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2. ABSZTRAKT

A hidegakklimatizalodast, amely a fagykarok elleni hatékony védekezés elofeltétele,
befolyasolja az alacsony hdmérséklet, a fotoperiddus, a fény intenzitasa, és a fény mindsége is. A
fény ¢és az alacsony hémérséklet mint két kiilsé abiotikus tényez0 hidegedzddésben jatszott
szerepének €és annak molekuldris hatterének vizsgalatara két kiilonb6zd kisérletet allitottunk be.

Az els6 kisérletben 6szi arpa novényeket kezeltiink kis, normal és nagy fényintenzitas
mellett, alacsony voros tavoli vords aranyt (R/FR) fénnyel 5°C-on és 15°C-on. A HVCBF14 gén
expresszidjat és a CBF-regulon két jol jellemzett tagjat, a HYCOR14b és a HYDHNS géneket
vizsgaltuk. A vizsgalt gének expresszios szintje tObbszorosen emelkedett 5°C-on a 15°C-0s
kezeléshez viszonyitva, fliggetleniil az alkalmazott fényintenzitastél vagy a spektrumtol. A
kiegészitdé tavoli vords (FR) megvilagitds mindkét homérsékleten eldidézte a HVCBF14 ¢és
célgénje, a HVCOR14b expressziojanak indukalasat. Ez a fénykiegészités a HVDHNS gén
expresszidjara csak kis mértékben volt hatdssal. A kdrnyezeti feltételek megvaltozasat kdvetden,
a fiziologiai hatasok tesztelésére fagyasztasi teszteket is végeziink. Minden esetben azt
tapasztaltuk, hogy az alacsony R/FR arany noveli az arpa fagytiirését minden fényintenzitasnal.

A masodik kisérletben a FR-kiegészités hatasat tovabb vizsgaltuk. Itt a novények
hormonszintjére, azok metabolizmusara és a legfontosabb hormon-anyagcseréhez kapcsolddo
génekre voltunk kivancsiak, szintén mérsékelt (15 °C) és alacsony (5 °C) homérsékleten, de mar
csak egy fényintenzitason. Az FR altal fokozott fagy elleni tolerancia 15 °C-on az abszcizinsav
(ABA) szintjének novelésével jart egyiitt, az indol-3-ecetsav (IAA) és a cisz-zeatin (cZ) szintjének
mérsékelt emelkedésével szoros Osszefiiggésben. A 15 °C-os FR kezelés utan bekovetkezd
mérsékelt volt a fehér kontroll fénykezeléséhez képest, valosziniileg az FR elékezelés okozta
magasabb tranziens ABA koncentracio miatt. A jazmonsav (JA) és a szalicilsav (SA)
koncentracioja atmenetileg csokkent. Amikor a novényeket kozvetleniil hideg (5 °C) és FR kezelés
kombinaciojanak tettiik ki, az ABA hatarozotabb emelkedést mutatott, amire a JA szint hasonldan
modosult. A kombinalt kezelés 7. napjara ezen emelkedések az IAA ¢és a cZ emelkedésével jarak
egyiitt, mely jelenség erdsebb stresszreakciot és ezaltal jobb akklimatizalodast jelezett elére. A
fagytesztek alapjan a hidegedz6dés akkor volt a leghatékonyabb, ha az FR fényt az arpa névények
korai fejlédési szakaszaban alkalmaztuk, nem pedig a késébbi szakaszokban.

Ez a kisérleti sorozat bizonyitékul szolgdl a ndvényi hormonok, a fénymindség, a
fényintenzitas és az alacsony hdmérséklet kozotti szoros kapcesolatra a hidegakklimatizacio kezdeti
szakaszaban.



3. ABSTRACT

It is established that besides the cold the incident light also has a crucial role in the cold
acclimation process. Cold acclimation, the necessary prerequisite for promotion of freezing
tolerance, is affected by both low temperature and enhanced far-red/red light (FR/R) ratio. To
elucidate the interaction between these two external hardening factors two different experiments
were carried out.

In the first experiment winter barley plantlets were grown under different light conditions
with low, normal, and high light intensities at 5°C and 15°C. The expression of HYCBF14 gene
and two well characterized members of the CBF-regulon HYCOR14b and HYDHNS5 were studied.
In general, the expression level of the studied genes was several fold higher at 5°C than at 15°C
independently of the applied light intensity or the spectra. The complementary far red (FR)
illumination has induced the expression of HYCBF14 and also its target gene HYCOR14b at both
temperatures. However, this supplementation did not affect significantly the expression of
HvDHNS. To test the physiological effects of these changes in environmental conditions freezing
tests were also performed. In all the cases we found that the reduced R/FR ratio increased the frost
tolerance of barley at every incident light intensity.

In the second experiment the impact of reduced R/FR ratio in the incident white light was
studied on the hormone levels, and on the key hormone metabolism-related genes in winter barley
leaves at moderate (15°C) and low (5°C) temperature. FR-enhanced freezing tolerance at 15°C
was associated with promotion of abscisic acid (ABA) levels, accompanied by moderate increase
of indole-3-acetic acid (IAA) and cis-zeatin (cZ) levels. The most prominent impact on plants’
freezing tolerance was found after FR pre-treatment at 15°C followed by cold treatment together
with FR supplementation. Response of ABA was diminished in comparison with white light
treatment, probably due to the previous transient elevation of ABA content during FR pre-
treatment. Jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) were transiently reduced. When the plants
were exposed directly to a combination of cold (5°C) and FR supplementation, ABA increase was
higher than in white light, and was associated with enhanced elevation of JA. After sevent days of
the combined treatment IAA and cis-zeatin also increased, which indicate stronger stress response
and better acclimation. Cold hardening was more efficient when FR light was applied in the early
developmental stage of barley plants rather than in later stages.

This series of treatments serves as evidence for the close relationship between plant
hormones, light quality, light intensity and low temperature at the beginning of cold acclimation.



4. AUSZUG

Es wird festgestellt, dass neben der Kélte auch das einfallende Licht eine entscheidende
Rolle bei der Kailteakklimatisierung spielt. Die Kailteakklimatisierung, die notwendige
Voraussetzung fiir die Forderung der Gefriertoleranz, wird sowohl von der niedrigen Temperatur
als auch von einem verbesserten Verhiltnis von Fernrot zu Rotlicht (R/FR) beeinflusst. Um die
Wechselwirkung zwischen diesen beiden externen Héartungsfaktoren aufzukldren, wurden zwei
verschiedene Experimente durchgefiihrt.

Im ersten Experiment wurden Wintergerstenpflinzen unter verschiedenen
Lichtbedingungen mit niedrigen, normalen und hohen Lichtintensitidten bei 5 °C und 15 °C
geziichtet. Die Expression des HYCBF14-Gens und zweier gut charakterisierter Mitglieder des
CBF-Regulons HvCOR14b und HvDHN5 wurde untersucht. Im Allgemeinen war das
Expressionsniveau der untersuchten Gene bei 5 °C um ein Vielfaches hoher als bei 15 °C,
unabhingig von der angelegten Lichtintensitit oder den Spektren. Die komplementére Fernrot-
Beleuchtung (FR) hat die Expression von HVCBF14 und auch seines Zielgens HYCOR14b bei
beiden Temperaturen induziert. Diese Ergdnzung beeinflusste jedoch die Expression von HYDHN5S
nicht signifikant. Um die physiologischen Auswirkungen dieser Anderungen der
Umgebungsbedingungen zu testen, wurden auch Gefriertests durchgefiihrt. In allen Fillen stellten
wir fest, dass das verringerte R/FR-Verhéltnis die Frosttoleranz von Gerste bei jeder einfallenden
Lichtintensitdt erhohte.

Im zweiten Experiment wurde der Einfluss der FR-Supplementierung auf weilles Licht,
das durch kiinstliche LED-Lichtquellen erzeugt wird, auf die Hormonspiegel, ihren Metabolismus
und die wichtigsten Gene im Zusammenhang mit dem Hormonstoffwechsel in Wintergerste bei
moderaten (15 °C) und niedrigen (5 °C) bestimmt Temperatur. Eine FR-erhohte Gefriertoleranz
bei 15 °C war mit einer Forderung der Abscisinsdure (ABA) -Niveaus verbunden, begleitet von
einem moderaten Anstieg der indol-3-essigsdure (IAA) - und cis-Zeatin (cZ) -Niveaus. Der
starkste Einfluss auf die Gefriertoleranz der Pflanzen wurde nach der FR-Vorbehandlung bei 15
°C und anschlieBender Kaéltebehandlung bei der FR-Supplementierung festgestellt. Das
Ansprechen von ABA war im Vergleich zur WeiBllichtbehandlung verringert, wahrscheinlich
aufgrund der Erh6hung der Stresstoleranz wahrend der FR-Vorbehandlung. Jasmonsaure (JA) und
Salicylsdure (SA) wurden voriibergehend reduziert. Wenn die Pflanzen direkt einer Kombination
aus Kilte (5 °C) und FR-Supplementierung ausgesetzt wurden, war der ABA-Anstieg hoher als
bei weillem Licht und war mit einer erhdhten Erhdhung von JA und ldngerfristig mit einem Anstieg
von IAA und cis-Zeatin verbunden. Die auf eine stdrkere Stressreaktion und eine bessere
Akklimatisation hinweisen. Das Kaltharten war effizienter, wenn FR-Licht eher im frithen
Entwicklungsstadium von Gerstenpflanzen als in spéteren Stadien angewendet wurde.

Diese Reihe von Behandlungen dient als Beweis fiir die enge Beziehung zwischen
Pflanzenhormonen, Lichtqualitdt, Lichtintensitdt und niedriger Temperatur zu beginn der
Kalteakklimatisierung.



5. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A gabonafélék termesztése fontos az emberiség szamara, hiszen nem csak az
¢lelmiszereink nagy részét képezik, de az allati takarmanyozason til, szdmos ipari tevékenység
szamara is f6 alapanyagforrasként szolgalnak. Ebbdl kiindulva, kiemelten fontos, hogy a
termesztésbe vont novényeinknek nagy termésbiztonsaga legyen. A legfébb problémat az egyre
inkabb kiszamithatatlanna valo idéjarasi koriilmények jelentik, melyek kovetkeztében a realizalt
terméshozamok joval alacsonyabbak lehetnek az elérheté termésmennyiségekhez képest. Az
emlitett iddjarasi koriilmények megvaltozasanak kovetkeztében 1étrejohetnek fokozott
hémérsékleti ingadozasok, melyek gatolhatjdk a télallosagot alapvetden befolyasold genetikailag
meghatdrozott fagyallosagi szint kialakuldsat az atteleld 6szi gabonafélék esetében. Hasonld
gonddal néziink szembe tavasszal, amikor tél végén el6fordulé meleg hullamok miatt az atteleld
novények elvesztik fagyallosagukat, és karosodnak a rakovetkezd fagyok kovetkeztében. A
munkank alapja elsdsorban az alacsony hémérséklettel szembeni védekezés és a fagytlirés

kialakulaséanak vizsgalata.

Alapvetd kérdés tehat, hogy Magyarorszagon a homérsékletvaltozas vagy akar a napi
atlaghomérséklet fluktuaci6 mennyire gyakori probléma az 6szi gabonafélék attelelésének
tekintetében. Attekintve az Orszagos Meteorologiai Intézet adattarat

(https://www.met.hu/eghajlat/magyarorszag eghajlata/eghajlati adatsorok/Szombathely/adatok/

havi_adatok/) megtalalhatjuk, hogy Szombathely térségében az 1901-1930-as évek kozott a
novemberi atlaghdmeérséklet 9,37 °C volt, mig az 1981 és 2010 kozotti idészakban az majd 1 °C-
kal (10,01 °C) emelkedett. Azonban ha megvizsgaljuk a napi hémérsékleti fluktuaciot is, akkor
azzal szembesiiliink, hogy -4 °C alatti napok szama a XX. szazad els6 30 évének novemberében
10, mig az 1981-2010 kozotti iddszakban 16 volt. Vagyis a szélsdségesebb iddjarasi viszonyok

ténylegesen eléfordulnak hazankban is.

Mindezen emlitett tények alapjan belathato, hogy egyre inkabb sziikségesebbé valik az
olyan gabonafélék létrehozéasa, amelyek sokkal ellenallobbak a kornyezeti tényezdkre nézve,
esetiinkben a homérséklet jelentds valtozasaival szemben. A haszonndvények akklimécios
képességeinek javitasat csak akkor valdsithatjuk meg, ha megismerjiik azokat a f6 molekularis
mechanizmusokat, melyek szerepet jatszanak a nodvények abiotikus stressz-valaszainak

kialakitasaban.

A hidegedz6dés indukcidjanak legfontosabb része a hdomérséklet-csokkenés korai

érzékelése. Ez a jelatviteli rendszer azonban igen osszetett. Osszel a kornyezeti tényezok
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valtozasara (pl. hdmérséklet, fényintenzités, spektrumok) van sziikség ahhoz, hogy a gabonafélék
fiziologiailag felkésziiljenek a téli fagyokra. Szamos publikacioban olvashato6 a rendszer fény altal
torténd szabalyozasa. Tudjuk, hogy a napfény spektruma és intenzitasa nem allando, hiszen az
hajnalban ¢és alkonyatkor ciklikusan valtozik, valamint az egyes évszakokban is jelentOs eltérést
mutat. Naplemente idején a napfény spektrumaban szignifikdnsan emelkedik a tavoli voros fény
aranya a voroshoz képest, amelyet kovetden a hdmérséklet is eléri a napi minimumat. Ez a jelenség
all vizsgalodasunk hatterében, és alap hipotézisiinket is ebbdl kovetkeztettiik vagyis, hogy a
novények a csokkent voros/tavoli voros fény aranyt egyfajta jelként hasznalhatjak a hdmérséklet-
csOkkenésre valo felkésziiléshez. Ezen tedériank aldtdmasztdsdra két kiilonbozd kisérletet
allitottunk be, ahol egy jo fagytliréssel rendelkezd Oszi arpa genotipusban vizsgaltuk a
hémérséklet, a fényintenzitds €s a fényspektrum valtozastol fiiggd fagytiirés kialakulasanak

molekularis hatterét. A kisérletek céljait az alabbiakban hataroztuk meg.
Az értekezés 6 célkitiizései:

e Harom kiilonbdzo abiotikus tényezd, a homérséklet, a fényintenzitds és a fényspektrum

hatasanak egyenkénti, illetve kombinalt jellemzése arpa novények fagyastiirésére.

e A HVCBF14 transzkripcios faktor és a CBF-regulon két jol jellemzett tagjanak, a HYCOR14b
¢s a HYDHNS gének expresszidjanak jellemzése modulalt fény- és kiilonboz6 hémérsékleti

koriilmények kozott.

e A mesterséges LED-es fényforrasok altal 1étrehozott alacsony vords/tavoli vords (R/FR) fény

arany hatasanak tisztazasa az arpa hormondsszetételére normal és alacsony hdmérsékleten.

e A jelenség mogott talalhatd, a ndvényihormon-bioszintézisben szerepet jatszé gének

génexpresszids mintdzatainak kideritése.
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6. IRODALMI ATTEKINTES

6.1. A fény szerepe a novények fejlodésére €s a stresszvalaszok kialakitasara

A fénynek, mint az €let egyik legmehatarozobb kornyezeti tényezdjének szamos kiillonb6zo
jellemzdje van. Ilyenek példaul a fény spektralis Osszetétele (a hullamhosszak Gsszessége),
intenzitdsa ¢és iddtartama, sOt a fény irdnya is nagyban befolyasolhatja a novényi ndvekedést és

fejlodést.

A fény ¢s novények kapcsolataban legtobbszor a fotoszintézis jelenségét vizsgaltak. Ez
annak is koszonhetd, hogy a biologia torténelmében az egyik legfontosabb esemény a fotoszintézis
kialakulasa volt. Ez a folyamat teszi lehet6vé a biologiai energiatermelést a novények szamara
(Singh ¢és mtsai. 2015). A masik fontos tényezéd a fény altal indukalt novénybiologiai
mechanizmusok esetében a fotomorfogenezis. A ndvények fejlédésbiologiajaban a
fotomorfogenezis tulajdonképpen nem mas, mint a fény direkt hatasa a névények novekedésére és
fejlodésésére, amely sok esetben a fény spektrumatdl is fiigg. Ebbdl kovetkezik, hogy ez a
fotoszintézistol egy teljesen fliggetlen, a fényreceptorok altal iranyitott folyamat (Parks 2003).
Fontos megjegyezni, hogy a napfény szinképe nem allando, hanem évszaktol, napszaktol és az
id6jarastol is fiiggden, amely a fentiekben emlitett tényezékon kiviil akar a novények egymashoz
viszonyitott helyzetétél is nagyban véltozik. (Kotilainen és mtsai. 2020). Igy példaul a vords/tavoli
voros fény arany csokkenésének mértéke mennyiségileg Osszefiigg a szomszédos novényzet
stirliségével és annak kozelségével (Smith és Whitelam 1997). Tehat a természetes fény spektralis
Osszetételének valtozasat egy adott idépontban tobb kiilonbozd tényezd is meghatarozza, amelyet
az alabbi abran mutatunk be (1. abra A). A szinkép ismerete azért fontos, mert a spektrumot alkoto
monokromatikus fények mas és mas reakciokat valtanak ki a novényekben. A fotoszintézis
szempontjabol féleg a vorods és a kék fény hullamhossztartomanyéaban érkezd sugarzas gerjeszti az
elektronokat. A fotomorfogenezis kapcsan emlitést érdemel, hogy a kék és az UV tartomanyt
hullamhosszak a karotinoidok és az antocianinok felhalmozddasat okozzak a levelekben (Li €s
Kubota 2009, Carvalho ¢és mtsai. 2016, Bayat és mtsai. 2018). A vords fény a szénhidratok

felhalmozodasat idézheti el szintén a levelekben (Sebe és mtsai. 1995, Bayat és mtsai. 2018).

A ndvények a beesd fény spektrumat az ugynevezett fotoreceptorok segitségével érzékelik,
amik aztan kiilonbozo jelatviteli folyamatokat képesek indukalni. A fotoreceptorok magukban
foglaljak a nemrégiben felfedezett UV-B-érzékeld6 UVRS proteint (Kliebenstein és mtsai. 2002,
Rizzini és mtsai. 2011), a kék és UV-A fényt érzékeld kriptokromokat, fototropinokat és fény-

oxigén-fesziiltséget érzékeld doménfehérjéket, valamint a vords (R) és tavol-vords (FR) fényt
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abszorbeald fitokromokat (Chen és mtsai. 2004, Kim és mtsai. 2007). A felsorolt fotoreceptorok

hatékony spektrumat azok aktivalasdhoz és az inaktivalashoz az 1.B ébra mutatja be.
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cry3. kriptokroml,2 és 3; photl és phot2, fototropin 1 és 2; phyA és phyB, fitokrom A és fitokrom B. ZTL:
ZEITLUPE. 4: Az dsszes spektrum spektroradiométerrel (LI-1800; Li-Cor, Lincoln, NE) lett mérve
Japanban, Nara varosaban (2003. majus, 15:00 ora, napfényes idében). Narancs: Sziiretlen napfény
Sziirke: Arnyékban Zold: Pueraria lobata levelein keresztiil Vildgosbarna: Pueraria lobata sdrguld
levélein keresztiil (6szi levél). B: Az fotoreceptorok aktivilasanak és inaktivalasanak hatékony spektruma

(Kami és mtsai. 2010).
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A fotoreceptorok koziil az egyik legfontosabb csoportot a fitokromok alkotjak. Ezek
szabalyozzak egy novény teljes életciklusa alatt bekdvetkezd fotomorfogén fejlddés minden
aspektusat, beleértve a csirdzast, a palantak fejlodését, a fotoszintetikusan aktiv szomszédos
novények altali arnyékolas elkeriilését, a cirkadian oOra beallitasat, de még a viragzas idejét is

(Franklin és Quail 2010).

A mérsékelt égovon az atteleld 6szi gabonaféléket oktoberben vetik el és azok kikelésiik
utan alkalmazkodnak a kiilsé koriilményekhez. Ennek 1ényege, hogy fokozatosan csokken a
nappalhossz és egyuttal a hoémérséklet is. Ezt a tobb hetes edzddési folyamatot
hidegaklimatizacionak nevezziik, melynek eredményeként a kezdetben még fagyérzékeny
novények elviselik a téli fagyokat (Catala és mtsai. 2011). Az alacsony hémérséklet, valamint a
fény altal kivaltott egyedi vagy kozos jelek helyes integralasa elengedhetetlen a
hidegakklimatizaci6 megfeleld kialakuldsanak biztositasdhoz. Leegyszeriisitve, a hideg elleni
védekezés megfeleld kialakulasahoz, vagy akar annak novelése érdekében, a fény elengedhetetlen
(Wanner és Junttila 1999). A fény hatdsat a hidegakklimatizacié kialakulasdhoz szintén a
fitokromokon kozvetitik, ami az egyéb hideghatasok mellett fokozott génexpresszios valtozasokat
indukal, amelyek pozitivan szabalyozzak a fagytiirés kialakulasat (Crosatti és mtsai. 1999, Kim és

mtsai. 2002, Catala és mtsai. 2011).

Az eddigiek, valamint fitokromok aktivalasai spektrumanak figyelembe vételével fontos
tudni, hogy napfelkelte és alkonyat idején a napsugarzasbol szarmazo vords/tavoli vords fény
arany 1,15-r6l nagyjabol 0,7-0,8-ra csokken. Ehhez kapcsolddva szintén kiemelendd, hogy a
nagyobb szélességi fokokon, ahol az alkonyat idétartama meghosszabbodik, a fénymindség

valtozasat szezonalis informacioként hasznaljak a novények (Linkosalo és Lechowicz 2006).

Mindezek szerint azokban az esetekben, mikor a novényeknek nagyobb hideg elleni
kitettséggel kell szembenézniiik, a vords/tavoli vords fény ardnya csokken. Lehetséges, hogy a
voros/tavoli vords fény aranyt a ndvények mint jelet érzékelik, és azt hasznalhatjak fel a

homérséklet-csokkenésre valo felkésziiléshez.

6.2. A novények fagytiirésének kialakulasa (akklimatizacio)

A ndvények fagyallosaganak mértéke genetikailag meghatarozott, azonban kialakulasa egy
hosszu adaptacios folyamat eredménye. A szarazsag mellett az alacsony hémérsékletet tartjak
szamon mint a legkomolyabb kornyezeti tényezét, amellyel szemben a magasabb rendi

novényeknek ellenallénak kell lennitik (Theocharis és mtsai. 2012, Zhou €s mtsai. 2017). Az 6szi
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gabonafélék esetében a fagyalosagi sorrend a kovetkez6: rozs > buza > arpa > zab. Egy adott
novényfaj, példaul a bliza esetében a fagyallosag fiigg a fejlédési allapottol is. Hidegedzddésre
csak a fiatal még vegetativ allapotban 1évé fiatal novények képesek. Az alacsony homérséklet
fiiggvényében két kiilonbdzo hatasrol beszélhetiink, amelyekbdl az egyik a hideg (<20°C), mig a
masik a fagystressz (<0°C). Ennek is kdszonhetd, hogy a ndvényeknek nemcsak novekedését és
fejlodését befolyasolja a hideg elleni védekezésiik hatékonysaga, hanem a ndvények foldrajzi
eloszlasaban is kulcsszerepe van a hdmérsékletnek (Mickelbart és mtsai. 2015, Guo és mtsai. 2017,

Nurhasanah Ritonga ¢s Chen 2020).

