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Roviditésjegyzék

2 ROVIDITESEK JEGYZEKE

15°C 10N—tizendt °C kezelés tizedik napja

15°C IN—-tizendt °C kezelés els6 napja

5°C IN-6t °C kezelés elso napja

5°C 7N-6t °C kezelés hetedik napja

ACER1-alkalin ceramidaz 1—alkaline ceramidase 1

Acyl-ACP — acil-acil carrier fehérje—acyl-acyl carrier protein

ACP — acil carrier fehérje—acyl carrier protein

AD3 - alkohol dehidrogendz 3 — alcohol dehydrogenase 3

ARL— NADPH-fiigg6 aldehid reduktiz kot fehérje (kloroplasztisz lokalizacié)— NADPH-
dependent aldehid reduktaz binding protein

ATS1- glicerin-3-foszfat  acil-ACP  aciltranszferaz— glycerol-3-phosphate  acyl-ACP
acyltransferase

ATS2-lizofoszfatid sav aciltranszferaz—lysophosphatidic acid acyltransferase

BL—kettosréteg formalo lipid—bilayer forming lipid

CAMTA—kalmodulin k6t transzkripcid aktivator—calmodulin buiding transcription factor
CAMTA 3—kalmodulin kot transzkripcié aktivator 3—calmodulin binding transcription factor 3
CBF-C- repeat kotd faktor—C-repeat binding factor

CDP—citidin-trifoszfat—cytidine triphosphate
CDP-DAG—CDP-diacilglicerin-CDP-diacylglycerol

CDS—-CDP-diacilglicerin szintaz—diacylglycerol synt hase

CL—kardiolipin—cardiolipin

CM2—konzervalt DNS motivum 2—conserved DNA motif 2

CoA-—acetil koenzim A—-acetyl coenzyme A

COP1—kaszpazokat dsszegytijtd domain csalad 1—caspase recruitment domain family member 1
CTP—citidin-trifoszfat—cytidine triphosphate

CRT/DRE-C— ismétlédés/dehidraticiora érzékeny elem— C-repeat/dehydration-responsive
element

DAG—diacil-glicerin—diacylglycerol

DB—kettds kotés—double bound

DBI—kettds kotés index—double bound index




Roviditésjegyzék
DGD1—digalaktozildiacil glicerin szintaz 1—-digalactosyldiacyl glycerol synthase 1

DGD2—digalaktozildiacil glicerin szintaz 2—digalactosyldiacyl glycerol synthase 2
DGDG—digalaktozildiacilglicerin—digalactosyldiacylglycerol

DREB—dchidrataciora érzékeny elem-kot6 faktor—dehydration-responsive element binding factor
Fo—minimalis floureszcencia—minimal fluorescence

Fm—maximalis fluoreszcencia emisszio—maximum fluorescence emission

Fm’—fényadaptalt allapotra jellemzé maximalis fluoreszcencia—maximal fluorescence when all
PSII reaction centres are closed in darkand light-acclimated leaves

FR-H2—-fagyallo-Hordeum vulgare 2—frost resistant-Hordeum vulgare 2

FR-A2—-fagy rezisztencia 2 lokusz—frost resistant-allel 2

Fs—egyensulyi fluoreszcencia—steady-state fluorescence in light

Fv/Fm—a PSII maximalis fotokémiai hatasfoka—maximum photochemical efficiency of PSlI
G3P—glicerol-3-foszfat—glycerol-3-phosphate

GC—nem-lizoszomalis gliikozilceramidaz—non-lysosomal glucosylceramidase
GPATvglicerin-3-foszfat aciltranszferdz 3—glycerol-3-phosphate acyltransferase 3
HexCer—ceramidok—ceramids

HK-a tilakoidmembrant alkot6 lipidek hosszénak ¢és kettdskotés szamanak a megoszlasa
HvP14K—Hordeum vulgare fosfatidilinozitol 4-kindz—Hordeum vulgare phosphatidylinositol 4-
kinase

IEM-ioncserél6 membran (belsé membran)—ion exchange membrane

LLO2-linolat 9S-lipoxigenaz 2—linolat 9S-lipoxigendz 2

LOClipoxigendz 2.3, (kloroplaszt lokalizacio)—lipoxygenase 2.3

LOV-fény, oxigén vagy elektromossaggal szabalyozott domain—light-oxygen-voltage-sensing
domain

LOV1-fény, oxigén vagy elektromossaggal szabalyozott domain 1-light-oxygen-voltage-sensing
domain 1

LOV2—-fény, oxigén vagy elektromossaggal szabalyozott domain 2-ight-oxygen-voltage-sensing
domain 2

LPC-lizofosfatidilkolin—lysophosphatidylcholine
LPE-lizolfoszfatidiletanolamin—lysolphosphatidylethanolamine
LPG-lizofoszfatidilglicerin—lizofosfatidilglicerin

LPL—lizofoszfolipidek—lisophospholipids

Lyso-PA-lizofoszfatidil sav—lysophosphatidyl acid
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Roviditésjegyzék
MGD1-monogalaktozil diacilglicerin szintaz I-monogalactosyl diacylglycerol synthase 1

MGD2-monogalaktozil diacilglicerin szintaz 2-monogalactosyl diacylglycerol synthase 2
MGDG—-monogalaktozildiacil glicerin—monogalactosyldiacyl glycerin

MGDG/DGDG- monogalaktozil  diacilglicerin/  digalaktozil  diacilglicerin  arany-
monogalactosyldiacyl glycerin/ digalactosyldiacy! glycerin ratio

NBL—kett6s mebrant nem alkoto lipidek—non bilayer forming lipids

NC-neutralis ceramiddz—neutral ceramidase

NCl-neutrdlis ceramidaz 1—neutral ceramidase 1

NC2-neutralis ceramidaz 2—neutral ceramidase 2

NC3—neutrdlis ceramidaz 3—neutral ceramidase 3

NPH3-nem-fototropikus hipokotil 3F—non-phototropic hypocotyl 3F
OEM-—kloroplasztisz kiilsé boritd6 membranja—outer envelope membrane

PA-foszfatidil sav—phosphatidyl acid

PC—foszfatidilkolin—phosphatidylcholine

PC/PE— foszfatidilkolin/foszfatidiletanolamin arany— phosphatidylcholine/  phosphatidyl-
ethanolamine ratio

PE—foszfatidiletanolamin—phosphatidylethanolamine
PG—foszfatidilglicerin—phosphatidylglycerol
PGP—foszfatidil-glicerin—foszfataz-phosphatidyl glycerol phosphatase
PGP1—-foszfatidil-glicerin foszfataz 1-phosphatidyl glycerol phosphatase 1
PGP2—foszfatidil-glicerin foszfataz 2—phosphatidyl glycerol phosphatase 2
PGP-P—foszfatidil-glicerin-foszfat-foszfataz—phosphatidylglycerol phosphate phosphatase
PHOT—fototropin—phototropin

photl—fototropin 1-phototropin 1

phot2—fototropin 2—phototropin 2

phyA—fitokrom A—phytochrome A

phyB—fitokrom B—phytochrome B

Pi—pirofoszfat—pyrophosphate

Pl—foszfatidilinozitol-phosphatidylinositol

PIF4—fitokrom interakcios faktor 4—phytochrome interaction factor 4

PIF7—fitokrom interakcios faktor 7—phytochrome interaction factor 7

PKS4—fitokrém kinaz szubsztrat 4—phytocrome kinase substrat 4

PL—foszfolipidek—phospholipids
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PLDa l—foszfolipaz D alfa 1-phospholipase D alpha 1

PLDa2—foszfolipaz D alfa 2—phospholipase D alpha 2

PLDa3—foszfolipaz D alfa 3—phospholipase D alpha 3

PPC—foszfatidilinozitol foszfolipaz C—phosphatidilinositol phospholipaze C
Ppi—pirofoszfat—pyrophosphate

PS—foszfatidilszerin—phosphatidylserine

PSII-II. fotokémiai rendszer—photosystem 11

TaCBF14—Triticum aestivum C-repeat kot6 faktor 14—Triticum aestivum C-repeat binding factor
14

TaCBF15-Triticum aestivum C-repeat kot6 faktor 15—Triticum aestivum C-repeat binding factor
15

TAGtriacil-glicerol—triacyl-glycerol

UDP-uracil-difoszfat—uracil diphosphate

WL—fehér fény—white light

WLFR—fehér fény kiegészitve tavolivoros fénnyel-white light and far-red light

WLFR+410 nm—fehér fény hozzaadott tavolivords és 410 nm-es fénnyel-white light, far-red light
and 410 nm light

Y (I1)—a PSII aktualis fotokémiai hatasfoka—PSII actual yield




Bevezetés

3 BEVEZETES

A 2019-évi KSH adatok szerint 6szi buzat 954 943 hektaron, tavaszi buzat 16 804
hektaron, a masodik legfontosabb gabonandvényiinket, az szi arpat, 161 711 hektaron, mig a
tavaszi arpat 101 235 hektaron termesztettek. Az adatsor hiven tiikrozi, hogy a ndvénytermesztok
az 6szi gabonaféléket elényben részesitik a tavasziakkal szemben, magasabb termdképességiik,
igy nagyobb hozamuk miatt. Ezzel a dontéssel természetesen vallaljak az atteleléssel jaro
kockazatot. A taplanszentkereszti Kutatdallomason évek oOta tesztelik a Magyarorszagon
termesztett szi arpakat vetésido kisérletben. Ez alapjan a sokéves adatok egyértelmiien az
oktober kozepi vetést erdsitik meg, mint legmegfelelobbet. Mig az oktdber kdzepi vetés esetén
csak 10% koriili kipusztuladsi szazalék tapasztalhatd, addig a szeptember €s november kdzepi
vetésidokben 50% folotti ez az arany. A til korai vetéseknél gyakran jelentkezik viruskartétel is,
melyet a megteleped6 vektorok segitenek elé ¢és tovabbi kipusztulast eredményezhet
(http://web.archive.org/web/20160807064318/https://www.agronaplo.hu/szak
folyoirat/2006/08/szantofold/oszi-arpa-termesztes-kulcskerdesei). Optimalisnak tekintik, ha a
kicsirazott novénykék elérik a haromleveles fejlodési stadiumot a november végi, december eleji
fagyok bekOszontéig. Azonban, ha megvizsgaljuk a napi homérsékleti fluktuaciot is, akkor a
meteoroldgiai adatok alapjan azzal szembesiiliink, hogy -4 °C alatti napok szama oktdberenként
az elmult hisz évben (1981-2010) tizenhat volt (Kalapos és mtsai., 2016). Vagyis ezeknek a
novényeknek a szantofoldon at kell vészelniiik a fagyos éjszakakat. Am a genetikailag
meghatarozott fagyallosagot a gabonandvények tobb hétig tarté hidegedzddés soran érik el.
Ebben a korai fazisban a csirandvények az edz0dési folyamat elején tartanak. A Fold mérsékelt
égovén a nappalhossz, a hdmérséklet, a napfény erdssége és szinképe évszakoktol és napszaktol
fliggden évmillidk ota ciklikusan valtozik. Feltételezhetd tehat, hogy a ndvények érzékelik ezeket
a valtozasokat és evolucids besorolasuktol fliggetleniil hasonld médon reagalnak ra. Nappal
példaul a vords/tavolivords fény aranya allando és fiiggetlen a felhdk jelenlététdl, azonban
alkonyatkor szignifikansan csokken, amikor a Nap a horizont felett kevesebb, mint 10 *-on
lathatd. A beesd fény szinképében a tdvolivords fény ardnya megemelkedik, ahogy tavolodunk
az egyenlit6tdl. Ez els6sorban a Fold északi féltekéjének mérsékelt és boredlis (szubarktikus)
égovein szamottevd. Novemberben alacsonyan jar a nap, €s jellemzden alkonyatkor hosszu ideig
tart a napfény szinképének vords/tdvolivords fény aranyanak csokkenése, amit pedig éjjel fagy
kovethet. Emiatt megalapozottnak tiinik az a hipotézis, hogy a névények a fény voros/tavolivoros

aranyanak csokkenését egyfajta jelként hasznalhatjak, ami beinditja a hidegakklimatizacios
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folyamatokat viszonylag magas, még nem hidegakklimatizdciés homérsékleten, melynek
eredménye a megnovekedett fagyallosag lesz. Ezt a hipotézist eldszor ludfit modellndvényben
Franklin és Whitelam igazolta kisérletes médon 2007—ben (Franklin és Whitelam, 2007). Késébb
a martonvasari kollégak 6szi gabonaféléken is megerdsitették ezt a hipotézist (Novak és mtsai.,
2016), ugyanis mesterséges koriilmények kozott +15 °C-on az 6szi gabonak (buiza és arpa)
fagyallosagat sikeriilt a megvilagitasra hasznalt fehér fény szinképében a voros/tavolivords fény

aranyanak csokkentésével novelni.

