szarmaztak.

TRIzol és RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) segitségével tortént az RNS-
izolalas, mely kiegésziilt a DNase set (Qiagen) hasznalataval is. Kisérleteinkben
egy lépéses cDNS szintézist alkalmaztunk Molony Murine Leukemia Virus (M-
MLYV) reverz transzkriptazt (Promega Corporation, Madison, W1, USA), illetve
Oligo(dT)18 -t (Thermo Fisher Scientific) hasznalva. 3 1épéses homérsékleti
ciklusban zajlott a szintézis (5 perc 25 °C, 60 perc 42 °C, 15 perc 70 °C), majd
25 ng/pul  végkoncentraciojo  cDNS mintdkra higitottuk, melyek a
szemikvantitativ- és RT-qPCR kisérletek templatjaként szolgaltak.

A PCR soran felhasznalt oligonukleotid primereket az arpa- és alakor buza
esetén is Primer3 programot hasznélva terveztiik. Az alakor buzara 10 CBF
gént, illetve a COR14b-t terveztiik, az arpa esetén 11 CBF gént. Utobbi esetén a
COR14b ¢és DHN5 primereket irodalmi adatok alapjan valasztottuk ki
kisérleteinkhez (Stockinger és mtsi. 2007; Campoli és mtsi. 2009). Referencia
vagy haztartasi génként HvActin-t és Ta30797 (Paolacci és mtsi. 2009) géneket



hasznaltunk.

A PCR reakci6 25. ciklusatol kezdve 2-2 ciklusonként tortént a mintavétel,
mivel 25 ciklus alatt a szintetizalodott DNS mennyisége nem volt lathato agar6z
gélen. A felsokszorositott DNS mintdkat etidium-bromidot tartalmazd 1 %-0s

agaroz gélen detektaltuk.

A szemikvantitativ PCR reakcid eredményei alapjan a kivalasztott
hidegindukalt CBF és COR gének aktivaciojanak pontosabb elemzéséhez az
RT-qPCR technikat hasznaltunk, melynek keretében csak az szi genotipusokat
hasznaltuk. Az RT-qPCR vizsgalatot ABI 7500 késziilekkel végeztiik és Power
SYBR Green reagenst (Life Technology) hasznaltunk a reakcidtermékek
detektalasara. A Ct értékeket ““Ct szamolashoz Microsoft Office Excelbe
exportaltuk, ahol Livak és Schmittgen (2001) médszere szerint hataroztuk meg
a relativ expresszié mértékét, a kontroll (kalibrator) mintdkhoz képest a kezelt

mintadkon mennyi a mért génexpresszios valtozas.

3.3. PLC, PLD és kalcium jelatvitel hatasanak vizsgalata a CBF-COR

rendszer mikodésére inhibitorok hasznalataval

A 3.2.pontban leirt szemikvantitativ  PCR és RT-qPCR eredmények
alapjan kivalasztasra keriiltek azok a gének, melyeket tovabb vizsgaltuk

inhibitorokat hasznalva a PLC, PLD és Ca** jelatvitelt befolyasolva.

A tavaszi tipusokat kihagyva csak az Oszi arpa és alakor buza fajtakat
hasznaltuk az inhibitoros kisérletekhez. A fiatal csiranévényeket 2-2 ml
inhibitort tartalmazé elegyekkel kezeltiik, melyek egyes foszfolipaz jelatviteli
komponenseket (PLC, PLD), illetve Ca** szintet befolyasoltak (1. tablazat).
Normal koriilmények kozott 20 °C-os fitotron kamrdkban 16 oran keresztiil
tartottuk a novényeket az inhibitoros oldatokban, majd a novények egy részét
hideg edzés céljabol athelyeztiik 4 °C-os fitotron kamraba, a névények masik

részét 20 °C kontroll koriilmények kozott tartottuk.

A mintavételezések az edzési idoszak (4/4 °C) 0., 6., 12. és 24. orajaban



torténtek. A teljes kisérletet kétszer megismételtiik. A mintak a ndvények
hajtascsucs részeébdl, illetve levélszegmensébdl tevodott ossze. Az RNS izolalas

¢s a cDNS szintézis a 3.2. pontben leirtak alapjan tortént.

A 3.2. leirt RT-qPCR koriilmények, a hasznalt késziilék €s a program
némileg eltért az inhibitoros kisérletben szerepldé koriilményekt6l, mivel egy
masik tipusi PCR rendszeren beliil vizsgaltuk a mintdkat. A vizsgalatothoz a
BioRad CFX96 (C1000 Touch Thermal Cycler) PCR késziiléket ¢s KAPA Sybr
Fast Universal qPCR reagenst (Kapa Biosystems) hasznaltunk a detektalasra.
Mindegyik minta eredményét ugyanannak a kontroll kériilmények kdzott nevelt
kalibrator mintapopulacionak az eredményéhez viszonyitottuk, majd Livak és
Schmittgen (2001) modszere szerint hataroztuk meg a relativ expresszid
mértékeét.

3.4. Hidegstressz altal kivaltott PLC, PLD és kalcium jelatvitel hatasa a
fagyallésagra, fagyasztasi tesztek

Genetikai  vizsgéalatok utdn fagyteszteket hajtottunk végre, hogy
megallapitsuk, van-e a molekularis rendszerekben bekdvetkezd valtozasoknak
valamilyen hatdsa a fenotipusra nézve, illetve befolyasoltak-e a fagyallosag
kialakulasat. Oszi arpa és alakor buza variansokat hasznaltunk az inhibitoros,
fagyasztasos kisérletekhez. Kétféle fagytesztet végeztink GP200-R4 tipusu
folyadékos fagyasztorendszerben (Grant Instruments, Shepreth, Anglia):
levélszegmens fagyasztast és egész novények fagyasztasat.