Az alacsony homérséklet korai érzékelése az elsé Iépés a novények szamdira a
toleranciareakciok kifejlesztésére, amely reakciok igen komplex biokémiai és fiziologiai
folyamatokka alakulnak at (Ruelland és Zachowski 2010). Vizsgalatok széles skalaja azt jelzi,
hogy a sejtek lipidmembranja a hideg okozta sériilés elsédleges helye a névényekben (Steponkus
1984). Ezenkiviil j6l megalapozott, hogy a fagy okozta membrankarosodas elsésorban a fagyassal
jard dehidratacio kovetkezménye (Steponkus 1984, Thomashow 1999). A hidegaklimatizacioban
olyan jelatviteli utak és biologiailag aktiv anyagok vesznek részt, mint az oxidativ utvonal, a
mitogén-aktivalt protein-kinazok (MAPK-K), a fitohormonok, az abszcizinsav (ABA), valamint a
CBF-ek altal iranyitott (CBF fiiggd) utvonalak (Jeon és mtsai. 2010, Danquah és mtsai. 2014, X.
Wang és mtsai. 2016, Zhu 2016, Yuan és mtsai. 2018).

A hideg hatdsidra a ndvényi sejtek membranjanak valtozik a viszkozitdsa, és ennek
kovetkeztében ugynevezetett hirvivd (messenger) molekuldk szabadulnak fel. Ezek koziil is az
egyik legfontosabb a kalcium-ion (Ca?"), amely kulcsszerepet jatszik a jelatviteli folyamatokban
(Ranty és mtsai. 2016). A hideg hatasara torténd jelatvitel magaban foglalja a Ca?* csatornak
és/vagy a Ca?* pumpa aktivalasat a novényi sejtekben. Ennek kovetkeztében a vakuolumbél Ca?*
aramlik a citoplazmaba (Wilkins és mtsai. 2016, Mori és mtsai. 2018). A hideginger altal kivaltott
Ca?* jeleket Ca?" szenzorok, példaul kalmodulinok (CaMs), CaM-szerii fehérjék (CML), Ca?*-
fliggd protein-kinazok (CPKs / CDPKs) ¢€s kalcineurin B-szeri fehérjék (CBL) kozvetitik tovabb
(Wilkins és mtsai. 2016, Zhu 2016, Shi és mtsai. 2018, Yuan és mtsai. 2018). Aztan ezek a Ca?*
szenzorok a Ca?* szignalizacié egyéb komponenseivel egyiitt dekodoljdk a Ca®* felhalmozodast
downstream szignalizaciés eseményekké, mint példaul foszforilaciova, transzkripcios
Ujraprogramozassd, a MAP kinaz kaszkad aktivalodasava, vagy akar a reaktiv oxigény gyokok
(ROS) és/vagy nitrogén-oxid (NO) felhalmozodasava. (Reddy és mtsai. 2011, Liu és mtsai. 2017,
Yuan és mtsai. 2018). A Ca®" jel foszfolipidekkel, elsésorban foszfatidinsavakkal (PtdOH) is
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felerdsithetd, amelyek mint lipid szekunder hirvivék kozvetitik a ndvényekben az alacsony

hémérséklet jelzését (Vergnolle és mtsai. 2005, Chinnusamy és mtsai. 2010).

Az abszcizinsavat (ABA) mint a hidegakklimatizacios folyamat lehetséges aktivatoraként
tartjak szamon, mivel az ABA endogén szintje atmenetileg vagy akar konstitutiv modon is
megemelkedik a hidegedzddés soran. Ezt a feltételezést az is meger6siti, hogy névényi in vitro
kulturdkban az ABA exogén alkalmazasaval elérhetd, hogy akar normal hdomérsékleti
koriilmények mellett torténd kezeléssel is megvaldsithatd az egyed fokozott tolerancidja a
hideghatasok ellen (Shinkawa és mtsai. 2013). Az ABA a stressz hatasanak érzékelése utan mar
néhany percen beliil megkezdi felhalmozddasat a ndvényi sejtekben, ami akar tobb oran keresztiil
is folytatodik a hdmérséklet fiiggvényében. Eppen ezért méra elfogadott az a megallapitas, hogy
az alacsony hoémérséklethez vald alkalmazkodas soran az ABA jelatvitel a fagyastiirés
Kivaltasanak és szabalyozasanak egyik fontos részét képezi (Gusta és mtsai. 2005, Heidarvand és

Maali Amiri 2010, Brundkova és mtsai. 2015).

Az abszcizinsav mellett a jazmonatok mint a novényi hormonok egy masik csoportja is
részt vesznek a szamos stressz elleni védekezésben, koztiik a hdméréskleti ingadozasokbdl
szarmazd valaszokban is (Balbi és Devoto 2008). Hidegkezelés hatasara felhalmozddnak a
novényi sejtekben, de példaul exogén metil-jazmonattal (MeJA) torténd kezelés szintén fokozhatja
a fagytiirést (Hu és mtsai. 2017). Ezenkiviil a jazmonsav (JA) mennyisége pozitiv korrelacioban
all az Arabidopsis thalina szacharéztartalmaval (Balbi és Devoto 2008), ami szintén Osszevag
azzal a megfigyeléssel, hogy a JA felhalmozodasa az Arabidopsis novényekben szénhidratfiiggd
mechanizmus (Hamann és mtsai. 2009, Wingler és mtsai. 2020). Ez a jelenség Gsszefiiggésben all
azzal, hogy a szénhidratok anyagcsere utja alacsony hémérsékletre reagalva szintén valtozo

tendencidkat mutat (Jiang és mtsai. 2014).

A keményitd lebomlésa soran oldhato cukrok, mint példaul szacharéz, gliikkoz és trehaloz
keletkeznek, amelyek moduldlhatjak a sejtek ozmotikus potencidljat, amik a plazmamembran
megvédésében jatszanak szerepet az alacsony hémérsékleten bekovetkezé karosodassokkal

szemben (Bogdanovi¢ és mtsai. 2008, X. Wang és mtsai. 2016).

Az eddigiek alapjan jol latszik, hogy a ndvények hidegedzddése, valamint az akut fagykar elleni
védelem mechanizmusa igen Oszetett folyamat. Ezt a bonyolult folyamatot probaltuk a 2. abran

Osszefoglalni Wang és munkatarsai (2016) altal készitett dbra alapjan (X. Wang és mtsai. 2016).
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2. abra Az arpaban eldfordulo alacsony homérséklet okozta stressz jelatviteli utjainak sematikus abraja. A

Fagy elleni tolerancia

Jjelzé molekuldkat, a DEG-ket, a nem-DEG-ket és a metabolitokat piros, kék, sziirke és fekete szinnel
abrazoltuk. A nyilak pozitiv szabadlyozast jeleznek, mig a zart vonalak a negativ szabalyozast jelentik. A
szabdlyozas kozvetlen (folytonos) vagy kozvetett (szaggatott vonal) médon is dbrdzolva van. A: Ca*
Jjelatvitel. CAM, kalmodulin; CAMTA, kalmodulin-k6t6 transzkripcios faktor; CBL, kalcineurin B-szerii
fehérje; CDPK, kalciumfiiggd protein kindz. CIPK, CBL-kélcsonhatdsban 1évé protein-kindz, CML,
kalmodulinszerii fehérje. B: PtdOH jelatvitel. CDS, citidin-difoszfat-diacil-glicerin-szintdz, CTP, foszforil-
kolin-citidilil-transzferdz; DGK, diacilglicerin-kindz;, EK, etanol-amin-kindz; EPT, citidin-difoszfat-
etanol-amin-foszfotranszferdz;, GPAT, glicerin-3-foszfat-acil-transzferaz; LPAAT, lizofoszfatidsav-acil-
transzferdaz; PAP, foszfatidinsav-foszfataz;, PEAMT, foszfoetanol-amino-metil-transzferdz, PIS, foszfatidil-
inozit-szintdz, PLC, foszfolipaz C; PLD, foszfolipiz D,; PtdOH, foszfatidsav. C. CBF utvonal. CBF, C-
repeat binding faktorok; CIRI1, cirkadian 1; COR, cold regulated gének,; ICE1, CBF expresszio induktora;
LOS2, az ozmotikusan reagalo gén 2; MYBI15, MYB domén fehérje 15. D: ABA utvonal. ABA1, ABA hianyos
1; ABF, ABA-reszponziv elemek megkotd faktor;, AREB, ABA-reszponziv elem kété fehérje; CYP707A,
citokrom P450-csalad 707-A-alcsalad;, HB-7, homeobox-7; NCED, 9-cisz-epoxikarotinoid-dioxigendz;
NPQI, nem fotokémiai csillapito 1; OSTI, sztoma nyito 1, PP2C, fehérje-foszfataz 2C; PYL, pirabaktin-
rezisztencia 1-szerii gén; PYR, pirabaktin rezisztencia; SnRK2.5, szacharoz nem fermentaloé 1-rokon
protein-kindz 2,5. E: Jasmonadt utvonal. ACOX, acil-CoA-oxiddz;, AOC, allén-oxid cikldaz, AOS, allén-oxid
szintaz; COIl, koronatin-érzéketlen 1; JAZ, jazmonat-zZim-domén fehérje 11; KAT, ketoacil-COA-
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aciltranszferaz, LOX, linoleat 13S-lipoxigendaz; MFP2, enoil-CoA hidrataz; OPCLL, OPC-8: CoA ligadz 1;
OPR, 12-oxofitodienoat-reduktaz;, PLAI, foszfolipaz Al; PLA2, foszfolipaz A2. F: Amiloz hidrolizis —
Cukrok bioszintéze. BGLU, béta-glikozidaz, CESA, celluloz-szintaz;, GH, 4-béta-D-gliikan-4-
gliikanhidrolaz, GPI, glikoz-6-foszfat-izomeradz; HK, hexokindz, INV, invertaz, LSC, levansukraz, PFK,
foszfofruktokinaz, PGM, foszfogliikomutaz. PHS, alfa-gliikan-foszforilil; SBE, keményitdelagazo enzim;
SPP, szacharoz-foszfat-foszfataz; SPS, szacharoz-foszfat-szintaz, SUS, szacharoz-szintaz, TPP, trehaloz-

6-foszfat-foszfataz, TPS, trehaloz-6-foszfat-szintaz; UGP, UDP-gliikoz-pirofoszforilaz.

6.3 A C-repeat binding transzkricios faktorok (CBF-ek)

A kozelmultban felhalmozott bizonyitékok arra deritettek fényt, hogy az éveld és az
egynyari ndvényfajokban egyarant, a jol Osszehangolt akklimatizacios folymatokat egy adott
géncsoport, a C-repeat binding factorok vagyis a CBF gének iranyitjak. Ezért e transzkripcios

faktorokat az akklimatizacio ,,mestergénjeinek” is szoktak nevezni (Liu és mtsai. 2019).

A CBF transzkripcios faktorok az APETALA2/ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR
(AP2/ERF) DNS ko6t6 domainnal rendelkez6 AP2/ERF szupercsaladba, azon beliill pedig
dehidrataciora reagald elem-koté faktorok (dehydration-responsive element binding factors
DREBL1) alcsaladjaba tartoznak. Képesek kotddni a CRT / DRE (C-repeat / dehydration responsive
CCGAC szekvenciat tartalmaz, mint a CBF fehérjék DNS-k6td doménjének kotohelyét
(Stockinger és mtsai. 1997, Liu és mtsai. 1998) Habar elsdként Arabidobsis thaliana
modellnévényben azonositottak és irtak le a CBF géneket, azok fontossaganak koszonhetden a
tovabbi vizsgalatok eredményeként mara 54 névénynemzetségben sikeriilt az azonositasuk. Az 54
nemzetségbdl 31 kétszikli és 23 egyszikii novényben sikeriilt megtalalni a CBF ortolog géneket

(Navarro és mtsai. 2009).

Alacsony homérséklet hatasara a CBF gének nagyrésze tranziens expressziot mutat a
hidegakklimatizacié korai szakaszaban, amelynek intenzitdsa a hOmérséklet csokkenésével
egyenes aranyban emelkedik (Gilmour és mtsai. 1998, Zarka és mtsai. 2003). Erdekesség, hogy
ladfiiben leirtak egy olyan transzkripcios faktort, amely a hideghatas els6 1épéseként maguknak a
CBF gének transzkripcidjat szabalyozza. Ez a transzkripcios faktor az ICE1 (Inducer of CBF
expression 1) nevet kapta, amely gén normal hémérsékleti koriilmények kozott inaktiv allapotban
van, am alacsony homérséklet hatdsara aktivalodik, majd konstitutivan expresszalodva indukalja

a CBF-ek transzkripciojat (Gilmour és mtsai. 1998).
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A CBF-ek dont6 szerepét a gabonak hidegedzddés folyamataban a QTL (Quantitative Trait
Locus) térképezés tarta fel (Vagujfalvi és mtsai. 2003, Francia és mtsai. 2004, Miller és mtsai.
2006) Az arpaban, a diploid alakor buzaban (Triticum monococcum L.) és a hexaploid kenyér
buzaban (Triticum aestivum L.) végzett kvantitativ genetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy a
fagytiirés €s a télallosag nagyszamu fenotipusos kiilonbségeit két QTL magyarazza: a Fr -1 és Fr-
2 (fagyallosag) 16kuszok. Vilagossa valt, hogy az SA kromoszéman talalhato Fr-1 lokusz a VRN1
vernalizacios gént hordozza magaban, amely szabalyozza a vegetativ hajtas apikalis merisztéma
fazis valtasat a szaporodasi szakaszba, kovetkezésképpen csak pleiotrop hatassal van a fagytiirésre
(Galiba és mtsai. 2009, Greenup és mtsai. 2009, Tondelli és mtsai. 2014). Masrészrol legalabb 11
CBF gént térképeztek fel az Fr-2 lokuszban kis 0,7-0,8 centimorgan (cM) tavolsagon beliil alakor
buzaban és arpaban, ami egyértelmiien megmutatta, hogy ezek a QTL-ek minden bizonnyal a CBF
génekkel azonosak (Francia és mtsai. 2004, 2007, Vaguajfalvi és mtsai. 2005, Miller és mtsai. 2006,
Tondelli és mtsai. 2006, Stockinger és mtsai. 2007). A CBF-ek dontd szerepe az éveld fajok
nyugalmi allapotanak kivaltdsdban akkor valt nyilvanvalova, amikor Wisniewski €s munkatarsai
sikersen izolaltak egy 6szibarack CBF gén (PpCBF1) teljes hosszusagli cDNS-ét (Wisniewski és
mtsai. 2011) és annak kifejez6dése almaban nem csak fokozott hidegallosagot eredményezett, de

annak nyugalmi allapotat is indukalta.

A CBF-ek koziil a kozponti szerepet a CBF14 gén jatsza a gabonafélék fagytiirésének
meghatarozasaban. Ezt elsésorban az bizonyitja, hogy amikor transzgénikus tavaszi arpa
novényekbe (Hordeum vulgare L. 'Golden Promise') épitett buza TaCBF14 gént nem
akklimatizacidos homérsékleten konstitutivan expresszaltattak, az megndvekedett fagytiirést
eredményezett (Soltész ¢és mtsai. 2013). Tovabba az arpa genotipusai kozott a hidegtiirési
kiilonbségek Osszefiiggenek a benniink taldlhato CBF14 allélkiilonbségekkel (Fricano és mtsai.
2009).

Mara az is igen megalapozotta valt, hogy az alacsony hémérséklet mellett a fény is mint
kiils6 abiotikus jelként miikodik, amely befolyasolja a CBF gének expresszios szintjeit (Maibam
¢s mtsai. 2013). Leirtdk, hogy a CBF-ek miikodésének modulalasan keresztiil a fotoperiddusnak
¢és a fénymindségnek is fontos szabalyozo szerepe van a hideg-akklimatizaloédas folyamatidban
(Franklin és Whitelam 2007, Lee ¢s Thomashow 2012, Novak és mtsai. 2016, Gierczik ¢s mtsai.
2017). Mesterséges fényviszonyok alkalmazasaval megfigyelték, hogy az alacsony hémérsékleti
¢és az egyes fénykezelési hatasok a CBF gén expresszidjara egyarant hatassal vannak, amely tobb

esetben additivnak mondhat6 (Novak és mtsai. 2016). A képet tovabb bonyolitja az a felismerés,
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hogy maga a fényintenzitas is befolyasolja a fagytiirés mértékét, mivel az alacsony fényintenzitas

képes csokkenteni a novények fagyastiirési szintjét (Apostol és mtsai. 2006).

6.3.1. A CBF-regulon

A CBF transzkripcios faktorok altal regulalt géneket egyiittesen CBF regulonnak nevezziik
(Gilmour és mtsai. 2004). E gének koziil a legfontosabbak a hideg altal szabalyozott gének (COR
- cold regulated gene) csalad tagjai (egyéb elnevezései alapjan: alacsony hémérséklettdl indukalt
(LTI - low-temperature induced), hideg altal indukalhaté (KIN - cold-inducible) vagy a
Kiszaradasra reagald (RD - responsive to desiccation) (Thomashow 1994), valamint a dehidrin
(DHN) géncsalad. Mig a COR gének els6sorban a fagytiirés kilakitasahoz jarulnak hozza, addig a
DHN gének elsésorban a fagyas okozta vizvesztés karos hatasaitol védik a novényeket (Danyluk

és mtsai. 1994, Jaglo-Ottosen €s mtsai. 1998, Choi és mtsai. 1999, Dal Bosco és mtsai. 2003).

Ennek a jelenségnek az elsd kozvetlen bizonyitéka a dehidraciéra reagald elem (DRE -
dehydration-responsive element) felfedezése volt, amely hozzajarul mind a hideg, mind a
dehidracié altal kivaltott gének expressziohoz, de nincs hatassal az abszcizinsav (ABA)
biosznitézisében szerepet jatszo gének expresszidjara (Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki 1994).
Késobb azt is bizonyitottdk, hogy a mar az el6zd fejezetben emlitett CBF-ek fény altal torténd
szabalyozasa kozvetlen modon szintén hatdssal van a COR gének transzkripcids szabalyozéasara

(Kim és mtsai. 2002).

A novényekben lezajlo ICE-CBF-COR tutvonal miikddését a hideg elleni stresszvalaszban

a 3. dbra mutatja be (Nurhasanah Ritonga és Chen 2020).
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3. dabra A névények ICE-CBF-COR utvonala a hideg elleni stresszvalaszban. A CBF-ek expresszidjat foleg
a DELLA jelatvitel kozvetiti tovabb, amit aztan az ICE1 indukal. A DELLA fehérjék hozzajarulnak a CBF
gének hideg indukciojahoz a JaZ fehérjék altal érzékelt jelek tovabbitdasan keresztiil. A CBF-ek aktivaljak
a COR-gének expressziojat a COR-gének promoterében 1évé cisz-elemekhez kotédve, és a novények

fagytiirésének fokozodasat eredményezik.

A COR géncsaladbol leginkabb leirt és a legjellemzettebb gén a molekuléris genetikai
tényezOk kozott a gabonafélék fagytiirésének teriiletén a COR14b (Crosatti és mtsai. 2003). Ennek
a génnek az expresszids szintje Osszefiiggésben all az adott ndvény hideg-érzékenységével.
Fagytiir buza genotipusban a TaCOR14b emelkedett transzkripcidja mérheté mar 18/15 °C
nappali/éjszakai hOmérsékleten, vagyis még nem akklimatizdciés hOmérsékleten, mig a
fagyérzékeny genotipusokban ez a gén egyaltalan nem fejez6dik ki ezeken a viszonylag magas
hémérsékleteken (Jaglo-Ottosen és mtsai. 1998, Thomashow 1999, Vagujfalvi és mtsai. 2000).

A DHN géncsaladbol arpaban a legismertebb hidegindukalhaté dehidrin a dehidrin 5
(DHNS5) gén, amelyet a gyakorlatban a buza WCS120 gén ortologjaként tartanak szamon (Sarhan
¢s mtsai. 1997, Kosova és mtsai. 2008). Ez azért 1ényeges, mivel a bizédban a WCS120 gént
markergénként hasznaljak a buza ndvények fagytlirésének meghatarozasahoz (Vitdmvas és mtsai.
2007). Ebbdl adodik, hogy jelenleg a HYDHNS gén az arpaban szintén az elérheté maximalis

fagytlirés markergénjének is tekinthetd (Kosova és mtsai. 2013).

A valtozo fényviszonyok és a csokkend hdmérséklet kapcsolatdnak felderitése a ndvények
hidegakklimatizacios folyamatara legalabb két fontos célt szolgalna. Ezek egyike az, hogy tudjuk,

hogy az éghajlatvéltozéas hatassal van-e a novények hideg-akklimatizalodasara, és ha megértjiik,
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hogy a névények hogyan reagalnak molekularis szinten a hdmérséklet ingadozasara, akkor a hideg
elleni tolerancia javitasara az eldre jelzett jovébeni éghajlathoz gyorsabban alkalmazkodd
novényfajtakat tudnank eldallitani. (Liu és mtsai. 2019). A masodik ok ennél sokkal praktikusabb.
A télallosag javitasa érdekében a kutatok gyakran novényneveld kamrakat hasznalnak a jobb
fagytirésii egyedek szelektalasara. Gabonafélék esetében egy teljes novény fagyasztasi vizsgalata
nagyjabol 8 hétig tart, és ha két szelekcios homérsékletet hasznalunk (példaul -12 és -15 °C), akkor
csak 60 genotipust tesztelhetiink egy arra kialakitott kamraban (Sutka 1981, Galiba és mtsai. 1995,
Francia ¢s mtsai. 2004, Soltész és mtsai. 2013, Jekni¢ és mtsai. 2014). Ez nemcsak meglehetdsen
iddigényes folyamat, de igen draga is. Ha feltételezziik, hogy ez nem jelent problémat, még akkor
is el6fordulhat egy komolyabb nehézség a vizsgalat soran. Ha a tesztelt csiraplazma egyes
vonalainak fagytiirése csak kissé kiilonbozik (1 vagy 2 C°), az eredmények alig, vagy egyaltalan
nem ismételhetéek. Ezenkiviil a gyakran hasznalt hideg fénycsovek dregedése megvaltoztatja a

fényintenzitast és a kibocsatott fény spektrumat is, ami tovabb erdsiti egy kisérlet hibahatasait.

6.4. A ndévényi hormonok

Mint helyhezkotott organizmusoknak, a ndvényeknek nem csak érzékelniiik kell a
kornyezet valtozasait, de azokra gyorsan reagalniuk is kell. A névényi hormonok (fitohormonok),
olyan endogén kis molekuldk, amik sokoldali szerepet jatszanak a ndvény ndvekedésében és
fejlédésének szabalyozasaban, a kornyezet fizikai viszonyora reagalva (Jiang és Asami 2018).
Annyira fontos molekukak, hogy tulajdonképpen egy ndvény életciklusanak minden szakaszat a
novényi hormonok szabalyozzak. Altaldban a novényi bioldgiai aktivitast egynél tobb hormon
szabalyozza, igy a biologiai jelenség gyakran tobb kiilonb6zé hormon egyiittes kdlcsonhatasat
tikkrozi (Wang ¢és Irving 2011). A ndvényi hormonok, mint azt emlitettiik, szdmos ponton
befolyasoljak a novények fejlodését, novekedését és szaporodasuk idejét és hatékonysagat, de
mara egyéb szabalyozo szerepiik is bizonyitotta valt, példaul a stresszvalaszok kialakitasaban is
(Davies és Davies 2016, Shigenaga és Argueso 2016, Ku és mtsai. 2018, Méndez-Herndndez és
mtsai. 2019).