Korabbi kutatasok alapjan ismert, hogy a hidegkezelés és a kiilonb6z6 hulldmhosszi
megvilagitas is valtozasokat indukal a lipid-Osszetételben (Chao és mtsai., 2011; Chen és mtsai.,
2012; Chen és mtsai., 2008; Falcone és mtsai., 2004; Markham és mtsai., 2011; Saucedo-Garcia
és mtsai., 2011; Wang és mtsai., 2008). Leirtak azt is, hogy a kék fény hatast gyakorol, a
kriptokrom jelatviteli Giton keresztiil, a hideg rezisztencia kialakulasara a ladfiiben (Imai és mtsai.,
2021a). Kollégaim korabbi kutatasai alapjan tisztazodott, hogy a monokromatikus kék fény
indukalja a fagyallosagban szerepet jatszo C-repeat binding factor 14 (CBF14) gén expressziojat
gabonafélékben (Novak és mtsai., 2017). Azonban az a kérdés megvalaszolatlanul maradt, hogy
milyen metabolomikai véltozasokat indukal a fehér fény szinképének tavolivordssel torténd
kiegészitése a novények leveleiben, melyek eredményeként n6 a fagytiirés. Az sem volt ismert,
hogy a kék fénnyel torténd kiegészités befolydsolja-e a tdvolivords fénykezelés hatasat. Ezekre a

kérdésekre kerestiink valaszt kutatasaink soran.
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4 TRODALMI ATTEKINTES

4.1 A hidegedzddés szerepe a télallosag kialakulasaban

Hosszabb tenyészidejiilk miatt az Oszi gabonafélék 15-25% -kal tobbet teremnek a
tavasziaknal, korai érésiik miatt elkeriilik a nyaron gyakran fellépd szarazsagot és betegségeket,
tovabba a tél folyaman megfeleld talajboritast nyujtanak, ezéltal minimalisra csokkentik a
talajer6ziot. Termesztésiik tehat gazdasdgosabb és kornyezetkimélobb a tavaszi gabonaféléknél.
Az 0szi arpa hozama a tavaszihoz képest 30-40%-kal nagyobb (Hiiner és mtsai., 2016). Azonban
a fold északi féltekéjén elterjedésiiket a mai napig gatolja a megfeleld télallosag hianya.
T¢lallosag alatt a novénynek azon tulajdonsagat értjiik, amely képessé teszi a tél viszontagsagait
(hideg, oxigénhiany, felfagyas, betegségek) karosodas nélkiil elviselni. A télallosag egyik
legfontosabb elemét a fagyallosag alkotja (szinonimdja a fagytiirés), amely alkalmassa teszi a
novényeket arra, hogy fagypont alatti hdmérsékleteket karosodas nélkiil vészeljék at. A fagy
okozta karosodas kivédéséhez sziikség van egy hosszabb ideig tartd, alacsony hdmérsekletii
novekedési idOszakra, az ugynevezett edz6dés iddszakara (McKersie és Leshem, 1994).
Természetes koriilmények kdzott hazankban az edz6dés dsszel torténik, rovidiild megvilagitas és
a homérséklet fokozatos csokkenése sordn. Mesterséges koriilmények kozott, névényneveld
kamrakban lehetdség van e folyamat modellezésére, a hidegedzés kivitelezésére. Az ELKH
Agrartudomanyi Kutatocentrum martonvasari Mezbégazdasagi Intézetében, a fitotronban, a
gabonafélék fagyallosag tesztelését Sutka Jozsef (1981) altal kidolgozott modszere szerint
végzik. Az elénevelést 15 °C koriili hdmérsékleten hajtjak végre, és 6t hét alatt a novényeket
folyamatosan csokkend homérsékleten nevelik. A hatodik hét soran a hémérséklet eléri a 0 °C-t
¢és ezutdn fagyasztd kamrdkban allapitjak meg a fagytiirés mértéket.

A mult évtizedben egyre tobb informécido gyllt Ossze annak igazoldsara, hogy a
hidegedz6dés soran jelentds szerepet jatszik a nappalhossz, a ndvényeket megvilagitdo fény
erdssége és szinképe. A rovidiild nappalhossz, a fényintenzitas és a fény spektralis dsszetételének
valtozasa egyiittesen jelzi 6sszel a tél kozeledtét az attelelé novény szamara (Badawi és mtsai.,
2007; Franklin és Quail, 2010; Franklin és mtsai., 2014; Kurepin és mtsai., 2008; Majlath és
mtsai., 2012; Novak és mtsai., 2017; Sandve és mtsai., 2011). Azt, hogy miként befolyasolja a
megvilagitas a novények fagytiirését, szamos tanulmany elemezte a kdzelmultban, elsésorban a
ladfit modellnévényen végzett kisérletek alapjan (Catala és mtsai., 2011; Kim és mtsai., 2002;
Maibam és mtsai., 2013). Ezek a tanulmanyok ramutatnak arra, hogy a vords/tavolivords fény

aranyanak érzékelésért felelds fitokromok, és a fagytiirésben igen fontos C-repeat binding factor
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(CBF) jelatviteli itvonal interakcioja felel6s a fény fagytiirést befolyasold hatasaért. Ugy tiinik,
hogy az attelelé novények esetében a fehér fény szinképében a vords/tdvolivords fény arany
csokkenésének fagytlrést ndveld hatdsa altalanos, mivel a munkatarsaink Martonvasaron
gabonafélék esetében is (buza, arpa, alakor) igazoltak ezt a jelenséget (Ahres és mtsai., 2020;

Gierczik és mtsai., 2017; Novak és mtsai., 2016).
4.2 A CBEF transzkripcids faktorok és szerepiik a fagyallésag meghatarozasaban

Az egyik leginkabb kutatott géncsalad, amely a hideg- és szarazsagstressz elleni védelem
kialakitasaért felel6s, a transzkripcios faktorokat kodold C-repeat binding factor, vagy mas néven
Dehydration-responsive element binding factor gének (DREB) csoportja. Mivel két kutatdcsoport
szinte egyszerre irta le 6ket (Liu és mtsai., 1998; Stockinger és mtsai., 1997), ezért ezek a gének
kettos elnevezéssel rendelkeznek. A nyugat-eurdpai szakirodalomban a CBF elnevezés az
elterjedtebb, ezért a tovabbiakban ennek hasznalatara szoritkozom.

A CBF-ek az APETALAZ2 (AP2)/etilén-érzékeléséért felelés géncsaladba (ERF) tartoznak.
Ezek a transzkripcios faktorok tartalmazzak az AP2 DNS koté domént, egy koriilbeliil hatvan
aminosavbol all6 szakaszt. A CBF-eket a csalad mas tagjaitol két, az AP2 domén elott és mogott
elhelyezkedd konzervalt motivum, a PKKP/RAGRXKFXETRHP és a DSAWR kiilonbdzteti meg
(Jaglo és mtsai., 2001). A PKKPAGR motivum egyben fontos eleme a CBF-ek DNS-ko6td
képességének (Canella és mtsai., 2010), ugyanis a CBF transzkripcios faktorok DNS-k&to
doménjiik segitségével alacsony hOmeérseéklet hatdsara a szabalyozasuk alatt all6 gének
promoterében megtalalhatd C-repeat motivumhoz kotdédve szabalyozzak azok kifejezddését
(Baker és mtsai., 1994; Jaglo-Ottosen és mtsai., 1998; Yamaguchi-Shinozaki és Shinozaki,
1994).

A CBF transzkripcios faktorok ludfiiben jelenlegi ismereteink szerint harom (Gilmour és
mtsai., 1998), alakorban tizenegy (Miller és mtsai., 2006), arpaban htisz (SKinner és mtsai., 2005),
mig hexaploid btzaban harminchét taggal (Badawi és mtsai., 2007) képviseltetik magukat.
Szamos tagjukat kodold gént térképeztek arpaban, alakorban és buzaban az 5-6s kromoszéma
hosszu karjanak Frost Resistant-2 (FR-2) lokuszara (Francia és mtsai., 2007; Miller és mtsai.,
2006; Vagujfalvi és mtsai., 2005). Pearce és mtsai. (2013) bebizonyitottak, hogy az FR-2
régioban bekovetkezett CBF géneket is érintd delécio csokkent mértékii fagytiirést eredményez
durum btizédban (Pearce és mtsai., 2013). Knox és mtsai. (2010) szerint az arpa Frost Resistant-
Hordeum vulgare 2 (FR-H2) 16kuszan talalhat6 C-repeat binding factor 2 (CBF2) és C-repeat

binding factor 4 (CBF4) gének kopiaszama nagyobb az 6szi habitusu ,,Nure” esetén a tavaszi
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habitust ,,Tremois”’-hoz képest, ami Osszefiiggésben allhat a ,Nure” nagyobb fagytlird
képességével (Knox és mtsai., 2010; Sieber és mtsai., 2016). A durumbiiza fagytiird képességét
az 5A kromoszoma FR-2 lokuszan 1évé CBF14 gén kopiaszamaval hoztdk Osszefliggésbe,
mintegy megerdsitve a Dhillon és Stockinger, (2013) valamint Knox és mtsai., (2010) altal
diploid és hexaploid buzaban leirt jelenséget. Fricano és mtsai. (2009) (Fricano és mtsai., 2009)
az arpa genotipusok fagyallosaga kozti kiilonbséget a CBF14 allélok kiilonbozdségével
magyaraztak. A CBF2, CBF9 ¢és CBF14 gének erdteljesebben fejezddnek ki 6szi, mint tavaszi
buzaban, a fagytiiré Triticum aestivum ssp. aestivum ,, Cheyenne ” CBF14 gén expresszioja pedig
négyszerese a hidegérzékeny Triticum spelta-bol szarmazé CBF14 génnek (Galiba és mtsai.,
2013; Stockinger és mtsai., 2007; Vagujfalvi és mtsai., 2005). Soltész és mtsai. (2013) (Soltesz
és mtsai., 2013) pedig bizonyitottak, hogy az arpaban tultermeltetett kenyérbtiza TaCBF14 és
TaCBF15 gének hatasara a transzgénikus vonalak fagytlirObbek lettek, mint a vad tipus
hidegedzés utén, illetve hidegedzés nélkiil is. A fentiekbdl kdvetkezik, hogy az FR-2 16kuszban

talalhato CBF klaszter fagytiirés kialakitdsdban meghatarozo szerepet tolt be.
4.3 A novényi fotoreceptorok és a CBF-regulon kapcsolata

Amint mar fentebb emlitésre keriilt, az alacsony hémérséklet mellett a fény, mint
kornyezeti faktor is befolyasolja a fagyallosagot és a CBF gének expressziojat (Ahres és mtsai.,
2020; Gierczik és mtsai., 2017; Lee és Thomashow, 2012; Novak és mtsai., 2016; Wang és mtsai.,
2016). A fény hatasai koziil a dolgozatban részletezett kisérleteket a spektralis Osszetétel
hatasanak vizsgalatara allitottuk be, ezért az irodalmi attekintésben is ennek a jelenségnek az
ismertetésére koncentradlok. A fény érzékelése a ndvényekben fotoreceptorokon keresztiil
torténik, ahol a kiilonb6zé hullamhosszu fény elnyelése kiilonbozd fotoreceptor-csaladok
feladata. A vords (Amax ~660 nm) és a tavolivords (Amax ~730 nm) fény elnyeléséért a fitokromok
feleldsek, mig a keék és/vagy UV fényét a kriptokromok, a fototropinok, valamint a ZEITLUPE
¢és az UVRS fotoreceptorok végzik (Casal, 2000; Demarsy és mtsai., 2018; Kim és mtsai., 2007
Sharrock, 2008).

4.3.1 Fitokromok

A fitokromok elsddlegesen voros fényt érzékelnek, abszorpciés maximumuk 600-700 nm
hullamhossz kozott talalhato. A 1adfi 6t fitokrom génnel rendelkezik: fitokrom (phy) A, B, C, D

¢és E, mig az arpa harommal (phyA, B és C). A fitokrémok homo-vagy heterodimereket alkotnak
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a novényi sejtben, és két izoformat vehetnek fel. Az inaktiv fitokromforma, fitokromobillin
kromoforjanak koszonhetéen gerjesztési energiat nyel el a beesd vords fénysugarakbol (Amax=
660 nm). Ennek hatasara konformacios valtozast szenved el, igy veszi fel biologiailag aktiv
fitokrom format (Rudiger és mtsai., 1983). Ezek a sejtmagba vandorolva ,,sejtmagi testeknek”
nevezett képleteket formalnak, melyek fényindukalt gének expresszidjat végzé multiprotein
komplexek (Chen, 2008). Az aktiv fitokromforma tavolivords fénnyel torténd gerjesztéssel
(AMmax= 730 nm) inaktivalhato, de létezik egy fényfliggetlen, &m homérsékletfliggd spontan
visszaalakulas is, melyet a szakirodalom ,,S6tét reverzioként” emlit. Erdsebb fényintenzitason az
aktiv allapotba keriilt dimerek nagyobb aranyban jelentkeznek, és a sejtmagba vandorolva
erdteljesebb génexpresszios valtozast képesek indukélni. A fitokromok koziil a fagyallosag
jelatviteli rendszerében a phyA és phyB jatszik meghatarozo szerepet. Novak és mtsai. (2016)
bemutattdk, hogy a nap hossza és a fény spektrumanak Osszetétele a hdmérséklettdl fiiggetleniil
szabalyozza a CBF14 gént expresszidjat 6szi Triticum aestivum-ban, Hordeum vulgare-ban.
Fehér fényli megvilagitas alkalmaval a phyB aktiv formaja gatolja a CBF14 és a phyA
expressziojat. Amennyiben a fehér fényt tavolivoros fénnyel egészitették ki, akkor a legtobb
phyB fehérje inaktivva valt és a CBF14 vagy a phyA felszabadult a gatlas alol. Valamint a phyA
aktiv formaja fokozhatja a CBF14 expresszidjat. Hasonlo jelenséget irtak le ludfiiben is (Franklin
és Whitelam, 2007), visszont a gyengébb fagyttrésii Triticum monoccocum-ban nem tapasztaltak

ilyen szabalyozast.

4.3.2 Kriptokromok

A kriptokromok kozé tartoznak a kék fényt és az UV-A-t érzékeld receptorok. A
receptorok N terminalisan egy fotoliaz szerli domain talalhato, mely flavin adenin nukleotid és
flavin + vagy meteniltetrahidrofolat kromoférokat kotnek. A kriptokrom 1 egy olyan stabilabb
fehérje, mely alacsonyabb hullamhossza fény hatasara aktivalodik. Mind e mellett a kriptokrom
2 fehérjét, tulajdonsagai alapjan, magasabb hullamhosszia fény aktivalja. Ezen fehérjék

segitségével a gén expresszio és gatlas finoman szabalyozhato (Lin és mtsai., 1998).