Az 5 napos fiatal csiranfvényeket Hoagland tapoldatban eldneveltiik 7
napig normal koriilmények kozott novényneveld kamraban. Az elénevelés 5.
napjatol a palantdkat inhibitorokat tartalmazé eleggyel kezeltik 2 napig. A
20/20 °C-os elénevelés utolso (7.) napjatol 2 hétig 4 °C-on edzettiik az inhibitor
mentes-, illetve inhibitorokat tartalmazd tapoldatban nevelt ndvényeket. A
kontrollként hasznalt palantdkat az edzés idején tovabbra is a 20/20 °C-0s

kamraban tartottuk.



3.4.1. Konduktometrias fagyteszt, levélfagyasztas

A levélszegmensek fagyasztasat a Webb és mtsi. (1994) altal leirt protokoll
alapjan végeztilkk el. A 20/20 °C-os kontroll koriilmények kozott kezelt
novényekbdl az elénevelés utols6 napjan (7. nap) megtortént az 1.
mintavételezés, majd az 1. fagyteszt. Ezek adtak a kontroll, vagyis nem edzett
mintakat. Mintavételezés soran 2 kifejlett novény legiddsebb (also) levelének
kozépsé harmadabol vagott 4-4 darab, kortlbelil 1-1 centiméteres
levélszegmens adott egy mintat. Ezeket 12 ml-es steril falcon csévekbe
helyeztiik. A mintavételezést kovetden a mintak egy részét nem fagyasztottuk
le, hanem 2 o6ran keresztiil 8-8 ml MQ vizzel razattuk, ezeket hasznaltuk az
alapvonal beallitasahoz, ezt tekintettik 100 % tuléloképességnek, azaz a
legcsekélyebb membrankdrosodast szenvedett allapotnak. A maximalis
ionkiaramlast (leger6sebb membrankarosodds) tgy hataroztuk meg, hogy
ugyanazon ndvényrél szarmazo levélszegmenseket folyékony nitrogénnel
kezeltiik, majd kiolvadas utan ugyancsak 8-8 ml MQ vizzel razattuk és a

megmértiik a vezetoképességét. Ezt az értéket vettiik 0 %-os talélési aranynak.

A fagyasztani kivant csovek a folyadékos fagyasztorendszerbe kertiltek.
A fagyasztas koriilményei: 2 °C homérsékletii fagyasztoba helyeztik a
mintakat, majd fokozatosan hiitéttiik 1-1 éran keresztiil 0 °C-ra, -2 °C-ra, majd
-4 °C-ra a novények fagypont alatti hdmérséklethez vald hozzaszoktatasahoz.
A -2 °C-ra torténd lehiilés kezdeti szakaszdn minden egyes mintahoz egy-egy
ugyanolyan nagysagi ¢és tomegili jégdarabkat raktunk amiatt, hogy a
jégképzdédés a mintdkban megkezdddhessen. Az arpa  ndvények
levélszegmenseit -6 °C, -12 °C és -15 °C hdmérsékleten, mig alakor buza
palantdk levélmintait -5 °C, -8 °C, -11 °C és -14 °C homérsékleteken
fagyasztottuk, minden esetben 1-1 o6ran keresztiil. A fagyasztas utan a mintakat
4 °C-on 30 perces regeneracios id6 kovette, majd hozzaadva a 8-8 ml vizet
n¢hany oOran keresztil szobahdmérsékleten tartottuk, razattuk, végiil

konduktométer késziilékkel meghataroztuk az oldatok vezetOképességét. A



razatasok leteltével minden esetben 4-4 ml folyadékbol a mintdk
vezetdképességét MultiSample Konduktométer (Mikro KKT, Magyarorszag)
késziilek segitségével hatdroztuk 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
szovetelhalast, szovetroncsolodast szenvedett ndvények esetén nagyobb, mint a
fagyasztast tuléld novényeknél. A 4/4 °C-os edzési periddus 7. és 14. napjan
végeztik a 2. és 3. mintavételeket, illetve fagyteszteket. A fagyasztas,
regeneracio, razatas és vezetoképesség mérése ugyanligy zajlott, mint a kontroll

mintak esetén.
3.4.2. Egész novény fagyasztas

A fagyteszt a hidegedzést kovetden folyadékos fagyasztorendszerben tortént.
A palantdk gyokereirdl eltavolitottuk a tapoldatot, majd nedves sziir6papirba €s
zacskokba helyezve fagyasztottuk Oket. A fagyasztasi korilmények a
kovetkezOk voltak: a 4 °C hémérsékletii fagyasztoba helyezve a mintakat
folyamatosan hiitottiikk 0 °C-ra, majd a fagyasztasi hémérsékletekre. Az arpa
ndvényeket -6 °C, -10 °C és -12 °C hdmérsékleten, mig az alakor palantakat -4
°C, -7 °C és -10 °C homérsékleteken fagyasztottuk, minden esetben 1-1 6ran

keresztul.

A fagyasztds utdn a mintdkat szobahdmérsékleten hagytuk felolvadni.
Ezutan eltavolitottuk a leveleiket, csupan a bokrosodasi csomodkat hagytuk meg.
Utbébbiakat novényneveld cserepekbe iiltettiik, amelyekben 2:1:1 aranyu kerti
fold, homok ¢és humusz keveréke volt. Azokat a novényeket, melyeket az
¢letképességi vizsgalat soran kontrollnak tekintettiik és hozzajuk hasonlitottuk a
tartottuk, majd a fentihez hasonlé modon iiltettiik el. A regeneracid 12 napig
20°C-on klimakamraban zajlott. =~ A regeneracid mértékét 3 naponként
felvételeztiink, amikoris megmértiik a hajtdshosszt és bonitdlasi értékekkel

jellemeztiik Oket egy 0-tol 5-ig tarto diszkrét skalan.



