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A PALYAZAT

Futamideje

Pélyazatunk négy évre szolt, 2015 januar 1-én kezdtilk a munkat és 2018 december 31-¢ig hasznalhattuk fel a
tamogatdst. A palyazat keretein til néhany feladatot késébb fogunk csak lezarni, amirdl a szakmai beszamold

részben részletesebben is szoélunk.
Résztvevsi

A palyézat induldsa 6ta szamos személycsere tortént, ami szerencsére nem volt negativ hatassal a megvaldsitasra.
Toth Balazs és Novak Aliz kilépésének oka, hogy tavoztak az intézetlinkbdl. Bolvari-Soltész Alexandra és Ahres
Mohamed beléptetését 2016. januarjaban €s decemberében kérvényeztiik és az engedélyt meg is kaptuk.
Hasonl6an jartunk el, amikor Boldizsar Akos 2016. augusztusaban kilépett a palyazatbol. Harnos Noémi 2017.
oktoberében tavozott az intézetbdl Bolvari-Soltész Alexandra pedig 2018 februarjaban ment sziilési szabadsagra.

Az Osszes személyi valtozast engedélyeztettiik.
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SZAKMAI BESZAMOLO

1. feladat: a CBF gének és a fény kapcsolatanak teljes kor( vizsgalata

F6 célként a fagytiirésben kulcsszerepet jatszo CBF gének és a fény kapcsolatanak teljes korti vizsgalatat tliztiik
ki célul. A négy év soran monokromatikus fényekkel és fénykiegészitésekkel is terveztiink dolgozni. Az elsé év
soran 6szi €s tavaszi buzakkal, valamint arpa novényekkel végeztilk a monokromatikus fénykezeléseket. Vizsgalati
anyagaink a kovetkez6k voltak: Triticum aestivum cv. Cheyenne, T. aestivum cv. Norstar, T. monococcum cv
G3116, T. monococcum Dv92 és Hordeum vulgare cv. Nure, H. vulgare cv Tremois. Ezeket a ndvényeket azonos
fényintenzitasu kék (450 nm), vords (660nm) és tavoli-vords (735 nm) monokromatikus fénnyel kezeltiik. Ezen
vizsgalataink utan a LED panelek segitségével modositottuk a spektrumot magasabb tavoli vorés (735 nm)
(alacsony vords/tavoli vords arany) illetve kék (465 nm) tartalmt dsszetételre illetve vizsgaltuk a modositatlan
fehér fény és a nagyobb aranyban voros fényt (660 nm) tartalmazo spektrum hatasat is.

Minden kezelés esetében vizsgaltuk a novények fagytiirését, folyadékos fagyasztoban, tobb homérsékleten,
ezenkiviil qRT-PCR segitségével analizaltuk tobbek kozott a CBF génexpressziot. A novények altalanos fittségi
allapotat fotoszintetikus képességeik mérésével jellemeztiik. A kisérletek végén probalkoztunk a kezelt és
kezeletlen novények fagyallosaganak ndvény szintli meghatarozasaval. Ezen utdbbi kisérletek sajnos
ellentmondasos eredményeket adtak.

A kisérleteink eredményeit témak szerint tudtuk publikdlni. A monokromatikus fénykezelésekkel végzett
vizsgélataink alapjan kijelenthetjiik azt, hogy a CBF14 gabonakban leginkabb kék fénnyel indukalhato, és a fény,
illetve a hdmérséklet hatasa Osszeadddhat, valamint azt is, hogy a homérséklet-valtozas okozta CBF indukcio
fénykezeléstdl fliggetleniil is bekovetkezhet. Megfigyeltiik azt is, hogy a kék fény okozta CBF14 indukcié nem
jart egyiitt a CRY gének indukcidjaval (Novak és mtsai. 2017).

A 2016-ban megjelent Light-quality and temperature-dependent CBF14 gene expression modulates freezing
tolerance in cereals cimii munkdnkban mutattuk be azt, hogy a CBF14 expresszios szintjének novekedését és a
kovetkezményeként kialakuld fokozott fagytiirést el lehet segiteni a fehér fény tavoli vordssel (735 nm) valo
kiegészitésével. Ezt a hatast kenyérblzaban és arpaban is sikerrel elé tudtuk idézni mar 15 °C-os hémérséklet
mellett is. Tovabba megallapithattuk, hogy az alkalmazott fénykezelés az altalunk hasznalt Osszes
gabonandvényben (buza, arpa és alakor) fokozta a PHYA gén kifejez6désének mértékét, de a PHYB esetében ez
csak az alakor vonalban volt mérheté. Eredményeink alapjan javasoltunk egy modellt, amivel magyarazhato a
vords fényt érzékeld fitokromok és a hideg-stressz elleni védelemben fontos szerepet jatszo CBF14 gén kozotti

kapcsolat, valamint ennek a kapcsolatrendszernek a fény spektrumfiiggé megvaltozasa is (Novak és mtsai. 2016).
1.3 feladat: a CBF gének promotereinek vizsgalata

