Valasz Dr. Szabados Laszlo opponensi véleményére ¢s kérdéseire

Reflektalas a ,.Hideg altal indukalt, fagytlirést és vernalizaciot szabalyozo folyamatok
molekularis hatterének vizsgalata gabonafélékben” cimi doktori értekezés nyilvanos
vitdjahoz készitett birdlatra

Szeretném megkdszonni Dr. Szabados Laszlonak, hogy elvéllalta a dolgozat biralatat, és idét,
energiat szant az értekezés alapos atnézésére, véleményezésére. Kdszondm szépen az €pitd
jellegl kritikdkat és az elgondolkodtato, inspirdlé kérdéseket!

Valaszaim az Opponens altal feltett kérdésekre:

Kérdés: Van -e funkciondlis kiilonbség a VRNI faktortdl fiiggd aktivaciot mutatd, illetve az
attol fliggetleniil miikddsé CBF gének kozott? Esetleg ismert -e a CBF promoter régidkban
hasonlosdg / kiilonbség? Van-e arra adat, hogy a VRN faktor kotodik -e az dltala
szabalyozott CBF gének promoteréhez? Transzkripcids represszornak tekintheto -e a VRN1?
Milyen kiilonbségek lehetnek a részletesebben ismert Arabidopsis és a gabonafélék CBF
illetve VRN génjeinek miikddése, funkcidja kozott?

Viélaszom: A vizsgalt gabonafélék koziil arpdban 17. alakorban 13 kiilonbozé CBF
transzkripcios faktort irtak le, melyek valoszinileg lokalis génduplikiaciok kovetkeztében
alakultak ki. Arpa, rizs és buiza kizeli rokon CBF fehérjéinek klaszter analizise szerint hdrom
fobb CBF csoport kiilonithetd el. Az emlitett CBF klaszterek egy csoportba tartozé tagjai
kozott azonban vannak olyanok, melyek egyértelmiien hidegérzékeny aktivaciot mutatnak
(példaul a CBF12 és -14), s olyanok is, melyek esetében korabbi kutatasok eredménye alapjan
ez nem volt kimutathato. A dolgozatban bemutatott kisérlet sordn is mozaikosan kaptunk
kevésbé megszdlalo, erdteljesen hidegindukalhatd, s azon beliil is a VRNT gén miikédése 4ltal
befolyasolt CBF géneket a kiilonbozo klaszterekbol.

Bar az Osszehasonlito térképezési adatok alapjan a gabonafélék genomjai kdzott
nagymértékli makrohomolégia figyelheté meg. s az azonositott CBF klaszterek altaldnosan
elkiilonithetdk benniik, az egyes CBF gének egyedi szerepe még mindig nem bizonyitott, mert
a kiilonbdzé fajokban, valamint egy fajon beliil is a kiilonbdz6 genotipusokban eltéré mértékii
az aktivaciojuk, illetve mas-mas expresszios profilt mutatnak. Mikddésiik bonyolult
rendszerét tovabb darnyalja, hogy bizonyos CBF gének alacsony szinten stresszmentes
koriilmények kozott is expresszalodnak (példaul a CBF3), valamint aktivitasuk a generativ
atmenetet kdvetden is megfigyelhetd. Ez a géntermék lassu, egyenletes akkumuldciojahoz, s
valosziniileg egy fajra jellemzd, alapszintli hidegtiirés kialakulasdhoz vezet. Mas CBF gének
(példaul a CBFI14) viszont csak stressz hatasara, am akkor gyorsan (par 6ra alatt), fokozott
mértékben szélalnak meg, majd aktivitasuk lecseng. s ha a hideghatas tovabbra is fennall,
akkor alacsonyabb szinten. diurnélis ciklus szerint expresszalodnak. A VRNI gén miikodése
valoszintleg ezen CBF gének szabdlyozasara hatva befolydsolja a hidegakklimacios
folyamatok kovetkeztében szerzett fagyallosagot. Egyes elképzelések szerint azonban nem is
specifikusan az egyes CBF gének jatsszdk a kulcsszerepet, hanem termékeik 8sszmennyisége
a meghatdrozo. Ezt aldtdmasztja, hogy tavaszi gabonafélékben a CBF gének altalaban kisebb
kopiaszamban vannak jelen. valamint hogy az Arabidopsis harom CBF génje is redundans
funkcionalis aktivitassal bir.