4. EREDMENYEK

4.1. COR14b és CBF gének expresszios intenzitaisanak megallapitasa

hidegstresszvalasz soran

A kisérletben tavaszi és Oszi genotipusu arpa ¢€s alakor buza genetikai
megnyilvanulasat hasonlitottunk 0ssze a 20/20 °C-os eldkezelést kovetd rovid
ideig (1 napig) tartd 4/4 °C hidegedzés utan. Arpa esetén HVCBF2, HVCBF3,
HvCBF5, HvCBF6, HvCBF7, HvCBF9, HvCBF10, HvCBF11l, HvCBF12,
HvVCBF13, HVCBF14 gének expresszios szintjét, alakor buza esetén TmCBF2,
TmCBF3, TmCBF4, TmCBF9, TmCBF10, TmCBF12, TmCBF13, TmCBF14,
TmCBF15, TmCBF16, TmCBF17 ¢és TmCOR14b gének expresszidjat
hasonlitottuk dssze a kontroll (20/20°C) és edzett (4/4°C) ndévényi mintakban
szemikvantitativ PCR, majd RT-qPCR technikét hasznalva.

A 11 arpa CBF génbdl az eldzetes PCR eredmények alapjan kivéalasztottunk 6
gént (HVCBF2, HvCBF6, HvVCBF7, HvVCBF9, HvCBF12, HvCBF14), melyet
tovabb vizsgaltunk. Ezek koziil az inhibitoros vizsgalatokhoz negativ kontrollnak a
HVCBF6 gént valasztottuk, illetve a hidegstresszt kovetden nagyobb mértékben
aktivalodo HvCBF9, HvVCBF12 ¢és HvVCBF14 transzkripcios faktorokat a
HvCOR14b és HYDHNS effektor gének mellett. A vizsgalt 11 alakor buza CBF gén
koziil kivalasztottunk azt a 9 gént (TmCBF2, TmCBF4, TmCBF9, TmCBF12,
TmCBF13, TmCBF14, TmCBF15, TmCBF16, TmCBF17), illetve a TmCOR14b
gént, melyek magas expresszios aktivitast mutattak a hidegedzést kdovetden és
ezeket megvizsgaltuk real-time PCR-rel. A tovabbi, inhibitoros jelatviteli
folyamatok tanulméanyozéasahoz kivalasztottuk a TmMCBF9, TmCBF12, TmCBF13,
TmCBF 4 és TMCOR14b géneket.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy vannak olyan CBF gének, melyek
hidegstressz hatasara sem aktivalodnak, taldltunk kozepes mértékii expresszios
profilt mutaté géneket és magas szinten aktivalodé CBF-eket is. CBF géneknél mar
1 ora hidegedzés hatasira is expresszios intenzitas figyelhetd meg, néhany ora

elteltével egyre magasabb szintet érnek el, majd néhany esetben lecsengés



figyelhetd meg, mig mas transzkripcios faktorokndl 12 éra utan is novekedik az
aktivitasuk mértéke. COR14b effektor gén aktivacioja 1 oras hidegkezeléskor még
nem szamottevd, 6 oras és 12 oras hidegstresszt koveten a szintje folyamatosan
emelkedik.

4.2. PLC, PLD és kalcium jelatvitel hatasanak vizsgalata a CBF-COR
rendszer miikodésére inhibitorok hasznalataval

Az el6z6 kisérletekben kivalasztottuk azokat a géneket arpaban és alakor
buzaban, melyek a legnagyobb génkifejez6dést mutattdk hidegedzés hatasara.
Ezen kiviil olyan trasznkripcios faktorokat is kivalogattunk, melyek negativ
kontrollnak tekintheték. Ez alapjan arpaban a HVCBF6, HVCBF9, HVCBF12,
HvCBF14, HYCOR14b és DHNS5 gének, alakor buzaban a TmCBF9, TmCBF12,
TmCBF13, TmCBF14 ¢és TmCOR14b gének mikodését és azok hatasat
kivantuk megvizsgalni a PLC, PLD és kalcium-jelatviteli folyamatokra. A fiatal
csirandvényeket olyan inhibitorokkal (gatloszerekkel) kezeltik (lasd. 1.
tablazat), melyek az adott jelatvitel egyes részleteire gyakorolnak blokkold
hatast. Az alakor buza esetén megallapithatd volt, hogy sokkal érzékenyebben
reagaltak az egyes, kisérletiinkben hasznalt gatloszerekre az arpahoz képest. Ezen
tapasztalat utan az alakor buza CBF-COR rendszer ilyen tipust vizsgélatatol

eltekintettiink (neomicin kezés esetén).
4.2.1. Kalcium jelatvitel vizsgalata

Kalcium jelatvitelt kétféele modon befolyasoltuk: egyrészt a kalcium
ionoforokra hatd ionomicinnel fokoztuk a Ca** mennyiséget, masrészt a Ca*'-
csatornat blokkold lantan-kloriddal és ruténium vordssel, Ca?* kelator EGTA-
val és a Ca®" -pumpdkat befolyasold thapsigarginnal gatoltuk a kalciumionok

transzportjat.
Az ionomicin meglehetdsen ellendrizhetetlen hatast gyakorolt a novények
génexpresszidjara. Valdszintsithetden barmelyik géncsalad expresszids szintjét

megvaltoztathatja.



Hidegstressz soran alacsonyan aktivalodo TmCBF13 expresszidjat a Ca?*
-csatorndk blokkoldsara hasznélt lantan-klorid, ruténium vords, thapsigargin
nem befolyédsolta, a Ca?** kelator EGTA kis mértékben pedig emelte a
génexpressziot. Az inhibitormentes koriilmények kozott nevelt alakor
palantakban a TmMCBF9 és TmMCBF14 expresszidja magas volt és szintjiiket sem
valtoztattdk meg a gatldanyagok. TmCBF12 esetén elmondhatd, hogy
mindegyik inhibitor kis mértékben lecsdkkentette az expressziojat. Egyediil a
thapsigargin  mukodott  ellenkezéleg, azaz novelte a  génexpressziot.
TmCOR14b effektor gén expresszios szintje normal koriilmények kozott 100-as
nagysagrendll volt. A kezelések hatasara kismértékii novekedést tapasztaltunk.
Leghatdsosabbnak az EGTA kezelés bizonyult, ugyanis ez a kezelés duplajara

novelte a génexpressziot.