4.3.3 A fényérzékeny gének transzkripcios szabalyozasa

A fentebb bemutatott fényérzékeld fehérjekomplexek kiilonlegeségiiket azokban a
szekvencidkban hordozzak, melyek adott spektrumu fény hatisara reagalnak. Azok a gének,

melyek fényérzékenyek, rendelkeznek a promotereikben fényvalasz elemekkel (LRE). Az LRE
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nélkiilozhetetlen a fény altal szabalyozott transzkripcid aktivalasdhoz. A motivumot koriilvevo
szekvencia és a konszenzus szekvencia is befolyasolja a fényre adott valaszokat (Jiao és mtsai.,
2007). Ilyen fényérzékeny gén a dehydrin-ek kozé tartoz6 COR14b. Egy kisérlet soran 6t percig
fehér, kék vagy voros fénnyel vilagitottak meg a gabonandvényeket, majd hét napos hidegedzés
kovetkezett sotétben. Ezekbdl a magoncokbdl jelentdsen magasabb COR14b fehérjeszintet
detektaltak, mint azokbol, amelyeket vordos megvilagitas utdn tavolivords vagy zold fénnyel
vilagitottak meg. A fehérjeakkumulacid6 mar 6t masodperc vords fénnyel tortént megvilagitas

utan detektalhato volt (Crosatti és mtsai., 1999).

Fentebb emlitett LRE-k megismerése soran tobb kiillonb6z6 szekvenciat irtak le, melyek
egymas utan kapcsolva kiilonb6z6 fényekre aktivalodtak. Olyan LRE szekvenciat azonban nem
talaltak, mely minden hullamhosszu fény esetében aktivalodna. A leirt LRE -k kiilonbozéek a

kiilonb6z6 novényi csaladok esetében (Hudson és Quail, 2003).

4.4 A hidegakklimatizacio

crer

fagyaspontja magasabb, mint az intracellularis folyadéké, igy mar 0 °C alatti hdmérsékleten
jégkristaly képzddés indul el a sejt kozotti térben. A vizpotencial csokken a sejten kiviil kialakulo
jégkristalyok jelenléte miatt, ennek eredményeként a sejtben talalhato viz kiaramlik, majd -10 °C
alatti hémérséklet esetén a viz 90 %-a a szovet kozti térbe aramlik. Emiatt a sejten beliil
dehidratalt allapot jelentkezik (Thomashow, 1999). Ettdl a jelenségt6l sokkal veszélyesebb a
jégkristalyok altal okozott sejtmembranroncsolds, amely visszafordithatatlan karokat okozhat
(Olien és Smith, 1977).

A novényeknek, az életben maradas érdekében, meg kell 6vniuk magukat ett6l a nagy
mértékll kiszaradastol és a membrankirosodasatdl. Ennek érdekében a hidegakklimatizacio
alkalméval transzkriptomikai, metabolomikai és proteomikai valtozdsok sorozata megy végbe.
Bizonyos aminosavak és cukrok, illetve bomlastermékek (gliikoz, rafindz fruktdz, galaktinol,
prolin, putreszcin) valamint krioprotektiv fehérjék halmozodnak fel (Cook és mtsai., 2004;
Smallwood ¢és Bowles, 2002). E folyamatot nevezik edzddésnek, mely eredményeként nd a

fagyallosag.

441 A kiilonbozd lipidosztalyok bioszintézise

A zsirsavak tobbféle szerepet toltenek be a biologiai rendszerekben. A szabad zsirsavak
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ritkan fordulnak el6 a természetben, de ehelyett gyakran észterezédnek foszfolipiddé (PL),
valamint glicerolipiddé vagy szterin gerinccel rendelkezo lipiddé. A zsirsavak a membran
szerkezetének fontos alkotdelemeli, tovabba lehetnek jelzémolekulak is (Drobak és Heras, 2002;
Feussner és Wasternack, 2002; Lerouge és mtsai., 1990), és jelentGs energiatarolok (Murphy,

1990). A valaszreakciok/védelmi stratégiak alappillérei, elésegitik a hdmérséklet-toleranciat az

rrrrrrr

A zsirsavak de novo bioszintézise a C18-as szénlancig az acetil-koenzim A (CoA)
kozremiikddésével torténik két enzimatikus utvonal segitségével, melyek a kdvetkezok: az acetil-
CoA karboxiladz és a zsirsav szintdz. A magasabb rend{i novényeknél mindkét szintetizald utvonal
a kloroplasztiszban talalhaté. A szintézisben résztvevé polipeptidek nagy része sejtmagi
kodolasu, emiatt tranzit szekvencia kapcsolodik hozzajuk, mely segitségével jutnak be a

kloroplasztiszba.

A Kloroplasztiszt alkoté lipidek kozé tartoznak a monogalaktozil-diacil-glicerin
(MGDG), a digalaktozil-diacil-glicerin (DGDG), a sulphoquinosil-diacil-glicerin (SQDG) és a
foszfatidil-glicerin (PG). Ezek a lipidek alapvetéek a kloroplasztisz membranszerkezetének
fenntartasaban. Nélkiilozhetetlenek a fotoszintetikus elektrontranszportlanc mukodéséhez. A
diacil-glicerin (DAG) altalanos prekurzora a glikolipideknek, melyek a prokariotikus és az
eukariotikus Utvonalakon is termelddnek. Ludfiiben két tipusi MGDG-szintdz taldlhatd, a
monogalaktozil-diacilglicerin-szintdz 1 (AtMGD1) és a monogalaktozil-diacilglicerin-szintaz 2
(AtMGD2), ezek funkcidja mar ismert (4. kieg. abra). Az MGD1 szintaz termeli az MGDG nagy
részét, mig az MGD2 foszfathianyra aktivizalodik. A DGDG esetében is két enzim ismert a
digalaktozil-diacil-glicerin-szintaz 1 (DGD1) és a digalaktozil-diacil glicerin-szintaz 2 (DGD2).
A DGD1 szintetizalja a DGDG tobbségét, mig a DGD2 foszfathiany esetében aktivizalodik.

Az MGD2 részt vesz a fotoszintetikus membranok {6 szerkezeti elemeinek szintézisében
¢s a kloroplasztisz membran biogenezisében. Ez az enzim felhasznalhatja az eukariota (18: 1/16:
0) és a prokariota (18: 2/18: 2) 1,2-diacil-glicerin species-t is, de az eukariotat elényben részesiti.
Az MGD2 érzékeny a foszfathianyra az MGDG szintézise soran, valamint a galaktolipid és a
gliikolipid szintézisben is részt vesz (Awai és mtsai., 2001). A DGD1 szintetizal DGDG-t és a
tilakoid membranban lokalizalodik. A DGD1 specifikusan a-glikozidos kapcsolatokat hoz 1étre

és a galaktolipidek fotoszintetikus membranokban valo beépiilésében vesz részt (Kelly és mtsai.,
2003).
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A magasabb rendli novényekben az MGDG bioszintézise a plasztiszban jatszodik le és az
MGDG szintaz katalizalja (Douce és Joyard, 1980). Az MGDG szintaz atszallitja a galaktozt az
UDP galaktézrol a DAG-ra, ¢és létrejon az MGDG. Az MGD1 enzim a prokariotikus tton
felépitett lipidlancokat, a 18:2/18:2 DAG lancokat, mig az MGD2 az eukariotikus 18:1/16:0 DAG

lancokat hasznalja fel (Govindjee és mtsai., 2009).

(1

) (2)
DAG »  MGDG >  DGDG
/N [\

MGD1, 2, 3 DGD1, 2
oy PR
UDP-Gal UDP UDP-Gal UDP

1. abra: Gliikolipid-bioszintézis itvonal. A reakcio ludfiiben a kovetkezdk szerint jatszodik le: Diacil-
glicerinb6l (DAG) az (1) MGDG szintaz (MGD1, 2 vagy 3) UDP-galaktoz (UDP-Gal) felhasznalasaval
monogalaktozil-diacil-glicerint (MGDG) hoz létre. A rekacio soran az uracil-difoszfat (UDP) 1ép ki. Az MGDG
felhasznalasaval és az UDP-Gal belépésével a (2) DGDG szintdz (DGD1 vagy 2) di-galaktozil-diacil-glicerint
(DGDG) hoz létre. A reakci6 soran az UDP 1ép ki.

Az elsé DGDG enzimet ludfiibdl izolaltak (Dormann és mtsai., 1995). Késébb a DGD2-
t is azonositottak (Dormann és mtsai., 1995). Mindkét enzim részt vesz a DGDG szintézisében,
szubsztratjaik pedig az MGDG ¢és az uracil-difoszfat (UDP). Az enzimek kiilonboz6 szerepet

toltenek be a DGDG bioszintézisben (Kelly és Dormann, 2002) (4. kieg. abra).

A PG a magasabbrendii novényekben harom sejtalkotoban szintetizalodik: a plasztiszban,
az endoplazmatikus retikulumban ¢és a mitokondriumban (Moore, 1974; Ohlrogge és Browse,
1995). A szintézis titvonala a 2. abran lathatd. Minden zsirsav, valamint acil-acil carrier protein,
mely sziikséges a PG szintézis tvonalhoz, a plasztiszban szintetizalodik. Az acil-acil carrier
3-foszfat aciltranszferaz segitségével és 1étrejon az 1-acilglicerin-3-foszfat. A masodik acilacié
az sn-2 pozicidban a lizofoszfatidil-sav-aciltranszferaz segitségével 1étrehozza a foszfatid savat
zsirsavlancok talalhatok (Nishida és Murata, 1996). A PA egy citidin-trifoszfat (CTP) és egy G3P
felhasznalasaval alakul foszfatidil-glicerin-foszfatta (PGP) CDP-diacilglicerin szintaz és PGP-
szintaz segitségével. Ludfiiben a PGP szintaz izoenzimeket a foszfatidil-glicerin foszfataz 1

(PGP1) és a foszfatidil-glicerin foszfatiz 2 (PGP2) gének kodoljak (Muller és mtsai., 2001).
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A PGP1 gén ludfiiben nélkiilozhetetlen a PG szintéziséhez (Babiychuk és mtsai., 2003;

Hagio és mtsai., 2002; Xu és mtsai., 2002). Ugyanakkor a PG szintézis a mitokondriumban nem
elkeriilhetetlen, mivel a mitokondrium képes importalni a PG termékeket az endoplazmatikus
retikulumbol (Babiychuk és mtsai., 2003). A PG szintézis utolsé 1épése a PGP defoszforilacidja
a PGP foszfatazon keresztiil (Andrews és mtsai., 1985; Moor, 1982).

(1) (2) (3) (4) (5)
G3P —7<* Lyso-PA —<* PA —7 <> CDP-DAG —7<* PGP ——<* PG
ATS1 ATS2 CDS PGP1 PGP-P
[ v [ ¥ | v [y [ v
Acyl-ACP ACP Acyl-ACP ACP CTP  PPi G3P CDP H,0 Pi

2. abra: Foszfatidil glicerin bioszintézis Gtvonal a ladfii plasztiszaban. A PG bioszintézise ludfitben a
kovetkezok szerint jatszodik le: A glicerin-3-foszfat (G3P) (1) glicerin-3-foszfat acil-ACP aciltranszferdz (ATS1) és
acil-acil carrier fehérje (Acyl-ACP) segitségével lizofoszfatidsavat (Lyso-PA) hoz létre, a reakciobdl acil carrier
fehérje (ACP) 1ép ki. A Lyso-PA (2) lizofoszfatidsav aciltranszferdz (ATS2) egytittmikddésével PA-t hoz létre. A
reakcioba Acyl-ACP 1ép be és ACP 1ép ki. A keletkezé PA (3) CDP-diacilglicerin szintdz (CDS) segitségével CDP-
diacilglicerin (CDP-DAG) hoz létre. A rekacidba citozin-trifoszfat (CTP) 1ép be és pirofoszfat 1ép ki (pPi). A CDP-
DAG glicerin-3-foszfat (G3P) belépésével a foszfatidil glicerin foszfat 1 (PGP1) enzim segitségével foszfatidil-
glicerinfoszfatot hoz létre (PGP), a reakciobdl citidin-trifoszfat (CDP) 1ép ki. A PGP-b6l viz belépésével a foszfatidil-
glicerin-foszfat-foszfataz (PGP-P) segitségével foszfatidil-glicerin (PG) jon 1étre. A reakcidbol foszfat (Pi) 1ép ki.

A novények homeosztazisanak fenntartdsa érdekében a glicerolipid- és foszfolipid-
csaladoknak egyensulyban kell lenniiik a tilakoid membranban (Govindjee és mtsai., 2009) (3.
kieg. abra). Egyes kornyezeti faktorok, mint a foszfathiany stimuldlja az MGD2, a PGP1 és a
PGP2 enzimeket annak érdekében, hogy a foszfolipideket glikolipidekre cserélje a membranban,

ez 4ltal szabalyozhatja a lipid bioszintézist.

A ceramidok a szfingolipidek egy csoportja, melyekben a zsirsav lanchoz, amid kotésen
keresztiil, hosszu szénlancok kapcsolodnak. A hidroxilacio és a telitetlenségi szintjiik, valamint
a zsirsav lancok hossza a ceramidokban valtozatos. Ez hatarozza meg a ceramid fajtak nagy
szamat.

A szfingolipidek bioszintézise a ndvényekben két szintézis-titvonalon megy végbe: a ,,de
novo” ¢és az alternativ moédon. A ceramidokat a ceramid-szintdz enzim szintetizalja az
endoplazmatikus retikulumban, ahol a komplexebb szfingolipidek is létrejonnek (Markham és
mtsai., 2013). A szfingolipidek az egyik legvaltozatosabb csoportja a lipideknek, szamuk az 1j
formak felfedezésével folytonosan né (Blaas és Humpf, 2013). A ceramidok fontos szerepet
jatszanak mint jelatviteli lipidek prokariotakban és eukariotakban egyarant (Markham és mtsai.,

2013; Pata és mursai., 2010; Sperling és Heinz, 2003). Tovabba, a szfingolipidek jelent6sek a
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novények fejlodésében, az abiotikus és a biotikus stresszekhez valo alkalmazkodasban is (Chao
és mtsai., 2011; Chen és mtsai., 2012; Chen és mtsai., 2008; Latowski és mtsai., 2012; Markham
és mtsai., 2011; Saucedo-Garcia és mtsai., 2011; Wang és mtsai., 2008) (5. és 6. kieg. abra).

