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1. BEVEZETES

A gabonafélék termesztése fontos az emberis€ég szamara, hiszen nem
csak az ¢€lelmiszereink nagy részét képezik, de az allati takarmanyozason tul,
szamos ipari tevékenység szamara is f6 alapanyagforrasként szolgalnak. Ebbdl
kiindulva, kiemelten fontos, hogy a termesztésbe vont névényeinknek nagy
termésbiztonsaga legyen. A legfdbb probléméat az egyre inkabb
kiszdmithatatlann4 valo id6jarasi koriilmények jelentik, melyek kdvetkeztében
a realizalt terméshozamok joval alacsonyabbak Iehetnek az elérhetd
termésmennyiségekhez  képest. Az emlitett id6jarasi  koriilmények
megvaltozasanak kovetkeztében 1étrejohetnek  fokozott hdémérsékleti
ingadozasok, melyek gatolhatjdk a télallosagot alapvetden befolyasold
genetikailag meghatarozott fagyallésagi szint kialakulasat az atteleld Oszi
gabonafélék esetében. Hasonld gonddal nézilink szembe tavasszal, amikor tél
végén eléforduldé meleg hulldamok miatt az atteleld ndvények elvesztik
fagyallosagukat, és karosodnak a rakovetkezé fagyok kovetkeztében. A
munkank alapja elsésorban az alacsony hdmérséklettel szembeni védekezés és

a fagytlirés kialakulasanak vizsgalata.

Alapvetd kérdés tehat, hogy Magyarorszagon a homérsékletvaltozas
vagy akar a napi atlaghdmérséklet fluktuacié mennyire gyakori probléma az
8szi gabonafélék attelelésének tekintetében. Attekintve a Magyar Orszagos
Meteoroldgiai 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 atlaghdmérséklet 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. szdzad els6


https://www.met.hu/eghajlat/magyarorszag_eghajlata/eghajlati_adatsorok/

30 évének novemberében 10, mig az 1981-2010 kozotti idészakban 16 volt.
Vagyis a szélsdségesebb iddjarasi viszonyok ténylegesen eléfordulnak

hazankban is.

Mindezen emlitett tények alapjan beldthatd, hogy egyre inkabb
sziikségesebbé valik az olyan gabonafélék létrehozasa, amelyek sokkal
ellenallobbak a kornyezeti tényezOkre nézve, esetiinkben a hdmérséklet
jelentés  valtozésaival szemben. A  haszonnovények akklimacios
képességeinek javitasat csak akkor valdsithatjuk meg, ha megismerjiik azokat
a f6 molekularis mechanizmusokat, melyek szerepet jatszanak a ndvények

abiotikus stressz-valaszainak kialakitasaban.

A hidegedz6dés indukcidjanak legfontosabb része a homérséklet-
csOkkenés korai érzékelése. Ez a jelatviteli rendszer azonban igen Osszetett.
Osszel a kornyezeti tényezSk valtozasara (pl. hémérséklet, fényintenzités,
spektrumok) van sziikség ahhoz, hogy a gabonafélék fiziologiailag
felkésziiljenek a teli fagyokra. Szamos publikacioban olvashatd a rendszer
fény altal torténd szabalyozasa. Tudjuk, hogy a napfény spektruma és
intenzitasa nem 4allandd, hiszen az hajnalban és alkonyatkor ciklikusan
valtozik, valamint az egyes évszakokban is jelentds eltérést mutat. Naplemente
idején a napfény spektrumaban szignifikdnsan emelkedik a tavoli vords fény
aranya a voroshoz képest, amelyet kovetden a homérséklet is eléri a napi
minimumat. Ez a jelenség 4all vizsgalédasunk hatterében, és alap
hipotézisiinket is ebbdl kovetkeztettiik vagyis, hogy a novények a csokkent
vords/tavoli voros fény aranyt egyfajta jelként hasznalhatjak a hodmérseklet-
csokkenésre valo felkésziiléshez. Ezen tedriank alatdmasztasara két kiilonbozo
kisérletet allitottunk be, ahol egy jo fagytliréssel rendelkezd 6szi arpa
genotipusban vizsgaltuk a hémérséklet, a fényintenzitas és a fényspektrum

valtozastol fliggd fagytiirés kialakulasanak molekuléris hatterét.



2. CELKITUZESEK

Harom kiilonb6z6 abiotikus tényezd, a hdmérséklet, a fényintenzitas
¢s a fényspektrum hatdsanak egyenkénti, illetve kombinalt jellemzése

arpa novények fagyastirésére.

. A HVCBF14 transzkripcids faktor és a CBF-regulon két jol jellemzett
tagjanak, a HVCOR14b és a HVDHN5 gének expresszidjanak
jellemzése moduldlt fény- és kiilonb6zé hdmérsékleti koriilmények

kozott.

A mesterséges LED-es fényforrasok altal létrehozott alacsony
voros/tavoli vords (R/FR) fény ardny hatdsénak tisztdzasa az arpa

hormondsszetételére normal és alacsony hdmérsékleten.