Egy masik munkacsomagban a CBF géneket egy alapos molekularis bioldgiai analizisnek terveztiik alavetni.
Ennek soran szerettiik volna a fényre érzékeny és nem érzékeny CBF gének promotereit Gsszehasonlitani in silico
modon arpa és buza promoter szekvenciak alapjan. Az irodalomban leirt fényreguldcidban résztvevo motivumokat
szerettiik volna megtalalni. Késobb 5° RACE mddszerrel a fényindukalt promotereket izolaltuk volna. Riporter
gén konstrukciokat hoztunk volna 1étre a promoterek funkcidinak igazolasara. Ezutan transzformaltuk volna az

arpa novényeket a megfeleld riporter konstrukciokkal. Majd a kisérletesen igazolt fényregulalt promoéterekhez
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kotddo transzkripeids faktorokat DNA pull-down assay modszerrel kihalasztuk volna és tomeg spektrometrias
modszerrel (MS = Mass Spectrometry) azonositottuk volna. A feltételes modbol 1athato, hogy ez a munkacsomag
nem teljesen ebben a formaban valdsult meg. Kollégandnk Novak Aliz egy nyolc honapos kanadai tanulmanyut
soran dolgozott ezen a projekt részen. Az in silico promoter analizis soran a CBF14 gén promotere a tavaszi
Chinese Spring (CS) buza vonal A, B és D genomjaban is azonositasra keriilt, arpa vonalak koziil a vizsgalt Nure
genotipus mellett a Morex CBF14 prométerét is sikeriilt azonositani. Az adatbazis nem tartalmazott annotalt
Cheyenne szekvenciat, ezért ennek genombdl térténd izolalasat PCR alapii modszerekkel megprobaltuk. Végiil
Aliz a Norstar 0szi blza genotipus promoéterével dolgozott Kanaddban Professzor Ravindra N. Chibbar
csoportjaban. Munkaja soran Monica Baga is segitette. A feladat annyiban modosult, hogy a prométer mas-mas
szakaszai keriiltek beépitésre tobbféle riportergén konstrukcidba, amik csak tranziens transzformaciéval keriiltek
bejuttatasra a novények levelébe. A tobbféle konstrukcid koziil riporter génnek az egyszikli rendszerekben
hatékonyan alkalmazott vords fluoreszcens fehérjét (RFP-red fluorescent protein) valasztottuk. A kész
konstrukciokat sterilen csiraztatott Triticum aestivum cv. Norstar novények levelébe jutattuk 1 pm atméréji
aranyhoz kotve egy Bio-Rad gyartmanyt génpuska (Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery System)
segitségével. Lovés utan a csirandvények 5 nap sotét vagy kék vagy fehér fénykezelést kaptak 20 °C-on napi 12
oran keresztiil, 5 nap kék fénykezelést 15 °C-on és 5 nap fehér fénykezelést kontrollnak 5 °C-on. Amig a G- és
GATA-boxot tartalmazé szakasz kék fényben indukaldodott mindkét homérsékleten, de 20 °C-on sététben nem,
addig a két fényérzékeny elemet nem tartalmazo rész csak sotétben mutatott némi aktivitast. Nem kaptunk jelet
azonban egyik esetben sem 20 °C-on fehér fényben, annak ellenére, hogy az ubikvitin prométeres konstrukcio jol

mitkodott minden esetben, és a CBF14 promoter darabok is aktivak voltak hideg hatasara (Novak 2017).
1.4 feladat: PhyC mutans durum buzavonalak vizsgdlata

Ennek a feladatnak a korében terveztiink egy kisérletet PhyC mutans névényekkel. Elszor is kivalogattuk a
mindkét genomra homozigdta mutaciét mutaté PhyC mutans durum buza (T. durum cv. Kronos) névényeket PhyC
CAPS markerekkel, majd névénynevelé kamraban felszaporitottuk azokat. A kovetkezd évben szerettiik volna
ezeket a mutansokat fény kezelni és a mutiacid6 CBF-regulonra gyakorolt hatasat gRT-PCR modszerrel
megvizsgalni. Amennyiben a mutacionak szignifikans hatasa lett volna egy 6sszehasonlité transzkriptom elemzést
végeztiink volna RNAseq modszerrel a mutans és a vad tipuson. A kezelt novények fagyallosagat a mar leirt
modokon teszteltiik volna. Az RNAseq modszerrel kapott eredményeket real-time PCR-rel validalhattuk volna és
az esetlegesen talalt fitokrom C fiiggd fagytirésben szerepet jatszé gének szerepét, ha lehet Arabidopsis
mutansokban komplementacios kisérletekkel igazolhattuk volna.