4.4.2 A lipid-anyagcserében résztvevo egyéb fontosabb enzimek

A fentebb leirt szintézis-utvonalakat egyéb enzimek is iranyitjak, melyek koziil csak a
szamunkra legfontosabbakat emelném ki. A kdvetkezékben bemutatottak kapcsolatban allhatnak
az altalunk megfigyelt jelenségekkel: neutrdlis ceramidaz (NC), foszfolipaz D ol (PLDal),
foszfolipaz D o2 (PLDa?2), foszfolipaz D alfa 3 (PLDa3), linolat 9S-lipoxigenaz 2 (LLO2), 2,3-
lipoxigendzok (LOC), gliikozilceramidaz (GC), aldehid-reduktdz (ARL) és alkoholdehidrogendz
(AD3). A felsorolt enzimek jelentds szerepet jatszanak a lipid-Osszetétel szabalyozasaban és
szintézisében hideg kezelés vagy stressz koriilmények kozott (Awai és mtsai., 2001; Kalisch és
mtsai., 2016; Li és mtsai., 2015).

Az NC csalad harom tagbol all: a neutrdlis ceramidaz 1 (NC1) fenntartja a szfingolipidek
homeosztazisat. Részt vesz az oxidativ stressz kezelésében. A neutrdlis ceramidiz 2 (NC2) a
szfingolipid-ceramidot szfingozinna és szabad zsirsavva hidrolizalja. A neutrdlis ceramidaz 3
(NC3) részt vesz a szfingolipid bioszintézisében (Li és mtsai., 2015) (5. és 6. kieg. abra).

Stresszkoriilmények kozott a foszfolipaz D és A szintje megemelkedik (Huo és mtsai.,
2016; Wang és mtsai., 2002; Welti és mtsai., 2002). A PLD hidrolizalja a foszfodiészter kotést a
PL-ek fejcsoportjainak oldalan és 1étrejon egy oldhatd fejcsoport, valamint egy PA. A PLD-t
eldszor novényekben irtak le és késébb bebizonyosodott, hogy részt vesz a jelatvitelben stressz
koriilmények kozott (CBF-ek, COR47, COR78), valamint az ozmolit felhalmozasban. A
magasabb mennyiségii LPE (COR15a, COR47) gatolja a kifejez6dését (Rajashekar és mtsai.,
2006).

Az LLO2 gén expressziojat elsdsorban a rizs novények lipoxigendz enzim aktivitasanak
atmeneti novekedése soran detektaltak. Ez az enzim katalizalja a lipidek hidroperoxidéciojat. A
novekedést és fejlodést, a kartevokkel szembeni rezisztenciat, valamint az oregedést vagy a
sebzésre adott valaszokat. A jazmonsav, amelyet linolénsavbol nyernek ndvényi sejtekben
lipoxigenizalas utjan, ndvekedés szabalyozoként ismert (Ohta és mtsai., 1992).

A LOC enzimek a ndvény élettandnak szdmos kiilonb6zd folyamatdban szerepet

jatszhatnak, ideértve a ndvekedést és fejlodést, a kartevokkel szembeni rezisztencidt, valamint az
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Oregedést vagy a sebzésre adott valaszokat. A jazmonsav sebzés soran vald szintézise a
levelekben nélkiilozhetetlen a védekezési folyamatokhoz (Bannenberg és mtsai., 2009; Bell és
mtsai., 1995).

Korabbi kutatasok szerint a nem lizoszomalis GC katalizalja a gliikozilceramid hidrolizist
szabad gliikkozza és ceramidda (Michaelson és mtsai., 2016). Az ARL katalizalja az aldehid-
karbonil-csoportok redukciojat telitett és a, B-telitetlen aldehidek esetében, az 6t szénatomnal
hosszabb lancoknal. Rovid alkohol-poliol-cukor-dehidrogenazként miikodhet, amely
valoszinlileg kapcsolodik a szénhidrat-anyagcseréhez €s a szarazsag tolerancia kialakuldsahoz
vezet, de a jelatvitelben is részt vehet (Yamauchi és mtsai., 2011).

A novényi AD3 katalizalja a folyamatot, melynek soran folyamatosan NAD" keletkezik.
Ha a gydkerekben nincs oxigén, az AD3 expresszidja jelentdsen ndvekszik. Emelkedett
expressziot okoz a kiszaradés, alacsony homérséklet is. Ezen kiviil fontos szerepet jatszik a
gyliimolcs érésében, a palantak és a pollen fejlédésében is (Jarillo és mtsai., 1993; Thompson és
mtsai., 2010).

4.4.3 A novények levelének membranlipid-Osszetétele

A novények képtelenek a helyvaltoztatasra, és néhany kivételtdl eltekintve sajat
hémérsékletiik szabdlyozéasara, am mégis tobbféle éghajlaton elterjedtek. Ebben segitségiikre all
a membranlipidrendszer alkalmazkodo késsége, amely megnyilvanul a membranfluiditaséban,
amit a zsirsavak telitetlensége és szteroltartalma is befolyasol. A ndvények a zsirsavakat a
Kloroplasztiszban szintetizaljak, mig mas eukariotdk a citoplazmaban. A ndvények és a
baktériumok lipid-bioszintézisben résztvevd enzimjei lazdn kapcsolédnak egymadshoz, és
konnyen elkiilonithetdk.

A ndvényi zsirsavak enzimjeinek génjei a sejtmagban kodoltak. A szintetizalodo
zsirsavak tranzitpeptidekhez kapcsoldodnak, melyek a megfelelé kompartmentekbe szallitjak
azokat. A lipidek az él6lények 1étfontossagu szerves vegyiiletei, tobbnyire glicerin gerincbél és
zsirsav oldallancbol felépiil6 apolaris makromolekulak. A lipideket fejcsoportjuk alapjan osztjuk
csaladokra, amelyek a ndvényekben a kovetkezok: MGDG, DGDG, SQDG, PG, foszfatidil-kolin
(PC), foszfatidil-etanolamin (PE), foszfatidil-inozitol (PI), foszfatidil-szerin (PS), kardiolipin
(CL) és triacil-glicerol (TAG).

A novényekben megtalalhato zsirsavlancokat két modon irhatjuk le a nevezéktan szerint. A lipid

csaladokon beiil ezeket fajtaknak vagy species-nek nevezziik. Amennyiben ismert az egyedi
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észteresité zsirsavlancok hossza ¢€s telitettsége, a fejcsoporthoz kotdédo két zsirsavlanc
szénatomjainak ¢és a kettdskotéseik szamat egyedileg adjuk meg egy zsirsavlancra vonatkozoan,
ugy mint: 16:0, 16:1, 18:0, 18:1 (9A, 12A), 18:3 (9A, 12A, 15A). Amennyiben nem ismert,
olyankor a zsirsavlancokat 34:0, 34:1, 34:2, 36:0, 36:1, 36:3, 38:0, 38:1 és 38:3 formaban, a két
zsirsavlanc szénatom szamanak és az ezekben el6fordulo kettdskotések szamanak 6sszegét adjuk
meg. llyenkor az egyes lancok egyedi hosszara és kettds kotés tartalmara csupan a mar ismert
szintézis Gtvonalakbol valoszintisithetiink (Rigaudy és Klesney, 1979). Egyes lipid fajtak, mint a
36:2 (18:2 (9A, 12A)) nélkiilozhetetlenek a kiegyensulyozott allati taplalkozashoz. Valamint a
membranok lipid-Osszetétele eltérd a kiilonbozd partikulumokban. Az 1. tdblazatban a spenot

kloroplasztisz membran-0sszetételét lathatjuk (Block és mtsai., 1983).
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% PC Pl PG MGDG DGDG SQDG
Total 20 4 9 32 30 6
OEM 32 5 10 17 29 6
IEM 6 1 8 49 30 5

Tilakoid 4,5 1,5 9,5 52 26 6,5

1. tblazat: A Kloroplaszt lipid-osszetétele spendtban. A tablazat alapjan a kovetkez6 szazalékos megoszlas
szerint rendezddnek el a lipidek a kloroplasztisz kiils6 membranban (OEM), a belsé membranban (IEM), a tilakoid
membranban (Tilakoid). Osszeségében a kloroplasztisz membranban (Total) a kiilonbozé lipid csalddok is
kiilonbiiz6 szazalékban oszlanak el. A kloroplasztiszban talalhato lipid csaladok a kovetkezok: foszfatidil-kolin (PC),
foszfatidil-inozitol (PI), foszfatidil-glicerol (PG), monogalaktozil-diacil-glicerol (MGDG), digalaktozil-diacil-
glicerin (DGDG), szulfoquinovosil-diacil-glicerin (SQDG).

A PC és a PE elsdsorban a mitokondrium és a plazma membranban talalhat6. A PS és a CL csak
a mitokondrium membranjaban lelhet? fel, a PI pedig kizarolag a plazmamembranban. (Harwood

¢s Jones, 1989). A 2. tablazatban az egyéb sejtalkot6 membranok lipid-Osszetétele lathatd
(Farkas, 1984).

Sejthartya  Mitokondrium Etioplaszt Mikroszoma Sejtmag
50%-ban 32 %- ban -
glikolipidek glikolipidek SOk galaktolipid
90 % PC, PE, , 70 % Kevesebb
PC, PE, PI CL, PI Keves PG Foszfolipidek  foszfolipid
Szabad Szabad
szterolok szterol
Neutralis Neutralis
zsirok lipidek

2. tablazat: Egyéb sejtalkotok membran oOsszetétele: foszfatidil-kolin (PC), foszfatidil-inozitol (PI),
foszfatidil-glicerol (PG), monogalaktozil-diacil-glicerin  (MGDG), digalaktozil-diacil-glicerin (DGDG),
szulfoquinovosil-diacil-glicerin (SQDG), kardiolipin (CL).

Azok a glicerolipidek, amelyek amfipatikusak, nélkiilzhetetlenek a ketts rétegli membran

kialakitasahoz, ezek koziil kivételt képez a TAG.
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4.4.4 A lipidosszetétel valtozasa a hidegedz6dés soran

Ahogy a homérséklet az optimum ald csokken az ¢l6lények membranjainak rigiditasa
novekszik, ¢és abnormalis sejtaktivitds jelentkezik (ndévekvé membran permeabilitds, ion
szivargas, deaktivalt transzmembran fehérjék, felborult ion homeosztazis) (Upchurch, 2008). A
poikiloterm €l61ények, mint a baktériumok, a halak és a ndvények erre a kornyezeti valtozasra a
membran atalakitasaval reagalnak (Heimburg és Marsh, 1996; Mansilla és mtsai., 2008). A
molekulak rendezetlenségét és mozgasat a kettés membranban membran fluiditasnak nevezziik,
amire a hémérsékleti stressz hatast gyakorol. A hideg altalaban csokkenti a membranfluiditast,
amelyet a zsirsavak deszaturaltsagi szintjén keresztiil az él61ény ellenstlyozni képes (LOS és

mtsai., 2013).

A PL-ek nagy mennyiségii telitett zsirsavat tartalmaznak, ezért gyakran alacsonyabb a
tranzicios homérsékletiik. Ez kiilondsen annak a ténynek tudhaté be, hogy a telitett acil-lancok
szorosan helyezkednek el a membranban, mig a telitetlen zsirsavak sztérikus akadalyt képeznek
a cisz-kettds kotések merev gorbiileteivel. Igy a telitetlen zsirsavak nagyobb helyet foglalnak el
a membranban. A membran rigiditasa és fluiditasa a lipidek és a fehérjék szabalyozasa alatt all
(Kovacs et al., 2019). A membran modosulasaval egyidoben a bedgyazott fehérjék is szerkezeti
valtozason mennek keresztiil (Falcone és mtsai., 2004). Gondoljunk csak a fénybegyiijto
antennak vagy a fotoszintetikus elektrontranszportlancot alkoté fehérjekomplexekkel
funkcionalis egységet alkoté lipidcsaladok mennyiségének megnovekedésére (Krupa és mtsai.,
1987; Zakar és mtsai., 2017). Ennek eredményeként a membran szerkezete kozeliteni fog az
optimalis folyadék kristaly allapothoz, alacsony hémérsékleten is (Mansilla és de Mendoza,
2005), és ezaltal a membran részleges modositasa hozzajarulhat a hideg okozta karosodasok

elkeriiléséhez (Davy de Virville et al., 2010) (3. abra).
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3. abra: Membran rendezettségének valtozasa a hdmérséklet fliggvényében. Magasabb hémérséklet mellett
a membran rendezetlensége megemelkedik és a folyadék kristaly fazisbol rendezetlen membran alakul ki, ezt hivjuk
fluidizacionak. Abban az esetben, ha a hdmérséklet csokken, akkor eldbb fazis szeparaciéo majd gél fazis alakul ki,
ezt a folyamatot nevezziik rigidifikacionak.

Ezt a folyamatot nagy mértékben szabalyozzak a novények (Wang és mtsai., 2006). A
membran fluiditas/rigiditas optimalizalasa a glicerolipidszint szabalyozasaval (Li és mtsai.,
2013), tovabba a lipidek telitettségi szintjének modositasaval (Marla és mtsai., 2017; Narayanan
és mtsai., 2016; Noblet és mtsai., 2017; Zheng és mtsai., 2016; Zheng és mtsai., 2011), a kettds
réteget (BL) és a nem kettds réteget képzé (NBL) lipidek aranyanak valtoztatasaval (Miki és
mtsai., 2019; Moellering és mtsai., 2010; Villasuso és mtsai., 2010) érik el. Akar 31%-kal is
emelkedhet a telitetlen lipidek aranya a membranban hideg kezelés soran (Miki és mtsai., 2019).
A kordbbi vizsgilatok meghatdroztak néhany kulcsfontossdgi elemet a ndvények
hidegkezelésére adott valaszaban. Fontos példaul az MGDG/DGDG és a PC/PE aranya, a
foszfatidsav (PA) novekedése (Wang és mtsai., 2002), a szfingolipidek mennyiségének ¢és

Osszetételének megvaltozasa (Aubert és mtsai., 2011; Cacas és mtsai., 2012; Dutilleul és mtsai.,
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2012; Guillas és mtsai., 2013; Simon-Plas és mtsai., 2011; Yang és mtsai., 2013) és a diacil-

glicerin-aciltranszferaz jelatvitel (Arisz és mtsai., 2018). Ezenkiviil a ceramidok részt vesznek
abban a jelatviteli folyamatban, amely a szfingolipidek mennyiségét és Osszetételét szabalyozza

a membranban (Chen és mtsai., 2008; Markham és mtsai., 2011).