22



Néhany konkrét tényezo6t, amelyekre hatdssal vannak a ndvényi hormonok, az alabbiakban

foglaltunk Gssze, de természetesen ennél joval tobb folyamatban is részt vesznek.

e Embriogenezis

e Sejtosztddas és sejtmegnyulas szabalyozasa

e Szervek kialakulasa és novekedése

e Szaporodasbiologiai folyamatok szabalyozasa

¢ Gylimolcskotés és novekedés

e A ndvények nyugalmi allapotanak (dormancia) szabalyozasa
e Szeneszcencia eldidézése vagy késleltetése

e Biotikus és abiotikus stresszhatasok elleni védekezés kialakitasa

6.4.1. A novényi hormonok szerepe és bioszintézise a stresszvalaszokban

Novényekben a valtozd kornyezeti tényezokkel szemben kialakuld akklimatizacios
folyamat koordinaciojanak iranyitasaban kulcsszerepe van a fitohormonoknak is (Foyer és Noctor
2005, Fujita és mtsai. 2006, Kurepin és mtsai. 2012, Galiba és mtsai. 2013). A fitohormonok a
stresszre adott valaszaik alapjan két csoportra oszthatok. Az elsé csoport az igynevezett ,,pozitiv
novekedésszabalyozokbol™ all, és az auxinokat, a citokinineket (CK), a gibberellineket (GA) és a
brasszinoszteroidokat tartalmazza. A masodik csoport pedig az tgynevezett ,,stresszhormonokat™
foglalja magaban; abszcizinsav (ABA), jAzmonsav (JA), szalicilsav (SA), etilén és strigolaktonok

(Kosova és mtsai. 2012).

Az abiotikus stresszekre adott valaszok egyik legfontosabb hormonja az ABA, amelyet
altaldban a legfobb abiotikus stresszhormonnak is neveznek. Dontd szerepe van a szdrazsag-, a so-
¢és a hidegstressz hatasainak alakulasaban (Gusta és mtsai. 2005). A hideg okozta sériilések
elkeriilése érdekében az ABA-tartalom emelkedése stabilizalhatja a novények viz homeosztazisat
a hideg stresszreakcio korai szakaszaban, és serkentheti a védé molekulak (vegyiiletek) termelését
(Galiba és mtsai. 1993). Példaul az alakor (T. monococcum) esetében ABA emelkedést irtak le
mind a hajtascsucsok, mind pedig a levelek esetében is mar az elsé napon 4 °C-os kezelést
kovetden. Ez az emelkedés eldsegitette a novény vizallapotanak javulasat a sztomék bezarasa
révén, ¢és eldsegitette a védekezést a késdi embriogenezisben az altal, hogy a védofunkcidt ellatd
fehérjék (LEA - late embryogenesis abundant proteins) expressziojat stimulalta (Vankova és mtsai.
2014). Magasabbrendii névényekben az ABA bioszintézis utjanak kiindulopontja a zeaxantin és

az antheraxanthin violaxantinna torténd epoxidalasa, amelyet egy zeaxantin epoxidaz (ZEP) enzim
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katalizal (Marin és mtsai. 1996). Az epoxidacié utan minden transz-violaxantin atalakul 9-cisz-
violaxantinna vagy 9-Cisz-neoxantinna (Seiler és mtsai. 2011). Azt kdvetd 1épésben a 9-cisz-
violaxantin és a 9-Cisz-neoxantin oxidativ hasitasa kovetkezik xantoxinna, amelyet a 9-Cisz-epoxi-
karotinoid-dioxigenaz (NCED) katalizal (Schwartz 1997, Nambara ¢s Marion-Poll 2005, Lefebvre
¢s mtsai. 2006). A teljes folymatot tekintve igy tiinik, hogy az NCED gének lehetnek talan a
legfontosabb tényezok ebben a bioszintézisben, legalabbis ami a hidegedzédési folyamatot érinti.
Erre abbol lehet kovetkeztetni, hogy a hidegkezelt buzafajtaknal az NCED1 transzkripcios szintje
a novények leveleiben joval alacsonyabb, a fagyérzékeny fajtakban, mint a fagytiiré
genotipusokban, ahol nagyon magas volt ugyanazon gén expreszids szintje (Kalapos és mitsai.
2016). Az oxidativ hasitas utan a xanthoxin a plasztidokbol a citoszolba szallitodik, majd ott rovid
szénlancu dehidrogenaz (SDR — short-chain dehydrogenase) segitségével abszcizikus aldehiddé
konvertalodik (Choi és mtsai. 1999, Gonzalez-Lamothe és mtsai. 2012)Az utolso 1épésben pedig
az abszcizikus aldehideket aldehid-oxidaz (AO) oxidalja ABA-va (Seo és mtsai. 2004).

Szamos publikécio szerint az SA fontos szerepet jatszik mind a biotikus, mind az abiotikus
stresszvalaszok kialakitasaban novényfajok széles korében. A gabonafélékben kimutattak, hogy
az SA kezelés pozitiv hatassal volt az alacsony hémérséklettel szemben kialakitott toleranciara
(Miura és Tada 2014). Arpaban az exogén SA alkalmazasa javitotta a fagytiirést azaltal, hogy
csokkentette a lipidperoxidacio, valamint a jégkristalyok kialakuldsat a sejtekben. Ezt a jelenséget
leirtak mind a fagytir6, mind pedig az arra érzékeny genotipusokban egyarant. Ez azzal is
Osszefliggésben lehet, hogy a SA az apoplasztikus antioxidans enzimek aktivitasat is befolyasolta
a fent leirtak esetében (Mutlu és mtsai. 20133, Mutlu és mtsai. 2013b). Kukoricdban a
szalicilsavval torténd elOkezelés mar normal ndvekedési homérsékleten is képes fokozott
antioxidans aktivitadst indukdlni, ezaltal ndvelve az alacsony hdmérséklet elleni védekezési
mechanizmusokat (Janda és mtsai. 1999). Ez természetesen azt is jelenti, hogy az SA nemcsak a
hideg, de oxidativ stresszt6l is képes ovni a ndvényeket, befolyasolva azok redox allapotat
(Horvath és mtsai. 2002, Yang ¢és mtsai. 2004). Az SA szintézisének kulcsfontossagt szabalyozasi
pontja a fenilalanin-ammonia-liaz (PAL) altal vezérelt fenilalanin kialakulasa, bar ezzel
parhuzamos utvonalon az izochorizmat-szintaz (ICS) katalizalasanak kdzbenjarasaval, szintén
lehetséges a SA szintézise (Dempsey és mtsai. 2011, Kim és Hwang 2014). Megéllapitottak, hogy
a PAL egy stressz altal indukalhat6 enzim, amelyet UV-besugarzas, erés fényintenzitds vagy
alacsony homérséklet is képes szabalyozni (Dixon és Paiva 1995). Uborkaban a PAL expresszios
mintazata korrelal a hidegstressz hatas indukalta biokémiai védekezési mechanizmusok miatt

kialakult csokkent foto- és oxidativ karosodasokkal (Dong €s mtsai. 2015). Itt fontos megjegyezni
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azonban, hogy gabonafélékben az eredmények kétértelmiiek. Oszi buza esetében talalhatd olyan
szakirodalom, amely a PAL aktivitas emelekédésrél szamol be a hidegedz6dés szakaszaban (2°C,
28 napig) (Gaudet és mtsai. 2000), mig egy masik tanulmany ennek pont ellenkez6jét allitja
(Olenichenko és Zagoskina 2005).

A JA szamos fiziologiai folyamat szabalyozasaban vesz részt, és dontd szerepet jatszik
szamos biotikus és abiotikus stresszvalaszban is (Avanci és mtsai. 2010, Taniguchi és mtsai.
2014). Tobb, a JA bioszintézisében szerepet jatszo gén transzkripcidjanak fokozodasarol, valamint
a JA tartalom emelkedésérél szamoltak be rizsben, kozvetleniil alacsony homérsékletnek vald
kitettség kovetkeztében (Du és mtsai. 2013). Oszi és tavaszi buza esetében nemcsak a gyorsan
bekovetkezd homérséklet-valtozas, de az alacsony homérséklet huzamossabb ideig tarté megléte
is magasan tartotta a novények JA szintjét (Kosova és mtsai. 2012). A JA-tartalom emelkedése
aszalyos idészakokban is hasonl6 tendenciakat mutat (Djilianov és mtsai. 2013). A JA bioszintézis
utja foszfolipid felszabadulasaval kezdddik a plasztid membranok lipideibdl, majd lipoxigenaz
(LOX) és a-dioxigenaz (a-DOX) katalizis kovetkezik (Gobel és Feussner 2009, Sharma és Laxmi
2016). A LOX enzimek potencialis szerepét a hidegakklimatizacioban kiilonbz6 novényfajokban
is emlitik, de extrém koriilmények kozott az eredmények mar ellentmondasosak. Csicseriborséban
példaul joval fagy alatti homérsekleten (-10 °C) a LOX-aktivitasanak jelents csokkenése
jelentkezik (Kazemi-Shahandashti és mtsai. 2014). Ezzel szemben a hosszan tarté hésokk vagy
hideg kezelés jelent6s emelkedést eredményezett a paradicsom LOX-al kapcsolatos folyamataiban

(Copolovici és mtsai. 2012).

Az auxinok a novények novekedésének és fejlodésének teriiletén a leginkabb vizsgalt
hormonok, mig a hideg akklimatizacioban betoltott szerepiikrél nagyon korlatozott informacio all
rendelkezésre. Az a viszonylag kevés informacio, ami jelenleg rendelkezésiinkre all, is elsésorban
Arabidopsis thaliana (L.) és rizs tanulmanyokbol ismeretes (Hannah és mtsai. 2005, Jain és
Khurana 2009, Eremina és mtsai. 2016). A bioldgiailag legaktivabb auxin az indol-3-ecetsav
(IAA) (Gonzilez-Lamothe és mtsai. 2012, Weijers és mtsai. 2018). Altalanossagban elmondhato,
hogy a tartés hidegstressz pozitivan befolyasolja az IAA felhalmozodasat, valamint az auxin-
mtsai. 2013). Az IAA tobbféle modon szintetizalodhat a novényekben. Ezek koziil a legfontosabb
utvonalon az indol-3-piruvat (IPA) képzédése a leginkabb leirt folyamat, amely a flavin-
monooxigenaz (YUCCA) enzimcsaladnak koszonhetden valosul meg, amelynek tagjai az IPA

IAA-va torténd dekarboxilezését végzik (Zhao 2014).
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A citokininek (CK) elsddleges élettani funkcidi a ndvények fejlédési folyamataihoz
kapcsolodnak (nevezetesen a sejtosztddas és a sejtndvekedés stimulalasahoz), de koztudottan
szerepet jatszanak az abiotikus és a biotikus stresszvalaszokban is (Ryu és Cho 2015).
Megallapitottak, hogy a CK-k kiemelkedd szerepet jatszanak a hideg elleni védelemben, de ezen
a terilleten még nem sikeriilt teljesen tisztazni funkcioikat (Pavlt és mtsai. 2018). Altalaban az
aktiv CK-k mennyisége a hidegsokk hatdsara azonnal csokken, ami Osszefiigg a ndvény
erofeszitéseivel, hogy az energiat a novekedésbdl a védekezésbe helyezze at (Argueso €s mtsai.
2009, Vankova ¢és mtsai. 2014). A novényekben négy aktiv CK forma létezik, nevezetesen a
transz-zeatin (tZ), a cisz-zeatin (cZ), az izopenteniladenin (iP) és a dihidrozeatin (DHZ)
(GajdoSova és mtsai. 2011). A sejtosztdodas indukalasaban fiziologiailag a legaktivabb citokinin a
tZ (Sakakibara 2006), mig a kevésbé aktiv cZ a tobbi CK-t6l eltéré funkciokat lat el, és sokkal
inkabb a stresszvalaszokkal kapcsolhat6 6ssze (GajdoSova és mtsai. 2011, Schéfer és mtsai. 2015).
A CK bioszintézis lefgontosabb szabalyozoi az izopentenil-transzferazok (IPT-k), mig a 6

lebontési enzimei a citokinin-oxidaz / dehidrogenazok (CKX).

Annak ellenére, hogy szdmos tanulmany foglalkozott a fény 4ltal kivéltott ndvényi
egyedfejlodéssel és az egyes hormonok k6zotti kolcsonhatasokkal (Alabadi és Blazquez 2009, Lau
¢s Deng 2010), mégis keveset tudni azokrdl a hormonalis valtozasokrol, amelyek a fénymindség
modosulasa miatt kovetkeznek be. A fényspektrum-osszetétel hatasaval kapcsolatban a legtdbbet
vizsgalt kérdés az tugynevezett ,Shade avoidance syndrome”, magyarul arnyékelkeriilési
szindroma. Ennek a Iényege, hogy a novények a fény spektrumat hasznaljak fel a szomszédos
novényzetre vonatkozo informacioként (Franklin és Whitelam 2005). A ndvények a kék €s a vords
fényt hasznaljak fel a fotoszintézisiik miikodésében, mig a tavoli vords fény (FR) emelkedését
(ami annak koszonhet6, hogy a szomszédos novények altal megtorténik a vords fény (R)
abszorpcidja, ezaltal csokken a R/FR arany a slirli ndvényzet alsobb részein) fontos morfologiai
jelként értelmezik. Az FR megndvekedett aranya szdmos molekuldris mechanizmuson keresztiil
inditja el az arnyékkeriild valaszt, ideértve az auxinok abszolit emelkedését (Alabadi és Blazquez
2009, Zhou és mtsai. 2018). A csokkent R/FR ardnnyal egyiitt jaro IAA emelkedés pedig a
citokinin-oxidaz/dehidrogenaz 6 (CKX6) gén indukcidjat eredményezi a fiatal novények
leveleiben, ami a citokininek lebomldsdhoz vezet. (Zhang és mtsai. 1995, Carabelli és mtsai.
2007). A csokkent R/FR arany negativan befolyasolta a JA és a SA felhalmozodasat is, amely a
novények fokozott kitettségét eredményezi a névényi kartevok elleni. (Moreno és mtsai. 2009,

Yang és Li 2017).
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Az arnyékhatason kiviil a kiilonboz6é fénymindség valtozasbol fakado jelek a ndvények
szamdra fontos szezondlis informéciot is nyljtanak. A fotoperiddus hatisa a novények fagy elleni
toleranciajara ¢és fejlodésére jol megalapozott, mig a fénykornyezet napi mindségi valtozasainak
lehetséges hatasa kevésbé ismert. A vords €s a tavoli vords fény (R/FR) arany nappali fényben
allando és fiiggetlen a felhdzet boritasatol, de sziirkiiletben sokkal kisebb, ha a Nap magassagi
szoge kevesebb, mint 10° (Holmes és Smith 1977). Az Egyenlit6tdl eltdvolodva ez a jelenség egyre
hangsulyosabba ¢és jellemzdébbé valik az északi féltekén a mérsékelt €s borealis éghajlati Gveken.
Kimutattak, hogy alkonyatkor a csokkent R/FR arany gatolja az internodiumok megnyulasat hibrid
nyarfaban (Populus tremula x tremuloides) az aktiv tenyészidészak végén. E mellett tavasszal
alkonyatkor a csokkent R/FR arany el6segiti az eziist nyirfa riigyfakadasat is (Olsen és Junttila

2002, Linkosalo és Lechowicz 2006).

A magasabb FR jelenlét fontos tényezdnek bizonyult az A. thaliana hideg akklimatizacios
folyamataiban, elsésorban a CBF regulon szabalyozasan keresztiil (Franklin és Whitelam 2007,
Lee és Thomashow 2012). Kutatocsoportunk korabbi vizsgélatai soran igazoltak, hogy a csokkent
R/FR arany pozitivan befolyasolta a biza és az arpa fagytiirését is (Novak és mtsai. 2016). A
novények a fényt fotoreceptoraik segitségével érzékelik, ami a R és az FR esetében a fitokromokat
jelenti (Franklin és Whitelam 2007, Franklin és Quail 2010, Novak és mtsai. 2016, Gierczik és
mtsai. 2017). Az a tény, hogy a legelterjedtebb fitokrom, a PhyB termoszenzorként miikodik (Jiang
¢és mtsai. 2020), azt jelzi, hogy a magas FR és az alacsony hdmérséklet kombinacidja a ndvények
szamara egyedi kornyezeti jelet képvisel, amely legalabb részben eltér az arnyékkeriild
szindromatol. Ezt a kovetkeztetést tamasztjak ald a specifikus transzkripcids profilok, példaul az
FR-stimulalt PhyA és az alacsony hdmérséklet szinergetikus hatasa a legfontosabb hideg altal

kivaltott transzkripcios faktorok, a CBF-ek expressziojara (F. Wang és mtsai. 2016).

Ezt 6sszevetve a névényi hormonokkal kapcsolatos ismerteinkkel gy gondoljuk, hogy az
alacsony hémérséklet és a fénymindség egyarant jelentdésen befolyasolja szamos fitohormon
anyagcser¢jét is, ami a CBF-ekkel egylitt nagy hatassal lehet a ndvények hidegakklimatizacios

folyamataira.

A BEVEZETES ES CELKITUZESEK fejezetben megfogalmazott célok elérése, valamint
fentebb leirt tedriank aldtdmasztasanak érdekében két egymastol kiilonallo kisérletet allitottunk
be. Az egyikben csokkentett R/FR arannyal rendelkezd fény hatasait vizsgaltuk harom kiilonb6z6
fényintenzitas mellett normal és alacsony homérsékleten. Itt a fenotipusos jellegek mellett,

els6sorban a CBF14 gén, valamint a hozzd kapcsolodd CBF-regulon miikddésére voltunk

27



kivancsiak. Mig a méasodikban mar csak egy fény intenzitdson dolgoztunk tovabb, itt elsésorban
az arpa hormondsszetételének valtozésait vizsgaltuk, normal €s alacsony hémérsékleten, tavoli
vords fénnyben torténd kezelés eldtti és utani hideg stressz esetében, kiilonb6zo fenoldgiai
fazisokban. Az disszertacio konyebb megértése és olvashatosaga érdekben, a két kisérletet az

esetek nagyrészében kiilon fogjuk targyalni.
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7. ANYAGOK ES MODSZEREK

7.1. A ndvényi anyag €s a novénynevelés koriillményei

A kisérletek, ahogy a fentiekben mar leirtuk, egy jo hidegtiiréssel rendelkezd arpa
(Hordeum vulgare spp vulgare var. Nure; 2n=2x=14; genom: HH) genotipussal végeztiik el. Ezt a
magas hozamu, hidegtir6, kétsoros 6szi arpa fajtat 1999-ben az Olasz Kisérleti Gabonatermesztési
Intézet (Istituto Sperimentale per la Cerealicoltura (Fiorenzuola)) hozta forgalomba. Az elsé
kisérletben (Martonvasar 2017) a magvakbol harom napos csiraztatast kovetden, 480 db
csirandvényt iltettlink el Jiffy-7 36 mm atmérdju tapkorongokba (Jiffy Group, Oslo, Norway). A
masodik kisérletben (Martonvasar 2019) viszont a csirandvények mar nem tapkorongokba, hanem
folddel feltoltott faladakba (30 cm x 25 cm x 10 cm) lettek szétiiltetve. Ezt kovetéen a ndvényeket
elénevelés céljabol (majd kiillonbozd homérsékletli- és fény kezelések elvégzéséhez is) PGV-36-
os (Conviron PGV36; Controlled Environments Ltd.; Winnipeg, MB, Canada) modulalhaté LED
fénymennyezettel felszerelt novénynevelé kamraba helyeztiikk, mind a két kisérlet esetében (4.
abra). A novényeket e novekedési szakaszaban folyamatos 12 6ras (12h/12h) megvilagitas mellett
15°C-on tizennégy napon 4t neveltik 250 pmol/m?/sec fényintenzitds mellett, ahol a fényt
kizarolag egy széles spektrumu ,,fehér” LED (Philips Lumileds, LXZ25790-y) szolgaltatta. A
novényeket heti harom alkalommal %2 Hoagland-tapoldattal ontoztiikk(Hoagland és Arnon 1938).

Az el6nevelés és a kisérlet koriilményeit a 4. dbra mutatja be (4. abra).

4. abra A modularis LED fényenyezettel elatott PGV-36-0s fitotron kamra belsé elrendezése, valamint a

LED modulok kézeli képe, kizarolag fehér fény kibocsatasa esetén (sajdt foto).
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Habéar arpaban a fotoperiddus szintén befolydsolja a hidegedzddést (Fowler és mitsai.
2001), mégis a munkank soran kisérletbe vont (Hordeum vulgare spp. vulgare var. Nure)
genotipusrél az alabbiakat fontos tudni. Ez a genotipus két fotoperiodus-érzékeny (PPDH -
photoperiod-sensitive) allélt hordoz. Az egyik a PPD-H1 (a 2H kromoszoman), amely érzéketlen
(ppd-H1) a nappalhosszra. A masik a PPD-H2 (az 1H kromoszoman), amely a nappalhosszra
érzékeny allél (Ppd-H2) (Rizza és mtsai. 2016). Kozepes fotoperiodus alatt (12/12 o6ra) ezek a
gének egyaltalan nem aktivalédnak, ezért ebben a tanulmanyban nem volt szlikség a PPD gének
tanulmanyozasara, de egyéb beallitasi rendszerekben (hosszu vagy révid napos kezelések soran)

fontos lehet a vizsgalatuk.
7.2. A fény- és homérséklet-kezelések
7.2.1. Fény- és hdmérsékleti viszonyok az els6 kisérleti sordn

Az eldnevelés utan, mikor a novények mar elérték a megfeleld harom leveles (Zadoks és
Board 1999) fejlettségi allapotot, akkor kezdtik meg a kezeléseket. Ebben a kisérletben a
modulalhaté LED fénymennyezetet hat zonara osztottuk fel, melyekben a kezdeti 250 pmol/m?/sec
fényintenzitasti ,,white” fény mellett, 125 és 350 pmol/m?/sec fényintenzitdsi zoénakat is
létrehoztunk. Ezek a teriiletek szolgéltak a kisérletben kontrollként. Itt a megvilagitas egyaltalan
nem tartalmazott FR fényt. A maradék harom teriileten a fehér fény mellé tavoli vords
fénykiegészitést adtunk sziikk 750 nm-es LED-del (Edison Edixeon, 2ER101FX00000001) ugy,
hogy a vords tavoli voros fény aranya (R/FR) ezekben ~0,5 legyen. A fény, a hémérséklet és a
megvilagitott 6rak szama az els6 kezelés ideje alatt valtozatlan maradt, amely Gsszesen tiz napig
tartott. Tiz nap eltelte utan a masodik kezelésben az eddig kezelt, majd feldolgozott novények
mellett nevelkedett ndvényeket hasznaltuk tovabb. Az egyes kezelésekben a fény spektralis
Osszetételét a tovabbi mellékletek fejezet els6 abraja mutatja be (M2. 1. abra). A kialakitott zonak
mind fényintenzitdsban, mind pedig fényspektrumukban megegyeztek a korabban leirtakkal,
viszont a kisérlet masodik szakaszaban a homérsékletet 5 °C-ra csokkentettiik. Ez a kezelés
tovabbi 7 napig tartott. Mindkét esetben a kezelések elsé és utolsd napjan vettiink mintakat a
génexpresszids vizsgalatokhoz, de a fagytesztek elvégzése céljabol csak az utolsd6 napokon
gyijtottiik be a ndvényi anyagokat. A vizsgalt ndvényi részek mindig a 2. legfiatalabb levélbdl

szarmaztak. A kisérlet végén a novények magassagat is mértiik.
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7.2.2. Fény- és hdmérsékleti viszonyok a masodik kisérlet soran

Az ¢lsé kisérlethez hasonloan itt is tizennyolc napos novényeken kezdtik meg a
kezeléseinket. Itt az elOnevelés utan csak két teriiletre valasztottuk szét a novényneveld kamrat.
Az egyik teriileten kizarolag a fehér fény szolgaltatott 250 pmol/m?/sec fényintenzitast a névények
felett (kontroll). A masik zonaban a fehér fényt tavoli voros fénnyel egészitettiik ki, amelyet elsé
kisérlethez hasonldéan a 750 nm-es LED-del (Edison Edixeon, 2ER101FX00000001) valositottunk
meg. A kontroll fehér fény FR nélkiili megvilagitasahoz képest a R/FR aranya itt is 0,5-re médosult
(M2. 2. abra, (Kovacs és mtsai. 2020)), A fentickben részletezett két kisérlet harom kiilonb6z6
kezelési valtozatra oszthatd. Ezek a variansok a fénykezelések idején alkalmazott hémérsékletben,
a felhasznalt novények koraban és a FR fénynek valo kitettségiikben kiilonboztek egymastol. A
kezelési valtozatok konnyebb értelmezése céljabol azokat az 5. abran sematikus formaban
mutatjuk be. Mintakat gyijtottiink az egyes kezelések els6 és utolsd napjan, nagyjabol két oras
id6tartam alatt, a fények bekapcsolasatol szamitott 6 és 8 ora (ZT6 - ZT8) kozott. Az RNAseq
elvégzéséhez csak az els6 két kezelési valtozat els6 napjain vettiink mintat a fentiekben kifejtett
idopontokban. Tehat ez az elsd kisérlethez képest valtozatlan maradt. A hidegkezelések
alkalmazasat az els6 napon a hdmérséklet fokozatos csokkentésével kezdtiik meg, ami 15 C-r6l 5
°C-ra val6 csokkenést jelentett az éjszaka folyaman, miel6tt a kiegészitd FR fény reggel bekapcsolt

volna.