A jelenség mogott taldlhatd, a ndvényihormon-bioszintézisben

szerepet jatszo gének génexpresszios mintdzatainak kideritése.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A ndvényi anyag €s a ndvénynevelés koriilményei

A Kkisérletek egy jo hidegtliréssel rendelkezé 6szi arpa (Hordeum
vulgare spp vulgare var. Nure) genotipussal végeztiik el. Az els6 kisérletben a
magvakbol harom napos csiraztatast kovetden, 480 db csirandvényt iiltettiink
el Jiffy-7 36 mm atmér6jii tapkorongokba (Jiffy Group, Oslo, Norway). A
masodik kisérletben viszont a csirandvények mar nem tapkorongokba, hanem
folddel feltoltott faladakba (30 cm % 25 cm x 10 cm) lettek szétiiltetve. Ezt
kdovetden a novényeket elonevelés céljabol (majd a kiilonbozé hémérsékletii-
¢és fény kezelések elvégzéséhez is) PGV-36-0s (Conviron PGV36; Controlled
Environments Ltd.; Winnipeg, MB, Canada) moduldlhat6 LED
fénymennyezettel felszerelt novényneveld kamraba helyeztiikk, mind két
kisérlet esetében. A novényeket folyamatos 12 oras (12h/12h) megvilagitas

mellett 15°C-on tizennégy napon at neveltiik 250 pmol m2s?

fényintenzitas
mellett, ahol a fényt kizarolag egy széles spektrumu ,,fehér” LED (Philips

Lumileds, LXZ25790-y) szolgaltatta. A névényeket heti harom alkalommal Y2

cre

3.2. Fény- és hdmérsékleti viszonyok az elsd kisérlet soran

Az elénevelés utan, mikor a novények mar elérték a megfelelé harom
leveles fejlettségi allapotot, kezdtiik meg a kezeléseket. Ebben a kisérletben a
modulalhatd LED fénymennyezetet hat zénara osztottuk fel, melyekben a
kezdeti 250 umol m?s? fényintenzitast fehér fény mellett, 125 és 350 umol
m2s? fényintenzitasi zondkat is létrehoztunk. Ezek a teriiletek szolgaltak a
kisérletben kontrollként. Itt a megvilagitas egyaltalan nem tartalmazott FR
fényt. A maradék harom teriileten a fehér fény mellé tavoli voOrds
fénykiegészitést adtunk szikk 750 nm-es LED-del (Edison Edixeon,
2ER101FX00000001) tgy, hogy a vords tavoli vords fény aranya (R/FR)



ezekben ~0,5 legyen. A fény, a homérséklet és a megvilagitott 6rdk szama az
elso 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 novényeket hasznaltuk tovabb. A kialakitott
zonak mind fényintenzitasban, 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 elsd ¢és utols6 napjdn vettiink mintdkat a génexpresszids
vizsgalatokhoz, de a fagytesztek elvégzése céljabol csak az utolsé napokon

gyljtottiikk be a ndvényi anyagokat.
3.3. Fény- és homérsékleti viszonyok a masodik kisérleti sordn

Itt az eldnevelés utan csak két teriiletre valasztottuk szét a
novénynevelé kamrankat. Az egyik terilleten kizardlag a fehér fény

szolgaltatott 250 umol m?s’?

fényintenzitast a novények felett. A masik
zonaban a fehér fényt tavoli vords fénnyel egészitettiik ki, amelyet elso
kisérlethez hasonléan 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 modosult. A fentiekben
részletezett két kisérlet harom kiilonb6z6 kezelési valtozatra oszthatd. Ezek a
variansok a fénykezelések idején alkalmazott hdmérsékletben, a felhasznalt
novények koraban és a FR fénynek wvalo Kkitettségiikben kiilonboztek
egymastol. Mintakat gyiijtottiink az egyes kezelések elsd és utolsé napjan,
nagyjabol két oras iddtartam alatt, a fények bekapcsolasatdl szamitott 6 és 8
ora (ZT6 - ZT8) kozott. A hidegkezelések alkalmazasat az els6 napon a
homérséklet fokozatos csokkentésével kezdtiik meg, ami 15 °C -rol 5 °C-ra
vald csokkenést jelentett az éjszaka folyaman, miel6tt a kiegészitd FR fény

reggel bekapcsolt volna.



A masodik kisérletben elvégzett kezelések valtozatai:

e FR-M: A 18 napos névényeket tiz napig 15 °C-on alacsony R/FR arannyal kezeltiik.
Az emelkedett FR-expozicio végére a novények tObbsége elérte a négyleveles
fejlettségi stadiumot.

e FR-M/FR-C(28): Az els6é kezelésbdl tovabbvitt 28 napos FR-edzett névényeket
tovabbi hét napig 5 °C-on tartottuk tovabbi FR kezelés mellett. A kezelés végére a
ndvények életkora 35 napra emelkedett.