A membranfluiditast a sejt tobb modon befolyasolhatja. Egyes lipidek, mint a DGDG
vagy a PC képesek vizes kdozegben 6nmagukban is kettés réteget kialakitani, mig masok, mint a
MGDG és a PE, nem. A membran fizikai tulajdonsagait, mint a rigiditas, a fluiditas és a stabilitas
ezeknek a lipideknek a mennyisége és egymashoz viszonyitott ardnya hatarozza meg. Ha példaul
a PC/PE arany magas, akkor arra kovetkeztethetiink, hogy a plasztisz membran merev és esetleg
stressznek Kitett. Hasonl6 a jelentése a magas MGDG/DGDG aranynak is, de ebben az esetben a
tilakoid membranra kell gondolnunk. Ezen lipidardnyok a membran porozitasat is befolyasoljak
(Bogdanov és Dowhan, 1999; Gounaris és Barber, 1983; Govindjee és mtsai., 2009; Kuster és
mtsai., 1994).

A lipidlancok telitettségi szintje leirja, hogy hany kettds kotéssel rendelkeznek. Ezek
elhelyezkedése €s szama jellemz6 az adott €él6lényre. A telitetlen zsirsavak szerkezetében a
lancok nagyobb teret toltenek ki a membranban, ezaltal hatva a membran fizikai tulajdonséagaira
(Dong és mtsai., 2016). Amikor nagy mennyiségben eléfordulo membranlipid, mint az MGDG
vagy a DGDG zsirsavlancainak telitettsége megemelkedik, akkor a membran fluiditdsa is
novekedni fog (Govindjee és mtsai., 2009). Ezen felil a membrant alkoto lipidek zsirsav
lancainak hossza is rovidiil hidegakklimatizacié soran, ez is hozza jarul a membran fluiditas
fenntartasahoz  (Barrero-Sicilia és mtsai., 2017). A hideg hatasara megvaltozott
membranszerkezet jelként szolgal a membranba agyazott receptor fehérjéknek. Ez pedig jelként
viselkedik a megfeleld jelatviteli utvonalak szamara, ami serkenti a hideg-valasz géneket
(Govindjee és mtsai., 2009). Korabbi eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a 34 szénatombol
allo MGDG ¢és PG acil lancok mennyisége megemelkedik hideg kezelés hatasara. Ez a folyamat
Osszekottetésben all az acil-lipid deszaturdz 2 enzim aktivitdsaval és jelatviteli folyamataval

(Chen és Thelen, 2013).
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4. abra A membran fluiditasanak valtozasa a kettds kotések szamanak ndvekedésével. A membran
telitetlenségét a zsirsav ldncokban talalhatd kettGskotések szdma is meghatarozza. Magasabb olvadasi ponttal
rendelkezik az a membran, amelyet alkoté membran lipidek zsirsav 1ancai kevesebb kettds kotést tartalmaz, valamint
kevésbé lesz folyékony, ez altal gél fazist kettds réteget hoz 1étre. Amennyiben a telitettlenség csokken a membran
alacsonyabb olvadasi ponttal rendelkezik és folyékonyabba valik, ez altal folyékony fazisu kettos réteget hoz létre.

Egyes lipidek adott membranok felépitésében vesznek részt, vagy kiilonleges
membrangorbiileteket segitenek el6, mint példaul a tilakoidmembran granumszerkezete vagy a
plasztiszmembran aszimmetrikus kapcsolatai (Govindjee és mtsai., 2009; Manoharan és mtsai.,
2000; Mansour és mtsai., 2015). Ezeket a gorbiileteket a lipidek zsirsavlancainak térszerkezete
és a fejcsoportok mérete biztositja (Babiychuk és mtsai., 2003; Sheng és mtsai., 2018). A
szfingolipidek térszerkezetiik alapjan feloszthatok hengeres, forditott kup és kup alakuakra. A
hengeres térszerkezetiiek kozé tartoznak a PC, PS, PG és PI. Ezek a lipidek kettds réteget
alakitanak ki. Forditott kup térszerkezettel rendelkezik a LPA és a LPC. Ezek a lipidek pozitiv
gorbiileti membrant alakithatnak ki. A kap alaku lipidek a PA, DAG és a PE kialakithatnak
negativ gorbiileti membrant is. A kup alaku lipidek a fagyas hatasara térszerkezetet valtanak, ez
altal 1éziok keletkeznek a plasztiszok membranjaiban (Barrero-Sicilia és mtsai., 2017). Ezek a
szerkezetek ugyan akkor képesek a membran fluiditasat is befolyasolni (Gombos és mtsai., 1994;

Govindjee és mtsai., 2009).
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5. abra: Foszfolipidek térszerkezet modelje. A lipidek térbeli szerkezetét a zsirsav lancok helyzete is
meghatarozza. Ez alapjan felosztjuk hengeresre (foszfatidil-kolin (PC), foszfatidil-szerin (PS), foszfatidil-inozitol
(P1)), forditott kip (lizo-foszfatidil-kolin (LPC), lizo-foszfatid-sav (LPA)) és kup (foszfatid sav (PA), diacil-glicerol
(DAQG), foszfatidil-etanolamin (PE)) alaktiakra. A hengeres alaku lipidek egyenes ketts membrant hoznak létre. A
forditott kip alaku lipidek pozitiv membran gorbiiletet hoznak 1étre és micellat alkothatnak. A kap alaku lipidek
negativ membran gorbiiletet hoznak 1étre és forditott hexagonalis fazist alakitanak ki.
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Célkitizések

CELKITUZESEK

Kozismert, hogy a hidegedzddés soran valtozik a sejthartya lipidosszetétele, ezaltal
csokken a viszkozitas, ami akadalyozza a fagy okozta membrankéarosodast. A PhD
dolgozatban részletezett kisérletek bedllitdsakor azonban semmilyen informacié nem allt
rendelkezésre arrél, hogy milyen lipidomikai valtozast okoz a novények megvilagitasara
hasznalt fehér fény tavolivords fénnyel, illetve kék fénnyel vald kiegészitése. Ezért az itt leirt
kisérletek célja a hideg, illetve a modulalt spektrum hatasara bekdvetkez6 membranlipid-

valtozasok 0sszehasonlitasa volt.

A kovetkezd kérdésekre és feltevésekre kerestiink valaszt:

% A fehér fény tavolivoros és kék fénnyel kombinalt kiegészitése miként befolyasolja az

arpa levelek fagytiirését kiilonb6z6 homérsékleteken?

% A lipidek bioszintézisét meghatarozo ,kulcsgének” génexpresszids mintazatainak

kideritése megemelt ardnyu tavolivordos megvilagitas mellett.

s Az alkalmazott mesterséges LED-es fényforrasok altal Iétrehozott alacsony

voros/tavolivords, tovabbd a kombinalt tavolivords + kék fény miként befolyasolja az

arpa levelek lipid-Osszetételét normal (15 °C) és alacsony (5 °C) hdmérsékleten?
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6 ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1 A novények nevelése

Az altalunk kivalasztott modellndvény a Hordeum vulgare ssp. vulgare 6szi arpa volt,
annak is a ,,Nure” genotipusa. Harom nappal a s6tétben csiraztatas (21 °C) utan 480 magot
tiltettiink el Jiffy-7 36 mm atmér6ji tapkorongokba (Jiffy Group, Oslo, Norvégia). Ezek utan a
csirandvényeket PGV-36 (Conviron PGV36, Controlled Environments Ltd., Winnipeg, MB,
Canada) fitotronkamraban neveltiik tovabb, ahol a fényt modulalhat6 LED mennyezeti
megvilagitas szolgaltatta, 12 6ras (12h/12h) fotoperiodussal. A ndvényeket tizennégy napig fehér
fénnyel megvilagitva (250 umol m?s? (PAR)) 15 °C-on neveltiik. A novényeket ' Hoagland-
tapoldattal ontoztiik (Hoagland és Arnon, 1938), heti haromszor.

6.2 Meérési modszerek

6.2.1 Ho- és fénykezelések

Az elénevelés utan, amikor a tizennégy napos novények elérték a haromleveles stadiumot
(Zadoks és mtsai., 1974), elkezdtik a kezeléseket. A kisérlet kezeléseit tekintve két eltérd
hémérsékletet (5 és 15 °C) és négy kiilonb6z6 spektralis 6sszetételii fényt (WL (Philips Lumileds,
LXZ2-5790), WLFR (Edison Edixeon, 2ER101FX00000001), WLFR+410 nm (P-Tech, PLBT-
3535-DP UV), 410 nm (Philips Lumileds, LXZ1-PR01)) alkalmaztunk. A névények ugyanabban
a neveld kamraban novekedtek egyiitt, parhuzamosan fehér fényi megvilagitas mellett. Az els6
kisérletsorozat tiz napig tartott. Ekkor a modulalhato LED fénypanelt négy elkiilonithetd részre
osztottuk, a négy eltéré fénykezeléséhez. A megvilagitas eréssége 250 umol m2s? fotonfluxus-
stiriségli, a R/FR arany ~0,5 mig a kék/voros arany ~1,8 volt minden esetben (6. abra). A
homérséklet valtozatlan volt a fénykezelések soran. A kezelés masodik szakaszaban viszont csak
a hdmérsékletet valtoztattuk meg, azt 5°C-ra csOkkentettiik, mig a fénykezelések megegyeztek a
fentebb leirtakkal. Ez a kezelés hét napig tartott. Mindkét esetben a kezelés els6 €s utolsd napjan

vettlink mintakat (7. és 10.) a masodik legfiatalabb levél kozépsd szakaszabol.
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6. abra: A felhasznalt LED-ek spektruma. Fehér fény (WL) (A), Fehér fény megemelt aranyt tavoli voros
fénnyel (WLFR) (B), Fehér fény megemelt tavolivorossel és kék fénnyel kiegészitve (WLFR+410 nm) (C) és
monokromatikus kék fény (410 nm) (D).

6.2.2 A fagytiirés meghatarozasa klorofill-a fluoreszcencia analizis segitségével

A vizsgalat eldtt fehér, fehérfényhez hozzaadott tavolivords és tavoli vordssel kombinalt
keék fényekkel megvilagitott, valamint a 15 és az 5 °C-on nevelt ndvényeket fagyasztasnak tettiik
Ki. A kezelés 24 6ran keresztiil tartott és a kovetkezo protokollt kovette: 9h 2 °C, 1 h0°C,4 h -2
°‘C,1h-3°C,1h-4°C,1h-5°C,5h-6°C,1h-5°C,1h-3°C, 1 h0°C. A méréseket a fagyasztas
elétt (0 h), majd utana, 2 és 24 ora regeneracios fazist kovetéen végeztiik el. A klorofill-a
fluoreszcencia tranzienst egy impulzus amplitidé modulalt PAM-2000 fluorométer (Heinz Walz
GmbH, Effeltrich, Németorszag) segitségével mértiikk meg. Az arpa leveleket 30 percen keresztiil
sotétadaptaltuk, majd ezutdn 6vatosan egyenként rogzitettiik a mintakat a tartora. Gyenge, nem
aktinikus hatasu méréfényt (4 umol m?s?) alkalmazva meghataroztuk a kezdeti fluoreszcenciat

(Fo), amikor a PSII Gsszes reakciocentruma nyitott. A maximalis fluoreszenca emissziot (Fm)
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rovid telitési fényimpulzussal hatdroztuk meg (2 000 umol m?s?), melynek hatasara a PSII
Osszes reakciocentruma zart allapotban keriil. Az Fm meghatarozasa utan aktinikus (600 pmol
m?st) fénnyel vilagitottuk meg a mintakat, majd miutdn a fluoreszencia elérte az egyensulyi
allapotot (Fs) (20 perc), meghataroztuk a fényadaptalt allapotra jellemz6é maximalis
fluoreszenciat (Fm’). Ezekbdl az értékekbdl meghataroztuk a PSII maximalis (Fv/Fm) és aktualis
hatasfokat (Y (II)) a kdvetkezd képletek szerint:

Fv/Fm: ((Fm‘Fo) /Fm)
(Rolfe és Scholes, 2010; S.A.P. Owera és mtsai., 1981; Scholes és Rolfe, 2009)

Y ()= (F m’- Fs) /[Fm’ (Genty és mtsai., 1989).

6.2.3 Konduktanciavizsgalat

Annak érdekében, hogy megallapitsuk a ndvényi mintdk fagytlirését, meghataroztuk a
relativ  konduktanciaértékiiket az  elektrolitok  szivargasabol  szarmazo  elektrolit
vezetoképességének mérésével (Webb és misai., 1994). A vizsgalatot az arpandvények masodik
levelének kozepébdl szarmazé levélszegmentumokon végeztiik el. Ezeket egy folyadékos Grant
GP-200-R4 fagyasztokésziilékben (Grant Instruments, Sepreth, UK) fagyasztottuk meg. Harom
biologiai és 6t technikai ismétlést alkalmaztunk vizsgalati pontonként. A fagyasztasi hdmérséklet
a 15 °C-on nevelt novények esetében, -5,-7, és -9 °C volt. Azok esetében, amelyek egy hétig 5
°C-on voltak tartva ott -8, -10 és -12 °C fagyasztasi hémérsékleteket alkalmaztunk egy 6ran
keresztiil. A mintakban 2 oras razatast (MQ vizben) kovetéen hataroztuk meg az elektromos
vezetOképességet egy Multi-Sample Konduktométer segitségével (Mikro KKT, Budapest,
Magyarorszadg). Az adatfeldolgozast a Multi-Sample Konduktométer 1.0 verzioji (Intron
Software, Biologiai Kutatd Intézet Szeged, Mencel L. 2002) program segitségével hajtottuk

végre.