A Kkisérletben elvégzett kezelések valtozatai (Iasd 5. abra):

1. FR-M: A 18 napos névényeket tiz napig 15 °C-on alacsony R/FR arannyal kezeltik. Az
emelkedett FR-expozicid végére a novények tobbsége elérte a négyleveles fejlettségi
stadiumot (Zadoks és Board 1999).

2. FR-M/FR-C(28): Az els6 kezelésbdl tovabbvitt 28 napos FR-edzett ndvényeket tovabbi hét
napig 5 °C-on tartottuk tovabbi FR kezelés mellett. A kezelés végére a novények életkora
35 napra emelkedett.

3. FR-C(18): A tizennyolc napos ndvényeket hét napra kozvetlenil 5 °C-0s alacsony

homérsékletnek tettiik ki, azonnali FR jelenlét mellett.
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5. dabra A fény- és homérséklet kezelések osszefoglalo abrdja. 1. kezelés FR-M: A 18 napos arpa novenyek
tiz napig torténd FR kezelése 15 °C-on. 2. kezelés FR-M | FR-C (28): 28 napos FR edzett ndvények tovabbi
hét napig 5 °C-on torténd kezelése. 3. kezelés FR-C (18): 18 napos egyedek kombindlt hideg (5 °C) és FR

kezelése hét napon keresztiil. A piros vonal az FR kezeléseket jelolik, mig a kék vonalak az alacsony (5 °C)

homérsékletet jelzik.
7.3. A relativ konduktancia szintek meghatarozasa levélmintakbol (Fagyteszt)

A fagytesztek elvégzéséhez mindkét kisérlet esetében a kezelések utolsd napjan vettiink
levélmintakat. A fagyteszteket a Webb és munkatarsai altal leirt modszer alapjan végeztik el
(Webb és mtsai. 1994). A levelekbdl apro 2 mm széles levélszegmenseket vagtunk le, amiket aztan
14 ml-es Falcon csovekbe (Thermo Fisher Scientific Inc. Wilmington, MA, USA) raktunk,
csovenként 12 levéldarabot, négy kiillonb6z6é novényrdl. Ezt kovetden a mintakat folyadékos Grant
GP-200-R4 fagyasztd késziilékbe (Grant Instruments, Shepreth, UK) helyeztiik, melyben
folyamatosan aramoltatott 50%-os etilén-glikol oldat biztositotta a gyors hdatadast és az

egyenletes homérsékletet (6. dbra).
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6. abra A Grant GP-200-R4 fagyaszto késziilék (sajat foto).

A hoémérsékletet folyamatosan csokkentettiik a kezelési homérsékletekr6l -2°C-ig, ahol
tizennyolc oran keresztiil voltak a mintak, ami a hidegedzést kivanta modellezni. Ezt kovet6en az
els6 kezelések (15°C) mintai mindkét kisérletbdl -5, -7 és -9 °C- on voltak egy o6ran at fagyasztva,
mig az alacsony hémérsékleten (5°C) kezelt mintak -8, -10 és -12-on voltak fagyasztva, szintén 1
oran at. A tovabbi mellékletek fejezetben megtalalhato a késziilék részletes program tablazata (M2.
1. tdblazat). A fagyasztasokat kdvetden a mintakat kivettiik a fagyasztokésziilekbdl, és minden
egyes mintahoz 8ml MQ vizet adtunk. A mintékat kovetkezd 1épésben két oran at razattuk, majd
erre kiilon készitett konduktométerrel (Mikro KKT, Magyarorszag) mértiik az igy kapott oldatok
vezetdképességét. A szovetekbdl kiaramld ionok mennyiségének fliggvényében mas és mas
eredményt kapunk, ami esetlinkben képes megmutatni, hogy a szovetek mennyire sériiltek. Ehhez
természetesen és a relativ konduktancia megallapitasahoz, sziikségiink volt egyaltalan nem
fagyasztott, csak két 6ran at MQ vizben razatott kontroll mintakra, valamint r6gton folyékony No-
ben szétroncsolt, majd szintén razatott ,,total karositott” mintakra is. Az adatok elemzéséhez a
Multi-Sample Conductometer 1.0 verzidjat (Intron Software, Biological Research Centre, Szeged,
Hungary (Copyright© L. Menczel, 2002)) hasznaltuk. A relativ vezet6képességet 6t biologiai

ismétlésben vizsgaltuk.
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7.4. A génexpresszids vizsgalatok (QPCR) kivitelezése

A kezelések elsé és utolsd idOpontjaban a fény bekapcsolasat kdvetd 6-8 oraban (ZT6-
ZT8) 50 mg tomegli levélmintakat gyujtottink. Ezekb6l a mintakbol el6szor teljes RNS-t
izolaltunk a Direct-zolITM RNA MiniPrep kit (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA)
segitségével a gyarto utasitasai alapjan. A kinyert RNS mennyiségének meghatarozasat NanoDrop
2000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, MA, USA) végeztiik. Erre
a cDNS konyvtarak elkészitése érdekében volt sziikség. Ezt kovetéen cDNS konyvtarakat
készitettiink, amely eléallitasait a Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) Reverse
Transcriptase és oligo (dT) 18 primer (Promega Corporation, Madison, W1, USA) felhasznalasaval
végeztiik a gyartod protokollja szerint. A génexpresszios szinteket a CFX96 TouchTM valos ideji
PCR detektalo rendszerrel (Bio-Rad Hungary Ltd., Budapest, Hungary) hataroztuk meg, ahol a
gPCR mintait KAPASYBR® FAST, Master Mix (2X), Universal qPCR kit (Kapa Biosystems,
Inc., Wilmington, MA, USA) felhasznalasaval allitottuk 0Ossze. A (PCR-hez felhasznalt
primereket egyes esetekben mar publikalt irodalmakbol vettiik 4t a mi kisérleteinkhez (Burton és

mtsai. 2004, Morran és mtsai. 2011, Seiler és mtsai. 2011), de tobb esetben ezeket mi magunk

terveztiik meg, az NCBI-Primer Design Tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
és az Oligo Analyzer 1.0.3 szoftver (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer)

segitségével. A primerek informacidit az els tablazat foglalja magaba (1. tablazat).
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A primer szekvenciak és referenciaik
Roviditések Gének Forward szekvenciak 5°-3’ | Reverse szekvenciak 5°-3’ Reference
. - Burton et al.,
HvCYCLO Ciklophilin CCTGTCGTGTCGTCGGTCTAAA | ACGCAGATCCAGCAGCCTAAAG 2004
C-repeat binding
HvCBF14 tactor 14 GTTGAATGAGCACTGGTTTGG ACAATGAACGAGCAGGTATGG
cold-regulated Morran et al.,
HvCorl4b gene c%r 14b TTGAGGATGTGAGCAAATGAG TACATCGTCAATGACGAGACC 2011
HvDHN5 dehidrin 5 TGGCGAAGTTCCACCGTATGC ACGAAAACTGTTGCCACACTG
9-cis-
NCED1 epoxikarotenoid CTCTCCTACATCTCGCCTGC CCTTCTGTAGCTGGGGTTCG sajat tervezés
dioxigendz
citokinin
CKX9 oxiddz/dehidrogendz TGATCTCTTCCGTGCTGCTC CGATCCTGGCCCGAGTAATG sajat tervezés
9
AO2 aldehid oxiddz 2 CGCTCTCTCGTTCGACATCA GGAGCCCGCATTACTGACTT sajat tervezés
SDR?2 rovid lanci GCCATCTCGCCCAACTACATCC CGGCGCCCTCCATCTCGT Seileretal.,
dehidrogenaz 2 2011
L-fenilalanin . .
PAL L TGCTCGTCCGTGTCAATACC CGTTGGCGTTGAGAAGTGTG sajat tervezés
ammonia-liaz
LOX lipoxigendz GAAGGTGGAGGTCAAGGAGC CCCCGACTTGTTGCTCTTCT sajat tervezés
CoAA acetil-CoA a’cetll ATTGTTGTGGCAGGTGGGAT CAACGAGGCTGTCATGTCC sajat tervezés
transzferdz
ZEP1 zeaxan_t,m GCGAGAGGCGGGGGAGAAGT TGGTGACAAGGGGTGGCTGAAG Seiler etal,
epoxdidz 2011
YUCCA5 indol-3-piruvat GCAGCAGACAACAACAGCAA CTTTTGCTTTGGTGGCTGCT sajat tervezés
monooxigendz 5

1. Tablazat A kisérletekben felhasznalt primerek informdcioi

Minden primerpar esetben megvizsgaltuk a termékek olvadasi gorbéjét, amely megerdsiti
egy géntermék amplifikaciojat. A relativ expresszids szinteket aaCt modszerrel (Livak és
Schmittgen 2001) szamitottuk ki, ahol referenciagénként (Housekeeping gene) pedig a ciklophilint
hasznaltuk fel. A aaCT mddszerrel torténd szamolas soran sziikség van abszolut referencia (CT)
értekekre, melyekhez az Gsszes tobbi értéket viszonyitjuk. Ennek a modszernek kdszonhetden a
kifejezddési értékek Osszehasonlithatdak az egyes gének és a kezelések kozott is. A szamolas

menete a kovetkezoképpen torténik.

ﬂCt:CtG or — C‘tc;-:cia

AACt=(ACtkezelt(W+FR)-ACtkontrol(W))
2 —ACT
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A kisérletek soran minden egyes primert ugy terveztink meg, hogy azok olvadasi
homérséklete megegyezo legyen. Ennek kdszonhetden a teljes génexpreszios vizsgalatokhoz elég
volt egyetlen egy program minden gén transzkripcids szintjének megallapitasahoz. Ez a qPCR

program pedig a kovetkezoképpen kertilt kialalakitasra.

A gPCR program

Lépések Id6 Homérséklet
Kezdeti denaturacié 3:00 95°C
Denaturacio 0:05 95°C
Elongacio 0:30 60°C 40 ciklus
Fluoreszcencia-jeldetektalas
Az olvadasi gorbék felvétele 0:05/ciklus | 65°C - 95°C | 0.5°C/ ciklus

7.5. Hormonanalizis

A hormonanalizishez szedett 100 mg-nyi levélmintakat vizsgaltuk és elemeztiik(Dobrev
P.l. & Kaminek, M. 2002) ¢s(Dobrev, P.I. & Vankova, R. 2012) leirasa alapjan. Els6 1épésben a
mintakat golyosmalommal (MM301, Retsch) homogenizaltuk, majd azokat 15/4/1 v/ v /v aranyu
hideg (-20 °C) metanol / viz / hangyasav elegyében extrahaltuk. Ezt kovetden az alabbi belsd
sztenderdeket (10 pmol / minta) adtuk hozza az igy kapott ndvényi mintdkhoz: *Ce-1AA, 2H,-
OXIAA (Cambridge Isotope Laboratories); 2Hs-SA (Sigma-Aldrich); 2Hs-PA, 2Hs-DPA, 2Hs-'OH-
ABA, ?Hs-ABA-GE (ABA-glucosyl ester) (NRC-PBI), 2Hs-ABA, 2Hs-JA, 2Hs-transZ, ?Hs-
transZR, 2Hs-transZ7G, *Hs-transZ9G, 2Hs-transZOG, 2Hs-transZROG, 2Hs-transZRMP, 2Hs-
DHZ, 2Hs-DHZR, 2H3-DZRMP, 2H7-DZOG, 2H3-DHZ9G, 2H7-DZ0G, 2He-iP, 2He-iPR, 2Hs-iP7G,
?He-iP9G, ?Hg-iPRMP (Olchemim). Az extraktumokat kevert moédu reverz fazisu cseréld SPE
oszlopon (Oasis-MCX, Waters) tisztitottuk. Ezt kovetden két kiilonb6z6 hormonfrakciot elualtunk
egymas utan. Az A frakcio esetében az elualast metanollal végeztiik, amely ABA-t, IAA-t, SA-t
és JA-t tartalmazott. A B-frakciot 0,35 M NH4OH-t tartalmazé 60%-0s metanolban elualtuk,
amely igy csak a CK-ket tartalmazta. A hormonmetabolitokat HPLC (Ultimate 3000, Dionex)
alkalmazaséaval analizaltuk, hibrid harmas kvadrupol/lineéris ioncsapda tomegspektrométerrel
0sszekapcsoltan (3200 Q TRAP, Applied Biosystems). A hormonok mennyiségi meghatarozasat
izotophigitasi modszerrel, tobbszintli kalibracios gorbékkel végeztik (R2> 0,99). Az
adatfeldolgozast az Analyst 1.5 szoftverrel (Applied Biosystems) végeztiik. Az analizis a kisérlet
harom biologiai ismétlését tartalmazta. A hormonok analizisét Pragaban Prof. Radomira Vankova
laboratoriumaban (Institute of Experimental Botany of the Czech Academy of Sciences,

Laboratory of Hormonal Regulations in Plants) végezték el.
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7.6. Az RNA-seq analizis

Az RNA szekvenalas Olaszorszagban Prof. Luigi Cattivelli laboratoriumaban késziilt el a
CREA Agrarkutatasi és Gazdasagi Tanacs intézetében (CREA Council for Agricultural Research
and Economics, Fiorenzuola d'Arda, Olaszorszag). A toliikk kapott nyers adatokat késobb mi

magunk dolgoztuk fel.

7.6.1. A leolvasasok és a bioinformatikai adatok feldolgozasa

A szekvenalasbol kapott nyers adatokban a rossz mindségli leolvasasokat ¢és
szennyezOdéseket a fastQC 11.1 alkalmazason keresztiil kerestiik
(https://www .bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Elészor az eredeti 125 nucleotid
(nt) hosszsagu leolvasasokat 80 nt-re vagtuk (trimmeltiik), hogy kizarjuk a gyenge mindségii
részeket, amik az olvasatok 3'-én jelentkeztek. Ezzel parhuzosan a primer és adapter szekvenciakat
Cutadapt program segitségével tisztitottuk (Martin 2011). A szennyez6désektél mentes, szirt
read-eket Bowtie2 (Langmead és Salzberg 2012) és Tophat2 (Kim és mtsai. 2013) segitségével
térképeztik fel az arpa genomjara (Hordeum vulgare Hv_IBSC _PGSB v1). Az intronok
minimalis és maximalis hosszat 40, illetve 50000 bp-t hosszusagura allitottuk be. A HTSeq
program 0.6.1p1 verzidjat (Anders és mtsai. 2015) egyvégii és ,,unid” modban hasznaltuk, igy
gylijtve 0ssze az Osszes olvasasi szamot a BAM illesztési fajlokbol. Az adatfeldolgozas végére a
biologiai replikatumok magas korrelacios egyiitthatot mutattak (A bioldgiai replikatumok kozott
a Pearson-féle korrelacios egyiitthatok mindig nagyobbak voltak, mint 0,95). A differencialtan
expresszalt géneket (DEG-ek) a Bioconductor DESeq2 1.8-as verzioju csomag segitségével (Love
¢és mtsai. 2014) kerestiik meg, ahol paraméteres illesztéssel, a betaPrior paramétert hamisra allitva,

¢s az FDR kiiszobértékét (Benjamini-Hochberg hamis felderitési arany) 0,05-re allitva dolgoztunk.

7.6.2. A kapott eredmények annotaldsa

Az arpa referenciagenomjat, cDNS- ¢és peptidszekvencidinak adatbazisat az
IPK-Gatersleben szerverérol toltottiik le az annotalas megkezdéséhez
(https://webblast.ipk-gatersleben.de/barley ibsc/downloads/). A differencialtan expresszalt gének
informaciokat az Universal Protein Resource (ftp://ftp.uniprot.org; UniProt release 2019 11)
adatbazisbol nyertiik ki, majd a kapott fehérjegylijteményeket ezt kovetéen a Hidden Markov
Model (HMM) alapt HMMER 3.0 szoftvercsomaggal (http://eddylab.org/software/hmmer/)
(Eddy 2009) vizsgaltuk a Pfam 32.0 program segitségével (ftp://ftp.ebi.ac.uk) (EI-Gebali és mtsai.
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2019). Az arpa genomjanak teljes szekvencia-adatbazisa ellenére a jelatviteli itvonalai és az egyes
génszekvenciak informécioéi még mindig hidnyosak. Ezért az arpa gének vizsgalatdhoz az arpahoz
viszonylag hozza kozel allo Brachypodium distachyon névényfaj ortoloég génjeit hasznaltuk fel a

KEGG ttvonalak elemzéséhez (https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_organism?org=T01717).
7.7. Az eredmények statisztikai kiértékelése

Az adatok statisztikai kiértékelését az SPSS 16.0 verzioju statisztikai programcsomag
(SPSS Inc. Released 2007. SPSS for Windows, Version 16.0. Chicago, SPSS Inc.) segitségével
végeztiik el. A szdrasok egyezését Levene’s teszttel ellendriztiik, majd az adatok normalitas
vizsgélatat Kolmogorov-Smirnov probaval ellendriztiik. Az adatok kozti kiilonbségeket egy
tényez6s ANOVA tesztnek vetettiik ald (Analyze / Compare means / OneWay ANOVA / Post Hoc
Multiple Comparisons). A szorasnégyzetek egyezOsége esetén a Tukey-teszt post hoc modszert
hasznaltuk illetve, a szorasnégyzetek egyenlétlensége esetében ezt Dunnett’s T3-ra modositottuk.
A fagytesztek statisztikai kiértékeléséhez a paronkénti Osszehasonlitast kétmintas t-probaval

vizsgaltuk.
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8. EREDMENYEK

8.1. A hdmérséklet, a fényintenzitas €s a fényspektrum egyiittes vizsgalatanak eredményei
(1. kisérlet)

8.1.1. A HVCBF14 gén és a HYCOR14b célgénjének transzkripcios valtozasai

A AACt modszerrel torténd expresszios vizsgalatokban belsd kontrollként minden esetben
a 15 °C-on, kizarolag fehér fényen (W) és a legalacsonyabb fényintenzitason nevelt ndvényeket
hasznaltuk (7. abra). A FR fénykiegészités alacsony fényintenzitas mellett (125 pumol m? s?)
Otszoros transzkricios emelkedést mutatott a HYCBF14 gén szintjében 15 °C-on a kezelés elsd
napjan, de annak utolsd, vagyis 7. napjara a kiilonbség haromszorosra csokkent a kiindulasi W
kontrol mintakhoz képest. Az alacsony 5 °C-0S homérséklet megkezdését kdvetden erdteljes
novekedés kovetkezett be mar a W mintdk traszkripcidjdban is. Ez az emelkedés
negyvenhdromszoros ezekben a mintakban, de ezen kezelési ponton a FR kiegészités tovabb
indukélta a HVCBF14 gén miikédését, ami a hidegkezelés mellett bekovetkezd traszkripcids
valtozast annak kétszeresére (az eredeti érték kilencvenszeresére) emelte. A hidegkezelés hetedik
napjara ez a valtozas lecsokkent, de a W és FR mintakban az addig tapasztalt tendenciakiilonbség
megmaradt. Normal (250 umol m? s?) és magas (350 pmol m? s?) fényintenzitason kezelt
novények mintdiban az alacsony intenzitason tapasztalt génexpresszios mintazatok hasonloan
alakultak. A szembetlind kiillonbség kozottliik csupan annyi volt, hogy a hidegkezelés nem volt
akkora hatassal a HVCBF14 gén miikodésére, de a fénykezelések kozotti kiilonbségek igy is

nagyon hasonldan alakultak.
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7. abra A HVCBF 14 gén relativ expresszios mintdzata valtozo intenzitasu feher fény és FR megvilagitassal
kiegészitett spektrum esetében normal és alacsony homérséklet mellett. A vizsgalt novényeket 12 ords
fotoperioduson neveltiik, ahol a mintdikat a megvilagitis megkezdése utan 6-8 oraval vettiik. Az X tengely
mutatia a kezelések fazisait. A transzkripcios szinteket AACt modszerrel szamoltuk ki. Az adatok és a

hibasavok, amelyek a szorast képviselik, harom biologiai ismétlesbél szarmaznak, harom technikai

mintaval.

A HVCOR14b gén esetében az el6zével megegyez6 procedurat végeztik el, melynek
Osszesitett eredményét a 8. abra mutatja be. Az eredmények hasonlé tendencidkat mutattak, mint
a HVCBF14 gén esetében, igy elmondhato, hogy ennek eredményei megerdsitést nyertek. Az FR
kiegészitésnek koszonhetden az alacsony fényintenzitason tartott novények tizenegyszeres mMRNS
koncentracio novekedést mutattak a kontrol ndvények eredményeihez képest normal hdmérsékleti
koriilmények kozott. Ez az emelkedett szint kitartott egészen a 10. napig, am itt a W mintakban is

mar emelkedett a HYCOR14b gén transzkripcios szintje.

Alacsony hémérsékleten, ahogy azt mar a HYCBF14 gén esetében is tapasztaltuk, rogton
megndtt a novények génexpresszidja (t6bb, mint hétszazszorosara) mar az els6 mintavételi
idépontban, de ebben az esetben is az FR kiegészités kozel kétszeresére fokozta a génexpressziot.
A hideg koriilmények kovetkeztében torténd emelkedés természetesen nem szamit vératlan
eredménynek, hiszen e gének alapvetd fontossdggal birnak a hidegedzddés korai indukalasaban.
Az 5 °C-os kezelés utolso, hetedik napjara viszont mar a kontrol és a kezelt mintak kozti kiillonbség
teljesen megsziint. Normal (250 pmol m? s?) intenzitason hasonld, egyértelmii tendencidk
rajzolodtak ki; 15 °C-on a tavoli voros fénykiegészités hatdsara harminchatszoros névekedés allt

be a HYCOR14b gén expressziojaban, ami bar csokkent, mégis kozel kilencszerese maradt a
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kontroll mintdkhoz képest. Az 5 °C -os hémérsekleten mind a kezelés elsé és utolsd napjan
kétszeres kiilonbséget mértiink a fénykezelések kozott, a gén kifejezddésének jelentds novekedése
mellet. Magas fényintenzitas mellett mRNS szintvaltozas nem volt kimutathaté a W és az valtozott
R/FR arany fiiggvényében 5 °C-on. Nem volt kiilonbség a kontroll ¢s az FR-el kezelt mintak
kozott, azonban a hideg tovabbra is hatassal volt e gén expresszidjara. 15 °C-on azonban az FR-
kiegészités a transzkriptum szintjének massziv, kilencvenharomszoros novekedését okozta a

tiznapos kezelés végeztével.
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8. dbra A HvCorl4b gén relativ expresszios mintazata valtozo intenzitdsu fehér fény és FR megvilagitassal
kiegészitett spektrum esetében normal és alacsony homérséklet mellett. A vizsgalati koriilmenyek

megegyeznek a 7. abran bemutatotakkal.