Bar a CBF gének alcsoportjainak miikodésérdl viszonylag sok informacionk van, a
gének promotereinek megismerését célzo részletes kutatdst gabonafélékben még nem
végeztek. Fontos részeredmény viszont, hogy a CBF expressziot indukalé ICE transzkripcios
faktor target elemének egy specidlis varidnsa taldlhatd meg azoknak a CBF géneknek a
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szabdlyozo régidjdban, amik a hidegakklimacios folyamatok szabalyozasaval kapcsolatba
hozhaték. A VRNI faktorrdl szintén tudjuk, hogy van DNS-k&td domain-je, azonban nem
valdszint, hogy a CBF gének promoteréhez kizvetleniil kapcsolodva fejtené ki represszald
hatasat. A VRNI alapvetden a viragzast indukalo. a hajtascstcsi merisztémak fejlodési iranyat
befolyasolé faktor, ami a széveti identitast meghatarozd szamos gén milkddését szabalyozza.
Bar ezt a hatast kiilonbdzo gének aktivacidja mellett MADS-box tipusi floralis represszorok
gatlasaval fejti ki, dltalanos transzkripcidés represszornak nem tekinthetd a VRNI. A
hidegakklimacios rendszerre gyakorolt negativ hatasa valdszintlileg kdzvetett: az okozhatja,
hogy a generativ atmenet, a szaporitd szervek energiaigényes fejlédése a ndvényt az egyeb,
szintén energiaigényes felépitd folyamatainak, példaul a védéanyagok termelésének gatlasara
készteti, ami kozvetett modon, az epigenetikai mintdzat megvaltozdsaval, illetve RNS
silencing mechanizmus révén is megvalosulhat.

A viragzasbiologiai kutatasok legfontosabb alanya a ladfli (Arabidopsis thaliana, L.), azonban
a kétszikli modellndvényen kapott eredményekbdl levont kdvetkeztetéseket — bar vannak
analog elemei a két rendszernek - nem lehet kzvetleniil alkalmazni egyszikl gabonafélékre.

A CBF gének miikodése:

e A CBF gének: Arabidopsisban harom, génduplikécio soran létrejott, egymashoz nagyon
kozel elhelyezkedd, hidegindukdlhaté CBF gén mikddik, melyek rovid ideig tarto
hidegkezelést kovetden, egyszerre, nagyon hasonld mintazat szerint aktivalodnak, bar az
altaluk szabalyozott gének csoportja némileg eltér6. Azonban barmelyik CBF géntermék
taltermeltetése a CBF regulon hidegtlirést ndveld aktivaciojahoz vezet. Ezek alapjan ugy
tiinik, hogy a hidegindukalhatdo Arabidopsis CBF gének kozel egyenrangiak, miikodésiik
atfedo, kiegészit6. Gabonafélékkel ellentétben expresszidjukra az abszcizinsav, sostressz €s a
dehidratacid nincs hatdssal. Feltételezhetd, hogy szerepiik kizardlag a hidegakklimacios
folyamatok beinditasaban van. Gabonafélékben viszont a mar bemutatott, dsszetettebb CBF
rendszer miikddik, amely a hidegstresszre adott valaszreakciokat mas rendszerek jelzéseivel is
kdzvetleniil integralja.

o A CBF-COR rendszer szabalyvozasa: A CBF-COR rendszer és a VRNI faktor 8szi
gabonafélékben megfigyelheté szoros kolestnhatdsahoz hasonld ereddji, am részleteiben
kiilonb6z6, konvergens evolicios folyamatok sordn kialakult, analog rendszer mikodik
Arabidopsisban, ahol mas szabalyozé faktorok alakitjak ki a CBF expresszio jellegzetes
mintazatat: A SOCI1 faktor alacsony szintje 6sszel a hidegakklimacios folyamatoknak kedvez,
mig foleg levélben torténd akkumuldcioja a virdgzas indukciojahoz kozelitve gétolja az
energiaigényes edzodési folyamatok kifejezodését a CBF gének direkt gatldsdval. Az ezt
megel6z6 vegetativ periodus sordn viszont a hosszi nappalon stabilabb PIF4 és PIF7
proteinek gatoljak a CBF gének aktivaciojat.