Arpa esetén a Ca?>" -csatorndk blokkolasara hasznalt lantan-klorid,
ruténium vords, thapsigargin, illetve a Ca®>" kelator EGTA a negativ
kontrollként hasznalt HVCBF6 expresszigjadt nem Dbefolyasolta. Az
inhibitormentes koriilmények kozott nevelt arpa palantakban a HVCBF9 és
HVCBF14 expresszios szintje kimagaslo volt, leginkdbb HYCBF14 esetén. Ezen
gének expresszios kinetikdjat jelentdsen befolyasoltdk az inhibitor kezelések. A
HVCBF9 aktivaciojat EGTA kivételével az 6sszes Ca?" titvonalt blokkol6 anyag
lecsokkentette: lantan- klorid a felére, ruténium vords hatasara pedig nyolcszor
kisebb expresszios szintet okozott. A HYCBF14 miikodését mindegyik kezelés
lecsokkentette: az EGTA 1,5-sz0rosére, a tobbi kalcium jelatvitelt blokkolo
anyag 7-8-szorosara. A HVCBF12 esetén elmondhatd, hogy — az EGTA ¢és a
thapsigargin kezelésen kiviil, melyeknél szdmottevd valtozast nem tapasztaltunk
— az Osszes gatlbanyag megemelte a szintjét: a lantan-klorid dupldjara, mig
ruténium vordsnél nyolcszoros expressziondvekedés volt megfigyelhetd. A
HvCOR14b alapszintje a kontroll arpa palantakban 10000-es nagysagrendi volt,
a thapsigarginon kiviil a kezelések hatasara nagyobb meértékii valtozast nem

tapasztaltunk. A thapsigargin viszont OtszOrdsére emelte a génmilkodést a



HVDHNS5 esetén. A HVCOR14b génhez hasonléan a lantan-klorid és EGTA
kezelések hatdsa elhanyagolhatd volt és az alapszint sem bizonyult nagyon

magasnak a HYDHNS5 esetén.

Kisérletiink soran mastoparant alkalmaztunk az intracellularis Ca?" -szint
novelésére. A TmMCBF13 szintje kilencszeresére ndvekedett, a TmCBF9 ¢s
TmCBF14 gének mikodését szintén pozitivan befolydsolta a mastoparan
kezelés, TMCBF9 aktivaciot 3-szorosara, TMCBF14 szintjét 2-szeresére ndvelte.
A TmCBF12 esetén a génmiikddés szintje valtozatlan maradt. A TmCOR14b
effektor gén expresszidja szintje 2,5-szeresére novekedett. Az arpa vizsgalata
esetén elmondhatd, hogy a CBF transzkripcios faktorok aktivacidjanak
kinetikdja hasonlo az eddig tapasztaltakhoz. HVCBF6 esetén a kezelés utani
valtozds elhanyagolhato. HVCBF9 ¢és HVCBF14 gének miikodését az
alapszintjiikhoz képest negativan befolyasolja a mastoparan kezelés: mindkét
gén esetén az aktivaci6 masfélszeresére csokkent. HVCBF12 esetén a
génmiikddés valtozatlan. A két effektor gén expresszids valtozasa kiilonbozo a
mastoparan kezelés utan. A HVCOR14b szintje valtozatlan maradt, mig a
HVDHNS gént pozitivan befolyasolta a kezelés és 2-szeres mértékben

emelkedett meg az expresszio.

4.2.2. Foszfolipaz C (PLC) jelatvitel vizsgalata:

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

A Triticum monococcum  genetikai  vizsgalat és  fagyteszt
eredményeinkbdl kideriilt, hogy neomicin inhibitor tilsdgosan toxikusnak
bizonyult, mind a CBF-COR rendszer miikkodését, mind a fenotipust tekintve.
Mivel a transzkripcios faktorok és effektor gének kifejezodésében zavart
okozott, igy ezen eredményeket nem koz1om a disszertacioban.

Alakor buza esetén az U73122 kezelést kovetden elmondhatd, hogy a
CBF transzkripcios faktorok aktivaciojanak kinetikaja a kovetkezd volt:

TmCBF13 szintjét négyszeresére novelte a kezelés. A TmCBF9 ¢s TmCBF14



faktorok miikodését kissé pozitivan befolyasolta a kezelés, de ez elhanyagolhato
mértékli. A TmvCBF12 esetén az U73122 kezelés nem valtoztatta meg a
génexpressziot. A vizsgalt effektor gént pozitivan befolyasolta a PLC-fliggd
jelatviteli Gtvonalat blokkolo anyag, azaz a TMCOR14b szintjét a 3,5-szeresére
novelte.