8.1.2. A HVYDHNS5 gén expresszios szintjei

A HVDHNS gén expresszids valtozasait tovabbra is az eddig leirtak alapjan mutatjuk be (9.
4bra). Alacsony 125 umol m? s fényintenzitas mellett a HYDHNS gén transzkriptum szintje
megduplézodott az FR kiegészités eredményeként az elsé napon 15 °C-on, de ez a kiilonbség a
tizedik napra teljesen lecsokkent a kontrol mintaihoz képest. Ezt a tendenciat 5 °C-on is
visszakaptuk. A nagyobb fényintenzitassal kezelt mintdk eredményei alapjan altalaban
megallapithatd, hogy sem a hdmérséklet, sem a fénykezelések nem voltak jelentds hatdssal a
génexpresszids mintdzatra. Természetesen az alacsonyabb hdémérsékletrél (5 °C) szarmazd

mintdkban a génexpresszid szintje tartdsan magasabb volt.
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9. abra A HvDHN3S gén relativ expresszios mintazata valtozo intenzitasu fehér fény és FR megvilagitdssal
kiegészitett spektrum esetében, normal és alacsony homérséklet mellett. A vizsgalati koriilmények

megegyeznek a 7. abran bemutatottakkal.

8.1.3. A fagyasztasi teszt eredményei

A modulalt megvilagitas esetleges hatasat a fagytiirésre fagyasztasi tesztekkel ellendriztiik.
A fagytiirést a kiillonbozé hémérsékleteken fagyasztott levélszelvényekbdl kidramlo elektrolitok
vezetoképességének mérésével hataroztuk meg. Minél sériiltebb a levél, annal tobb elektrolit
aramlik ki beldle, kovetkezésképpen a vezetoképesség negativan korrelal a fagyallosaggal. A
fagyteszteket tiznapos kezelés utan hajtottuk végre a 15°C-on, és hétnapos kezelések utan az 5°C-
on nevelt ndvényekbdl szarmazo mintdkkal (10. dbra). Az 6sszehasonlitdsokat kozvetlen mdédon

hajtottuk végre, vagyis a két fénykezelést egymassal paronként hasonlitottuk Ossze minden

fagyasztasi homérsékleten.

Az alacsony fényintenzitas mellett 15 °C-on nevelt ndvényekrdl szarmazd mintdkban
szignifikans kiilonbséget mértiink, de kizarolag az els6, vagyis a -5 °C-on fagyasztott mintak
esetében. Ezen a homérsékleten az FR kezelt mintak pont az LT50 (lethal temperature - letalis
hémérséklet) érték kozelében helyezkedtek el, mig a kontrol mintak mar 75% letalitdst mutattak.
Az alacsonyabb fagyasztasi hoémérsékleteken ez a kiilonbség teljesen megszint. Ezzel szemben 5
°C-on, amely elég alacsony a hidegakklimatizacio kivaltasdhoz, a modulalt fehér fénynek kitett
novények fagyallobbak voltak. Ezek a novények csak -12 °C-on torténd fagyasztas utan érték el
az LT50-et a FR kezelés kovetkeztében, mig a kontroll esetében a fehér fényen megvilagitott

mintak esetében is -8 °C-ig tolodott az LT50 érték.
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Ettdl fliggetleniil itt mar az Osszes fagyasztasi hdmérsékletben szignifikans kiilonbséget
mértiink a mintak kozott. A megndvelt fényintenzitasnak (250 pmol m2 st) kdszonhetéen a tavoli
vords fénnyel kiegészitett fehér fénnyel torténd megvilagitds még nagyobb mértékben
csOkkentette a fagy okozta sejtmembran-karosodasokat a levelekben. A kiilonb6z6 fényhatasok
ebben az esetben is joval nagyobb kiillonbségeket eredményeztek alacsonyabb hdmérsékleten. A

2 s1) alkalmazasakor a kontroll mintdk relativ

legnagyobb fényintenzitas (350 pmol m’
vezetOképessége jelentésen csokkent mar 15 °C-on is, de még ebben az esetben is az FR
kiegészités lényegesen képes volt csokkenteni a fagyasztas okozta karokat. Az alacsonyabb
fényintenzitassal megvilagitott mintdkhoz hasonléan az alacsony hémérsékleten (5 °C) kezelt

ndvények fagyastlirése joval magasabb volt, mint a 15 °C-on termesztett tarsaiké.
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10. dabra A kiegészitd FR fénykezelések hatisa az arpa fagytolerancidjara kiilonbézé fényintenzitasok
mellett. Az X tengely a fagyasztdasi homérsékletét mutatja, mig az Y tengely a relativ vezetéképességi
ertékeket (a letalitas szdzalékban) mutatja. Mindegyik esetben a mintdkat a kezelések utolsé napjin
gytijtottiik 6ssze. A 15 ° C-os eredmények esetében ez a 10. napot jelenti, mig az 5 ° C-ndl a 7. napot. Az

adatok és a hibasavok, amelyek a szordst képviselik, ot biologiai ismétlésbol szarmaznak.
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8.1.4. A ndovények magassaga a kisérlet végeztével

A kisérlet végeztével minden egyes zonaban lemértiik a névények magassagat, mert azok
kozott szemmel lathatd volt a magassagbeli kiilonbség (11. 4bra). Az eredmények alapjan
elmondhato, hogy az arpa névények magassaga intenzitastol teljesen fliggetleniil alakult fehér fény
esetében. Az FR kezelés viszont alacsony és normal fényintenzitasokon szingifikansan emelte a
novények magassagat a kontrol fehér fényen nevelt novényekhez képest. Ezt a fenotipikus
valtozast FR hatdsra mar tobb ndvényfajban is bizonyitottdk. A mi esetliikben az FR indukélta
megnyulds ~4cm-t jelentett. Ami viszont igazan érdekes a kapott eredmények alapjan, az a magas
(350 umol m? ) fényintenzités alatt novekedd ndvények eredményébdl adodik. Itt az FR kezelés
a tobbi eredményiinkhoz, valamint az eddig publikalt adatokhoz képest ellentétes hatast valtott ki.
A novények magassaga itt oly métrékben lecsokkent, hogy még a fehér fényben nevelt kontroll
novényekhez képest is sziginfikans csokkenés kovetkezett be. Az FR kezelt tobbi
fényintenzitashoz képest ~14 cm-rel, de még a W kontrol névényekhez képest is ~10cm-rel voltak

alacsonyabbak a novényeink.

A novénymagassagok
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11. abra A névénymagassagok alakuldsa a kisérlet végeztével (35. nap). 4 kisérletben felhasznalt novények
magassaganak adatait 25-25 névény méretének dtlagdaval hataroztuk meg. W: fehér fény FR: tavoli vorés
kiegészités. Az oszlopok kozotti szignifikans kiilonbségeket Tukey’s-b teszttel hataroztuk meg, ahol a

kiilonbozo betiik P<0,05 valosziniiségi szinten mért szignifikans kiilonbségeket jelolnek.
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8.2. Az arpalevelek hormondsszetétel-valtozasainak vizsgalata normal és alacsony
hémérsékleten, tavoli vords fényben torténd kezelés eldtti és utani hidegstressz esetében.
(2. kisérlet)

Ennek a kisérleti rendszernek emlékeztetése érdekében roviden Osszefoglalva az
alabbiakat érdemes megjegyezni. Itt a fehér fény szolgéltatott 250 pmol/m2/sec fényintenzitast a
novények felett (kontroll), amelyeket egyéb intenzitdisokon mar nem vizsgaltunk. A masik
zOnaban a fehér fényt tavoli vords fénnyel egészitettiik ki, amelyet els6 kisérlethez hasonldan itt
is 750 nm-es LED-del (Edison Edixeon, 2ER101FX00000001) valositottunk meg. A kiilongséget
fentiekben mar részletezett kisérletben az szolgaltatta, hogy harom kiilonb6z6 kezelési valtozatra

bontottuk. A kisérletben elvégzett kezelések valtozatai (1asd 5. abra):

o FR-M: A 18 napos novényeket tiz napig 15 °C-on alacsony R/FR arannyal kezeltiik. Az
emelkedett FR-expozicio végére a novények tobbsége elérte a négyleveles fejlettségi stadiumot
(Zadoks ¢s Board 1999).

o FR-M/FR-C(28): Az els6 kezelésbdl tovabbvitt 28 napos FR-edzett novényeket tovabbi
hét napig 5 °C-on tartottuk tovabbi FR kezelés mellett. A kezelés végére a novények életkora 35
napra emelkedett.

o FR-C(18): A tizennyolc napos novényeket hét napra kozvetleniil 5 °C-0s alacsony

hémérsékletnek tettiik ki, azonnali FR jelenlét mellett.

8.2.1. A kiilonb6z6 mddon expresszalt gének elemzése az RNS-szekvenalast kovetden

Az RNAseq elemzés Osszesen 562 db, a névényi hormonok szignaltranszdukcios
utvonaldhoz tartozé differencialisan expresszalt gént (DEG) tart fel. Ezek koziil 239 gén volt,
amelyeknél legalabb kétszeres novekedést vagy legalabb felére csokkend valtozas volt mérhetd a
kontroll és a kezelt mintak Osszehasonlitasakor. Ezt a 239 gént vettilk végiil szamitasba az
eredmények bemutatasahoz. E 239 génbdl dsszesen csak 25 gén reagalt kizardlag az FR fénnyel
tortént kiegészités hatasara, mig a 117 gén expresszidjat a hdmérséklet 15 °C-rol 5 °C-ra torténd
csokkenésének eredményeként értelmezhetjiik. A fennmarad6 97 gént mind a két abiotikus faktor
befolyasolta (12. abra). Ezek az eredmények egyértelmiien jelzik, hogy a hémérséklet nagyobb
hatassal volt a transzkriptom véltozdsaira, mint a fény moduldlasa a ndvényi hormon
szignaltranszdukci6é esetén, de egyiittes hatasuk majdnem ugyanolyan nagy hatassal volt a

ndvényekre, mint szimplan csak az alacsony hdmérésklet.
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Fény Homérséklet

12. dbra A fény alacsony R/FR ardanyara és az alacsony (5 °C) hémérsékletre adott vilaszként eltéré modon

expresszalt gének osszefoglaldsa az RNAseq eredménye alapjan.

Az RNAseq-bdl nyert adatok ellendrzése €s hitelessége érdekében az eredményeket gPCR
segitségével validaltuk. Az RNAseq és a qPCR &sszehasonlitdsa utan egy viszonylag erds (R%=
0,708) korrelaciot talaltunk az expresszios értékek kozott (M2. 3. abra), ami azt jelentette, hogy az
adatok hasznalhatok és érvényesnek tekintheték. A validalashoz Gsszesen tizenegy qPCR-bél
szarmazo0 expresszios értéket hasznaltunk. A kivalasztott gének a kovetkezdek voltak: ERF038-
like (etilénre reagalo transzkripcios faktorhoz hasonlo gén), CBF9 és a CBF14 (C-repeat/DRE-
Binding Factor 9, 14), PLDa3 (phospholipase D alpha 3), CES1 (alkaline phytoceramidase ), az
ALDH (aldehyde dehydrogenase), a CKX9 (cytokinin dehydrogenase 9), a COAA (acetyl-CoA
acetyltransferase), a YUCCA5 (indole-3-pyruvate monooxygenase), az NCED1 (9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase 1) és AO2 (aldehyde oxidase 2).

A gének annotalasat kovetden 9 fitohormonnokkal kapcsolatos funkcionalis csoportot
azonositottunk a KEGG utvonal adatbazisaban. Ezek a csoportok a ndvényi hormon
szignaltranszdukci6 (bdi04075), a triptofan metabolizmus (bdi00380), a zeatin bioszintézis
(bdi00908), a diterpenoid bioszintézis (bdi00904), a karotinoid bioszintézis (bdi00906), a cisztein
€s metionin metabolizmus (bdi00270), a brasszinoszteroid metabolizmus (bdi00905), az alfa-
linolénsav metabolizmus (bdi00592) és a fenilalanin metabolizmus (bdi00360). A felsorolt
jelatviteli utakbodl a ndvényi hormon szignal transzdukcios csoport 88 gént tartalmazott, amelyek
az Osszes annotalt génnek mintegy 37%-at tették ki. A tobbi utvonal génjei hasonld eloszlast
mutatottak az egyes csoportok k6zott (13. abra).
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13. dbra A kontroll fehér és a tavoli voros fény kiegészités hatasara kiilonbozoképpen expresszalt gének

csoportositasa 9 funkcionalis csoportban a KEGG adatbazis utvonalak alapjan. A 9 csoport a névenyi
hormon szigndl transzdukcio, triptofan metabolizmus (auxin), zeatin bioszintézis (CK), diterpenoid
bioszintézis (GA), karotinoid bioszintézis (ABA), cisztein és metionin metabolizmus (etilén),
brasszinoszteroid bioszintézis, alfa-linolénsav metabolizmus (JA), és a fenilalanin metabolizmus (SA)

csoport.
8.2.2 Az alacsony R/FR aranyu fény hatdsa a ndvények fagytiirésre

Az FR kiegészités hatasat az arpa novények fagytlirésére a levélmintakbol szarmazo relativ
elektromos vezetoképességek kiszamitasaval ebben a kisérleti rendszerben is megvizsgaltuk. Ez
nem csak, azért volt sziikkséges hogy tovabb erdsitse az elsé kisérlet eredményeit, de arra is
ravilagithatott, hogy a kombinalt FR fény és hideg kezelés hatdsa, milyen modon befolyasolja az
arpa fagytiirését. A kiegészitd FR fénnyel torténd kezelés hatasa mind 15 °C-on (FR-M), mind az
FR el6kezelés utan bekovetkezé hémérséklet csokkenés (5 °C) esetében (FR-M/FR-C(18)), mind
pedig a homérséklet-csokkenéssel egyidejliileg alkalmazott FR kezelés a fiatal arpa ndvényekre
(FR-C(18)) jelentds kiilonbségeket indukalt a harom kezelési valtozat kdzott. Az elektrolitok
Kiszivargasabol szamitott relativ vezetOképességek alapjan elmondhatjuk, hogy az FR

fénykiegészités pozitiv hatast gyakorolt az egyedek stressz elleni toleranciajara (14. abra). A

harom kiilonb6z0 kezelést a 14. abra harom részre tagolva mutatja be.
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Az elso kezelési vatozatban 15 °C-0s hémérséklet mellet az FR hatas csak -7 °C-os fagyasi
hémérsékleten eredményezett szignifikans kiillonbséget a kontroll W mintdkhoz képest. A kontroll
¢s az FR kezelt mintdk kozotti figyelemre méltd fagytiirési javulast a masodik kezelés soran
figyeltik meg. A hosszantarté alacsony R/FR expozicid6 (FR-M/FR-C(18)) feltételezett FR
edzddést jelent a novényeknek, amelyek az alacsony homérsékletet ezaltal jobban elviselték. Itt a
jelentds kiilonbségeket -10 °C-on, valamint -12 °C-on mértiik. A harmadik kezelésben egyetlen
ponton mértiink szignifikdns kiilonbséget, azonban ez a kiilonbség a legalacsonyabb -12 °C-0s

fagyasztason tortént.

Az eredmények Osszehasonlitdsabol jol kitlinik, hogy novényi sejtek membran karosodasa
sokkal kisebb volt a névények alacsony homérséklethez (5 °C) torténd alkalmazkodasa utan, mint
a 15 °C-on termesztett novényeknél (14. abra A), ami teljesen fiiggetlen volt a fény minéségétol
(14. abra B és C). A fiatalabb novények kezelése esetén (FR-C(18)) tovabbi javulas volt
megfigyelheté mind a kontroll mintakban, mind pedig az FR fénykiegészités mellett, de a fény
modulaléasa tovabb fokozta azok fagyastirését (14. abra C). Az eredmények azt mutatjak, hogy az
alacsony R/FR arany pozitivan befolyasolja a novények fagyasallosagat normal és alacsony
hémérsékleten is. Mind emellett az is megallapithato, hogy az alacsony hdmérséklet, az alacsony

R/FR arany, valamint a ndvény fejlodési szakasza mind-mind befolyasolja a fagytiirést.
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14, abra A kiegeszité FR kezelések hatasa az darpa fagytirésére a harom kezelési elrendezésben. Az X
tengely a fagyasztasi homersékletet mutatja, mig az Y tengely a relativ vezetoképességi értékek (a letalitas
szdzalékban) mutatja. Mindegyik esetben a mintdkat a kezelések utolso napjan gyijtottiik 6ssze. A 15 ° C-
0S eredmények esetében ez a 10. napot, mig az 5 ° C-nal a 7. napot jelenti. A (FR-M): A 18 napos drpa
novények tiz napig torténd FR kezelése 15 °© C-on. B (FR-M/FR-C(28)): 28 napos FR edzett novények
tovdbbi hét napig 5°C-on torténd kezelése. C (FR-C(18)): 18 napos egyedek kombindlt hideg (5 °C) és FR
kezelése hét napon keresztiill. W - feher fény,; FR — tavoli vérds fénnyel kiegészitett fehér fény. Az adatok és
a hibasavok, amelyek a szorast képviselik, ot biologiai ismétlésbol szarmaznak. A kontroll és a kezelt mintak

kozotti kiilonbség szignifikancidajat * P <0,05 és ** P <0,01 jeloli kétmintas t-probaval teszteltiik.
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8.2.3. N6vényi hormonszint-valtozasok a kiilonb6zd kezelések soran

Mivel a névényi hormonok intenziven szabalyozzak a novények hideg-akklimatizalodasat,
a kisérletek kiemelt fontossagi része volt a hormonok mennyiségi meghatarozasa a harom
kilonbozé kezelésben. Az FR hatasat kiilonbozé hémérsékleteken, idészakokban, valamint a
novények kiilonb6zo életkoranal hasznalt kezelésekben is Osszehasonlitottuk. A vizsgalt
hormonszintekben jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg minden kezelési variansban, s6t azok
egymastol is sok esetben elértek (15-16. Abra; M2. 2. tablazat). Az eredmények részletezésekor
elsésorban 6t hormont mutatunk be, nevezetesen az ABA, JA, SA, IAA és CK-k hormon

eredményeket, mivel itt voltak szignifikans kiilonbségek.

Az elsO kisérletben a 15 °C-on végzett FR-kezelés par ora elteltével mar majdnem
megduplazta a teljes ABA-tartalmat a vizsgalt ndvényi mintdkban (15. dbra A), amely kiilonbség
a kisérlet végéig (10. nap) is teljesen stabil maradt. Ahogy az varhat6 volt, a hidegkezeléstdl (FR-
M/FR-C(18) 5 °C) szamitott néhany ora elteltével jelentésen (P <0,05) novelte az ABA-tartalmat
a kontroll fehér fénnyel megvilagitott mintakban gy, hogy annak értékei meghaladtak az FR-rel
kezelt mintdk szintjét. A homérséklet-csokkenés csak kis mértékben befolyasolta az ABA-
koncentraciot az FR- kezelt mintakban a normal 15 °C-0s mintakhoz képest. Ez azt jelenti, hogy
a tavoli vords fényben az ABA koncentracioja konstans volt az alkalmazott hémérsékleti
értékektol fiiggetleniil. Hétnapos hidegkezelés utan az ABA-tartalom pedig csokkend tendencaikat

mutatott mind a kontroll fehér, mind az FR-vel kezelt mintakban (15. abra A).

A harmadik kezelés soran (FR-C(18)) az el6z6 kisérleteknél fiatalabb, tizennyolc napos
novények (masodiknal 28 nap) kaptak hidegkezelést (5 °C). Tovabbi kiilonbség volt, hogy a
harmadik kisérleti valtozat eset¢ben az FR-kezelés a hdmérséklet-eltolodassal azonos idében
kezd6dott. Mind a kontroll, mind az FR kezelt novények hasonldéan reagaltak az alacsony
homérsékletre, bar az FR-kezelt mintak ABA-tartalma a kezelés kezdete utan kozvetlentil
meghaladta a kontroll mintdkét. Valosziniileg a két kiils6 abiotikus tényezd kombindcidja
szinergikusan befolyasolta az ABA metabolizmust. Erdekes modon a megnovekedett ABA-
tartalom a hétnapos hideg kezelés utan részben megmaradt mind a fehér fény, mind az FR kezelt
mintakban, de ez a hormonszint magyarazhat6 az aktivalt védelmi szint fenntartasaval a fiatalabb

novényekben.

Az FR kiegészitésnek mérsékelt negativ hatasa volt a JA-szintre 15 °C-on (FR-M). Ez a

csokkenés kizarolag a kezelés 10. napjan volt megfigyelhetd, de addig az idépontig fénytdl
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figgetlen mennyiségben volt jelen a novényekben. (15. Abra B). Az alacsony hémérséklet (FR-
M/FR-C(18)) a JA-tartalom atmeneti csokkenését okozta szintén fénymindségtol fiiggetlentil.
Viszont az FR elokezelés erdsitette a hideg altal kivaltott hatast és egy kozel negyed részre torténd
csokkenést idézett eld, ami kiilondsen a hideghatds korai szakaszaban mutatkozott meg. A
harmadik kisérlet (FR-C(18)) soran a JA-tartalom megduplazodott a hidegstressz elsé napjan, a
fénykezeléstdl fiiggetleniil; viszont annak végére fehér fényben még tovabb emelkedett. A
modulélt fényben ez a hatas nem volt tapasztalhato, itt a ndvények csak fenntartottak hidegkezelés

utan elért mennyiségeket.

Az FR-M kezelés soran sem az FR, sem a hideg kezelés nem befolyasolta szignifikdnsan
az SA tartalmat (15. abra C). A harmadik kezelés (FR-C(18)) soran azonban, ahol a fiatalabb
novényeket érte az egyiittes kezelés az JA-hoz hasonléan valtozott az SA-tartalom mennyisége.
Hidegexpozicid esetén az SA-tartalom mérsékelten nétt a fehér fényben, mig ezt az emelkedést

szignifikansan (P <0,05) gatolta az FR-kiegészités.

Az els6 kezelés korai szakasza soran az |AA-tartalmat (15. abra D) majdnem kétszeresére
novelte az FR kezelés 15 °C-on, és ez a novekedés a tizedik nap végére is megmaradt. Ez a jelenség
nagy valoésziniiséggel az arnyékkeriilés-szindromahoz kapcsolodik, amelyet az alacsony R/FR
aranyu bees6 fehér fény okozott. A hidegre adott (FR-M/FR-C(18)) korai reakcio az IAA
koncentracid novekedésével jart egyiitt, mind a fehér fénnyel, mind az FR kezelt novények
esetében. Mindazonaltal a stressz utolsd napjan mérsékelt lefelé torténd szabalyozast figyeltiink
meg a fehér fénnyel megvilagitott mintdkban. Az FR kezelés az IAA emelkedés részleges
fenntartasat okozta. A harmadik kisérleti valtozatban (FR-C(18)) a kombinalt stressz okozta
atmeneti IAA alul-regulaltsag kovetkezett be az FR-kezelt novényekben. Azonban hét nap

elteltével mérsékelt IAA emelkedés volt tapasztalhato, a fény spektrumatol fiiggetlentil.
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15. dabra Az FR kezelés és a mérsékelt vagy alacsony hémérséklet hatasa a hormonkoncentracio
mennyiségére az egyes kezelések elsé és utolsé napjain. A: ABA, abszcizinsav; B: JA, jazmonsav; C: SA,
szalicilsav; D: 1AA, indol-3-ecetsav A vizsgdlathoz felhaszndlt levélmintakat a megvilagitas megkezdése
utan 6-8 ordaval gyiijtottiik, mig a novények 12 ords fotoperiédus alatt néttek. FR-M: A 18 napos drpa
novények tiz napig torténd FR kezelése 15 °C-0n. (A kezelés elsé napja: 1. nap; A kezelés utolso napja: 10.
nap) FR-M/FR-C(28): 28 napos FR edzett ndvények tovabbi hét napig 5°C-on torténd kezelése. (A kezelés
elsé napja: 1. nap, A kezelés utolsé napja: 7. nap) FR-C(18): 18 napos egyedek kombinalt hideg (5 °C) és
FR kezelése hét napon keresztiil. (A kezelés elsé napja: 1. nap, A kezelés utolsé napja: 7. nap) W - fehér
fény, FR — tavoli vords fénnyel kiegészitett fehér fény. Az datlag és a szoras értékeit harom biologiai

ismétlésbdl szamoltuk. Az oszlopok kozotti szignifikans kiilonbségeket Tukey ’s-b teszttel hataroztuk meg (P
<0,05).