¢ FR-C(18): A tizennyolc napos novényeket hét napra kozvetleniil 5 °C-o0s alacsony

hémérsékletnek tettiik ki, azonnali FR jelenlét mellett.
3.4. A relativ konduktancia szintek meghatarozasa levélmintakbol (Fagyteszt)

A levelekbdl apré 2 mm széles levélszegmenseket vagtunk le, amiket
aztan 14 ml-es Falcon csdvekbe (Thermo Fisher Scientific Inc. Wilmington,
MA, USA) raktunk,. Ezt kdvetéen a mintdkat folyadékos Grant GP-200-R4
fagyasztd késziilékbe (Grant Instruments, Shepreth, UK) helyeztiik, melyben
folyamatosan aramoltatott 50%-os etilén-glikol oldat biztositotta a gyors
hoéatadast és az egyenletes homérsékletet. A hémérsékletet folyamatosan
csokkentettilk a kezelési hdmérsékletekrél -2°C-ig, ahol tizennyolc Oran
keresztiil voltak a mintak, ami a hidegedzést kivanta modellezni. Ezt kovetden
az els6 kezelések (15°C) mintai mindkét kisérletbol -5, -7 és -9 °C- on voltak
egy oran at fagyasztva, mig az alacsony homérsékleten (5°C) kezelt mintdk -
8, -10, és -12°C-on voltak fagyasztva, szintén 1 6ran at. A fagyasztasokat
kovetden a mintdkat kivettiik a fagyasztokésziilékbol, és minden egyes
mintahoz 8ml MQ vizet adtunk. A mintidkat kdovetkezd 1épésben két o6ran at
razattuk, majd konduktométerrel (Mikro KKT, Magyarorszag) mértiik az igy
kapott oldatok vezetoképességét. Az adatok elemzéséhez a Multi-Sample
Conductometer 1.0 verzidjat (Intron Software, Biological Research Centre,
Szeged, Hungary (Copyright© L. Menczel, 2002)) hasznaltuk. A relativ

vezetOképességet 6t bioldgiai ismétlésben vizsgaltuk.



3.5. A génexpresszios vizsgalatok (QPCR) kivitelezése

Az 50 mg tomegl levél mintakbol eldszor teljes RNS-t izolaltunk a
Direct-zolITM RNA MiniPrep kit (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA)
segitségével a gyarté utasitdsai alapjan. A kinyert RNS mennyiségének
meghatarozasdt NanoDrop 2000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher
Scientific Inc., Wilmington, MA, USA) végeztiik. Ezt kdvetéen cDNS
konyvtarakat készitettiink, amely eldallitasat a Moloney Murine Leukemia
Virus (M-MLV) Reverse Transcriptase és oligo (dT) 18 primer (Promega
Corporation, Madison, WI, USA) felhasznalasaval végeztik a gyartd
protokollja szerint. A génexpresszios szinteket a CFX96 TouchTM valos ideji
PCR detektald rendszerrel (Bio-Rad Hungary Ltd., Budapest, Hungary)
hataroztuk meg, ahol a qPCR mintdit KAPASYBR® FAST, Master Mix (2X),
Universal gPCR kit (Kapa Biosystems, Inc., Wilmington, MA, USA)
felhasznalasaval allitottuk 0ssze. A qPCR-hez felhasznalt primereket egyes
esetekben mar publikalt irodalmakbol vettiik 4t a mi kisérleteinkhez (Burton
€s mtsai. 2004, Morran és mtsai. 2011, Seiler és mtsai. 2011), de tobb esetben
ezeket mi magunk terveztik meg, az NCBI-Primer Design Tool
(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) és az Oligo Analyzer 1.0.3
szoftver (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) segitségével. A
relativ expresszids szinteket AACt moddszerrel (Livak és Schmittgen 2001)

szamitottuk ki, ahol referenciagénként pedig ciklophilint hasznaltuk.
3.6. Hormonanalizis

A hormonanalizishez szedett 100 mg-nyi levélmintakat vizsgaltuk és
elemeztiik (Dobrev P.I. & Kaminek, M. 2002) és (Dobrev, P.l. & Vankova, R.
2012) leirasa alapjan. Els¢ 1épésben a mintdkat golydsmalommal (MM301,
Retsch) homogenizaltuk, majd azokat 15/4/1 v / v / v ardnyu hideg (-20 °C)

metanol / viz / hangyasav elegyében extrahaltuk. Ezt kovetden az alabbi belsé



sztenderdeket (10 pmol / minta) adtuk hozza az igy kapott novényi mintakhoz:
13Ce-1AA, 2H-OxIAA (Cambridge Isotope Laboratories); 2Ha-SA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MI, USA, ); 2Hs-PA, 2H3-DPA, ?Hs-7OH-ABA, *Hs-ABA-
GE (NRC-PBI), Hg-ABA, ?Hs-JA, 2Hs-transZ, *Hs-transZR, 2Hs-transZ7G,
Hs-transZ9G, *Hs-transZOG, 2Hs-transZROG, 2Hs-transZRMP, “Hs-DHZ,
H3-DHZR, *H3-DZRMP, *H7-DZ0OG, ?H3-DHZ9G, 2H7-DZOG, ?Hs-iP, 2He-
iPR, 2He-iP7G, 2He-iP9G, Hg-iPRMP (Olchemim). Az extraktumokat kevert
modu reverz fazisa cseréld SPE oszlopon (Oasis-MCX, Waters) tisztitottuk.
Ezt kovetden két kiillonb6zd hormonfrakcidt eludltunk egymads utan. Az A
frakcid esetében az eludlast metanollal végeztiik, amely ABA-t, IAA-t, SA-t és
JA-t tartalmazott. A B-frakciot 0,35 M NH4OH-t tartalmazd 60%-0S
metanolban elualtuk, amely igy csak a CK-ket tartalmazta. A
hormonmetabolitokat HPLC (Ultimate 3000, Dionex) alkalmazasaval
analizaltuk, hibrid harmas kvadrupol/lineéris ioncsapda tomegspektrométerrel
osszekapcsoltan (3200 Q TRAP, Applied Biosystems). A hormonok
mennyiségi meghatarozasat izotophigitasi modszerrel, tobbszintli kalibracios
gorbékkel végeztiik (R2> 0,99). Az adatfeldolgozast az Analyst 1.5 szoftverrel
(Applied Biosystems) végeztiik. Az analizis a kisérlet harom biologiai