Az arpaban az U73122 ¢és neomicin kezelést kovetéen a CBF
transzkripcids faktorok aktivacidjanak kinetikdja hasonld volt a kalcium
jelatviteli vizsgalatoknal tapasztaltakhoz. A HVCBF6 szintje valtozatlan maradt.
A HvCBF9 ¢és HVCBF14 miikddését negativan befolyasolta a kezelés, a
HVCBF9 expressziojat felére, mig HVCBF14 szintjét 6-7-szeresére csokkentette
mindkét kezelés. A HVCBF12 esetén az U73122 10-szeresére novelte a
génexpressziot, neomicin nem volt hatdssal a miikodésére. Az effektor géneket
mashogyan befolyasolta a PLC-fiiggd jelatviteli utvonalat blokkolo6 két anyag a
transzkripcids faktorokéhoz képest: a HVCOR14b szintjét az U73122 nem
befolyasolta, a neomicin viszont jelentdsen lecsokkentette, mig a HvVDHNS5

expressziot a neomicin alig, az U73122 kezelés pedig 6-7-szeresére novelte.
4.2.3. Foszfolipaz D (PLD) jelatvitel vizsgalata

A PLD-fiiggd jelatvitel gatlasdhoz 1-butanol gatloszert alkalmaztunk.
Alakor buza vizsgalat esetén elmondhatd, hogy a CBF transzkripcios faktorok
génexpresszios kinetikdja kevésbé tlikrozte az eddig tapasztaltakat. A
TmCBF13 szintje kétszeresére ndvekedett a kezelést kovetden. A TmMCBF9 és
TmCBF14 gének miikodését az 1-butanolos kezelés szintén pozitivan
befolyasolta, azonban a TMCBF9 expresszidjat csak a 24. 6ra utan befolyasolta,
az 5-szorosére novelte. A TmMCBF14 kifejezodését csak kis mértékben novelte a
gatloszeres beavatkozas, mig a TmCBF12 esetén lecsokkentette. A PLD
jelatviteli folyamat blokkolasa utan a TmCOR14b effektor gén expresszios

szintjét felére csokkentette a kezelés.

Az arpa esetében a CBF transzkripcios faktorok expresszios kinetikaja a

kovetkezOképpen alakult: a HVCBF6 szintjét a kezelés kis mértékben



befolyasolta. A HVCBF9 ¢s HVCBF14 gének mukodését az alapszintjiikhoz
képest negativan befolydsolja az 1-butanolos kezelés, azaz a HVCBF9
expresszi6 masfélszeresére, a HVCBF14 szintjét pedig 3,5-szeresére
csokkentette. HVCBF12 esetén a génmikodés 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.

4.3. Hidegstressz altal kivaltott PLC, PLD és kalcium jelatvitel hatasa a

fagyallosagra, fagyasztasi tesztek

A fagyasztasi eredmények alapjan ionomicint, thapsigargint, mastoparant,
ruténium vorost és U73122-t kiszelektaltuk a talzott toxicitasuk miatt. {gy tehat
a lantan-kloriddal, EGTA-val, neomicinnel és 1-butanollal kezelt novények

fagyasztasi eredményeit mutatom be.

A T. monococcum esetén az egész ndvényes fagyasztds az Osszes
fagyasztasi homérsékleten letalis volt. Megallapithaté volt, hogy hosszutava
inhibitoros vizsgalat nem alkalmazhatd, mivel az alakor buza érzékenyebben
reagalt az egyes anyagokra az arpahoz képest. Emiatt az egyes jelatviteli
folyamatok blokkolasa utani alakor fagytesztek eredményének bemutatasartol
eltekintlink. Teljesen mast tapasztaltunk arpa esetén, ahol a kezelések nem
befolyasoltak ilyen mértékben a novények fejléddését, azonban egyes inhibitorok

fiziologiai hatasa szembetling volt a fagytiirés kialakuldsanak tekintetében.
4.3.1. Egész novény fagyasztas arpa esetén, inhibitorok hatasa

A fagytesztet kovetden az arpa novényeknek egyedenkénti bonitélasi
értéket adtunk és meghataroztuk a tulélési aranyt. A talélési rata -6 °C-0s
fagyasztast kovetden még 100 %-os volt az Gsszes kezelés esetén, majd a
fagyasztasi homérsékletet csokkentve egyre kevesebb novény élte tal. A -10 °C-
on végzett fagyteszt utan az egyedek elpusztultak. Az inhibitoros kezelést
kovetden azt tapasztaltuk, hogy mar 20 °C-on is volt toxikus hatdsa a lantan-

kloridnak és neomicinnek.



Az edzetlen lantan-koriddal kezelt novények 80 %-ara mar a -6 °C-on
torténd fagyasztasi homérséklet is letalis volt, az edzetlen EGTA-val kezelt
ndvények esetén pedig a teljes populacido kifagyott. Az edzést kovetden a
tulélési rata megndtt mind a kontoll, mind a Ca** blokkolt palantak esetében. A
-10 °C-on torténd fagyasztast az edzetlen ndvények tobbsége nem ¢lte tul, az 1
hetes edzést kovetden csak kissé nétt meg a tulélési rata. A -12 °C-on
fagyasztott novények tulélési aranya hasonld volt a -10 °C-on fagyasztottakhoz

képest.

-6 °C volt az a hdmérséklet, ahol relevans eredményeket kaptunk, vagyis a
megfigyelt talélési adatok alkalmasak az egyes gatloszerek hatdsdnak
Osszehasonlitasara. Az 1 és 2 hetes edzést kdvetden is a -10 °C ¢és -12 °C is
letalisnak tekinthet6, mivel az inhibitor mentes és inhibitorral kezelt palantak is
kifagytak. A lantan-klorid, EGTA és neomicin kezelés az edz6dés mértekét
lecsokkentette, az 1-butanol ugyanakkor nem befolyasolta a fagytiirés mértékét

nagyobb mértékben a kezeletlen mintakhoz viszonyitva.
4.3.2. Levélszegmens fagyasztas arpa esetén

A levelek elfagyads kovetkeztében kialakuld szdveti (membran)
sériiléseinek mértékével korrelalod ionkiaramlas mértekét konduktancia méréssel
hataroztuk meg. A 2 hetes edzés soran neomicin és 1-butanol kezelések a
novényeket fenotipusosan kiss¢ megvaltoztattak, szoveti elvaltozasokat
okoztak. A lantan-klorid és EGTA kezelés szamottevd szdveti és novekedési
rendellenességet nem okozott. Ezen kiviil a neomicin €s 1-butanol az arpa
novények konduktancia értékét is nagyban befolyasolta, az egyedeknél mar a
fagyasztast megeldzden is volt konduktanciabeli eltérés a kontroll, Hoaglandon
nevelt ndvényekhez képest (megemelkedett a szintje). Ezen okok miatt csak a
kalcium jelatvitelt blokkold lantan-kloriddal és EGTA-val kezelt ndvények
ionkiaramlasat vettiik figyelembe, mivel a neomicinnel és 1-butanollal kezelt

novények esetén valosziniisithetdn irrelevans eredmények sziilettek.