Az aktiv citokininek koziil a transz-zeatin (tZ), a dihidrozeatin (DHZ) és az izopentenilad-
kilenc (iP) szintje alacsony joval alacsonyabb volt a cisz-zeatin (cZ) szintjével dsszehasonlitva.
Eredményeink bemutatdsa sordn csak a fizioldgiailag legaktivabb CK-t, a transz-zeatint és az
stresszvalaszokkal szorosan Osszekapcsolhatd cisz-zeatin mutatjuk be (16. abra). Az els6
kezelésben (FR-M) az FR mérsékelten fokozta a tZ mennyiségi elofordulasat 15 °C-on a kezelés

korai szakaszaban, de ez véltozas a 10. nap elteltével is megmaradt. (16. abra A). A hidegstressz
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(FR-M/FR-C(18)) atmeneti tZ csokkenést eredményezett a kontroll W mintakban, de a FR
kiegészitésnek koszonhetéen a ndvények alacsony homérsékleten magasabb tZ szintet tudtak
fenntartani. A kezelés végén enyhe tZ emelkedés volt megfigyelheté a fehér fénynek Kkitett
novényekkel Osszehasonlitva. Az FR és a hideg kombinacidjanak egylittes alkalmazasa (FR-
C(18)) sem volt jelentés hatassal a harmadik kezelés elsé napjan; azonban a 7. nap elteltével
szignifikdns emelkedést talaltunk, de a fénykezelésektdl fiiggetleniil.

Az FR kiegészités hatasa a cZ tartalomra atmeneti névekedést okozott az FR-M kezelésben
15 °C-on, majd ezt kdvetden ez a tendencia teljesen atfordult, és a koncentracio csokkent (16. abra
B) a kezelés végére. A homérséklet 5 °C-ra torténd csokkentése utan a cZ-tartalom jelentdsen
megnétt a fehér fénnyel megvilagitott mintdkban. Az FR-hez adaptalt mintakban viszont a
kiegészitd FR fény lecsokkentette ezt a hideg okozta emelkedést. Kontrasztban az eddigiekkel, a
hideg és az FR egyidejii alkalmazasaval (FR-C(18)) driasi kiilonbségek mutatkoztak a kontroll és
a kezelt mintak kozott. A cZ-tartalmat az FR kozel haromszorosara emelte a fehér fénnyel

megvilagitott mintdkhoz képest. Ez a kiilonbség a 7. nap végére még tovabb emelkedett.
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16. dabra Az FR kezelés és a mérsékelt vagy alacsony homérséklet hatasa az aktiv citokinin koncentrdciokra.
A: tZ, transz-zeatin; B: cZ, cisz-zeatin. 4 feltételek megegyeznek a 15. abrdan bemutattakkal. FR-M: A 18
napos drpa névények tiz napig torténd FR kezelése 15 °C-on. FR-M/FR-C(28): 28 napos FR edzett
névények tovabbi hét napig 5°C-on térténd kezelése. FR-C(18): 18 napos egyedek kombinalt hideg (5 °C)
és FR kezelése hét napon keresztiil. W - feher fény; FR — tavoli voros fénnyel kiegészitett fehér fény. Az
dtlag és a szoras értékeit harom biologiai ismétlésbol szamoltuk. Az oszlopok kozotti jelentds kiilonbségeket

Tukey’s-b teszttel hataroztuk meg (P <0,05).
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8.2.4. A legfontosabb hormon-anyagcserével kapcsolatos gének expresszids mintazata

A kivélasztott hormon-metabolizmussal kapcsolatos gének expresszidgjat qPCR
segitségével hataroztuk meg. Az Gsszes relativ expresszids értéket az elso kezelés els6 napjaval 15
°C-on (FR-M) hasonlitottuk 0ssze. Az eredményeket egy hétérkép foglalja 6ssze amit a 17. abra
mutat be. A kezelések a transzkripcios szintek alapjan kiilon csoportokat alkottak hierarchikus
csoportositas kovetkeztében, ami egyértelmiien megmutatja az FR kezelések idozitésének

fontossagat.

Az ABA esetében a ZEP1, NCED1, SDR2 és AO2 bioszintézis gének transzkripcios
profiljat vizsgaltuk meg. A ZEP1 expresszidja csak kismértékben valtozott az FR-M ¢és az FR-M
| FR-C(28)) kezelések soran. Az FR-C(18) esetében, amikor a fiatalabb novényeket kombinalt
hatasnak tettiik ki, a ZEP1 transzkriptum szintje hét nap eltelte utdn emelkedett a fénymindségtdl
fiiggetlentil. Az FR fény nagy pozitiv hatdsat az NCED1 expressziojara 15 °C-on detektaltuk.
Alacsony hémérsékleten az NCED1 expresszio erdsen le volt szabalyozva, fliggetleniil a ndvény
koratol vagy a fény spektrumatol. A masik két gén (SDR2 és AO2) hasonldan viselkedett, és
nagyon kozeli csoportot alkotott egymassal. Kifejezédésiiket foként az alacsony homérséklet
szabalyozta, kivéve az FR-M kisérlet elsd napjat, ahol az AO2 expresszidja kiss¢ megndtt. A
kiegészitd FR fény, a hideggel szinergidban tovabb csokkentette annak transzkripcios szintjét. Az
FR-C(18) kezelésnél ez a jelenség éppen ellentétes volt: a csokkend mintazat helyett emelkedés

volt megfigyelhetd.

A JA és az SA anyagcserével kapcsolatos gének (LOX és PAL) ugyanabba a klaszterbe
csoportosultak, sot néhany a fent emlitett ABA-val kapcsolatos génnel (SDR2 és AO2) egyiitt
alkotott nagyobb csoportot. Az FR-kezelés e két gén expresszidjanak enyhe csokkenését okozta
tiz nap utan 15 °C-on. Az FR-M/FR-C(28) és az FR-C(18) kisérletekben ellentétes mintazatot
figyeltiink meg. Mig az eldbbi enyhe lefelé, addig az utobbi felfelé iranyuld valtozast mutatott,
foleg a PAL esetében. A tizennyolc napos novények hidegkezelése a fénykezelésétdl abszolit

fiiggetleniil indukalta expressziojukat a harmadik kezelés soran FR-C(18).

A COAA és YUCCAS géneket az auxin bioszintézisében elfoglalt fontossaguk miatt
vizsgaltuk. A legnagyobb valtozasokat a COAA esetében tapasztaltunk. Az expresszio
haromszoros stimulalasat okozta az FR kiegészités 15 °C-on mar hét ora eltelt utan is (FR-M). Az
FR-M/FR-C(28) kezelésnek és a megfelelé fehér kontrollokkal torténd Osszehasonlitasa azt

mutatta, hogy az alacsony hdmérséklet megsziintette a fénykezelések kozotti kiilonbségeket. A
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tizennyolc napos novények hidegkezelése a fénymindségtdl fiiggetleniil még nagyobb expresszio-
novekedést eredményezett. A CKX9 expresszids mintazatat az NCED1-el sikeriilt csoportositani.
A CKX9 expresszid nagy, kozel hatszoros emelkedést mutatott a fehér fényhez toérténé FR
kiegészitéskor 15 °C-on (FR-M). Alacsony hdmérsékleten a CKX9 expresszio dramaian csokkent

a tovabbi kezelésekben.

Altalanossagban elmondhat6, hogy a nagyobb véltozasok leginkabb a fiatal novények a
kombinalt kezelésében (FR-C(18)) kovetkeztek be, amely jelenség alol egyediil a CKX9 gén
expresszids mintazata Volt a kivételével. Ebben a kisérleti elrendezésben a kezelt novények nem
szoktak hozza az emelt FR fényhez, és még a haromlevell fejlodési szakasz elején voltak. A
fitohormon tartalomhoz hasonl6an itt mutattuk ki a legkifejezettebb kolcsonhatast az FR és a hideg

kezelések kozott.

|
-8.0 0.0 8.0
5 B B B
- — o — o B & E &
= B3 E 5 5 % ® 3 & = @
§ § & & 2 o o o = =2 5 Z
~ -~ = = &8 & & & v v SR
S < B 2 S = S < S < S S S
E =& B = = & & =
s = = = 5 T § T
BB B OB OB OB OB OB OB OB B M
. -0.34380567
§ % | 0.32809716
2 5 = rJ—ﬂ -
[ NCEDI1
CKX9
AO2
SDR2
PAL
LOX
COAA
— ZEP1
Yucca5

17. abra A kiegészito FR feny és az alacsony homérséklet hatasa a novényihormon-bioszintézisben szerepet jdtszo
gének relativ expressziojara hotérképen dbrazolva. A levélmintikat a megvilagitis megkezdése utan 6-8 oraval
gytjtottiik. A novényeket 12 oras fotoperiodus alatt novesztettiik. A transzkripcios szinteket AACt modszerrel
szamoltuk ki. Az eredmények Log?2 értékben vannak megadva. FR-M: A 18 napos arpa névények tiz napig torténd FR
kezelése 15 ° C-on. FR-M/FR-C (28): 28 napos FR edzett novények tovibbi hét napig 5°C-on torténd kezelése. FR-
C(18): 18 napos egyedek kombindlt hideg (5 °C) és FR kezelése hét napon keresztiil. W - fehér fény; FR — tavoli voros
fénnyel kiegészitett fehér fény. Az adatok harom bioldgiai ismétlésbdl szarmaznak. A hdtérképen kiviili X és Y tengelyek

Jjelolései a hierarchikus klaszterezés utani tdvolsagi vagy kozelségi adatokra vonatkoznak.
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9. KOVETKEZTETESEK

9.1. A HVCBF14 transzkripcios faktor és célgénjeinek a HYCOR14b ¢s HYDHNS
expreszids mintazatai

Kutatocsoportunk korabbi munkaiban mar beszamoltak arrol, hogy a HVCBF14 gén
expresszios szintje nagymértékben megemelkedik 15 °C-on (s6t mar nem induktiv 22 °C-on is) a
beesé fény alacsony R/FR aranyanak kovetkeztében. Azonban ez a jelenség alacsony 5 °C
hémérsékleten az akkori rendszeriinkben mar teljesen megsziint (Novak és mtsai. 2016), hiszen a
most a mi kisérletiinkben a HYCBF14 gén joval nagyobb mértékben expresszalt. Eppen ezért a
jelen tanulmany (7. abra) fényében felill kell vizsgalnunk az akkori eredményeket. A valtozas
valdszinlileg a hasznalt fényforrasok eltérése miatt kovetkezett be. 2016-ban Sylvania
215WF96T12 hideg linearis ,,fehér” fénycsoveket hasznaltunk LED-es fényforrasok helyett. Az
FR kiegészitést akkor, 3W-os nagyteljesitményti LED-ekkel adtuk hozza, hogy alacsony R/FR
aranyt kapjunk a spektrumban. A fluoreszcens fénycsovekben a fény spektruma nem konzisztens,
mert szamos kiemelkedd kék csucsot tartalmaz, amelyek zavarhatjdk a HYCBF14 expressziojat
((Novak ¢és mtsai. 2016), S1 abra). A gabonafélékben nincs bizonyiték erre az elméletre, de az
Arabidopsis thaliana-ban az COR27 és az COR28 géneket elnyomta a kék fény, ami negativan
szabalyozta a CBF expressziojat (Li €s mtsai. 2016).

Figyelembe véve a jelen kisérletet, jol 1athato, hogy a hideg akklimatizaciés koriilmények
kozott, egy jol definidlt, tiszta spektrummal (M2. 1. &bra) a tavoli vords fény még jobban stimulalja
és fokozza az expresszid szinteket ennek a génnek esetében. Erdekes modon a legmagasabb
HvCBF14 transzkripcios szinteket a legkisebb fényintenzitas mellett mértiik, ami arra utal, hogy a
novények nagyobb stresszhatasok érték (a fotoszintézishez nem optimalis szint), és ezért jobban
reagalnak (7. abra). Figyelembe kell venniink azt is, hogy a természetes kdrnyezetben a csokkent
R/FR ardny a naplementekor jelentkezik, és ekkor a sziirkiilet kezdtével a fényintenzitas
fokozatosan csokken. Kovetkezésképpen nyilvanvalonak tiinik, hogy nemcsak a spektrum, hanem
a valtozo fényintenzitas is fontos abiotikus tényez0, ami génszabalyozast befolyasolo jel lehet a
novények szamara (Franklin és Whitelam 2007, Lindl6f 2010, Franklin és mtsai. 2014, Gierczik
¢s mtsai. 2017).

Paradicsomban a monokromatikus vords és tavoli vords fényt tesztelték a hidegtlirés
fokozasara. Megallapitottak, hogy monokromatikus vords fény hatasara a hidegtiirés csokkent,
mig a tavoli voros fény pozitivan hatott a hidegtiirésre. A jelenség mogott talalhatod transzkripcios

tényezoként a CBF1 gént allapitottak meg. A CBF1 transzkriptumszintjét a monokromatikus voros
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fény csokkentette, mig novekedést csak tavoli vords megvilagitassal mellett sikeriilt mérni, de azt

Is csak hidegkezelés utan (F. Wang és mtsai. 2016).

A HvCOR14b expresszios eredményeink, ahogy az varhatd volt, nagy hasonlosagot
mutattak a HVCBF14 mRNS szint valtozasaval (7. és 8. abra). Ezek az eredmények azt is
bizonyitottdk, hogy a COR gének szabalyozasat nemcsak a hideg befolyasolja, hanem a
fényviszonyok is vezérlik, vagy legalabbis a HVCOR14b-t hatarozottan befolyasolja a fény.
Kobayashi és mtsai. (2004) kimutattak, hogy a sotét kdrnyezet gatolja, mig a fény szdmos COR-
gént, koztiik a COR14 buzaban torténd expresszidjat stimuldlja (Kobayashi és mtsai. 2004). 15
°C-on ennek a génnek az expresszidja fehér fény alatt is megnétt, tiz napos fényintenzitds-
modositds utdn, ami egyértelmilen korreldl Kobayashi és Vagujfalvi buzaval kapcsolatos

eredményeivel (Vagujfalvi és mtsai. 2000, Kobayashi és mtsai. 2004).

Kisérleteinkben az egyes intenzitdsokban is oriasi kiilonbségek voltak megfigyelhetdek, de
a tavoli voros kiegészités hatasara ez még tovabb emelkedett. Korabbi publikacioban mar leirtak,
hogy a HYCOR14b expressziojat a fénymindség is meghatarozta etiolalt arpa névényekben. A
voros és a kék fény képes volt megemelni a gén transzkriptum szintjét, mig a tavoli vords és zold
fény egyaltalan nem befolyasolta azt (Crosatti és mtsai. 2003). Ennek ellenére eredményeink azt
mutattak, hogy normal koriilmények kozott a tavoli voros fény nagyon is befolyasold tényezd lehet
a gén expresszidjaban. Alacsony (125 pmol m? st) és normal (250 pmol m™ st) intenzitas mellett
az FR kezelés elsé napjan jelentds valtozas kdvetkezett be, mig nagy intenzitason (350 pmol m™
s!) az utols6 napon 15 °C-on hatalmas, kilencvenszoros névekedés volt tapasztalhatd. Ezzel
szemben alacsony, 5 °C-os hémérsékleten csak kis kiilonbségek voltak kimutathatok a kezelt
novények kozott. Ez azt jelenti, hogy nagy fényintenzitas mellett, alacsony hdmérsékleten volt egy
kiiszobérték a gén indukciodjaban, és azt az FR kiegészités nem indukalta tovabb, ellentétben mas
kezelésekkel. A legnagyobb génexpresszios valtozasok alacsony fényintenzitdson torténtek. Ez jol
szemlélteti a fény intenzitdsanak és minéségének a HYCOR14b expressziora gyakorolt specialis

hatasat.

A HvVDHNS5 gén sokkal kevésbé reagalt, mint a masik két gén, az FR-modulalt spektrumok
szempontjabol (9. abra). Csak az alacsony homérsékletnek volt a transzkriptum szintjére
nyilvanvalo hatédssal. A hidegre torténd érzékenységre szamitottunk, mert tobb esetben bemutattak
mar, hogy ellendrzott kdrnyezetben a HYDHNS felhalmozodasat a hideg sok genotipusnal fokozta,
tovabba a HYDHNS gént az arpaban a fagytiirés markergénjének tekintheté (Kosova és mtsai.

2013). Erdekes modon a HVDHNS expresszidja nem valtozott szignifikdnsan az emelkedett
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HvCBF14 szintek mellett. Ez 0sszefliggésben lehet azzal, hogy a HYDHNS gén a dehidrinek Kn
osztalyaba tartozik, amelyek reagdlnak a fagyra és a szdrazsagra, de a fény alapvetéen nem

szabalyozza azok miikddést (Kosova és mtsai. 2008, 2013, Zolotarov és Stromvik 2015).

Jelen kisérletben azt is megfigyeltiik, hogy a HYDHNS gén kiilonb6z6 fényintenzitdsok
esetén sem reagal szignifikansan eltéréen. A kiilonbségek hidnya azzal is magyarazhato, hogy bar
a DHN csalad tagjai gén-expresszidjanak napi ritmusa van (Cellier és mtsai. 2000), de a
fotoperiodusok mellett a hémérséklet az, ami szignifikansan befolyasolja az expressziojukat.
Hasonlét tapasztaltak a BpuDhnl és BpuDhn2 gének esetében nyirfakban is (Welling és mtsai.
2004). Raadasul ugy tlinik, hogy a rovid nappalhossz csak segit meginditani az expressziot mint
kulcsfontossagu elemet ebben a folyamatban, de késébb mar nem jelent tovabbi regulacios pontot.
Mindez azt is sugallhatja, hogy a HYDHN5S szabalyozasa fiiggetlen a fitokrom altal kozvetitett

jelatviteli Gttol, ami rugalmasabba teszi az arpa hidegakklimatizaciés mechanizmusat.

9.2. A fagyasztasi tesztek kiilonboz6 fényintenzitdsok mellett, modositott R/FR aranyon

Az 0Osszehasonlitas alapjat a fehér fény képezte, és a tavoli vorés modulalt zoénak
eredményeit allitottuk szembe vele (10. dbra). Minden fényintenzitasnal és hdmérsékletnél
egyértelmi kiilonbség van a két kezelés kozott. Ismert, hogy maga a fényintenzitas befolyésolja a
fagytirés mértékét, ¢és megfeleléen magas fényintenzitdst alkalmazva a fagytlirés
szobahomérsékleten is javithatdé a buzdban (Szalai és mtsai. 2009). Ezen tGlmenden, a
hidegedzédés ideje alatt elegendd megvilagitas nélkiil, a potencidlisan magas fagyallosagu téli
gabonafélék sem képesek megfeleld fagyastiirést elérni (Gray és mtsai. 1997, Apostol és mtsai.
2006). Hasonlo eredményeket jelentettek ludfiiben is. Ennél a modellndvénynél a rovid
fotoperiodus alacsonyabb fagytiirést eredményezett, mig az alacsony fényintenzitas is hasonld
eredményeket hozott. Bar a kisérlet elsdsorban nem ennek a témanak a céljat szolgalja, de a
szerzOk azt sugalltak eredményeikkel, hogy a ludfii fagyallosaganak kialakulasa a beérkezd
fotonok teljes szamahoz kapcsolodik, nem pedig a fotoperiodus id6tartamahoz (Wanner és Junttila
1999). Vizsgalatunk (10. abra) szintén megerésiti ezeket az allitasokat arpara nézve, mivel az
alacsony ¢és a magas fényintenzitas kozott a relativ vezetdképesség mindkét hémérsékleten

csokkent, még a voros fény kiegészitéstol fiiggetleniil is.

A rozs esetében arrol szamoltak be, hogy a hidegexpozicid utan a rozs novények sokkal
nagyobb hidegtiirést mutattak a normal hémérsékleten termesztett kontrolljukhoz képest. Ezzel
szemben az eredményeik azt is megmutattdk, hogy nagyobb fényintenzitas mellett a ndvények

fagytlirése megnovekedett, de ez a ndvekedés nem volt olyan magas, mint az edzett kontrollokban
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(Gray és mtsai. 1997). Az 6szi buza (Triticum aestivum L. var. Mv Emese) esetében hasonld
eredményeket igazoltak. Hidegben edzett palantak fagytiirése joval magasabb volt, amikor normal
fényerésséggel (250 pmol m st nevelték éket, s6t magasabb fényintenzitas mellett (500 umol
m2 s1) a novények magasabb tulélési aranyokat is mutattak, mint gyenge fényviszonyok mellett

(20 umol m s1). Hasonlo eredményt értek el még hideg edzés nélkiil is (Janda és mtsai. 2007).

Eredményeink is ezt a tendenciat mutattak, de emellett azt is jelzik, hogy az R/FR arany
modosuladsa nemcsak szinergetikus hatdst mutat alacsony homérsékletekkel (Novak és mtsai.
2016), hanem védelmi mechanizmusokat is indukahat nem akklimatizacios homérsékleten is,
kiiléndsen nagy fényintenzitas mellett (350 pmol m s). Csékkent R/FR ardny esetén nagyobb
fagyastlirés volt megfigyelheté minden fényintenzitas mellett. Paradicsomban a termesztés soran
tavoli vords fény hatdsait vizsgaltak a betakaritas utan. A termesztés sordn a kiegészitd tavoli vords
fény javitotta a sziiret utdni hidegtiirést az érett zold és vords betakaritott paradicsomokban is.
Ebben az esetben a kiegészités nagyobb szilardsagot, fokozott pigmentaltsagot okozott, és
csOkkentette a hiités altal kivaltott karosodasi és bomlasi folymatokat (Affandi és mtsai. 2020).
Bér a magas fényintenzitasu kiegészitd vords fény sok esetben elényds, ha kordbban a novényeket
alacsonyabb beesd fényintenzitdson nevelték, a fényerdsség hirtelen ndvekedése karos
mellékhatasokat is okozhat, példaul fotoinhibicidt vagyis a fotoszintetikus apparatus karosodasat
a hideg akklimatizacié soran (Zhu és mtsai. 2017, Szalai és mtsai. 2018). A mi eredményeink ezt
konkrétan nem tudjak megerdsiteni, hiszen csak a novények magassagi mutat6ibol kiindulva (11.
abra) tudunk csak tavoli kovetkeztetést levonni. Ettdl fliggetleniil Kono és munkatarsai 2017-es és
2020-as eredményei arra mutattak ra ladfii modellnévényben, hogy a vords fény megvilagitas
soran, fluktudlo fényerdsség mellett az erds fény gyenge fény atmenetnél a tavol vords fény
kiegészités segiti a fotoszintézis fényvédelmi folyamatainak relaxalodasat. A gyenge fényrdl erds
fényre torténd atmenet soran a tavoli vords fénykiegészités az I-es fotokémiai rendszer koriili
ciklikus elektrondramlds fokozasdn és a fényvédelmi folyamatok tamogatasa altal, képes
megakadalyozni, hogy az elektronok a PSI-bdl a molekularis oxigénre keriiljenek(Kono és mtsai.
2017, 2020). Fontos azonban megjegyezni, hogy ezek rovid tava kisérletek voltak és a
fényvédelmi rendszernek megvannak a limitacidi. Amig a PSI koriili ciklikus elektrondramlas
aktiv, melyet az extra tdvoli vords fény a magasabb fényintenzitas mellett tovabb erdsit, a
megnodvekedett delta pH fiiggd fényvédelmi folyamatok miatt a PSII miikodése erdsen csokkenhet
(Cornic ¢és mtsai. 2000). Ez kozvetlen moddon vezethet a fotoszintetikus aktivitas

leszabdlyozasahoz ¢és a szénhidrat raktarak kiiiriiléséhez, amely nem kedvez a novekedésnek.
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Természetesen ezen feltevéseket csak kisérletes modon lehet bizonyitani, de ilyen iranyu

kisérleteket ebben a rendszerben nem végeztiink.