A VRN gének miikodése:

e A VRN gének: Arabidopsisban a VRN1 gén homoldgjanak duplikdci6i, ami evoltciésan
az egyszikiek €s kétszikiiek kiilonvédlasa utan kivetkezett be, harom paralog gén kialakulasat
credményezték: ezek az APETALA1 (AP1), a CAULIFLOWER (CAL) és a FRUITFULL
(FRU) gének, melyek mind részlegesen megtartottak képességiiket a generativ atalakulas
indukcidjara. Nem virdgzd Arabidopsis novény kialakitaséhoz tehat a harom gén egyiittes
delécidja sziikséges, ezzel szemben gabonafélékben a VRNI gén kiesése nmagaban is a
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virdgzés elmaradasat eredményezi. (Erdekes kiilonbség, hogy Arabidopsisban az AP1 gén
viszont nem része a vernalizacios rendszernek.)

e A VRN gének kolesdnhatdsai: A vernalizacids vélaszgén egyéb faktorokkal valo
kolcsonhatisa is lényeges kiilonbségeket mutat Arabidopsisban és gabonafélékben.
Gabonafélékben az Arabidopsis FT (FLOWERING LOCUS T) florigén faktoraval homolog,
hosszli nappalos megvilagitas altal aktivalt VRN3 serkentd hatassal van a VRNI gén
mikodésére, segitve ezzel a vernalizacios rendszer aktivalasat, s a CBF-COR rendszer
inaktivaciojat. A VRN3 gén aktivitasat nem vernalizdlt névényben a szintén hossza nappalon
aktiv VRN2 lokusz termékei (ZCCTI1 és ZCCT2) gatoljak, melyeknek Arabidopsisban viszont
nincsenek egyértelmiien azonosithaté homoldgjaik. Gabonafélékben a virdgzasindukcid
szabalyozasaban fontos szerepet bet6ltd nappalhossz valtozasa tehat a PPD-CO (Photoperiod
Response Genes - CONSTANS) rendszer mellett a VRN2 faktoron keresztiil fejti ki hatasat.

o A virdgzast indukdld rendszer kulcspontjai €s integratorai: Lényeges kiilonbség tehat,
hogy habar f6 merisztéma-identifikacios faktornak Arabidopsisban az AP1, gabonafélékben
pedig az azzal homolog VRNI faktor tekinthet6, azonban mig gabonafélékben az elsodleges
vernalizacios valaszgén szintén a VRNI, addig Arabidopsisban ezt a szerepet az FLC
(FLOWERING LOCUS C) faktor tolti be (aminek viszont gabonafélékben nincs
egyértelmien azonosithatdo homologja). Utobbi raadasul - a gabonafélék fo valaszgénjével
ellentétben - a vernalizaciés hideghatds kovetkeztében represszalodik, ezzel segiti a
viragzasindukciot elindité folyamatokat. Lényeges kiilonbség az is, hogy flordlis
integratornak, a vernalizacios hideghatast €s a nappalhosszisagot érzékelé rendszer
virdgzasindukcidt meghatarozod, kozos elemének Arabidopsisban az FT, gabonafélékben
viszont a VRN2 faktor tekinthetd.

o Tavaszi és 6szi allélok: Fontos megemliteni, hogy mig drpaban és blizaban elsésorban a
VRNI1 gén promoterében, illetve elsd intronjaban, valamint a VRN2 gén ..core™ régidjaban
meglévo kiillonbségek (deléciok. pontmutaciok) feleldsek a tavaszi és 6szi jellegeket kialakito
allelikus valtozatokért, addig Arabidopsisban az ilyen jellegili, jéval enyhébb kiilonbségek
inkabb az FR1 és FLC gének alléljainak kisebb miikddésbeli kiilonbségeihez kothetok.

o Térbeli kifejezédés: A masik lényeges kiilénbség Arabidopsis és gabonafélék
merisztéma identifikdciés faktorainak miikodése kozott a térbeli kifejezddésiik. Mig
Arabidopsisban ezeknek a géneknek a termékei féleg a hajtascsticsban és a reproduktiv
szervkezdeményekben vannak jelen, addig buzaban, arpaban, valamint zabban a VRNI gén
termékét levélben mutattak ki nagy mennyiségben.