A konduktancia paraméter kontroll korilmények kozott nevelt
novényekbdl és az edzett egyedekbdl szdrmazod mintdk esetén kis mértékben
kiilonbozott. A -6 °C-on végzett fagyasztas nem volt szignifikdns hatassal a
konduktancia szintjére, bar a homérséklet csokkenésével megfigyelhetd egy
enyhe emelkedés az értékében. A -12 °C-on végzett fagyasztas arpa ndvények
levelei mar sériiltek, a relativ ionkidramlasi szint megemelkedett ezen mintdk
esetén, de nem nagy mértékben. A -15 °C-on végzett fagyasztas hatasara az

ionkidramlasi érték megkozelitette a maximalis szintet.

A lantan-klorid és EGTA inhibitorokkal kezelt egyedek esetén nem
figyelheté meg szamottevd szignifikans ionkidramldsi kiilonbség a nem kezelt
novényekhez képest sem kontroll (20 °C) koriilményeken nevelt arpanal, sem
edzett egyedeknél, habar kis mértékben az EGTA kezelés megemelte ezt az
érteket. Fagyasztast kovetden az inhibitormentes tdpoldatban nevelt arpdhoz
képest EGTA-val kezelt mintdkban ugyancsak megfigyelhetd csekély

1onkiaramlas emelkedés.

Az 1 hetes hidegkezelt egyedek levélszegmenseinek -6 °C-on tdrténd
fagyasztast kovetden kisebb mértékli, majd -12 °C-on és -15 °C -on mar
szignifikdns ionkiaramlas novekedés figyelhetd meg a normal koriilmények
kozott nevelkedett novényeknél mért értékekhez képest, mind a Hoagland
taptalajon nevelt, mind az inhibitorokat tartalmazé tdpoldatokon tartott egyedek
esetén. Az utdbbi homérsékletek mar letalisnak tekinthetdk. A kéthetes edzést
kovetden -6 °C-on, -12 °C-on ¢és -15 °C-on fagyasztottuk inhibitormentes ¢€s
inhibitort tartalmaz6 tdpoldaton nevelt arpa ndveényeinket annak érdekében,
hogy meghatdrozzuk mi az a hdmérséklet, melynél a novények fagyallosaganak
novekedése jol elkiilonithetd, illetve az egyes inhibitorok hatdsa jol
detektalhatd. Eredményeink alapjan elmondhato, az 1 és 2 hetes edzésen tilesett
inhibitormentes ¢és kezelt mintak edzettségi szintje is jelentdsen megndtt -6 °C-
on tortént fagyasztast kovetden. Ahogy csokkent a fagyasztasi homérséklet,

annal nagyobb volt a fagykarosodas mértéke, és az eredmények korrelalnak az



egész noveények fagyasztasi eredményeivel.

A -12 °C és -15 °C-on torténd fagyasztas az edzetlen mintak esetén letalisnak
volt tekinthetd, az edzést kovetden a kifagyas mértéke felére csokkent és leginkabb
2 hetes edzés sziikséges a hidegakklimatizacidhoz. A -6 °C-on végzett fagyasztas
esetén  lathatd, hogy lantdn-klorid kis mértékben okozott zavart

hidegakklimatizacidban, EGTA pedig nagyobb mértékben.



5. KOVETKEZTETESEK

Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy vannak olyan CBF gének,
melyek hidegstressz hatdsdra sem aktivalodnak, talaltunk kozepes mértékii
expresszios profilt mutaté géneket és magas szinten aktivalodo CBF-eket is.
Kisérletlink is igazolta, hogy gabonaf¢l¢k esetén a CBF14 gén a leghatasosabb
¢és legfontosabb a fagytiirés kialakitasat tekintve (Novak és mtsi. 2017), azonban
arpa esetén valdszintileg a HVCBF9, buzaban a HVCBF12 is fontos szerepet
jatszhat. Elmondhaté, hogy COR14b effektor gén miikédése mindkettd
gabonafajta  hidegakklimatizdcidos  folyamataiban  esszencidlis, illetve
expressziojanak mértéke kiilondsen lényeges, hiszen pozitiv korrelaciot
mutattak ki a COR géntermék akkumulalocidjanak mértéke és a kialakult

fagyallosag kozott (Vaguajfalvi és mtsi. 2000).

Kutatasunkbol az a kovetkeztetés vonhato le, hogy az altalunk felallitott
rendszerben az edzés eredményes volt, a kulturak fagyallésaga megnovekedett a
20 °C-on nevelt kontrollhoz képest, illetve a gatloszerek egyes CBF ¢és effektor
génekre expresszids valtozast gyakoroltak, mely megerdsiti azt a korabbi
kutatasok altal felvetett hipotézist, mely szerint a jelatviteli folyamatok

hidegstressz soran aktivalodnak (Uemura és Steponkus 1999).

Buza vonalakon végzett fagyasztasi vizsgalatok alapjan megallapitottuk,
hogy fagytiir6 alakor buza névények nem alkalmasak farmakologiai vizsgalatra,
érzékenyebbek ezen ndvények az inhibitorokra, igy ez a fajta vizsgalat nem
alkalmazhaté naluk. Ez a fajta érzékenysé€g valoszinlileg azzal magyarazhato,
hogy diploid alakor buza szoveti felépitése hasonlé az ugyancsak diploid
arpahoz €s genetikailag is hasonldak, azonban joval érzékenyebben reagalnak a
kisérletekben hasznalt anyagokra és fagyallosagukat tekintve is konnyebben
kifagynak, mint az arpa ndvények (Vagujfalvi és mtsi. 2003) és ez a hatas csak

fokozdodik inhibitor kezelések esetén.