Kimutattak azt is, hogy az alacsonyabb R/FR arany a fitokrom jelrendszer befolyasolasaval
novelheti a fagytlirés emelekedett szintjét (Franklin és mtsai. 2014, Novak és mtsai. 2016, Gierczik
¢s mtsai. 2017). Eredményeink azt is bizonyitottak, hogy a megemelkedett FR fény a spektrumban
nagyban javithatja az arpa fagytlirését, amely tovabb novelhetd a fényintenzitds ndvelésével
pahuzamosan. A fas szard novényekben a csokkent R/FR ardny ezen hatasdt mar régen
bizonyitottak. Példaul somban és loncfélékben a vords fény negativan befolyasolta a fagyttirést. A
som tobb genotipusat vizsgalva igazoltak, hogy a tavoli vords fény pozitivan befolyasolja a hideg
akklimatizaciés folyamatokat (Williams és mtsai. 1972, McKenzie ¢és mtsai. 1974). Ha
Osszehasonlitjuk a nagy fényintenzitason megvaldosuld legmagasabb fagyallosagot a COR14b
expressziés mintazataival (8. abra), akkor az még azt is mutathatja, hogy az arpa fagytlirését
befolyasold szamos mechanizmus (X. Wang és mtsai. 2016) vizsgalata is fontos lehet, ha nemcsak

fagytlirés markerezése a cél.

9.3. A FR hatas mérsékelt hdmérsékleten (FR-M)

A ndvények kiillonbozd fotoreceptorok altal érzékelik a fényt. Az egyetlen olyan
fotoreceptor, ami kizarolag a FR altal aktivalodik, a fitokrom A (PhyA). Ez azért is kiemelten
fontos, mert mar pubikaltak eredményeket arrol, hogy ez a fotoreceptor fokozza a névények fagy
elleni toleranciajat (Gururani és mtsai. 2015, F. Wang és mtsai. 2016). A PhyA-aktivacioval jaro
megndvekedett FR mennyisége pozitiv hatdsa 6sszhangban all a mi eredményeinkkel, ahol mi is
FR-indukalta fagytolerancia-emelkedést tapasztaltunk az arpa esetében mar 15 °C-on (14. abra).
Ez a megallapitas 6sszhangban all egy korabbi tanulmannyal (Novak és mtsai. 2016), ahol az
alacsony R/FR arany pozitiv hatdsat a legfontosabb hidegindukalhaté transzkripcids faktor, a
CBF14 expresszidjara mutattak ki 15 °C-on. Azonban a hideg-akklimatizaciora gyakorolt FR
hatds pontos mechanizmusa egyelére nem teljesen ismert. Kutatdcsoportunk korabbi
gabonafélékben torténd vizsgalataiban (buzdban és arpaban) kimutattak, hogy a csékkent R/FR
arany hatasa tovabb fokozhato a nagyobb fényintenzitassal (Novak és mtsai. 2016, Ahres €s mtsai.
2020). Azt is meg kell emliteni, hogy a normal novekedési hémérsékleten termesztett tavaszi
arpafajtdknal az FR fény kevésbé hatékony, mint mas modositasok, példaul a kék fény novelése a

megvilagité fehér fényben (Klem és mtsai. 2019).

Az FR fagytlirésre gyakorolt hatdsan kiviil, a természetben eléforduld fényspektrum

Osszetételének Gszi valtozasaihoz hasonlatosan (szintén megnovekedett FR mennyiség kdvetkezik
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be a természetes fényben), a ndovények azt drnyékjelzésként is érzékelhetik, mivel a ndvények
elsdsorban a vords fényt hasznaljak fel, mig a FR fény egyrésze visszaverddik. Strii vegetacioban
ez indukalja az arnyékkeriilés-szindromat, amely a kétszikiiecknél a hipokotil/szar novekedésének
egysziklieck esetében csokkent kaldszszamot és az érett szemek sulyanak csokkenésében
mutatkozik meg (Panigrahy ¢és mtsai. 2020). Ezeket a fejlodési jelenségeket is, a
hidegakklimatizacioval egyetemben a ndvényi hormonok képesek szabalyozni. Ezért is fontos
hangsulyozni, hogy az FR-expozicié altal kivaltott valtozasok kapcsolatban allnak a hidegedz6dés

folyamtaval és az arnyékkeriil6-szindromaval egyarant.

A 15 °C-os FR-kiegészités (FR-M) legjelentésebb hormonszint-valtozas az ABA-
mennyiségi novekedése volt (15. abra A). A génexpreszids vizsgalatok is alatamasztjak ezt a
novekedést, ahol az ABA mennyiségi eléfordulasat korlatoz6 NCED1 bioszintetikus enzim
génjének transzkripcioja, valamint mas ABA-bioszintetikus gének, mint pl. az AO2, valamint
kisebb mértékben a ZEP1 ¢s SDR2 expresszioja nétt (17. abra). Ez 0sszhangban all mas olyan
tanulmanyokkal, amelyek arr6l szamoltak be, hogy az ABA bioszintéziséhez kapcsolodo géneket
erdteljesen indukalja a fehér fény spektrumanak FR-rel valo kiegészitése (Seo és mtsai. 2009, Xu
¢és mtsai. 2014). Az alacsony R/FR arany poztivan szabalyozza az ABA-t ludfliben is, ezaltal
gatolva annak novekedését (Reddy és mtsai. 2013). Ugy tiinik, hogy az ABA a hidegedzés soran
(legalabbis részben) a véddanyagok expressziojanak stimulalasaval, pl. LEA fehérjék (Kosova és

mtsai. 2012), vagy a novekedés teljes leallitasaval vesz részt (Francis és Sorrell 2001).

A JA degradalddasa tartés FR-expozicio esetén 15 °C-on (15. abra B) 6sszhangban van az
arny€kolasi reakcid alatt fellépd szuppresszaltsaggal, amely a ndovények alacsonyabb R/FR-
aranyon bekovetkez6 fokozott sebezhetdséggel jar egyiitt (Voitsekhovskaja 2019). Ludfiiben az
alacsony R/FR aradny gatolja a JA altal kivaltott védekezési reakcidkat, valdsziniileg annak a
ténynek koszonhetden, hogy a novényeknek at kell helyeznilik energiaforrasaikat a védelem
kialakitasarol a gyorsabb novekedés, pontosabban a szarmegnyulas iranyaba (Leone és mtsai.
2014). Mas hasonlo esetet tavaszi arpaban irtak le, ahol az FR fény szintén negativan befolyasolta
a JA bioszintézisét a tavaszi arpa levelében (Klem és mtsai. 2019). A JA tartalom csokkenése
mellett, annak jelatviteli miikddése is nagyban csokkent. Ez a folyamat az FR altal kivaltott
fitokrom B inaktivalasanak kovetkeztében alakul ki, melynek eredményeként a JA represszor JAZ
fehérjék (JASMONATE ZIM DOMAIN) stabilizalodnak (Ballaré 2014).

61



Az alacsony R/FR arany nemcsak a JA-fiiggd, hanem az SA-fiiggé védekezéseket is
csokentette a ludfiiben (De Wit és mtsai. 2013). Ezek alapjan tgy tiinik, hogy az arnyékelkeriilé
valasz elsobbséget ¢lvez a ndvényi immunvalaszokkal szemben (De Wit és mtsai. 2013, Leone ¢€s
mtsai. 2014). A mi kisérletiinkben azonban csak enyhe SA csokkenést észleltiink hosszan tarto FR

kezelés esetén (15. abra C).

Az arnyékkeriilési-szindroma valaszreakcidjaként altaldban az egyetlen emelkedd hormon
az |AA (Kohnen és mtsai. 2016, Ma és Li 2019). Ezt mi is hasonl6an tapasztaltuk, ugyanis ennek
az auxinnak a jelentds mértékii ndvekedését detektaltuk az FR-expozicio teljes idétartama alatt 15
°C-on az FR-M kezelésben (15. abra D), amit a COAA gén expresszidjanak novekedése eldre
jelzett (17. abra). Ismeretes, hogy az IAA hormont taltermeld névények a CKX-eket vagyis a f6
CK-bonto enzimeket pozitivan szabalyozzak (EkIof és mtsai. 1997, Ballaré és Pierik 2017). Ezt
az eredményt mi is meg tudjuk erdsiteni, hiszen az IAA novekedése egybevagott a CKX9 gén
jelentds emelkedésével (17. abra). Ez jol korrelal az aktiv CK-k cs6kkenésével, ami a tizedik napon
kovetkezett be alacsony R/FR arany mellett (16. abra), és 6sszhangban van azzal a ténnyel is, hogy
az arnyé¢kelkeriilés altalaban a CK-nek csokkenésével jar, ami Osszefiigg a levél novekedésének

gatlasaval is (Kurepin és mtsai. 2013).

9.4. Az FR elékezelés hatasa a hideg okozta stresszreakciora (FR-M/FR-C(28))

A fagytesztek eredményei (14. dbra) azt mutattak, hogy az FR-vel torténd eldkezelés (FR-
M/FR-C(28)) er6s pozitiv hatassal volt a fagytlirésre a rakovetkezé 5 °C-os hidegkezelés utan. A
homérséklet csokkentése 5 °C-ra a fehér fényben termesztett névényekben az ABA koncentracio
atmeneti novekedését eredményezte (15. abra A). Ez az ABA novekedés 6sszhangban van tobb
megjelent publikacidval (Kosova és mtsai. 2012, Kalapos és mtsai. 2017). Az ABA esetében az
alacsony hdmérséklet hasonlo hatast valtott ki a kontroll fehér fény esetében, mint amit az elso
kisérletben tapasztaltunk az ABA anyagcseréjében a 15 °C-os FR kezelésben. A hideg a tobbi
stresszfaktor mellett (sotartalom, dehidratacio, hé) erésen befolyasolja az ABA szintjét azaltal,
hogy a bioszintézisében rész vevé szamos gént aktivalja (Tuteja 2007). Novényekben az FR-hez
vald alkalmazkodast kovetden (15 °C-os FR kezelés) az alkalmazott 5 °C hidegkezelés az ABA
szintet szamottevéen nem valtoztatta meg. Ennek oka lehet az FR el6kezelés altal okozott nagyobb
hidegtlirés, amely csokkentette a stressz hatasat, és igy alacsonyabb stresszvalasz tarsult az
alacsony homérséklethez. A kezelés végére az ABA szintje a kontroll fehér fényben, illetve az FR
kezelésben csokkenést mutatott. Az ABA csokkenése a tartos hidegkezelés soran 6sszhangban van

egy korabbi eredménnyel (Kosova et al. 2012). Az ABA profil egybeesett az SDR2 és AO2 gének
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expresszidjaval. Az alacsony NCED1 transzkriptumszint abbol is eredhet, hogy az ABA
levelekben torténd emelkedése elsdsorban a gyokerekbdl szarmazo transzportnak kdszonhetden,

nem pedig ott szintentizalodott.

A kezelés korai szakaszaban a hidegre adott stresSzreakcidoban a JA szint meglehetosen
alacsony volt (15 abra B), ami kés6ébb is csak mérsékelten emelkedett. Ez 6sszhangban van a Hu
és munkatérsai altal leirtakkal (Hu és mtsai. 2017). Erdekes modon az elsé variansban (FR-M) a
15 °C-on tapasztalt negativ FR hatas a teljes hideg kezelési idészakban is fennmaradt (15. abra B).
Az SA esetében is csak kisebb valtozasokat tudtunk megfigyelni (15. abra C). A PAL gén
expresszidjanak mérsékelt csokkenése korrelalt az SA-szintjének enyhe csokkenésével a

hidegkezelés elején.

Az FR el6zbéekben leirt pozitiv hatdsa az IAA-ra szinte rogton a kezelés elsd napjara
megsziint a hideghatas (5 °C) bekovetkezte utan (15. abra D), ami azt jelzi, hogy az auxinokra a
hémérséklet nagyobb hatassal van, mint a fénymindség. Azonban a hosszabb ideig torténd hideg

¢és FR kezelés végére az eddig targyalt pozitiv hatds ujra szignifikdnsan mérhet6 volt.

A sejtosztodas stimuldlasdban legaktivabb citokininre (tZ) a hideg stressz mérsékelten
ugyan, de rogton negativ hatast gyakorolt. Ezzel ellentétben viszont a cZ-tartalom ndvekedett, ami
azért is érdekes, mert alapvetden az aktiv citokininek alacsony mennyisége gyakran Osszefligg a
stresszvalaszokkal. Késobb a tZ kissé megemelkedett, mig a cZ mérsékelten csokkent, ami azt
jelezheti, hogy a novények mar képesek voltak alkalmazkodni az alacsony hémérséklethez. A 15
°C-on végzett kezeléshez hasonldan a hosszan tartd FR kezelés 5 °C-on is negativ hatassal volt a
cZ-re. Az FR-kezelt novények kissé magasabb tZ-tartalma viszont az kezelés elsé napjan arra is
utalhat, hogy az FR-el6kezelés altal magasabb stressztolerancia alakult ki, és emiatt a stresszhatast

is csokkenti.

9.5. A kombinalt FR és hidegkezelés (FR-C(18))

Az FR-C(18) kezelés soran a hideg stresszt az FR kiegészitésével egyidejiileg alkalmaztuk
a fiatal, tizennyolc napos novényeknél. Az FR-M/FR-C(28) kezeléshez képest a fiatalabb
névények mar fehér fényben is szignifikansan nagyobb stressztiirést mutattak (14. dbra). Ugy
tlinik, hogy a novények érzékenyebbek az alacsony hdmérsékletre a harom leveles fejlodési
szakaszban, Osszehasonlitva fejlodésiik késObbi szakaszaival. Az ABA korai emelkedése

valamivel alacsonyabb volt, mint a husszonnyolc napos névényeké. A jelenség legvaldsziniibb

crcr
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vetési ideje oktober elsd és masodik hetében kezdddik, ami &ltaldban novemberig tart.
Kovetkezésképpen, amikor az elsé fagyok mar hatassal vannak a fejldd6é novényekre (az éjszakai
fagyok altalaban november elején jelennek meg), akkor még fejlédésiik nagyon fiatal szakaszban
van (2-3 leveles stadium). Tehat tobb szaz évig a gazdak és termesztok is kiszelektaltak olyan
fajtakat, amelyek képesek voltak alkalmazkodni ehhez a zord éghajlathoz. Nemrégiben megjelent
publikaciokban is arrdl szamoltak be, hogy a fény mindsége és mennyisége befolyasolta mind a
bluza, mind pedig az arpa ndvekedését €s fejlodését, sot a cirkadidn 6éra mikodésére is jelentds
hatdssal van (Gierczik és mtsai. 2017, Monostori ¢és mtsai. 2018, Watson és mtsai. 2018,

Monteagudo ¢és mtsai. 2020)

Ezzel egyidejlileg a JA és az SA mennyiségi eléfordulasa is sokkal nagyobb mértékben
valtozott, mint az FR-M vagy FR-M/FR-C(28) kezeléseknél. A hormonprofilok Gsszhangban
vannak bioszintetikus génjeik expresszids mintazatdval, erds stimulaciot detektalunk az SA
bioszintézis kapcsan kiemelten fontos PAL génnél, de a JA biszontézisében szerepet jatszo LOX
gén traszkricios szintje is emelkedett. Ez 6sszhangban van a korabbi beszamolokkal, amelyekben
az alacsony homérséklet vagy a hidegakklimatizacio altalaban megemelt PAL aktivitast
eredményez, pl. festulolium- vagy repcendvényekben (Pociecha és mtsai. 2008, Hura ¢és mtsai.
2015). Valoszinlileg a novények ebben a fejlédési szakaszban priorizaljak a védelmi
mechanizmusaik erdsitését a szélséséges kornyezeti feltételek ellen. A hétnapos hideg iddszak
végén az Gsszes stresszhormon, kiilondsen a JA tovabb emelkedett. A LOX gén miikodése azonban
ellentmond all Liu és mtsai. eredményeinek (Liu és mtsai. 2016), akik tobb LOX gén hideg okozta

crer

kiilonféle LOX gének kiilonb6z6 szabalyozasi folymatokban is jelen lehetnek.

Megéllapitottuk, hogy a hideg ¢és az FR kombinacidja fokozza a hideg elleni toleranciat a
csak hideg kezeléshez képest, hiszen az ABA szintje emelkedett, mig azzal ellentétesen az IAA
szint csokkent. Az ABA felhalmozodasanak kiilonbsége az FR-M/FR-C (28) és az FR-C(18)
kezelés kozott az elobbi esetben az FR eldkezelésnek tudhatd be. Ez 6sszhangban lehet Bravo és
munkatarsai 1998-as munkéjaval, ahol a hideghez adaptalodott és a normal hémérsékleten nevelt
arpa novények ABA tartalma hasonléan alakult, mint a mi ndvényeinkben a FR-hez valod
alkamazkodast kovetden (Bravo és mtsai. 1998). Az FR kezelés a stresszhez kapcsolodo citokinin
a cZ szubsztancialis novekedését okozta fliggetleniil a kezelés hosszatol. Azonban FR kezelés
végére (7. nap) a JA €s az SA mennyisége jelentdsen csokkent, ami altalaban az arnyékreakcio

egyik f6 ismertetdjele. Mind a hormonszint, mind a hormon anyagcserével kapcsolatos gének
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expresszios profilja azt jelzi, hogy az aktivalt védekezés mechanizmus a teljes kisérlet egésze alatt
fennmaradt. Az IAA novekedése szorosan Gsszefiigg a magas CK-tartalommal, amely raadasul
Osszhangban allt a YUCCADS és a COAA expresszidjanak magas szintjével, azt jelzi, hogy a fiatal

novények jobban képesek alkalmazkodni ehhez a stresszallapotahoz.

9.6. Konkluzio

Az eredményeink azt mutatjak, hogy FR-kiegészitési fehér fény koordinatorként mikddik
a hidegedzddés korai szakaszaban, és ez a jelenség kiillonbozik a FR altal befolyasolt mas
novényfejlodési és €lettani folyamat szabalyozasatol. A kiegészitdé FR fény pozitiv hatassal volt a
novények hidegtlirésére minden kezelési varidnsban. Ezt a hatdst 5 °C-os hidegkezelés tovabb
erdsitette, a nem hideg-akklimatizacios homérsékleten (15 °C) nevelt névényekhez viszonyitva. A
hormon és a qPCR elemzések eredményei azt mutatjak, hogy a hdmérséklet nagyobb hatassal volt
a novény viselkedésére, mint a fényspektrum modosulésa. Az adatok teljes dsszefoglaldsat a 18.
abra mutatja be, ami szemlélteti azt is, hogy a hideg illetve FR kezelés szinergikus, de néhany
esetben antagonista hatasokat is kivaltottak. Mindenesetre a két kornyezeti faktor egyiittes
alkalmazasa fejti ki a legnagyobb hatast. Ugy tiinik, hogy az FR kezelés idézitése és idStartama
dontd tényezd a hideg-akklimatizalédasi folyamatokban, ami a ndvények akklimatizalasat illeti.
Egy masik fontos tényezdé a novények. Az arpandvények korai fejlodési szakaszaban a
hidegedz6dés hatékonyabb volt, ami magasabb fagytoleranciat eredményezett. Ezt a jelenséget
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emelkedése is jelzi.
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18. dbra A kiilonbozé homérsékletek és/vagy a FR kezelés altal kivaltott névényi hormon valaszok és a

kulcsfontossdagu hormon metabolizmussal kapcsolatos gének expresszios valtozasai. FR-M: A 18 napos

drpa névények tiz napig torténd FR kezelése 15 ° C-on. FR-M/FR-C(28): 28 napos FR edzett névények
tovabbi hét napig 5°C-on torténd kezelése. FR-C(18): 18 napos egyedek kombindlt hideg (5 °C) és FR

kezelése hét napon keresztiil. W - fehér fény; FR — tdavoli voros fénnyel kiegészitett fehér fény. ABA,

abszizinsav; IAA, indol-3-ecetsav; JA, jazmonsav, SA, szalicilsav; aktiv CK-eK, aktiv citokininek; CKX9,
citokinin-oxidaz/dehidrogendz 9; COAA, acetil-CoA acetiltranszferdz;, YUCCAS indol-3-piruvat-

monooxigendz; ZEP1 zeaxantin-epoxidaz; NCEDI, 9-cisz-epoxikarotinoid-dioxigendz 1; SDR2, rovid

lancu dehidrogendz 2; AO2, aldehid-oxidaz 2; LOX, lipoxigendz; PAL, fenilalanin-ammonia-lidz.
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10. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK (TEZISEK)

A hideg, a fényintenzitas €s a voros tavoli vords fény arany modositasa egylittesen befolyasolja
az arpa HVCBF14 ¢és a HVCOR14b gének expressziés mintazatat, a HVDHNS5 gén
modositasaval egyetemben. Amig az alacsony hdmérséklet mindharom gén esetében indukalta
azok transzkripcidjat, addig a tavoli vords fénykiegészités tovabb novelte transzkripcios
szintjiiket kivéve a HYDHNS gén esetében. Ezt a pozitiv hatast hol elnyomta, hol pedig még

tovabb erdsitette a fény intenzitdsanak megvaltozasa is.

A HvCOR14b és a HYDHNS gén, amelyeket elsdsorban markerként hasznalnak az arpa
fagyallosaganak eldrejelzésére, masképp viselkedett. Mig a HVCOR14b gén expresszidja
novekedést mutatott mind alacsony hdmérsékleten, mind pedig kiegészitett tavoli vords fény
hatdsanak kovetkeztében, addig a HVDHNS csak alacsony hémérsékletre reagalt. Ez azt
sugallja, hogy a HVDHN5 gén expressziojanak szintjét csak akkor lehet a fagytiirési
markerként hasznélni, ha a teljes tolerancia szint kialakuldsat egy megfeleléen hossza hideg

edzddési folyamat eldzi meg.

Az eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy hideg, a fényintenzitas és a voros/tavoli vorods fény
arany modositasa additiv hatas mellett tobb esetben szinergetikusan is képes hatni az arpa
ndvényben a hideg edz8dés korai szakaszaban, ami komoly pozitiv valtozasokat eredményez

a fagyallosag szintjén is.

Az arpandvények korai fejlddési szakaszaban a hidegedzédés hatékonyabb volt az FR kezelés
¢s az alacsony homérséklet kombindcidjdban, mint a dolgozatban taglalt késébbi fejlodési
szakaszokban, amit a fagytesztek eredménye is alatdmasztott. Ez a magasabb stimulacié az
ABA szintjének gyors emelkédésével, valamint a JA és az SA tartalomban bekdvetkezd

emelkedéssel magyardzhato.

Ugy tiinik, hogy a FR kezelés id6zitése ¢és idétartama donté tényez6 a hideg-akklimatizalodasi

folyamatokban, ami az arpa akklimatizalasat illeti.
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6. Az alacsony vords/tavoli-vords fény aranya fehér fény az arnyékelkeriilési-szindroma
kivaltasatol eltérd hatassal is rendelkezik a fagytiird 6szi gabonafélék esetében a kdrnyezeti
homérséklet és a fényintenzitas fiiggvényében. A FR kiegészités indukalja a hidegedzddést €s
a fagy ellen fokozott védelmet biztosit a mérsékelt illetve borealis égov 6szi koriilményeihez

hasonlatos megvilagitas alkalmazasa esetén.

7. A hormon és a qPCR elemzések eredményei azt mutatjak, hogy a hémérséklet nagyobb

hatassal volt az arpandvény viselkedésére, mint a fényspektrum modosulasa.