ismétlését tartalmazta.
3.7. Az eredmények statisztikai kiértékelése

Az adatok statisztikai kiértékelését az SPSS 16.0 verzidju statisztikai
programcsomag (SPSS Inc. Released 2007. SPSS for Windows, Version 16.0.
Chicago, SPSS Inc.) segitségével végeztiik el. A szorasok egyezését Levene’s
teszttel ellendriztilk, majd az adatok normalitds vizsgalatait Kolmogorov-
Smirnov probaval ellendriztiik. Az adatok kozti kiilonbségeket egy tényezds
ANOVA tesztnek vetettiik ala (Analyze / Compare means / OneWay ANOVA

/ Post Hoc Multiple Comparisons). A szorasnégyzetek egyezdsége esetén a



Tukey-teszt post hoc moddszert hasznaltuk, illetve a szorasnégyzetek
egyenldtlensége esetében ezt Dunnett’s T3-ra modositottuk. A fagytesztek
statisztikai kiértékeléséhez a paronkénti sszehasonlitast kétmintas t-probaval

vizsgaltuk.



4. EREDMENYEK

4.1. A homérséklet, a fényintenzitas és a fényspektrum egyiittes
vizsgalatanak eredményei (1. kisérlet)

4.1.1. A HvCBF14 gén és a HvCOR 14b célgénjének transzkripcids valtozasai

A FR fénykiegészités alacsony fényintenzitas mellett (125 pmol m?s?)
OtszOrds transzkripeids emelkedést mutatott a HYCBF14 gén szintjében 15 °C-
on a kezelés elsd napjan, de annak utolsd, vagyis 7. napjdra a kiilonbség
haromszorosra csokkent a kiindulasi fehér fénnyel (W) megvilagitott kontrol
mintakhoz képest. Az alacsony 5 °C-os homérséklet megkezdését kovetden
erdteljes novekedés kovetkezett be mar a W mintak transzkripcidjaban is. Ez
az emelkedés negyvenhdromszoros ezekben a mintdkban, de ezen kezelési
ponton a FR kiegészités tovabb indukalta a HYCBF14 gén miikodését, ami a
hidegkezelés mellett bekovetkezd transzkripcids valtozast annak kétszeresére
(az eredeti érték kilencvenszeresére) emelte. A hidegkezelés hetedik napjara
ez a valtozas lecsokkent, de a W ¢és FR mintdkban az addig tapasztalt
tendenciakiilonbség megmaradt. Normal (250 umol m?s?) és magas (350
umol m?s?t) fényintenzitason kezelt novények mintdiban az alacsony
intenzitason tapasztalt génexpresszids mintdzatok hasonléan alakultak. A
szembetiind kiilonbség kozottiik csupan annyi volt, hogy a hidegkezelés nem
volt akkora hatassal a HYCBF14 gén muikddésére, de a fénykezelések kdzotti

kiilonbségek igy is nagyon hasonldan alakultak.

A HVCOR14b gén esetében az eredmények hasonld tendencidkat
mutattak, mint a HVCBF14 gén esetében, igy elmondhatd, hogy ennek
eredményei megerdsitést nyertek. Az FR kiegészitésnek kdszonhetéen az
alacsony fényintenzitason tartott ndvények tizenegyszeres mRNS
koncentracié novekedést mutattak a kontrol novények eredményeihez képest

normal homérsékleti koriilmények kozott. Ez az emelkedett szint kitartott



egészen a 10. napig, am itt a W mintakban is mar emelkedett a HYCOR14b gén
transzkripcids szintje. Alacsony hdmérsékleten, ahogy azt mar a HvCBF14 gén
esetében is tapasztaltuk, rogton megnétt a ndvények génexpresszioja (tobb,
mint hétszdzszorosara) 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 varatlan eredménynek, hiszen e gének alapvetd fontossdggal birnak a
hidegedzddés korai szakaszdban. Az 5 °C-os kezelés utolso, hetedik napjara
viszont mar a kontroll és a kezelt mintak kozti kiilonbség teljesen megsziint.
Normal (250 umol m-2s-1) intenzitdson hasonld, egyértelmii tendenciak
rajzolodtak ki; 15 ©°C-on a tavoli vords fénykiegészités hatasara
harminchatszoros novekedés allt be a HYCOR14b gén expresszidjaban, ami
bar csokkent, mégis kozel kilencszerese maradt a kontroll mintdkhoz képest.
Az 5 °C-os homérsékleten mind a kezelés elsd és utolsd napjan kétszeres
kiilonbséget mértiink a fénykezelések kozott, a gén kifejezddésének jelentds
novekedése mellet. Magas fényintenzitas mellett mRNS szintvaltozas nem volt
kimutathat6 sem a W mintakban sem pedig az R/FR arany fiiggvényében 5 °C-
on. Nem volt kiilonbség a kontroll és 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, kilencvenhdromszoros

novekedését okozta a tiznapos kezelés végeztével.