6.2.4 qPCR mérés

A begyiijtott levélmintakbol 6ssz RNS-t izolaltunk a Direct-zol ™ RNA MiniPrep készlet
segitségével (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA) a gyartd altal meghatarozott protokoll
szerint. Ezt kdvetden cDNS konyvtarakat készitettiink Moloney Murine Leukemia Virus (M-

MLV) reverz transzkriptaz €s oligo (dT) primerek felhasznalasaval (Promega Corporation,
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Madison, WI, USA). A relativ expresszids szinteket a KAPA SYBR® FAST, Master Mix (2X),

Universal qPCR kit (Kapa Biosystems, Inc., Wilmington, MA, USA), CFX96 Touch ™ valos

idejii PCR detektald rendszer (Bio-Rad Hungary Ltd., Budapest, Magyarorszag) alkalmazasaval
hataroztuk meg. A PCR primerek az NCBI-Primer Design Tool (Orszagos Biotechnologiai
Informaciés Kozpont, Bethesda, MD, USA) szoftver felhasznélasaval terveztiik meg. A relativ
expresszios szinteket aaCt modszerrel szamoltuk ki, ahol referenciagénként ciklophilint
hasznaltunk (Livak és Schmittgen, 2001). A primer szekvenciak és referencidk az 1. kiegészit6

tablazatban talalhatok (Burton és mtsai., 2004).

6.2.5 Lipidizolacio €s -vizsgalat

Az 6sszlipid-kivonatot a begyiijtott és lefagyasztott arpalevelekbdl Welti és mtsai. altal
leirt mddszer szerint vontuk ki, kis mddositasokkal. A levélmintak friss tomege 0,2 g volt. A
lipidextrakciohoz a leveleket harom novénybdl kiilon-kiilon gytjtottik 6ssze. A mintavételkor a
zaszloslevél kozépsé harmadat levagtuk, majd folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -80 °C-
on taroltuk feldolgozasig. A mintakat a kivonas els6 1épéseként 10 ml-es iivegesébe tettiik,
melyeket teflonnal bélelt csavaros kupakkal zartuk le (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA). Az iivegcsovek 3 ml izopropanolt és 0,01% BHT tartalmaztak. Majd 75 °C-on, 30
percig inkubaltuk. Ezutan 1,5 ml kloroformot ¢és 0,6 ml vizet adunk az oldoszerhez,
szobahdmérsékleten 1 oran at kevertettiik, majd hozzaadtunk 4 ml kloroform/metanol (2:1)/
0,01% BHT extrahalo olddszert €és raztuk 30 percig. Az extraktumot egy tiszta {ivegcsObe
gytijtottiik. Otszor mostuk 4t az arpaleveket extrahald szerrel; az utolsd mosés 12 6ran 4t tartott.
Az 0Osszegyljtott extraktumokhoz 1,0 ml 1 M KCI-t adtunk. Vortexelés utdn a fazisokat
centrifugaldssal szétvalasztottuk, és a fels@ fazist ledntottiik. Ezutan 2,0 ml vizet adtunk az
extraktumhoz és megismételtiik a fazisszétvalasztast. Az oldoszert az extraktumbol nitrogén-
beparloban elparologtattuk. Végiil a lipid kivonatot visszaoldottuk 1 ml kloroformban és -80 °C-
on taroltuk. A szaraztomeg meghatirozasahoz az extrahalt levéldarabokat 110 °C-on szaritottuk
szaritoszekrényben egy éjszakan at, majd lehtitottiik €s lemértiik. A szaraz sulyokat mérleggel
hataroztuk meg (Mettler Toledo AX, Mettler Toledo International, Inc., Columbus, OH, USA),
amelynek detektalasi hatara 2 pg.

Az 0sszlipid-kivonat tomegspektrometrias elemzését MS-alapti modszerrel végeztiik és a
Kansas  Lipidomics  Kutatokozpont  elemzd  laboratériumaban  hajtottak  végre

(https://www.kstate.edu/lipid/analytical laboratory/lipid profiling/index.html).
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6.2.6 ESI-MS/MS lipidprofil meghatarozasa

Automatizalt elektrospray ionizacids-tandem tomegspektrometrias eljarast alkalmaztak.
Az adatgytijtést, az elemzést és az acilcsoport-azonositast a leirtak szerint hajtottak végre (Xiao
és mtsai., 2010). A belsé standardok pontos mennyiségét a korabban leirtak szerint
szamszerusitették (Welti és mtsai., 2002).

A lipidkivonatokat folyamatos injektalassal vezették be az ESI-forrasba triple quadrupole
MS/MS-en (AP14000, ABSciex, fRamingham, MA, USA). Az adatfeldolgozast a Kansas
Lipidomics Kutatokdzpont honlapjan ismertették:

https://www.k- state.edu/lipid/analytical_laboratory/lipid_profiling/index.html.

A kiilonb6z6 molekulafajtakat az adott fejcsoport-fragmentum és a tomegiik alapjan
azonositottak. A tomeg altalanossdgban lehetdvé teszi, hogy bizonyos szdmu acil-szénatomot és
DB-t rendeljenek hozza. Az izotopos meghatarozassal torténd korrekciot kovetéen a spektrumok
csucsait szamszeriisitették a bels6 standardok csoportjaval dsszehasonlitva. Altalaban az egyes
fejcsoportok osztalyozasahoz két belsé standardot hasznalnak. A mennyiségeket mol%-ra
szamitottak ki. A mintaban szerepld csucsok ¢és a bels6 standardok cstcsainak
Osszehasonlitasahoz atlag értéket alkalmaztak. 1 jel egység megegyezik 1 nmol bels6 standarddal
ugyanabbdl a lipidcsoportbol (altalaban a variacid korrekciojaval m/z alapjan) (https://www.k-
state.edu/lipid/analytical_laboratory/protocols_and_methodology/lipid_extract
ion_arabidopsis_leaves/index.html). A termékion-letapogatas felhasznalhatéo a képzodott
fejcsoport vagy mas fragmensek meghatdrozésara, valamint a zsirsav-csoportok azonositdsara,

kiilondsen a polaris lipid fajtakeéra.

6.2.7 Telitetlenségi index (DBI)

Az egyes lipid molekulék telitetlenségi indexét a lipid molekulak mennyiségének és a
kett6s kotések/acil lanc atlagos szamanak szorzataként szamoltuk ki, ahol a kettds kotések/acil
lanc atlagos szamat tigy szamoltuk, hogy elosztottuk a lipidekben 1évé kettds kotések szamat
molekularis speciesekben az acillancok szama szerint. Végiil a lipidosztaly telitetlenségi
mutatojat ugy szamoltuk ki, hogy az adott osztadlyban az egyes lipidfajtdk telitetlenségi
mutatojanak Osszege legyen a kovetkezd egyenlet szerint: DBI= [Z (a normalizalt jelintenzitas

%/lipid fajok szaraz tomege x kett6s kotések szama)] /100 (Falcone és mtsai., 2004).
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6.2.8 Statisztikai elemzés

A bemutatott eredmények minden esetben legalabb harom fiiggetlen kisérlet méréseibdl
szamolt atlagok, szorasként pedig az atlaghibat (SE) tiintettiik fel. A statisztikai elemzést egyutas
ANOVA ¢és Dunnett post-hoc teszttel végeztiik el, a 15 °C-on nevelt fehér fényen nevelt egy
napos (WL1N) mintakat hasznalva kontrollként. Egyes esetekben t-tesztet alkalmaztunk. A
p<0,01. Az
elemzéshez felhasznalt programok az OriginPro, Verzio 2021. OriginLab Corporation,

Northampton, MA, USA és a IBM SPSS Statistics, Verzio 25.0 voltak.

*k*k

szignifikancia szintet az aldbbiak alapjan allapitottdk meg: ~ p<0,1; ™ p<0,05;
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7 EREDMENYEK

7.1 Tavolivoros és kék fénnyel kiegészitett fehér fény hatasa az arpalevelek fagytiirésére

Az arpandvények fagytlirését vezetOképesség-méréssel is teszteltik (7. abra). A
vezetOképeség mérésének eredményei egyértelmii kiillonbségeket mutattak a fénykezelések
kozott. A 15 °C-on nevelt novények esetében szignifikansan csokkent a levélmintak
vezetOképessége a kontroll fehér fényben neveltekhez képest a tdvolivords fénykiegészités
hatasara -7 °C homérsékleten tortént fagyasztas utan. Amikor tavolivordssel kombinalt kék fényt
alkalmaztunk ez tovabb novelte a fagytiirést a 15 °C-on nevelt novények esetében (7. abra A). A
monokromatikus kék fény dnmagaban alkalmazva is novelte a fagyallésagot a 15 *C-on nevelt

novények esetében (7. dbra A).
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7. abra A kiegészit6 tavolivords és kék fénykezelések hatasa az arpa fagytiirésére a levélszegmensek relativ
vezetOképességének meghatarozasa alapjan. Az X tengely a fagyasztasi homérsékleteket, mig az Y tengely a relativ
vezetOképességi értékeket (a letalitas szazalékban) mutatja. Mindegyik esetben a mintakat a kezelések utolsé napjan
gyljtottiik be. A megvilagitas: kontroll fehér fény (WL), fehér fény tavolivords fénnyel valo kiegészitése (WLFR),
kombinalt tavolivords + kék fény (WLFR+410) és monokromatikus kék fény (410). A kezelés napjainak szama (N).
A 15°C-on 10 napig nevelt mintakat az A mig az 5°C-on 7 napig nevelteket a B panelen mutatjuk be. A statisztikai
elemzést student t-teszttel végeztikk a fehér fényen nevelt névények leveleit (WL) hasznalva kontrollként. A
hibaértéket ot fliggetlen biologiai ismétlés atlagértéke (+ SE) lathatd. A szignifikancia szinteket * p <0,05 és ** p
<0,01 és *** p <0,001 jeldli.

Az arpandvények egy hétig tartdé 5 °C-on vald nevelése 6nmagaban hidegedzésnek tekinthetd és
novelte a novények fagyallosagat a megvilagitdsra hasznalt fény szinképétdl fiiggetleniil. A

modulalt szinképek hatasa -10 és -12 °C-on val6 fagyasztas utan valt kifejezetté. Bar az alacsony

voros/tavolivords fény arany is hatékony volt, az ehhez adott kék fény kiegészités szignifikansan
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tovabb novelte a fagyallosdgot mindkét hdmérsékleten valo fagyasztas utan (7. dbra B).
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8. abra Fény és hokezelés hatasa az Gsziarpa levelek fotoszintetikus paramétereire. Az arpa levelek
fluoreszcencia paramétereit a fagyasztas el6tt (0 min), és a fagyasztas utan 2 és 24 Ora regeneracios fazis elteltével
mértiik meg. A névények nevelése tiz napon (10 N) keresztiil 15 °C-on tortént (A, C), ezt kdvetéen hét napig 5°C-
on tortént a hidegedzés (B, D). A megvilagitasra hasznalt fények a kovetkez6k voltak: fehér fény (WL), fehér fény
tavolivoros fénnyel vald kiegészitése (WLFR), kombinalt tavolivorés + kék fény (WLFR+410). A statisztikai
elemzést student-t teszttel vizsgaltuk. Minden esetben a WL-on nevelt mintdkat hasznaltuk kontrollként.
Hibaértékként tiz fiiggetlen bioldgiai ismétlés atlagértéke (+ SE) lathatd. A szignifikanciaszinteket * p <0,05 és **

p <0,01 és *** p <0,001 jeloli.
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Osszehasonlitottuk a kiilonbdzé hdmérsékleteken és fényviszonyok mellett nevelt drpa
levelek fagytiiré képességét a fotoszintézis hatékonysagat jelz6 fluoreszcencia értékek mérése
alapjan is. A fehér, az alacsony voros/tavolivords aranyu fény, valamint az ehhez adott kék fény
megvilagitas mellett 15 és 5 °C-on nevelt novények (Lasd: 5.2.2) esetében a 2, illetve a 24 6ras
regeneracios fazis utan meghataroztuk az Fu/Fm és Y(II) értékeket (8 abra A, B). Az Fu/Fm érték
a PSII maximalis hatasfokat, mig a Y(II) a PSII aktudlis hatasfokat jellemzi, és nagymértékben
fligg a fotoszintetikus elektrontranszportlanc egyéb tagjaitol is. Mindkét paraméter érzékeny a
stresszhatasokra. A kontroll mintaknal a 15 °C-on nevelt ndvényekbdl kozvetleniil a fagyteszt
eldtt vett mintak (8. abra ,,0 min” fagyasztas) Fv/Fm értékei nem kiilonboztek 1ényegesen az adott
nevelési hémérsékleten mérve. Az alacsony vords/tavolivords fény aranyanak és az ehhez
hozzaadott kék megvilagitas hatasara az Fu/Fm értéke a kiilonboz6 homérsékleteken tortént
levélfagyasztas utan szignifikansan nagyobb volt a fehér megvilagitassal kezelt novényekhez

képest 2, illetve 24 6ras regeneracio utan is.