Elmondhat6, hogy a gabona CBF géneket 3 csoportba sorolhatdk aszerint,



hogy farmakologiai megkdzelitésben milyen expresszios kinetikdt mutatnak:
megkiilonboztethetiink olyan géncsoportot, mely hidegstresszt kdvetden és
inhibitorra sem reagalnak nagy mértékben, ilyen a TmCBF9, HvVCBF6. A
masodik géncsoportba sorolhatok azok a CBF-k, melyek hideghatéast kovetden
magas szinten aktivadlodnak ¢€s inhibitorok hatasdra ez a génkifejezddés
leginkabb csokken, ilyen a TmCBF12, TmCBF14, HVCBF9 ¢s HVCBF14. A
harmadik CBF csoport tagjaihoz tartoznak azok a gének, melyek hideghatast
kovetden kozepes expresszids emelkedést mutattak. Ide tartozott a TmCBF13,
HVCBF12. Arpa és biiza COR14b esetén is elmondhato, hogy az inhibitorok
hatasara kiilonb6z6 modon reagaltak, ami azt sugallja, hogy a CBF altal
szabalyozott aktivacigjan kiviill szamos mas folyamatok is befolyasolhatjak
miikodését, mint a megvildgitds hossza, a fény mindsége, illetve
kloroplasztiszhoz kothetd faktorok (Crosatti és mtsi. 1999, Franklin és
Whitelam 2007, Novak ¢és mtsi. 2016). Az arpa HVDHNS gén esetében
elmondhaté, hogy a vizsgalt anyagcsere folyamatok szabalyozottabban
befolyasolhatjak a génmiikodést, mivel szinte az 6sszes inhibitorral kivitelezett
blokkolas megnovelte az expresszidjanak mértékét. Ez arra utal, hogy a
kalcium, foszfolipaz C, foszfolipdz D Utvonalak is negativan reguldljadk a gén
kifejezddését hidegstresszvalasz folyaman. Eredményeink bizonyitjdk azt is,
hogy COR14b ¢és DHN5 gének maximalis aktivacidjahoz a CBF gének
megfeleld expresszios szintje mellett egyéb faktorok is sziikségesek, igy a

vizsgalt jelatviteli folyamatok megfeleld miikodése is.

Levélszegmens fagyasztas utan megallapitottuk, hogy -12 °C ¢és -15 °C
letalisnak tekinthetd edzetlen mintak esetén, edzést kovetden a kifagyas mértéke
felére csokkent, leginkabb 2 hetes edzés sziikséges a hidegakklimatizacidohoz.
Az teljes novények fagytesztje alapjdn elmondhato, hogy mar a -10 °C is
letalisnak tekinthetd. A 2 hetes edzést kovetden a fagytiirés mértéke elegendd

ahhoz, hogy -6 °C-os fagyasztast taléljék az egyedek.

A fagytesztekhez haszndlt inhibitormolekuldk kiilonb6zé hatast



gyakoroltak a kisérletben hasznalt novények fenotipusara. A lantan-klorid
kezelés kis mértéki novekedés csokkenést ¢és szar-levél sotétedést
eredményezett a kéthetes adrpa névényeknél. Ez azzal magyarazhato, hogy a szér
gorbiileti ndvekedését nagyobb mértékben gatolja (Friedman és mtsi. 1998).
Eszerint a lantan-kloriddal lecsokkentett Ca**- szint hatassal van a gravitacidval
kapcsolatos szarmegnyuldsi folyamatokhoz. Ezen hatdst a mi kisérleti
rendszeriinkben is igazoltuk. A kis mértékili levélsotétedés azzal magyarazhato,
hogy a lantan-korid befolyasolhatja a névényi szinanyag tartalmat (klorofill
2016). Az ugyancsak Ca?" -szintjére hatdo Ca*" kelator EGTA esetén hasonld
fenotipusos valtozast figyelhettink meg a ndvényeken, viszont kisebb
mértékben mint a lantan-kKlorid esetén, illetve a levél-szar sotétedése is
elmaradt. Eszerint az EGTA a lantan-kloridhoz hasonldéan érintheti a
megnyulasi folyamatokat és a fotoszintézis mitkodését is befolyasolja (Tang és
mtsi. 2019). A kisérletben neomicin inhibitort alkalmazva kozel letalis allapotba
keriiltek a 2 hetes novények, nekrdzishoz (szovetelhalds) vezetett. A kezelés
novekedés csokkenést, levél- és szarmegnyulas gatlasat, gyokér oldalagainak
nekrozisat, pigmentaltsag megvaltozasat eredményezett (sargasbarna
elszinezddés), illetve dehidratalt allapothoz hasonld morfologiai jelenséget
figyelhettiink meg. A neomicin is befolyasolja a kloroplasztisz miikodését,
mellyel a szoveti és szervi elhalasok megmagyarazhatoak (Teemu és mitsi.
1989). Elmondhat6, hogy a foszfolipaz C fiiggd jelatvitel, melyet a neomicin
gatol, esszencialis folyamat lehet a novények megfeleld fejlodéséhez. 1-
butanollal kezelt novények gyokerei €s azok szdérszalai rovidebbek voltak és
gyakran eldgazok is, a gyokerek sejtmegnyuldsa gatolva volt, a levelek
visszamaradt novekedését, sargasbarna elszinezddését, modosult sziklevél
morfologiat figyelhettiink meg. Arabidopsis vizsgalatok soran kideriilt, hogy az
1-butanol megzavarja a mikrotubulusok szervez6dését a sejtosztodas interfazisa

alatt (Gardiner és mtsi. 2003). Azok a butanol izoformak, melyeknek a PLD



fliggd PA termelésre nincs hatasa (2- és 3-butanol), zavartalanul hagyjak a
csirdzast, a palantdk novekedését és a mikrotubulusok szervezOdését. Az
utébbiakat figyelembe véve azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a
foszfolipaz D-fiiggd PA termelés valdsziniileg fontos a gyokerek és levelek

fejlodésének folyamataban.