Mivel a CBF faktorok 4ltal aktivalt hidegakklimacios folyamatok energiaigényessége mindkét
novénycsoportban negativan befolyasolja a ndvekedést, ezért expresszidjuk gatlasa tavasszal
adaptiv folyamat, mivel a minél hatékonyabb terméskotés és magfeltdltés szempontjabol
elényds a nagy biomasszahozam. Ez megmagyarazza, hogy miért fejlodhetett ki egymdstol
fliggetleniil, konvergens evolucid Gtjan Gsszetételét, lényeges tulajdonsagait tekintve hasonld,
am részleteiben kiilonb6zé rendszer Arabidopsisban és gabonafélékben.

Kérdés: Mivel az AG gén a virdg fejlodését szabdlyozza, kizarhatd-¢, hogy a megfigyelt virdg
nélkiili fenotipus az AGLGI delécio eredménye, illetve az AGLG]1 hidnya befolyasolhatta -¢ a
leirt fenotipust?



Valaszom: Az AGLGI gabonafélékben elsdsorban a fejlodo kalaszban fejezédik ki. Mivel a
homozigdta recessziv mutans novényekben nem csupan a kaldszképzés, hanem mar a
hajtascsticsi  merisztémak  generativ  atalakuldasa sem megy végbe, ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a virdgzasindukcio korai, elsésorban a VRNI gén dltal befolyasolt
Iépései gatlodnak. Ezen feliil kimutattdk, hogy az mvp mutdcié nem befolyasolja a tbbi,
viragzasindukcioban szerepet jatszo, kulcsfontossaga szabalyozo gén mikodését, ami szintén
bizonyitja a VRN szabdlyozo6 faktor elsddleges szerepét a generativ szervek létrehozasanak
meginditasaban.

Kérdés: A dolgozat masodik felében bemutatott kisérleti rendszer miért arpan €s miért nem a
mar vizsgalt diploid buza, 7. monococcum alkalmazasaval keriilt kidolgozdsra?

Viélaszom: A dedifferencialt szovettenyészeteken végzett kisérletek alanyanak azért az adott
6szi arpa genotipust valasztottunk, mert a megkozelités Ujszerliségébdl adédéan szamos
modszerbedllitassal kapcsolatos kihivassal szembesiiltiink a kisérletek soran, ezért a kiindulasi
kulturdk eldallitaisahoz olyan ndvényi anyagot valasztottunk, ami jol kezelheto,
szovettenyészeti rendszerben kdnnyen fenntarthatd, valamint gyorsabban eléallithatod beldle a
kivant mennyiségl és mindségil kallusz kultara. Bar a dolgozatban ezt nem emlitettem, de a
rendszert késébb kidolgoztam tavaszi arpa és a kenyérbuzaval kozelebbi rokon, am
technikailag nehezebben kezelhetd 0&szi, valamint tavaszi Triticum monococcum
genotipusokra is. Komplett eredménnyel azonban egyenlére 6szi arpara vonatkozdan tudunk
szolgalni, ezért ezt a rendszert ismertettem a dolgozatomban.

Az 0Oszi arpa tenyészetek haszndlata mellett szolt az is, hogy az arpa az alakorhoz
hasonléan diploid genomfelépitési. azonban ahhoz képest tobb informacio all
rendelkezéstinkre rola, jobb a transzformalhatésaga, illetve kidolgozottabbak a fajon
alkalmazhaté biotechnologiai moddszerek. A szovettenyészeti rendszereken megkezdett
kisérleteinket késobb farmakoldgiai megkozelités alkalmazasaval, inhibitorokkal torténé
kezelések hatasvizsgalatdval folytattuk. Ezt a munkat az Alkalmazott Genomika Osztély
kutatoival kdzdsen Kivitelezett microarray kisérlet egészitette ki, amit szintén célszertibb volt
arpan elvégezni. A szdvettenyészeteken kapott eredményeket elsdsorban ezeknek a
kisérleteknek az eredményeivel szeretnénk majd dsszevetni.