A kontroll fehér fénnyel megvildgitott mintdkndl az Y(II) érték szignifikdnsan
alacsonyabb volt a tiz napig tartdé kék fénykiegészités hatasara, mig a tavolivords fény
kiegészitésnek egyediil nem volt hatasa erre a paraméterre a 15 °C-on nevelt novények esetében
(8. abra C). A levélfagyasztast kovetéen a Y(II) értéke csokkent minden minta esetében,
fliggetlentil a megvilagitd fény szinképétdl. Azonban mindkét (2 és 24 ora) regeneracios
id6szakot kovetden az alacsony vords/tavolivoros aranyu fény és az ezt kiegészit kék fényt
megvilagitas soran az Y(II) értéke szignifikdnsan nagyobb volt a kontroll fehér fényen nevelt
mintakénal (8. abra C). Az 5 °C-on nevelt novények esetében a Y(II) értékét nem befolyasoltak
jelentdsen a modositott szinképek. A fagyasztast kdvetden 24 ora regeneracid utan a tavolivords
fénykiegészitéssel megvilagitott ndvények levelei a kontroll fehér fényen nevelt mintakénal

magasabb (bar nem szignifikdns) Y(II) értékkel rendelkeztek (8. dbra D).

A fehérfény tavolivorossel vagy tavolivordssel kombinalt kék fénnyel vald kiegészitése
szignifikansan novelte a fagyallosagot mindkét hdmérsékleten (7. dbra). A vords/tavolivords fény
aranyanak csokkenésének és az ehhez hozzaadott kék megvilagitasnak a hatasara az Fu/Fm (8.
abra A, B) és az Y(II) (8. abra C, D) értéke a kiilonbozé hdmérsékleteken tortént levélfagyasztas
utan szignifikdnsan megemelkedett a kontroll névényekhez képest 2, illetve 24 6ras regeneracid
utan is. Ezen eredmények alapjan elindulva megvizsgaltuk a kezelt arpa levelek génjeinek
kifejezddését, ebbdl pedig kiemeltiik a lipid modositasban és eldallitasban résztvevd géneket,

melyek génexpresszidjara hatast gyakorol a fény és a homérséklet.
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Megvizsgaltuk egyes, a lipidmetabolizmussal 0Osszefiiggésben all6 gének relativ
expressziojat kiillonbozé fényviszonyok és homérséklet kezelés hatdsara. Az MGD2 mRNS
expresszidja szignifikinsan megemelkedett tavolivords fénykiegészités hatasara 15 °C-on egy
nap elteltével (9. abra A). A kiilonbség a tizedik napra lecsokkent, mivel az mMRNS mennyisége
a fehér fénnyel megvilagitott kontroll mintakban is novekedett 15 °C-on. Amikor a hdmérséklet
15 °C-r6l 5 °C-ra siillyedt, az MGD2 expressziodja is szignifikansan csékkent (9. abra C) egy
napnyi tavolivoros fénykiegészités hatasara. A DGD1 expresszidja szignifikansan novekedett a
tavolivoros fénykiegészités miatt, mind egy napos (9. abra A), mind tiz napos kezelés soran
15°C-on (10. abra B). Az egy napig 5 °C-on nevelt kontroll fehér fénnyel megvilagitott
mintdkhoz viszonyitva a DGD1 mRNS-szintje csokkent a tavolivords fény kiegészités
kovetkeztében (9. abra C). Hét nap elteltével 5 °C-on a DGD1 gén expresszidja drasztikusan

csokkent, a beesd fény spektralis dsszetételétdl fliggetleniil (9. dbra D).

Az NC expresszios profil nagyon hasonld volt a DGD1-hez 15 °C-on (9. abra A, B), mig
az NC mRNS-szint valtozasa 5 °C-on egy nap utdn nem volt észlelhetd a tadvolivords kiegészités
mellett (9. dbra C), de hét nap elteltével a gén expresszi6 megemelkedett a tavolivords

megvilagitas hatasara (9. abra D).

A tavolivords fénykiegészités nem befolydsolta szignifikdnsan a PLDal és PLDo3
génexpresszios szintjét (9. abra), azonban mindkettd hdmérseklet érzékenynek bizonyult, mivel
expresszios szintjilk hét napig tartd6 5 °C-on torténd nevelés utan csokkent (9. abra D).

Nevezetesen a PLDa2 mRNS expresszios szintje a kezelés alatt alig volt kimutathato.
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9. abra A kiegészit6 tavolivords fény és az alacsony homérséklet hatasa a lipidmetabolizmusban szerepet

jatszé néhany gén relativ expresszidjara “Nure” G6szi arpa levelekben. Az arpanovények nevelése 12 0Oras
fotoperioduson tortént. A levélmintak a megvildgitas megkezdése utan 6-8 oraval keriiltek begytijtésre. A kezelések
hossza napokban (N) kifejezve: 15 °C-on egy nap (A) és tiz nap (B); 5°C-on egy nap (C) és hét nap (D). A
megvilagitas a kovetkez6 fenykeverékkel tortent: fehér feny (WL), fehér fény tavolivors fénnyel vald kiegészitése
(WLFR). A statisztikai elemzést student-t teszttel végeztiik a WL-t hasznalva kontrollként. Atlag értéke (+ SE),
kilenc fiiggetlen bioldgiai ismétlésnek. A szignifikancia szinteket: * p <0,05 és ** p <0,01 és *** p <0,001 jeloli.
A tavolivords fénykiegészités jelentdsen novelte az LLOZ expresszidjat egy napos
kezelést kovetden 15 °C-on. Ez az emelkedés atmenetinek bizonyult, mivel tiz nap elteltével a
tavolivoros fénykiegészités nem befolyasolta szignifikansan az LLOZ2 expressziodt (10. abra A és
B). A tavolivords fénykiegészités hatasa az LLO2 expresszidjara homérséklet fiiggének
bizonyult, ugyanis 5°C-on, az expresszios mintazat megfordult. Ekkor a fehér fény
tavolivorossel valo kiegészitésének hatasara szamottevéen csokkentet az LLO2 gén expresszidja
mind egy, mind hét napig tarté kezelés utan (10. abra C, D). A LOC és az AD3 gén expresszios
profilja nagyon hasonlo volt a fent leirt LLO2-hez (10. dbra), azzal a kiilonbséggel, hogy 5 °C-
on a LOC mRNS szintje hét nap elteltével nem novekedett a tavolivords fény aranyanak

megemelése kovetkeztében.
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A tavolivords fénykiegészités csak tiz nap elteltével novelte 15 °C -on a GC és ARL
expresszios szintjét a kontrollhoz képest (10. dbra A, B), mig ez a kezelés 5 °C -0on egy nap utan
okozott hangsulyos névekedést. A tavolivords fénykiegészités tranziensen novelte egy nap utan

a GC expresszigjat 5 °C -on (10. abra C, D).
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10. abra Néhany tovabbi lipid-metabolizmusban szerepet jatszo kivalasztott gén relativ expresszios szintje a
tavolivords fény és a hidegkezelések utdn “Nure” 6szi arpa levelekben. Az arpandvények nevelése 12 Oras
fotoperioduson tortént. A levélmintak a megvilagitas megkezdése utan 6-8 oraval keriiltek begytijtésre. A kezelések
hossza napokban (N) kifejezve: 15 °C-on egy nap (A) és tiz nap (B); 5°C-on egy nap (C) és hét nap (D). A
megvilagitas: fehér fény (WL), fehér fény tavolivords fénnyel valo kiegészitése (WLFR). A statisztikai elemzést t-
teszttel végeztik a WL haszndlva kontrollként. Atlag értéke (+ SE), kilenc fiiggetlen biologiai ismétlésnek. A
szignifikancia szinteket *p <0,05 és **p <0,01 és *** p <0,001 jeloli.

A génexpresszios szintek hierarchikus csoportositasa szerint (1. kiegészité abra) a
legjellemzdbb génexpresszios valtozasokat a tavolivords fénykiegészités fiiggvényében figyeltiik
meg hét nap elteltével 5 °C-on. A hideg és a tavolivords fénykiegészités kozotti szinergikus
kapcsolatot mutatjuk be ezen az abran. A génexpresszié Osszefoglalo diagramja a 2. kiegészitd
abran lathato.

A fény ¢és a hideg kezelés is jelentésen megemelte azon gének kifejezodését, melyek
termékei részt vesznek a membran fluiditdsdnak novelésében, az Aatalakitd és jelatviteli

folyamatokban. Ez az emelkedés 15 °C-on is bekdvetkezett a kiegészité megvilagitas hatasara.
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Ezek az eredmények arra mutattak ra, hogy az arpalevelek lipidosszetételének meghatarozasa
nélkiilozhetetlen a jelenség megértéséhez. Mivel nem csak a fobb lipid csalddok mennyiségi
meghatarozasa volt fontos szamunkra, hanem a kis mennyiségben el6fordulo jelatviteli

folyamatokban résztvevokeé is, ezért ESI-MS technikat alkalmaztunk a meghatarozashoz.
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7.2 Azizolalt lipidek tomegspektroszkopiai elemzése

Az expresszidanalizis utdn megvizsgaltuk az arpa levelek lipid-Osszetételét
tomegspektroszkopiai eljarassal. A lipidanalizishez az arpalevelek teljes lipidkivonatat
hasznaltuk fel. Electrospray ionizaciés harmas kvadrupol tomegspektrometriat alkalmaztunk a
lipid valtozasok kimutatasara. A lipidek mennyiségi és minGségi dsszetételét hasonlitottuk 6ssze
5 és 15 °C-on, valamint négy eltér6 megvilagitas (WL, WLFR, WLFR+410 nm ¢és 410 nm)

mellett nevelt arpandvények levelein.

7.2.1 Valtozas a lipidosztalyok 0sszetételében

A 11. abra mutatja a mintak Osszlipid-tartalmat, melyet a jel érték szaraz tomeggel valo
korrigalasaval hataroztunk meg. Lathatjuk, hogy a megvilagitas hatast gyakorol a mintaink
Osszlipid-tartalmara. Az alacsony voOrds/tavolivords ardnyu fény megvildgitds hatdsara az
Osszlipid-tartalom megemelkedett, mind 15 °C-on a kezelés tizedik napjara, mind 5 °C-on az els6
¢és a hetedik napjara (11. abra, A, B, C, D). Ugyan akkor a kombinalt tavolivoros + kék és a
monokromatikus kék fény megvilagitas mellett hdmérséklettdl fiiggetlentil csokkent a mintdkban

az Osszlipid tartalom (11. abra, A, B, C, D).
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11. abra: Az 6ssz lipid tartalom valtozasa a tavolivoros és a kék megvilagitis valamint a hidegkezelések
utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét detektalt szignal/mg szaraz tomeg mértékegység formaban fejeztiik
ki (Y tengely). A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR), kombinalt tdvolivoros
+ kék fénnyel (WLFR+410) valamint monokromatikus kék fénnyel (410) (X tengely). A fénykezelés mellett 5 és
15 °C-os hokezelést is alkalmaztunk. A mintékat a kezelés els6 és utolso napjan vettiik le. A levélmintakat minden
esetben a harmadik levél szint k6zéps6 részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett
post-hoc teszttel hajtottuk végre a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A méréseket
3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbdl hataroztuk meg (£SE). A szignifikancia szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és
***p <0,01 jeloli.
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Mivel az 6sszlipid-tartalom valtozott az egyes fénykezelések hatasara, kiszamoltuk az
egyes lipidcsaladok mennyiségi valtozasait is. Az MGDG 6sszmennyisége nem valtozott a
tavolivoros fénykiegészités hatasara. Ha azonban a kombinalt tdvolivords + kék fény kiegészitést
(WLFR+410), illetve a monokromatikus kék fény megvilagitast alkalmaztunk, akkor ezen
fényviszonyok alatt ndtt a mennyisége fiiggetleniil a mintavételek iddpontjatol (12. abra A, B, C,
D). A DGDG 6sszmennyisége nem valtozott jelentdsen a kezelések hatasara.

A kisebb mennyiségben el6forduld lipidcsaladok koziil a PG-tartalom csokkent egy
napnyi kék fénykezelések hatdsara a kontrollhoz hasonlitva. Ezzel ellentétben a hémérséklet
5 °C-ra torténd csokkenését kdvetd els napon mind a tavolivords, illetve a kombinalt tavolivords
+ kék fény kiegészités (WLFR+410 nm) hatasara megemelkedett a mennyisége (12. abra G, H).

A PC esetében lathatjuk, hogy a kombinalt tavolivords + kék fény kiegészités hatasara
egy nap utan a mennyisége megnovekedett a hdmérséklettdl fiiggetleniil (12. abra, E, F, G, H).
Hasonl6 emelkedést lathatunk a monokromatikus kék megvilagitas hatasara is 15 °C-on (12. dbra
E, F).

A PE hideg kezelés mellett minden altalunk alkalmazott megvilagitas hatasara csokkent
(12. &bra, G, H). 15 °C-on a kék fény szintén csokkentette a PE mennyiségét, azonban a tobbi
megvilagitas megemelte (12. dbra, E, F). A Pl mennyisége a kezelések soran nem valtozott (12.
abra, E, F, G, H).

Ismert az irodalombol, hogy a PS meghatdrozo szerepet jatszik a hideg és a fagy elleni
védekezésben (Welti és mtsai., 2002), mégis azt lathatjuk, hogy az 0ssz mennyisége nem
valtozott jelentdsen a kezelések hatdsdra dszi arpaban (12. ébra, E, F, G, H).

Az irodalomban tobb olyan leirast is taldlhatunk, ahol kiemelik a PA jelentdségét a
kiilonbozd stressz folyamatokban ¢€s a kiilonbozo lipid szintézis utvonalainak épitékoveiként
szolgal (Govindjee és mtsai., 2009). A kezeléseink soran lathatjuk, hogy a PA mennyisége
csokkent a tavolivoros kiegészités mellett és ez a csokkenés hatarozottabb volt hozzaadott
monokromatikus kék fényli megvilagitas hatasara hdmérséklettdl fliggetlentil (12. abra, E, F, G,

H).