4.1.2. A HYDHNS5 gén expresszios szintjei

Alacsony 125 pmol m?s?

fényintenzitas mellett a HVDHNS gén
transzkriptum szintje megduplazdodott 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 altaldban megallapithato,



hogy sem a homérséklet, sem a fénykezelések nem voltak jelentds hatassal a

génexpresszids mintazatra.
4.1.3. A fagyasztasi teszt eredményei

Az alacsony fényintenzitds mellett 15 °C-on nevelt novényekrdl
szarmaz6 mintadkban szignifikans kiilonbséget mértiink, de kizarolag az elso,
vagyis a -5 °C-on fagyasztott mintak esetében. Ezen a hdmérsékleten az FR
kezelt mintdk pont az LT50 (lethal temperature - letalis hdmérséklet) érték
kozelében helyezkedtek el, mig a kontrol mintdk mar 75% letalitast mutattak.
Az alacsonyabb fagyasztdsi homérsékleteken ez a kiilonbség teljesen
megszilint. Ezzel szemben 5 °C-on, amely elég alacsony a hidegakklimatizacio
kivaltasahoz, a modulalt fehér fénynek kitett ndvények 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 mintdk esetében is -8 °C-ig tolodott az LT50 érték. Ettdl
fliggetleniil itt mar az Osszes fagyasztdsi homérsékletben szignifikans
kiilonbséget mértiink a mintdk kozott. A megndvelt fényintenzitasnak (250
umol m?s?) kdszonhetden a tavoli vords fénnyel kiegészitett fehér fénnyel
torténd megvilagitds még nagyobb mértékben csokkentette a fagy okozta
sejtmembran-karosodasokat a levelekben. A kiilonbdzd fényhatasok ebben az
esetben is joval nagyobb kiilonbségeket eredményeztek alacsonyabb
hémérsékleten. A  legnagyobb fényintenzitds (350 pmol m?2s?)
alkalmazasakor a kontroll mintak relativ vezetéképessége jelentdsen csdkkent
mar 15 °C-on is, de még ebben az esetben is az FR kiegészités 1ényegesen
képes volt csokkenteni a fagyasztas okozta karokat. Az alacsonyabb
fényintenzitdssal —megvildgitott —mintdkhoz hasonléan az alacsony
hémeérsékleten (5 °C) kezelt novények fagyastiirése joval magasabb volt, mint

a 15 °C-on novo tarsaiké.



4.2. Az arpalevelek hormonosszetétel-valtozasainak vizsgalata normal és
alacsony homérsékleten, tavoli voros fényben torténé kezelés elotti és
utani hidegstressz esetében. (2. kisérlet)

4.2.1. Az alacsony R/FR aranyu fény hatdsa a novények fagytiirésre

Az FR kiegészités hatdsat az arpa novények fagytlirésére a
levélmintakbol szarmazo6 relativ elektromos vezetoképességek kiszamitasaval
ebben a kisérleti rendszerben is megvizsgaltuk. Ez nem csak, azért volt
sziikséges hogy tovabb erdsitse az elsd kisérlet eredményeit, de arra is
ravilagithatott, hogy a kombinalt FR fény és hideg kezelés, milyen modon
befolyasolja az arpa fagyttirését. A kiegészitd FR fénnyel torténd kezelés
hatasa mind 15 °C-on (FR-M), mind az FR eldkezelés utan bekovetkezd
homérséklet csokkenés (5 °C) esetében (FR-M/FR-C(18)), mind pedig a
hémeérséklet csokkenéssel egyidejiileg alkalmazott FR kezelés a fiatal arpa
novényekre (FR-C(18)) jelentds kiilonbségeket indukalt a harom kezelési
valtozat kozott. A relativ vezetoképességek alapjan elmondhatjuk, hogy az FR
fénykiegészités pozitiv hatadst gyakorolt az egyedek stressz elleni
tolerancidjara. A harmadik kezelési variansban fiatalabb novények kezelése
esetén (FR-C(18)) tovabbi javulas volt megfigyelhet6 mind a kontroll
mintdkban, mind pedig az FR fénykiegészités mellett. Az eredmények azt
mutatjak, hogy az alacsony R/FR ardny pozitivan befolydsolja a névények
fagyasallosagat normal és alacsony hémérsékleten is. Mind emellett az is
megallapithaté, hogy az alacsony hOmérséklet, az alacsony R/FR arany,

valamint a novény fejlédési szakasza mind-mind befolyasolja a fagytiirést.
4.2.2. Novényi hormonszint-valtozasok a kiilonb6z6 kezelések soran

A vizsgalt hormonszintekben jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg
minden kezelési varidnsban, sét azok egymastol is sok esetben elértek. Az

eredmények részletezésekor elsdésorban 6t hormont mutatunk be az



értekezésben, nevezetesen az ABA, JA, SA, TAA és CK-k hormon

eredményeket, mivel esetiikben mértiink szignifikans kiilonbségeket.