A PhyC mutansokkal végzett munka eredményeképpen kideriilt, hogy a mutans genotipus magasabb CBF14
expressziot mutatott sotétben, 20 °C-on a kontrollként hasznalt Kronos Spring vonalhoz képest, viszont egyik
megvilagitassal sem értiink el fokozottabb indukcidt. A kontroll Kronos Springben hasonloéan a tobbi vizsgalt
genotipushoz a vords és kék fények induktivnak bizonyultak. A 15 °C-os kezelésben a mutadnsok és a kontroll
hasonldan viselkedett. A voros és kék fény hatdsa 0sszeadodott az alacsony hdmérsékletével és jelentésen fokozta
a CBF14 expresszidjat. A mutansok fitokrom expresszidos eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy nagyon
hasonloan viselkedtek, mint a tobbi kordbban vizsgalt genotipus, s6tétben megnovekedett expresszids szintet
mutatott a PHYA és PHYB is, az alacsony hémérséklet viszont eliminalt minden kiilonbséget a Kronos Spring és

a mutans kozott és fényre adott kiilonb6z6 valaszokat sem detektaltunk. Ezen ,,negativ” eredmények miatt,
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valamint amiatt, hogy a mutans genotipusokat sterilitisuk miatt nem sikeriilt felszaporitani, nem lattuk értelmét
tovabb kisérletek elvégzésének. Ehelyett a Nure genotipust tavoli vords kiegészitéses megvilagitas mellett 15 és
5 °C-ot is alkalmazva nem csak RN Aseq analizisnek vetettiik ala, hanem egy atfogd metabolomikai-, hormon- és
lipidanalizisnek is. Természetesen megismételve a korabbi modon elvégzett fagyallosag vizsgalatot is. Mivel a
fenti paraméterek megbizdsos munkak soran mas-mas laborokban keriiltek lemérése, ezért szintézisiik késobbre

varhato.
2. feladat: a CBF gének és a dormancia kapcsolatanak vizsgdlata fas szaru novényekben

A fas szart novényekkel végzett munkak sordn a CBF gének és a dormancia kapcsolatat térképeztiik fel.

Az évek soran a nyarfa (Populus sp.) és som (Cornus sp.) CBF génjeit azonositottuk adatbazis és irodalom alapjan
és génexpresszios vizsgalatokhoz primereket terveziink. Az esetleges dsszefliggést igyekeztilk megtalalni a CBF
expresszios szint, a dormancia ¢s a fagyallosag kozott.

A 2017-es évben sikeriilt végiil kivitelezniink a két nyarfa hibriddel (Walker és Okanese) tervezett kisérleteket. A
kisérlet soran — a korabbi irodalmi adatokat megerdsitve — az Okanese genotipusban elkezd6dott a nyugalomba
vonulés (30 nap utan), mig a Walker genotipus esetében ezt nem tapasztaltuk. Osszesen hat CBF gén expresszidjat
vizsgaltuk a folyamat hatterében, mind a levelekben, mind pedig a riigyekben. Ehhez beallitottunk egy, a laborunk
szamara uj RNS izolalasi technikat, amivel sikerrel vonhattuk ki a nukleinsavat a magas poli-fenol és mézga
tartalmt riigyekbdl is. Az adatelemzés utan nyilvanvald valt, hogy az Okanese 6kotipus esetében a dormancia
kialakulasaért a CBF gének koziil a CBF1, CBF2, CBF3 és CBF6 lehet a felelds. Am érdekes modon az utobbi
két gén a Walkerben is indukalédott a CBF5 mellett, annak ellenére, hogy ez nem lehet Osszefiiggésben a
dormancia kialakuldsaval, hiszen a riigyfakadasi teszt igazolta, hogy ebben a genotipusban nem alakult ki
nyugalmi allapot a kezelés kovetkeztében. Eredményeink szerint tehat lehet a CBF géneknek szerepe a dormancia
kialakuldsaban, és, ahogy mas (akar egyszikil) fajoknal is, igy a fas szartiakban is funkcionalis polimorfizmus
jellemzi a CBF géncsaladot. Ezen eredményeinket eddig csak eléadas formajaban keriiltek bemutatdsra a 11t
International Plant Cold Hardiness Seminar (2018) cimii konferencian Madisonban (Wisconsin, USA) 2018.08.07-
én. Az el6adas cime: Investigation of the relationship between the dormancy and the CBF transcript level in poplar,