8. Eredményeink alapjan a tavoli voros (FR) fény nem kozponti jelként, hanem koordinatorként
mikddhet az arpa hidegedzés kezdeti szakaszdban, szamos ndvényfejlodési és élettani

folyamat szabalyozéasanak dsszehangolasaban.
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11. NEW RESULTS (THESES)

. According to our best knowledge these are the first results to show that the combined effects
of the cold, light intensity and the modification of the R/FR light ratio can greatly influence
the expression pattern of the HYCBF14 and the HYCOR14b gene, and also adjust the level of
the HYDHN5 gene. While low temperature induced all of their expression, far-red light
supplementation was able to further enhance their transcriptional level except for the HvDHN5
gene. This positive effect was sometimes suppressed or further strengthened by the change in

light intensity.

. The two genes which are used primarily as markers to predict the level of the barley frost
tolerance behaved differently. While the HvCOR14b gene showed an absolute increase in both
low temperature and under supplemented far-red light, the HYDHN5 only responded to the
low temperature in a reliable manner. This suggests that the HYDHN5 gene should be used
when light modifications do not occur or to predict the level of total hardiness after adequately
long cold acclimation.

. These three environmental factors seem to be interfering with each other during the cold
acclimation process. The modification of temperature, light intensity and R/FR ratio have an
additive effect on barley’s cold hardiness, but in many cases they cause even synergistic effect
in the barley plants. This phenomenon leads some serious alteration in the level of frost

hardiness in the early stages of cold hardening.

Cold hardening was more efficient in the early developmental stages of barley plants, which
was associated with higher stimulation of plant defence as indicated by comparable elevation
of ABA and higher modulation of JA and SA.

. The timing and duration of the FR treatment seem to be crucial factors in cold acclimation

processes as far as plant acclimation is concerned.

Based on these results it seems that elevated protection against low temperature can occur in
plants as an adaptation to autumn-related environmental changes, distinct from the shade

avoidance syndrome.

. The results of the hormone and the gPCR analyses indicate that temperature had a greater

impact on plant behaviour than the modification of the light spectrum.

69



8. FR-supplemented white light acts as a coordinator in the pre-hardening process, apart from the
regulation of many plant developmental and physiological processes.
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12. OSSZEFOGLALAS

Munkénk hatterét tobb, ma mar széles korben elfogadott tudomanyos eredményre
alapoztuk. A buza és az arpa fagyallosagat befolyasold FR2 16kuszban szamos CBF transzkripcios
faktor gén talalhatd, amelyek kulcsszerepet toltenek be a novények hidegedz6désének
folyamataban. Arabidobsis thaliana modellnévényben bizonyitottak, hogy a CBF gének az
alacsony homérséklet, a fotoperiodus €és a fényintenzitas mellett a fénymindségére is erdsen
reagalnak. Tudjuk, hogy Osszel szamos kornyezeti tényezd valtozasara (pl. homérséklet,
fényintenzitas, spektrumok) van sziikség ahhoz, hogy a gabonafélék fiziologiailag felkésziiljenek
a téli fagyokra. Hipotézisiinket, hogy a novények a csokkent vords/tdvoli vords fény aranyt
egyfajta jelként hasznalhatjak a homérséklet-csokkenésre vald felkésziiléshez is e tényekre
alapoztuk. A tedriank aldtdmasztdsdra két kiilonbozd kisérletet allitottunk be, ahol egy jo
fagytiiréssel rendelkezd 6szi arpa genotipusban vizsgaltuk a hdmérséklet, a fényintenzitds és a
fényspektrum valtozastol fiiggd fagytlirés kialakulasanak molekularis hatterét, kiilonésen a CBF

regulont és a novényi hormonokat.

Az els kisérletben 0Oszi arpa novényeket kezeltiink alacsony, normél ¢és nagy
fényintenzitas mellett, alacsony vords tavoli vords aranyu (R/FR) fénnyel 5°C-on és 15°C-on. A
HvCBF14 gén expressziojat és a CBF-regulon két jol jellemzett tagjat, a HvCOR14b és a
HVDHNS5-et vizsgaltuk.

Ismereteink szerint ezek az elsd eredmények, amelyek azt mutatjak, hogy a hideg, a
fényintenzitds és az R/FR fényarany modositasa egyiittesen befolyasolhatja a HVCBF14 és a
HvCOR14b gén expressziés mintazatat, amely szintén képes modulalni a HVDHN5 gén
transzkripcios szintjét. Erdekes modon az a két gén, amelyet elsdsorban markerként hasznélnak az
arpa fagyallosaganak elérejelzésére, eltéré modon viselkedett. Mig a HYCOR14b gén abszolt
novekedést mutatott mind alacsony hdmérsékleten, mind kiegészitett tavoli vords fény alatt, addig
a HYDHNS5 gén csak az alacsony hémérsékletre reagalt megbizhato modon. Ez azt sugallja, hogy
a HYDHNS gént akkor kell hasznalni, ha nem kovetkeznek be fénymodositasok, vagy meg kell
josolni a teljes fagytolerancia szintet, ami csak hossza hidegakklimatizacio utan allapithaté meg.
Ezért azt javasoljuk, hogy azokban az esetekben, amikor mesterséges fényforrasokat hasznéalnak a
hidegedzés soran, a HYCOR14b expresszios szintjét kell ellendrizni a hideghatas elleni védekezés
elorejelzésére. Ugy tiinik, hogy ez a harom kornyezeti tényezé egyiittesen hat a
hidegakklimatizalodasi folyamat soran, ami komoly valtozasokat eredményezhet a fagyallosag

mértékében. Ennek megfeleléen a ndvényneveld kamrakban a fagyallosagra irdnyulo tesztelések
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soran nagyon fontos, hogy a fényintenzitast és a spektrumot is dllanddan tartsuk, ami az
ismételhetéségnek is el6feltétele. Emellett szabadfoldon is a kiils6 fényforrasok alkalmazasa terepi
koriilmények k6zott az 6sz folyaman megakadalyozhatja a kiilonboz6 névényfajok hideg okozta

sériiléseit. Természetesen ezt a hipotézist csak tovabbi kisérlettekkel lehet majd igazolni.

A maésodik kisérletben az FR-kiegészités hatdsat tovabb vizsgaltuk. Itt a ndvények
hormonszintjére, azok metabolizmusara és a legfontosabb hormon-anyagcseréhez kapcsolddo
génekre voltunk kivancsiak, szintén mérsékelt (15 °C) és alacsony (5 °C) hémérsékleten, de mar

csak egy fényintenzitason (250 umol/m?/sec).

Bizonyitottuk, hogy a FR-kiegészitésti fehér fény koordinatorként miikodik az
hidegedzddés folyamatban. A masodik kisérleti rendszerben is a kiegészité FR fény pozitiv
hatassal volt a ndvények hidegtlirésére, ami visszaigazolta az elsd kisérlet eredményeit. Ezt a
hatast 5 °C-0s hideg kezelés erésitette, dsszehasonlitva a nem akklimatizacios homérsékleten
nevelt kontroll egyedkhez képest. Az FR altal fokozott fagytiirés 15 °C-on az abszcizinsav (ABA)
szintjének emelkedésével jart egyiitt, az indol-3-ecetsav (IAA) és a cisz-zeatin (cZ) szintjének
mérsékelt emelkedésével szoros Osszefliggésben. A 15 °C-os FR kezelés utdn bekovetkezd
hémérséklet csokkenés szamos valtozast idézett eld. Az ABA valasza csdkkent a fehér kontroll
fényhez kezeléséhez képest, valosziniileg az FR el6kezelés alatti stressztolerancia megemelkedése

miatt. A jazmonsav (JA) és a szalicilsav (SA) atmenetileg redukalddott.

Amikor a novényeket kozvetleniil hideg (5 °C) és FR kezelés kombinacidjanak tettiik ki,
az ABA hatarozottabb emelkedést mutatott, aminek hatasara a JA szint hasonléan modosult.
Hosszabb tdvon ezen emelkedések az IAA ¢€s a cisz-zeatin (cZ) emelkedésével jart, amelyek
erdsebb stresszreakciot és jobb akklimatizalodast jeleznek elére. A hormon- és a qPCR elemzések
eredményei azt mutatjak, hogy a hdmérséklet nagyobb hatéssal volt a ndvény viselkedésére, mint
a fényspektrum modosulasa. Az adatok elemzésével lathatjuk, hogy mind szinergikus, mind
antagonista hatasokat is kivaltott ez a két kornyezeti jel, de egyiittesen alkalmazva 6ket szdmos
pozitiv hatas érheté el. Ugy tiinik, hogy az FR kezelés iddzitése és idStartama, és a novények
fejlodési szakasza dontd tényezd a hideg-akklimatizalodasi folyamatokban. Az arpandvények
korai fejlodési szakaszaban a hidegedz6dés hatékonyabb volt, amit az ABA, JA és SA hormonok

valtozasa is alatdmasztott.

Ez a kisérletsorozat bizonyitékul szolgalhat a CBF-ek, a CBF regulon, a ndvényi

hormonok, a fényminéség és az alacsony hémérséklet kozotti szoros kapcsolatra a hideg-

72



akklimatizaciés folyamat soran. A fitohormonok és a hozzajuk kapcsolodd transzkriptomok
jelentés modulacidja az FR fény novelésével a mérsékelt vagy az alacsony homérsékleti
tényezOktol fiiggetleniil minden esetben megndvekedett fagytiiréssel is jart. Ezen eredmények
alapjan ugy tlinik, hogy az alacsony homérsékleti ellen fokozott védelem 1éphet fel a ndvényekben
az Oszi kornyezeti valtozasokhoz vald alkalmazkodasként, az arnyékelkeriilési-szindromatol
fiiggetleniil. Fontos azomban hangsulyozni, hogy az FR kezelések id6zitése és a ndvények kora
egyarant kulcsfontossagu tényezé a hideg akklimatizacidban, amelyek azt jelentésen

modosithatjak.
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13. SUMMARY

Our work was based on several scientific results that are widely accepted in the field of
cold acclimation in cereals. There are many CBF transcription factors in the wheat and barley Fr-
2 locus that affects their frost resistance. It has been described that the photoperiod and the light
quality are important regulators in the cold acclimation processes through the modulation of the
CBF regulon. During autumns, environmental changes (e.g. temperature, light intensity, spectra)
are required for cereals to prepare physiologically to winter frost. The most important
environmental factors are shortening of day length and alteration in the light spectrum, which are
assumed to have a pivotal role in the induction of the cold hardening process. To support our theory
between the interactions of these two external hardening factors two different experiments were
carried out. For these experiments a cold-tolerant, winter habit barley Hordeum vulgare spp.
vulgare var. Nure was used where we investigate the effects of the temperature, the light intensity

and the light quality on the the development of frost tolerance.

In the first experiment our aim was to study the expression of the HvCBF14 gene and two
well-characterized members of the CBF-regulon the HvCOR14b and the HYDHNS genes. These
genes were observed under modulated light (white and FR supplemented white light) and
temperature conditions (15 °C and 5°C). We also elucidated how light intensity, in parallel with

the modified spectrum of incident white light, affects the freezing tolerance of the barley seedlings.

According to our best knowledge, these are the first results to show that the combined
effects of cold, light intensity, and modification of the R/FR light ratio can greatly influence the
expression pattern of HVCBF14 and HvCOR14b genes and can also adjust the level of the
HvDHNS5 gene. Interestingly, the two genes, which are used primarily as markers to predict the
level of barley frost tolerance, behaved differently. While the HvCOR14b gene showed an absolute
increase in both low-temperature and under supplemented far-red light conditions, HvDHN5 only
responded to low temperatures in a reliable manner. This suggests that the HYDHN5 gene should
be used when light modifications do not occur or to predict the level of total hardiness after
adequately long cold acclimation. Therefore, we suggest that in those cases, when artificial light
sources are used during cold hardening, the expression level of HvCOR14b should be monitored
instead. These three environmental factors seem to be interfering with each other during the cold
acclimation process, which can result in serious alterations in the level of frost hardiness.
Accordingly, during selection for frost tolerance in plant growth chambers, it is very important to

keep both the light intensity and spectrum constant, and this is the prerequisite for repeatability.
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Moreover, in field conditions applying external light sources, it also might prevent cold injuries in
different plant species during autumn.

In the second experiment the effects of the FR supplementation on barley plants was further
investigated but only at 250 umol/m2/sec light intensity. In this experiment the impact of reduced
R/FR ratio in the incident white light was studied on the hormone levels, and on the key hormone

metabolism-related genes in winter barley leaves at moderate (15°C) and low (5°C) temperature.

We proved that the FR-supplemented white light acts as a coordinator in the pre-hardening
process, aside from its regulation of many plant developmental and physiological processes.
Supplementary FR light had a positive impact on the plants’ cold tolerance, even at moderate
temperature which also confirmed the results of the first experiment. This effect was strengthened
by cold treatment at 5 °C, in comparison with a non-cold hardening temperature. FR-enhanced
freezing tolerance at 15°C was associated with promotion of abscisic acid (ABA) levels,
accompanied by moderate increase of indole-3-acetic acid (IAA) and cis-zeatin (cZ) levels. The
most prominent impact on plants’ freezing tolerance was found after FR pre-treatment at 15°C
followed by cold treatment together with FR supplementation. Response of ABA was diminished
in comparison with white light treatment, probably due to the previous transient elevation of ABA
content during FR pre-treatment. Jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) were transiently
reduced. When the plants were exposed directly to a combination of cold (5°C) and FR
supplementation, ABA increase was higher than in white light, and was associated with enhanced
elevation of JA. After sevent days of the combined treatment IAA and cis-zeatin also increased,
which indicate stronger stress response and better acclimation. Cold hardening was more efficient
when FR light was applied in the early developmental stage of barley plants rather than in later
stages. The results of the hormone and the gPCR analyses indicate that the temperature had a
greater impact on the plant behaviour than the light spectra modification. Both synergetic and
antagonistic effects were found among these two environmental cues when applied together. The
timing and duration of the FR treatment seem to be a crucial factor in the cold acclimation
processes as far as plant acclimation is concerned. Another important factor is plant age. Cold
hardening was more efficient in the early developmental stages of barley plants, which was
associated with higher stimulation of plant defence as indicated by comparable elevation of ABA

and higher increase of JA and SA

This series of experiments may serve as an evidence for the close relationship between

plant hormones, light qualityand low temperature in the beginning of cold acclimation. After
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serious alterations in phytohormone contents and in their related transcriptome by the decreased
R/FR ratio and/or the low temperature, an elevated frost tolerance was measured in all instances.
Based on these results it seems that an elevated protection against the low temperature can occur
in plants as a positive side effect of the shade avoidance syndrome. However, it is important to
emphasize the timing of the FR treatments are also a key factor for this positive influence. The
better timing for the application of modulated light spectrum results in higher hardening state

during the pre-hardening process.
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M2. TOVABBI MELLEKLETEK

M2. 1. Abra Az elsé kisérleti rendszerben felhasznalt fények spektralis dsszetétele. A: a fehér
fény spektralis osszetétele 125 pmol m s intenzitason. B: a fehér fény spektralis dsszetétele,
tavoli voros fénykiegészitéssel 125 pmol m—2s—1 intenzitason. C: a fehér fény spektralis
Osszetétele 250 umol m—2s—1 intenzitason. D: a fehér fény spektralis Osszetétele, tavoli voros
fénykiegészitéssel 250 umol m—2s—1 intenzitason. E: a fehér fény spektralis 6sszetétele 350 umol
m—2s—1 intenzitason. F: a fehér fény spektralis Osszetétele, tavoli vords fénykiegészitéssel 350
pmol m—2s—1 intenzitason.
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M2. 2. Abra A masodik kisérleti rendszerben hasznalt fények spektralis sszetétele 250 pmol
m 25! intenzitassal. A: a fehér fény spektralis dsszetétele B: a fehér fény spektralis dsszetétele,
tavoli voros fénykiegészitéssel.
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M2. 3. abra Az RNAseq validalasa qPCR-rel torténd Osszehasonlitdssal. Az R-négyzet egy
statisztikai mérészama annak, hogy az adatok milyen kozel vannak az illesztett regresszids
vonalhoz. Az X tengelyen a qPCR-rel mért génexpresszios szintek lathatok. Az Y tengelyen az
RNAseq expresszios szintjei vannak feltiintetnve. Az abran szerepld adatok Logy-ben vannak
megjelenitve.
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M2. 1. tablazat A Grant GP-200-R4 fagyasztd késziilék fagyasztdsi programjai a kiilonb6zd
mintavételi idépontok alapjan. Program 1.: A még nem akklimatizacios hémérsékleten (15 °C)
vett mintdk fagyasztasi programja. Program 2.: Az alacsony homérsékleten (5 °C) kezelt mintak

fagyasztasi programja.

Program 1. Program 2.
Fazis Homérséklet (°C)|1d6 (6ra) Fazis Hémérséklet (°C)|1d6 (Ora)
A mintak })el?erulesenek 20C Aidia A mintdk .belferulesenek 20C 3 i
ideje ideje
A hémérséklet csdkkenése / o " A hémérséklet csokkenése / o ,
A fagyreakci6 kezdete g L A fagyreakcio kezdete e 10m
A hidegedzddés modellezése -2°C 18 éra A hidegedzddés modellezése -2 °C 18 éra
Fagyasztasi = Lors Fagyasztasi - 1 0
- o 3 (o) r
hémérsékletek - 1 bra hémérsékletek . e
1 6ra 1 6ra
A program vége 2°C 0 A program vége 2°C 0
Osszesen: 25 éra Osszesen: 25 éra
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M2. 2. Tablazat A hormonanalizis eredményeit 6sszefoglald tablazat. FR-M: A 18 napos arpa ndvények tiz napig torténd FR kezelése 15 © C-on.
FR-M / FR-C (28): 28 napos FR edzett ndvények tovabbi hét napig 5°C-on ttorténd kezelése. FR-C (18): 18 napos egyedek kombinalt hideg (5
°C) ¢és FR kezelése hét napon keresztiil. W - fehér fény; FR — taboli voros fénnyel kiegészitett fehér fény.

Kezelés Hﬁ“}frcs)ék'et ;f::l ; g‘;ﬁ‘;‘;ﬁ ABA | PA i%HA' IAA | oxiaa | PAaa | sa | ua oCFjSS | ez tz iPR czR | czoG | iP7G | iP9G
Lnap | ATLAG | 16.15| 3661 | 1593 [ 50.11 [ 35.04 | 759.37 (28260 | 48.55 | 516441 [ 22442 | 301 1751 | 246,67 | 68.35 | 28.65 | 0.60

w SZORAS | 218 | 666 | 315 | 535 | 272 98.89 | 19.96 | 20.21 | 1943.06 | 29.43 131 5.77 10.15 358 | 572 | 067

Lnap | ATLAG |27.49 [ 7505 | 1548 | 7855 [ 40.58 | 999.72 | 29383 | 3561 | 133520 | 35048 | 6.32 1062 | 26534 | 6855 | 2959 | 2.23

i FR | szZORAS | 1.94 | 20.07 | 487 | 853 | 578 3490 | 4817 | 810 | 12238 | 57.17 1.99 0.90 32.83 893 | 1.02 | 313

FRM 13°¢ 10.nap | ATLAG | 15.30 | 114.28 | 3001 [ 63.04 | 3874 | 686.19 | 29561 [ 31.06 | 3238.08 [ 237.18 | 282 1291 | 18022 | 117.40 | 34.94 | 161

w SZORAS | 098 | 1351 | 219 | 513 | 321 37.14 | 4805 | 798 | 669.72 | 29.59 0.71 0.78 3344 | 882 | 093 | 057

10.nap | ATLAG |[25.15| 96.09 | 24.34 [ 80.34 | 4336 | 82644 | 270.33 [ 16.48 | 466.24 | 109.06 | 657 298 | 138.14 | 97.66 | 130.26 | 1.35

FR | sZORAS | 1.12 | 1111 | 432 | 1258 | 953 | 13137 | 61.11 | 3.08 | 2757 | 24.99 1.19 191 23.79 503 | 3091 | 128

Lnap | ATLAG |37.34| 14739 | 24.08 | 7198 [ 6541 | 78292 [309.28 | 844 [ 1287.76 [ 542.16 | 245 14.32 | 19974 | 12623 | 4411 | 047

w SZORAS | 575 | 928 | 376 | 135 | 4.84 796 | 3898 | 097 | 20824 | 4265 131 0.64 34.06 982 | 076 | 042

Lnap | ATLAG |27.64 [ 9367 | 19.19 | 67.12 | 3300 | 86542 | 251.68 | 244 | 477.63 | 85.83 4.91 540 | 16686 | 86.11 | 55.02 | 0.49

FR-M/ X FR | SZORAS | 346 | 1157 | 046 | 876 | 4.16 86.45 | 2681 | 217 | 4779 | 10.10 0.63 170 33.03 | 18.06 | 1270 | 0.47
FR-C(28) ¢ 7.nap | ATLAG | 1329 | 18310 | 4842 | 3567 | 7534 | 355.05 | 24447 | 3171 | 511.88 [ 36806 | 3.22 3.96 94.61 | 106.06 | 55.01 | 4.48
w SZORAS | 2.08 | 1319 | 418 | 504 | 10.05 | 1314 | 3023 | 345 | 2515 [ 35.28 171 1.67 9.18 1054 | 6.38 | 3.85

7.nap | ATLAG |16.64 | 11449 | 17.15 | 5396 | 29.85 | 480.22 | 26586 | 13.04 | 447.72 | 11457 | 4.00 444 | 10054 | 100.75 [ 2351 | 0.25

FR | SzZORAS | 246 | 313 | 034 | 804 | 009 1356 | 5311 | 1.01 121 9.05 0.96 2.02 2130 | 12.30 | 837 | 042

Lnap | ATLAG |26.21 | 18326 | 43.74 | 50.07 | 43.16 | 141647 | 368.24 | 80.32 | 48146 | 19867 | 7.01 37.30 | 9181 | 67.03 | 954 | 085

w SZORAS | 393 | 1752 | 1490 | 1081 | 592 | 41886 | 2535 | 1218 | 7020 | 3121 2.18 11.40 16.93 995 | 1.08 | 056

Lnap | ATLAG |30.99 [ 27155 | 46.81 | 41.34 | 4386 | 322898 | 244.99 | 71.15 | 336.91 | 56348 | 478 | 11362 | 29534 | 6852 | 10.50 | 0.87

i FR | SZORAS | 4.16 | 19.63 | 10.14 | 424 | 1457 | 337.19 | 14.76 | 1803 | 3962 | 7372 0.38 1681 | 5064 | 629 | 226 | 046

FR-C8) e 7.nap | ATLAG | 2363 | 169.10 | 48.12 | 69.67 | 40.23 | 202028 | 357.24 | 115.09 | 39158 | 33049 | 1403 | 96.93 | 18579 | 6542 | 17.74 | 159
w SZORAS | 1.90 | 2331 | 1292 | 10.70 | 13.00 | 12526 | 1628 | 25.76 | 60.64 | 38.75 3.70 3133 | 6043 | 445 | 753 | 054

7.nap | ATLAG | 2226 | 151.72 | 40.00 | 57.57 | 66.87 | 230586 | 180.20 [ 7301 | 381.76 | 1149.73 | 1624 | 19377 | 34382 | 5363 | 18.13 | 051

FR | SZORAS | 2.95 | 41.01 | 842 |11.01 | 1598 | 52277 | 4320 | 19.85 | 163.96 | 86.62 4.94 2967 | 39.21 788 | 127 | 0.36

105



KOSZONETNYILVANITAS
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Koszonettel tartozom a szakmai irdnyitdsdért és a kutatomunkdmhoz elengedhetelten
feltételek bisztositdsaért. Az 6 iranymutatdsa ¢és folyamatos tdmogatasa, valamint belém
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szeretetével tette lehetdvé, hogy azza az emberré valjak, aki ma vagyok. Koszonom tovabba
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