Az els6 kezelésben a 15 °C-on végzett FR-kezelés par ora elteltével
mar majdnem megduplazta a teljes ABA-tartalmat a vizsgalt ndvényi
mintakban, amely kiilonbség a kisérlet végéig (10. nap) is teljesen stabil
maradt. Ahogy az varhat6 volt, a hidegkezeléstél (FR-M/FR-C(18)) szamitott
néhany ora elteltével szignifikansan (P <0,05) novelte az ABA-tartalmat a
kontroll fehér fénnyel megvildgitott mintdkban ugy, hogy annak értékei
meghaladtdk az FR-rel kezelt mintdk szintjét. A homérséklet-csokkenés csak
kis mértékben befolyasolta az ABA-koncentraciot az FR- kezelt mintdkban a
normal 15 °C-os mintakhoz képest. Ez azt jelenti, hogy a tavoli voros fényben
az ABA koncentracidja konstans volt az alkalmazott hdmérsékleti értékektol
figgetlentil. Hétnapos hidegkezelés utin az ABA-tartalom csokkend
tendenciakat mutatott mind a kontroll fehér, mind az FR-vel kezelt mintakban.
A harmadik kezelés soran (FR-C(18)) a FR-kezelés a homérséklet
csOkkentéssel azonos idoben kezd6dott. Mind a kontroll, mind az FR kezelt
novények hasonloan reagaltak az alacsony hémérsékletre, bar az FR-kezelt
mintadk ABA-tartalma a kezelés kezdete utan kozvetleniil meghaladta a
kontroll mintakét. Valosziniileg a két kiilsé abiotikus tényezé kombinécioja

szinergikusan befolyasolta az ABA metabolizmust.

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 id6pontig fénytdl fiiggetlen mennyiségben volt jelen a
novényekben. Az alacsony hémérséklet (FR-M/FR-C(18)) a JA-tartalom
atmeneti csOkkenését okozta szintén fénymindségtol fiiggetleniil. Viszont az
FR elokezelés erdsitette a hideg altal kivaltott hatéast és egy kozel negyed részre

torténd csokkenést idézett eld, ami kiilondsen a hideghatéas korai szakaszaban



mutatkozott meg. A harmadik kisérlet (FR-C(18)) soran a JA-tartalom
megdupldzodott a hidegstressz elsé napjan, a fénykezeléstdl szintén
fliggetleniil; viszont annak végére fehér fényben még tovabb emelkedett. A

modulalt fényben ez a hatds nem volt tapasztalhato.

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

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

Az els6 kezelés korai szakasza soran az IAA-tartalmat majdnem
kétszeresére novelte az FR kezelés 15 °C-on, és ez a ndvekedés a tizedik nap
végére is megmaradt. A hidegre adott (FR-M/FR-C(18)) korai reakci6 az IAA
koncentracié novekedésével jart egylitt, mind a fehér fénnyel, mind az FR
kezelt novények esetében. Mindazonaltal a stressz utols6 napjan mérsékelt
lefelé¢ torténd szabalyozést figyeltiink meg a fehér fénnyel megvilagitott
mintakban. Az FR kezelés az IAA emelkedés részleges fenntartasat okozta. A
harmadik kisérleti valtozatban (FR-C(18)) a kombinalt stressz okozta atmeneti
IAA tartalom csokkent az FR-kezelt novényekben. Azonban, hét nap elteltével
mérsékelt IAA emelkedés volt tapasztalhato, a fény spektrumatoél fiiggetlentil.

Az FR kiegészités hatdsa a cZ tartalomra dtmeneti novekedést okozott
az FR-M kezelésben 15 °C-on, majd ezt kovetden ez a tendencia teljesen
atfordult, és a koncentracio csokkent a kezelés végére. A hdmérséklet 5 °C-ra
torténd csokkentése utdn a cZ-tartalom jelentdsen megnétt a fehér fénnyel
megvilagitott mintakban. Az FR-hez adaptalt mintakban viszont a kiegészitd
FR fény lecsokkentette ezt a hideg okozta emelkedést. Kontrasztban az

eddigiekkel, a hideg ¢s az FR egyidejii alkalmazasaval (FR-C(18)) o6riasi



kiilonbségek mutatkoztak a kontroll és a kezelt mintak kozott. A cZ-tartalmat
az FR kozel haromszorosara emelte a fehér fénnyel megvilagitott mintakhoz

képest.

4.2.3. A legfontosabb hormon-anyagcserével kapcsolatos gének expresszids

mintazata

Az ABA esetében a ZEP1, NCED1, SDR2 ¢és AO2 bioszintézis gének
transzkripcidos 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 hatdsnak tettiik
ki, a ZEP1 transzkriptum szintje hét nap eltelte utan emelkedett a
fénymindségtol fiiggetleniil. Az FR fény nagy pozitiv hatasat az NCED1
expresszidjara csak 15 °C-on detektaltuk. A masik két gén (SDR2 és AO2)
hasonléan viselkedett. Kifejezddésiiket foként az alacsony hdomérséklet
szabalyozta, kivéve az FR-M kisérlet els6 napjat, ahol az AO2 expresszidja
kiss¢ megndtt. A kiegészit6 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, s6t néhany a fent emlitett ABA-val
kapcsolatos génnel (SDR2 és AO2) egyiitt alkotott nagyobb csoportot. Az FR-
kezelés e két gén expressziojanak 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 iranyulod

valtozast mutatott, féleg a PAL esetében.