de folyamatban van egy publikacio elkészitése is.
Plusz feladatok

Természetesen egy kutatds soran mindig nyilik rengeteg uj irany, igy volt ez a mi esetiinkben is. Korabbi
kisérleteinkre alapozva elkezdtiik a CBF-ek és a novényi hormonok kapcsolatanak vizsgalatat. A CBF-regulon
ndvényi hormonokon keresztiil kifejtett hatasa jelentésen determinalja a hideg alatti novekedést, igy tobbek kozott
a viragzas idépontjat is. A CBF-ek és gibberellinek kapcsolatat mar tobben vizsgaltak. A citokinin bioszintézis és
a fitokrom jelatvitel kapcsolatat mar szintén leirtak, de feltételeztiik, hogy tobb eddig nem ismert kapcsolodasi
pontot is feltérképezhetiink. Kalapos és mtsai. (2016) cikkében publikaltuk az erre vonatkozd vizsgalataink
eredményét. A fagytlird Cheyenne és a fagyérzékeny Chinese Spring kenyérbuza vonalak k6zott 636 hideg hatasra
kiilonbozéképpen kifejez6dd gént talaltunk. A bioszintetikus utvonalak koziil szdmos abszcizinsav-fiiggd
jelatviteli utvonal is kiilonbozott a tanulméanyozott genotipusok kozott. Tovabbi hormon bioszintézissel

kapcsolatos eredményeink keriiltek leirasa Kalapos és mtsai. (2017) munkdjaban, ahol rimutattunk arra is, hogy a
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fagytliré genotipusok levelében az abszcizinsav és citokinin szintek, és ezen hormonok bioszintetikus utvonalain
elhelyezkedd gének expresszidja is hasonloan valtozott.

A gabonafélékben nem volt ismert a CBF-ek fényt6l fiiggd cirkadian szabalyozasa. Ezért, arpAban megvizsgaltuk
a CBF-ek ¢s az dket szabalyozo gének cirkadidn és fényfiiggd szabalyozasat is. Megallapitottuk, hogy a CBF4-
filogenetikai csoportba tartoz6 géneknek van cirkadian ritmusa, és azt is, hogy az alacsony vords/tdvoli vords fény
aranya befolyasolta a kalcium-fiiggd jelatvitel és a foszfolipid szignaling, és a TOC1 gének miikodosét is.
Eredményeink alapjan elkészitettiik az arpa CBF gének cirkadian szabalyozasianak a modelljét. A modell

srer

szignaling utvonalakon keresztiil (Gierczik és mtsai. 2017).
Alkalmazott kutatas

A gabonanovényeken végzett kisérleteink soran kideriilt, hogy a valtozo spektrum nem csak a fagyallosagra hat,
hanem befolyasolja a novények novekedését és a fotoszintézisiik hatékonysagat is. Ezek a részeredmények arra
utaltak, hogy a ndvények biomassza tomegét, illetve termésiik mennyiségét befolyasolhatja az dket megvilagitd
fény spektruma. A hipotézisiink igazolasa érdekében beallitottunk egy kisérlet, mely soran LED vilagitassal
felszerelt novényneveld kamrakban 6t kiilonb6z6 fényspektrumon és valtozé fényintenzitas mellett neveltiink fel
buza novényeket. A kisérlet eredménye igazolta feltételezésiinket: a spektrum ¢és fényintenzitds valtozasanak
figgvényében a névénymagassag, kalaszolasi id6 és a megtermelt blza termésmennyisége szintén valtozott. A
buzaliszt mindségi paramétereinek a vizsgalata (fehérje, keményit6 tartalom stb.) igazolta, hogy a beltartalmi
értékek is szignifikansan valtoznak, sikeriilt kivaldo mindségii lisztet eldallitani (Monostori és mtsai. 2018). Ez a

kisérlet volt a kezdete az 01 innovacios kisérletsorozatnak (lasd a kutatas ,,hasznositas” része a jelentésnek).
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