Osszegezve a farmakologiai vizsgalatok soran kapott eredményeket,
megallapithato, hogy a kezelések nincsenek drasztikus hatéssal a névényi CBF
génekre, tovabba a COR ¢és DHN effektor génekre, viszont modositjak azokat.
Megallapithatjuk, hogy a jelatviteli rendszerek a kiilsé kezeléstdl fiiggetleniil
képesek a hideghatasra valaszolni, kiilonbség a valasz mértékében van. Mivel
novényekben a foszfolipazok aktivalodasa és jelatviteli utvonalak altal
szabalyozott génexpresszids valtozasok sokasdga még kiaknazatlan kutatési
teriilet, igy tovabbi vizsgalatok sziikségesek a szabalyozasi haldzat pontosabb

felderitésére, melyre az eredményeink alapul szolgélhat.



6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kimutattuk, hogy az 5-6s kromoszoma Fr-2 (Frost resistance) lokuszon
elhelyezkedo, altalunk vizsgalt 11 arpa HVCBF és 11 alakor buza TmCBF
transzkripcids faktor koziil nem mind tekinthetd hidegindukalhaté génnek,
ami azt jelenti, hogy a rovid hideghatasra bekovetkez6 membranstruktira
valtozas és az ez altal aktivalodo jelatviteli folyamatok sokasdga nem
szabalyozza az Osszes, fagyallosdgi lokuszra térképezett CBF gént.
Kimutattuk, hogy vannak olyan CBF -ek, melyek hidegstressz hatasara
sem aktivalédnak (HVCBF6), taldltunk kozepes mértékli expresszios
profilt mutaté géneket (TmCBF13, HYCBF9, HVYCBF12) és magas szinten
aktivalodo CBF-eket is (TmMCBF12, TmCBF14 ¢és HYCBF14).

Kimutattuk, hogy az arpa CBF-k kozil a HvCBF9, HVCBF12 ¢és
HVCBF14 bizonyult 6 6ras hideghatist kovetden nagyobb expressziot
mutaté hidegaktivalt génnek. A vizsgalt buza transzkripcids faktorok
koziil a TMCBF12 ¢és TmMCBF14 mutatott hasonld kinetikaju expresszios

aktivitast 6 6ras hidegstresszt kovetden.

Kisérleti rendszeriinkben a foszfolipaz C, foszfolipiz D ¢és kalcium
jelatviteli folyamatok kapcsolatat bizonyitottuk a CBF és effektor gének
miikddésével. Bizonyitottuk, hogy a hasznalt inhibitor molekuldk koziil
génexpresszios szinten alakor buzdban a foszfolipaz C jelatvitelt
befolyasold neomicin zavart okoz. Fagyasztdsi eredmények alapjan
kimutattuk, hogy a Ca2?" ionofor, Ca?" felszabadité ionomicin, a Ca**-
pumpa inhibitor thapsigargin, az intracellularis Ca®*" -szint noveld
mastoparan, a vakuolaris Ca*" -csatorna blokkol6 ruténium voros és a Pl-

PLC aktivalast gatld 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



¢s inhibitorra sem reagéalnak nagy mértékben, ilyen a TmMCBF9, HVCBF6.
A masodik géncsoportba sorolhatok azok a CBF-k, melyek hideghatést
kovetéen magas szinten aktivalodnak ¢€s inhibitorok hatdsidra ez az
expresszios szint leginkabb csokken, ilyen a TmCBF12, TmCBF14,
HvCBF9 és HVCBF14. A harmadik CBF csoport tagjaihoz tartoznak azok
a gének, melyek hideghatast kovetéen kdzepes expresszios ndvekedéssel

birnak. Ide tartozik a TmMCBF13, HYCBF12.

Eredményeink bizonyitjak, hogy COR14b és DHN5 effektor gének
maximalis aktivacidjahoz a CBF gének megfeleld expresszids szintje
mellett egyéb faktorok is sziikségesek, igy a vizsgalt jelatviteli folyamatok

megfeleld mikodése is.

Kimutattuk, hogy a vizsgalt CBF-ek k6zott vannak PLC, PLD és kalcium
jelatviteltdl fiiggetlen gének (HVCBF6, TmCBF9 és TmCBF13), PLC- és
kalcium jelatvitel fiiggd transzkripcids faktorok (HVCBF12), mindharom
jelatviteltol fiiggd gének (HVCBF9, HVCBF14, TmCBF12), illetve olyan
gén, melyet csupan egyes kalcium-jelatviteli komponensek (Ca?**-
csatornak, Ca*" -szint) szabalyozzak (TmCBF14). HvCOR14b
kifejezodése egyes PLC- és kalcium jelatviteli komponensektdl fiigg.
HVDHNS expresszidja egyes kalcium jelatviteli komponensektdl fiigg, 4m
PLC és PLD jelatviteltol fiiggetleniil mikodik. TMCOR14b gén mitkodése
foszfolipaz D jelatvitel fiiggo.

Arpa levélszegmens fagyasztas utan megallapitottuk, hogy -12 °C és -15
°C letalisnak tekinthetd edzetlen mintak esetén, edzést kovetOen a
kifagyas mértéke felére csokkent, leginkabb 2 hetes edzés sziikséges a
hidegakklimatizaciohoz. Egész novény fagytesztje alapjan elmondhato,
hogy mar a -10 °C is letalisnak tekinthetd. 2 hetes edzést kovetden a
fagytiirés mértéke elegendd ahhoz, hogy -6 °C-os fagyasztast kibirjak az
egyedek.
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