A COAA ¢és YUCCAS géneket az auxin bioszintézisében elfoglalt
fontossaguk miatt vizsgaltuk. A legnagyobb valtozasokat a COAA esetében



tapasztaltunk. Az expresszid haromszoros stimuldldsat okozta az FR
kiegészités 15 °C-on mar hét ora eltelt utan is (FR-M). Az FR-M/FR-C(28)
kezelésnek és a megfeleld fehér kontrollokkal torténd Osszehasonlitdsa azt
mutatta, hogy az alacsony homérséklet megsziintette a fénykezelések kozotti
kiilonbségeket. A tizennyolc napos novények hidegkezelése a fénymindségtol

fiiggetleniil még nagyobb expresszid-ndvekedést eredményezett.

A CKX9 expresszios mintazatat az NCED1-el sikeriilt csoportositani.
A CKX9 expresszio nagy, kozel hatszoros emelkedést mutatott a fehér fényhez
torténd FR kiegészitéskor 15 °C-on (FR-M). Alacsony hémérsékleten a CKX9

expresszid dramaian csokkent a tovabbi kezelésekben.



5. KOVETKEZTETESEK

Az els6 kisérletben 6szi arpa novényeket kezeltiink alacsony, normal
¢s nagy fényintenzitds mellett, alacsony vords tavoli vords aranyt (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 elsé eredmények, amelyek azt mutatjak,
hogy a hideg, a fényintenzitas és az R/FR fényarany modositasa egyiittesen
befolyasolhatja a HVCBF14 ¢és a HVCOR14b gén expressziés mintazatat,
tovabba a HYDHN5 gén transzkripcios szintjét. Erdekes modon az a két gén,
amelyet elsésorban markerként haszndlnak az 4rpa fagyallosaganak
elorejelzésére, eltér6 modon viselkedett. Mig a HVCOR14b gén abszolut
novekedést mutatott mind alacsony hdmérsékleten, mind kiegészitett tavoli
voros fény alatt, addig a HYDHNS gén csak az alacsony homérsékletre reagalt
megbizhatdo mddon. Ez azt sugallja, hogy a HYDHNS gén nem alkalmazhat6 a
modulalt fény altal indukalt fagytlirés markereként, ellenben akkor
hasznalhato, ha meg kell josolni a teljes fagytolerancia szintet, ami csak hosszu
hidegakklimatizacié utan allapithaté meg. Ezért azt javasoljuk, hogy azokban
az esetekben, amikor mesterséges fényforrasokat hasznalnak a hidegedzés
soran, a HYCOR14b expresszios szintjét kell ellendrizni a hideghatas elleni
védekezés elérejelzésére. Ugy tiinik, hogy ez a harom kornyezeti tényezd
egylittesen hat a hidegakklimatizal6dasi folyamat soran, ami komoly
valtozasokat eredményezhet a fagyallosag mértékében. Ennek megfelelden a
novényneveld kamrakban a fagyallosagra iranyul6 tesztelések soran nagyon
fontos, hogy a fényintenzitast és a spektrumot is allanddan tartsuk, ami az
ismételhetéségnek is elofeltétele. Emellett szabadfoldon is a  kiils6

fényforrasok alkalmazasa terepi koriilmények kozott az 6sz folyaman



megakadalyozhatja a kiilonb6z6 novényfajok hideg okozta sériiléseit.

Természetesen ezt a hipotézist csak tovabbi kisérlettekkel lehet majd igazolni.

A masodik kisérletben az FR-kiegészités hatasat tovabb vizsgaltuk. Itt
andvények 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

pmol/m?/sec).

Bizonyitottuk, hogy a FR-kiegészitési fehér fény koordindtorként
miikddik az hidegedzddés folyamatban. A masodik kisérleti rendszerben is a
kiegészité FR fény pozitiv hatdssal volt a novények hidegtiirésére, ami
visszaigazolta az els6 kisérlet eredményeit. Ezt a hatast 5 °C-0s hideg kezelés
erOsitette, Osszehasonlitva a nem akklimatizacidos hdmérsékleten nevelt
kontroll egyekhez 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
Osszefiiggésben. A 15 °C-os FR kezelés utdn bekovetkezd hdmérséklet
csOkkenés szamos valtozast idézett el6. Az ABA valasza csokkent a fehér
kontroll fényhez kezeléséhez képest, valosziniileg az FR elokezelés alatti
stressz tolerancia megemelkedése miatt. A jadzmonsav (JA) €s a szalicilsav

koncentracidja (SA) atmenetileg csokkent.