Kérdés: Mi lehet a Dicamba szerepe a hidegtiirés, illetve a stressz-hormonok szintjének
valtozasaban? Magyarazhatja-e az ellenalloképesség ndvekedését az emlitett hormonok (vagy
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Valaszom: A Dicambat abbol a célbdl hoztdk létre, hogy vizes kozegben stabil, a névények
szamara konnyen felvehetd, szintetikus auxinanalégként funkcionald herbicidet biztositsanak
a mez6gazdasag szamdra. Mivel ezt az anyagot foleg gyomirtoként, valamint szdvettenyésztés
soran, elsdsorban transzformans ndvények eldallitasakor hasznaljdk, ezért hatasat inkabb
gyakorlati megkozelitésbol, novények novekedési és talélési paramétereinek, valamint
szdvettenyészetek Kallogenezisének és novényregeneracids képességének a szempontjabol
vizsgaltak. Novényekben elsésorban az aktivan fejlodo, fiatalabb részekben halmozddik fel, s
auxinanalogként a sejtosztodas és sejtmegnyulas serkentésével a ndvekedési rata emelkedését
okozza. Kallusz tenyészetek anyagcseréjére gyakorolt hatdsit azonban eddig senki sem
vizsgélta, ebben a témaban sajnos egyébként is kevés irodalmi adat all a rendelkezésiinkre,
mert a kallusz kultarakat altalaban eszkizként, koztes anyagként hasznaljik, s elsdsorban a
névényregeneracios képességiik szempontjabol vizsgéljak dket.



A Dicamba altalanos anyagcsereserkentd és génexpresszios aktivitast noveld, valamint
a stresszhormonok szintjére gyakorolt hatdsa valdszintileg szintén az auxinvalasz kivaltasaval
magyarazhatd. Az egyik megkozelités a jelenség magyardzatara az lehet, hogy az exogén
auxinanaldég viszonylag nagy koncentraciéban torténdé alkalmazasa kontroll kériilmények
kozott is enyhe stresszhatdssal van a kallusz tenyészetekre. ezért serkenti példaul az
abszcizinsav és jazmonsav képzOdését. A jazmonsav az akklimaciés folyamatokban a
masodlagos anyagcsereutakat aktivald hatdsa miatt, valamint jelatvivé molekulaként jatszik
szerepet, az altala befolydsolt szignaltranszdukcios utak valoszintileg a komplex védekezési
mechanizmusok finomhangoldsat végzik. Hidegakklimacids folyamatokkal kapcsolatban
felfedezték, hogy a jazmonsav specifikus, génexpressziot modosité hatasat AP2/ERF
(APETALA2 / Ethylene Responsive Factor) domaint tartalmazd transzkripcios faktorok
kézvetitik, amiknek egyik alcsoportjaba sorolhatok maguk a CBF faktorok is. Ez alapjan a
jazmonsav endogén szintjében bekovetkezd emelkedés a tartés hideghatas masodlagos
hirvivojeként, a CBF-COR rendszer aktivaciojara .rasegitd” faktorként funkcionalhat. A
jazmonsav-valasz és az abszcizinsav anyagcsere kolcsonhatasa szintén kimutathatd.

Az auxinanalogok a sejtosztodast és sejtmegnyulast eldsegitd anyageserestimulalo
hatds részeként a stresszhormonok képzodését is novelik, koziilik is elsdsorban az
abszcizinsav, illetve az etilén anyagcseréjét serkentik, amit génexpresszids szinten
Arabidopsis microarray kisérletek eredményei is megerésitenek. Az abszcizinsavtol fliggd
jelatviteli utak és a hidegakklimacios folyamatok kozotti kapesolat ismeretében a Dicamba
fagyallosagra gyakorolt pozitiv hatdsa tehat a génexpresszids aktivitds novelése mellett
anyagcsere érintettségét megerdsiti a fazeinsav €s neofazeinsav Koncentracidjaban
hidegkezelés hatasara bekdvetkezo, Dicamba jelenlétében kiilondsen markans novekedés.
Ezek inaktiv katabolitok, azonban jelenlétiik az abszcizinsav szintjében korabban
bekovetkezett emelkedésre utal. Gabonandvények magas abszicizinsav szintje és a
megndvekedett fagyallosag kdzott pedig tobb kutatdcsoport is mutatott mar ki dsszefliggést.
Ez azonban esetiinkben nem lehetett pusztin az auxinanaloggal torténd Kkezelés
kovetkezménye, hiszen kontroll tenyészetekben nem tapasztaltunk olyan mértéki kiilonbséget
a Dicambaval kezelt és Dicamba-mentes kultirak abszcizinsav-tartalmaban. A Dicambaval

torténd kezelés tehat dSnmagdban nem elegendd a hidegkezelés soran megfigyelhetd hatdsok
kivaltasahoz.
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