Amikor a novényeket kozvetleniil hideg (5 °C) és FR kezelés
kombinaciojanak tettiik ki, az ABA hatarozottabb emelkedést mutatott, amivel
egyiddben a JA szint hasonléan modosult. Hosszabb tdvon ezen emelkedések
az IAA és a cisz-zeatin (cZ) emelkedésével jartak egyiitt, mely valtozasok
erdsebb stressz reakciot és jobb akklimatizalodast jeleznek elére. Az IAA

novekedése szorosan Osszefligg a magas CK-tartalommal, amely radadasul



Osszhangban allt a YUCCADS és a COAA expresszidjanak magas szintjével, ami
tovabb erdsiti azt a kovetkeztetésiinket, hogy a fiatal névények jobban képesek
alkalmazkodni ehhez a stressz allapotahoz. A hormon- és a qPCR elemzések
eredményei azt mutatjak, hogy a homérséklet nagyobb hatassal volt a novény
viselkedésére, mint a fényspektrum modosuldsa. Az adatok elemzésével
lathatjuk, hogy mind szinergikus, mind antagonista hatsokat is kivaltott ez a
két kornyezeti jel, de egylittesen alkalmazva dket szamos pozitiv hatas érhetd
el. Ugy tiinik, hogy az FR kezelés iddzitése és idStartama, és a ndvények
fejlodési szakasza dontd tényezd a hideg-akklimatizalodési folyamatokban. Az
arpandvények korai fejlodési szakaszaban a hidegedzddés hatékonyabb volt,

amit az ABA, JA és SA hormonok valtozasa is alatamasztott.

Ez a kisérletsorozat bizonyitékul szolgalhat a CBF-ek, a CBF regulon,
andvényi hormonok, a fénymindség és az alacsony hdmérséklet kozotti szoros
kapcsolatra a hideg-akklimatizacios folyamat soran. A fitohormonok és a
hozzajuk kapcsol6do transzkriptomok jelentds modulécidja az FR fény
novelésével a mérsékelt vagy az alacsony hdmérsékleti tényezoktol
fliggetleniil minden esetben megndvekedett fagytiiréssel is jart egyiitt. Ezen
eredmények alapjan gy tiinik, hogy a fagy ellen fokozott védelem 1éphet fel a
novényekben az 0szi kornyezeti valtozasokhoz valo alkalmazkodasként, az
arnyékelkeriilési-szindromatol fliggetleniil. Fontos azonban hangsulyozni,
hogy az FR kezelések 1d6zitése és a ndvények kora egyarant kulcsfontossagu

tényez6 a hideg akklimatizacioban, amelyek azt jelentdsen mddosithatjak.



6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A hideg, a fényintenzitas és a vords tavoli vords fény arany modositasa
egyiittesen befolyasolja az arpa HvVCBF14 és a HvCOR14b gének
expresszios mintazatat, a HYDHNS gén modositasaval egyetemben. Amig
az alacsony hoémérséklet mindhdrom gén esetében indukélta azok
transzkripcidjat, addig a tavoli vords fénykiegészités tovabb ndvelte
transzkripcids szintjliket kivéve a HYDHNS gén esetében. Ezt a pozitiv
hatast hol elnyomta, hol pedig még tovabb erdsitette a fény intenzitasanak

megvaltozasa is.

A HvCOR14b ¢és a HVDHN5 gén, amelyeket els6sorban markerként
hasznalnak az arpa fagyallosdganak eldrejelzésére, masképp viselkedett.
Mig a HYCOR14b gén expresszidja ndvekedést mutatott mind alacsony
hémérsékleten, mind pedig kiegészitett tdvoli voros fény hatasanak
kovetkeztében, addig a HYDHNS csak alacsony homérsekletre reagalt. Ez
azt sugallja, hogy a HYDHNS5 gén expresszidjanak szintjét csak akkor lehet
a fagytlirési markerként haszndlni, ha a teljes tolerancia szint kialakulasat

egy megfeleléen hosszu hideg edzddési folyamat eldzi meg.

Az eredményeink alapjan gy tlinik, hogy hideg, a fényintenzitas és a
vords/tavoli voros fény arany modositasa additiv hatds mellett tobb
esetben szinergetikusan is képes hatni az arpa ndvényben a hideg edzddés
korai szakaszaban, ami komoly pozitiv valtozadsokat eredményez a

fagyallosag szintjén is.



Az arpandvények korai fejlodési szakaszdban a hidegedzdédés
hatékonyabb volt az FR kezelés ¢és az alacsony homérséklet
kombinéciojaban, mint a dolgozatban taglalt késébbi fejlodési
szakaszokban, amit a fagytesztek eredménye is alatdmasztott. Ez a
magasabb stimulacié az ABA szintjének gyors emelkedésével, valamint a

JA és az SA tartalomban bekdvetkez6 emelkedéssel magyarazhato.

Ugy tiinik, hogy a FR kezelés id6zitése és idétartama donté tényezd a
hideg-akklimatizalédasi folyamatokban, ami az arpa akklimatizalasat

illeti.

Az alacsony vorés/tavoli-voros fény aranya fehér fény az
arnyékelkeriilési-szindroma kivaltasatol eltérd hatdssal is rendelkezik a
fagytlird Oszi gabonafélék esetében a kornyezeti hémérséklet és a
fényintenzitas fiiggvényében. A FR kiegészités indukalja a hidegedzddést
¢és a fagy ellen fokozott védelmet biztosit a mérsékelt illetve borealis égdv

0szi koriilményeihez hasonlatos megvilagitas alkalmazasa esetén.

A hormon és a qPCR elemzések eredményei azt mutatjak, hogy a
hémeérséklet nagyobb hatdssal volt az arpandvény viselkedésére, mint a

fényspektrum modosulasa.

Eredményeink alapjan a tavoli vordés (FR) fény nem kozponti jelként,
hanem koordinatorként miikddhet az 4arpa hidegedzés kezdeti
szakaszdban, szamos novényfejlédési és  élettani  folyamat

szabalyozasanak dsszehangolasaban.
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