Eredmények

1 I 15 °C WL 10N

100 4 B 15 °C WL IN
A B 15 °C WLFR IN B -I§°(}WI.FR 10N
80+ «  » I 15°C WLER=410 IN ] « « [ 15°C WLER+410 10N
¥ P 15°C4101N # x [1s=C41010N
60 1 1
404 % . %
* ¥
201
0.
1001 MGDG DGDG MGDG DGDG
& C B 5 °C WL IN D B 5 °C WL7N
S, 804 I 5 =C WLER IN I 5 °C WLFR 7N
o Il 5 °C WLFR+410 1N Il 5°C WLFR+410 7N
D 60 b ] x
g ¥
\ﬁ 404 x i
- 20
:C—G -
@ o
‘N MGDG DGDG MGDG DGDG
w2 1004
o 3(5):]5 I 15 °C WL N 1F -ISZQWLWN
e " I 15 °C WLTR IN ¥ -_15 C WLFR 10N
= 1 I 15°C WLER+410 IN 1 I 15 °C WLER+410 10N
S s [ 15 °C 410 1N 1550410 10N
-~ T 4
< 3 .
= 10 i ] .
11 * %
PG PC PE Pl PS PA PG PC PE Pl PS PA
1004 -
90 G I 5 °C WL IN 1H s °C WL N
80 I 5 °C WLTR IN 5°C WLFR 7N
704 I 5 °C WLFR+410 IN I 5°C WLFR+410 7N
60 *
07 g * . "
vy £ § : ;
301 X ] i x
20- i 3 ] *® *
10 1 #* ¥ ] *
0- ]
PG PC PL Pl PS PA PG PC PL Pl PS PA
Lipid csaladok

12. abra: A lipidcsaladok valtozasa a tavolivords és a kék megvilagitas, valamint a hidegkezelések utan
“Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal
szazalék (%)) fejeztiik ki (Y tengely). A mintdkat megvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR),
kombinalt tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410), valamint monokromatikus kék fénnyel (410). A
fénykezelés mellett 5 és 15 °C-os kezelést is alkalmaztunk. Az X tengelyen a lipid csaladokat lathatjuk. A mintakat
a kezelés els és utolso napjan vettiik le. A levélmintdkat minden esetben a harmadik levél szint kozépsé részébdl
metszettikk ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA ¢és Dunnett post-hoc teszttel végezttiik az egy napos fehér
fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fliggetlen biologiai ismétlésbol

hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.
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A DGDG ¢és az MGDG lipidek a kloroplaszt f6 lipid komponensei. Ennek a két lipidnek
az aranya a tilakoid membran rigiditasanak egyik meghatarozo tényezgéje (Shimojima és Ohta,
2011). A DGDG/MGDG arany a kezelések mellett a homérséklett6l fliggetleniil csokkenést
mutat a kontrolhoz képest (3. tablazat). Osszehasonlitva az egyes kezeléseket az arany a

legkifejezettebben a kék fénykiegészités hatasara csokkent.

WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
I5°C1N 0,39+0,00 0,37+0,01 0,3377+0,01 0,3377+0,00
15°C10N 0,46+0,01 0,4177+0,01 0,3177+0,00 0,3177+0,00
5°CIN 0,49+0,01 0,42°+0,01 0,447£0,03
5°C7N 0,58+0,01 0,56+0,00 0,49+0,01

3.tablazat: A DGDG/MGDG arany valtozasa a tavolivords és kék megvilagitas, valamint hidegkezelések
utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid
szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. Minden esetben a kezelések az egy napos fehér fénnyel megvilagitott 15 °C-on
nevelt (15 °C IN WL) mintakhoz hasonlitottuk. A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel
(WLFR), a kombinalt tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm) valamint monokromatikus kék fénnyel
(410nm). A fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintdkat a kezelés els6 és utolsd napjan
vettikk le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint kdzéps6 részEébdl metszettiik ki. A statisztikai
elemzést egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszttel végeztikk a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat
hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbdl hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia
szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A PC/PE aranya indexként szolgadl a membran lebomlasanak, illetve a sériilése
mértékének meghatarozashoz. Minél magasabb ez az arany, annal kevésbé sériilt a membran (Jia
¢s Li, 2015). A PC/PE aranyt a hozzaadott tavolivords kezelés nem valtoztatta meg
szignifikansan. Azonban a kék fénykiegészités hatasara 15 °C-on mind egy nap, mind tiz nap
utdn megemelkedett, és ugyan ez lathatdé 5 °C mellett is. A monokromatikus kék megvilagitas

eredményezte a legmagasabb PC/PE aranyt (4. tablazat).
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WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
15°CIN 1,30,1 1,2+0,0 2,370,1 3,477+0,6
15°CION  1,3+0,0 1,240,0 3,77+0,5 3,577+0,1
5°CIN 1,2+0,0 1,1£0,0 2,477°+0,0
5°C7N 1,0+0,0 0,9+0,0 1,977+0,1

4. tablazat: A PC/PE arany valtozéasa a tavolivords és a kék megvilagitas, valamint a hidegkezelések utan
“Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal
szazalék (%)) fejeztiik ki. Minden esetben a kezelések az egy napos fehér fénnyel megvilagitott 15 °C-on nevelt (15
°C IN WL) mintakhoz hasonlitottuk. A mintdkat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR),
kombinalt tavolivords + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel (410nm).
A fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés elsd €s utols6 napjan vettiik le.
A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint kozéps6 részébol metszettiik ki. A statisztikai elemzést
egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszttel végeztikk a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva
kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen biologiai ismétlésbol hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia szinteket * p
<0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

Megvizsgaltuk a PC+PE 0sszegét is, mivel ezek a lipidek a szintézis-utvonaluk alapjan
egymashoz kozel allnak, kompetitiv atvonalak termékei (Govindjee és mtsai., 2009) (5. tablazat).
A megemelt ardnyu tavolivords kezelés hatasara a PC+PE Osszege hosszabb hidegkezelés
hatasara csokkent. A tavolivordssel kombinalt kék fényli kezelés esetében minden megvilagitas
¢s homérsékelt mellett megemelkedett, kivéve a 15 °C-os tiz napos kezelés alkalmaval.

Monokromatikus kék fényli megvilagitas mellett 15 °C-on csokkent PC+PE 0Osszeget
detektalhattunk (5. tablazat).

WL WLFR WLFR+410nm 410 nm
15°C 1N 17,2+0,7 19,140,3 20,2°+0,4 15,6+0,8
15°C 10N 18,7+1,3 19,5+1,3 15,8+1,0 16,9+0,7
5°CIN 19,4+1,0 19,6+0,0 20,8+0,5
5°C7N 17,4+0,3 15,1£1,2 24,07°+1,1

5. tablazat: A PC+PE 0Osszegének valtozasa a tavolivords és a kék fény, valamint a hidegkezelések utan
“Nure” 0szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal
szazalék (%)) fejeztiik ki, majd a PC és PE lipid csaladok mennyiségét dsszegeztiik. Minden esetben a fehér fénnyel
megyvilagitott (WL) mintdkhoz hasonlitottuk. A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel
(WLFR), kombinalt tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410), valamint monokromatikus kék fénnyel
(410nm). A fénykezelés mellett 5 és 15 °C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 és utolsé napjan
vettikk le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint kdzéps6 részEébdl metszettiik ki. A statisztikai
elemzést egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik. A méréseket 3-5 fiiggetlen biologiai
ismétlésbol hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia szinteket * p <0,1 és **p <0,05 és *** p <0,01 jeloli a WL-hez
képest.
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Az MGDG ¢és a PC is jelentds szerepet jatszik a membran kialakitdsdban és
alkalmazkodasaban a kornyezeti hatasokhoz (Govindjee és mtsai., 2009). Az MGDG/PC arany a
fehér fényli megvilagitas mellett 5 °C hatasara csokkent. Ugyanakkor a tavolivoros megvilagitas
mellett enyhe emelkedést mutatott. A kombinalt tavolivords + kék fénykezelés hatdsara enyhe
csOkkenést fedezhetiink fel 15 °C-on egy napnyi megyvildgitas utan, de tiz nap elteltével ez az
arany megemelkedett. Ellenben, az MGDG/PC arany 5 °C mellett mar egy nap utan csokkent a
megvilagitd fény mindségétdl fliggetlentil. Egy hét elteltével azonban a tavolivords fény hatasara
kiemelkedéen nétt. Ugyanakkor, a monokromatikus kék megvilagitas hatasara az arany értéke

15 °C-on kiss¢ megemelkedik (6. tablazat).

WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm

15°C1N 4.340,2 3,9+0,1 3,67+0,1 4,6+0,1

15°C 10N 3,940,3 4,1+0,4 4,5+0,2 4,1+0,2
5°C1N 3,8+0,3 3,9+0,3 3,140,2
5°C7N 3,9+0,1 4,97+0,3 2,6°+0,1

6.tablazat: A MGDG/PC aranyanak valtozasa a tavolivords és a kék fény, valamint a hidegkezelések utan
“Nure” Oszi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal
szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR), kombinalt
tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm). A
fénykezelés mellett 5 és 15 "C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 és utolsé napjan vettik le. A
levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint kozépso részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas
ANOVA ¢és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat
hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen biologiai ismétlésbdl hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia
szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A 7. tablazat a kettds és a kettés membrant nem alkoto lipidek valtozasat mutatja. A BL
lipidek mennyisége jelentdsen megemelkedett a kombinalt tavolivords + kék fény kiegészités

(WLFR+410 nm), illetve monokromatikus kék megvilagitas esetén, fliggetleniil a kornyezet

hémeérsékletétdl. A tavolivords megvilagitds onmagaban nem volt hatékony.
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WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
15°C1 N 37,39+0,75 37,00+0,55 40,50"+0,81 39,50+0,67
15°CION 39,40+0,84 38,30+1,39 39,1+0,71 39,9+0,91

5°CIN 39,16+0,99 37,50+0,87 45,3077+0,77

Kkk

5°C1IN 37,27+0,74 35,50+1,23 46,20 +1,06

7. tablazat: A BL képz6 lipidek valtozasa a tavolivords és a kék fény, valamint a hidegkezelések utan
“Nure” 0szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal
szazalék (%)) fejeztiik ki. Minden esetben a kezelések az egy napos fehér fénnyel megvilagitott 15 °C-on nevelt (15
°C IN WL) mintakhoz hasonlitottuk. A mintdkat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR),
a kombinalt tavolivords + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel (410
nm). A fénykezelés mellett 5 és 15 *C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintdkat a kezelés els6 és utolso napjan vettiik
le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint k6zEps6 részEéb6l metszettiik ki. A statisztikai elemzést
egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat
hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen biologiai ismétlésbél hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia
szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

Az NBL lipidek mennyisége jelentdsen csokkent kombinalt tavolivords + kék kezelés
hatasara 15 “C-on tiz nap elteltével, mig 5 °C-on mind a két mintavételi iddpontban (8. tablazat).

Onmagaban a tivolivords, illetve a monokromatikus kék megvilagitdsnak nem volt meghatarozé

hatasa.

WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
15°C 1IN  62,0+2,2 62,2+0,8 59,17+1,2 60,1+0,8
15°C10N  59,5+1,1 60,9+1,8 60,7+1,1 59,9+1,0

5°CIN  59,4+12 61,8+5,6 53,6 +1,6
5°C7N 61,5421 63,7+6,7 52,6 +1,3

8. tablazat: A NBL képz6 lipidek valtozasa a tavolivords és a kék fény, valamint a hidegkezelések utan
“Nure” Oszi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal
szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR), a kombinalt
tavolivords + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm). A
fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 és utols6 napjan vettiik le. A
levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint k6zéps6 részéb6l metszettiik ki. A statisztikai elemzéshez
egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc tesztet alkalmaztunk, a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva
kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen biologiai ismétlésbél hataroztuk meg (£SE). A szignifikancia szinteket * p
<0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.
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Az arpa levelek PL tartalma fiiggetleniil a kdrnyezet hémérsékletétdl jelentdsen
lecsokkent a kombinalt tavolivords + kék fénykezelés hatasara (9. tablazat). Hasonloan ehhez a
kezeléshez, a monokromatikus kék megvilagitas is hatékony volt. A tavolivoros fény kiegészités

Onmagaban nem hatott szamottevden a PL tartalomra.

WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
15°C 1IN 42,70+2,19 43,65+0,80 32,077+1,06 27,7077+0,96
15°C 10N 39,72+1,28 38,9+1,35 28,677+1,02 29,877+0,99

5°C 1IN 40,45+1,05 43,40+2,18 34,47+0,85
5°C7N 46,87+1,80 45,40+3 .91 37,307+1,31

9. tablazat: Az 6ssz PL lipid tartalom valtozasa a tavolivords fény, a kék fény és a hidegkezelések utan
“Nure” 0szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal
szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintdkat megvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR),
tavolivorossel és kék fénnyel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR+410 nm) valamint monokromatikus kék fénnyel
(410 nm). A fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés elsé és utolsd napjan
vettiik le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint k6zéps6 részébol metszettiik ki. A statisztikai
elemzést egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL)
mintakat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbol hataroztuk meg (£SE). A
szignifikancia szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A megemelt aranyu tavolivoros, tavolivordssel kombinalt kék megvilagitas mellett 15°C-
on megemelkedett a membran fluiditasaval kapcsolatba hozhato lipid csaladok mennyisége.

Abban az esetben, ha 15°C-on csak kék kiegészitd fényt alkalmaztunk akkor az MGDG

emelkedett jelentésen, mig a PG, a PS és a HexCer csokkent.

A tavolivoros fény kiegészitéssel kezelt 5°C-on nevelt novények esetében a PG, a PS €s a Hex
Cer mennyisége emelkedett meg és csokkent a DGDG-¢é. Ugyan akkor, ha kék fény kiegészitést
is alkalmaztunk akkor, az MGDG, a PG és a PC értéke emelkedett, valamint a PA, a HexCer, a
PI, és a PE értéke csokkent. A kombinalt tavolivords és kék kezelés minden esetben befolyasolta

aBL, aNBL, a PL, a PC/PE, az MGDG/PE és a PC+PE értékeket.

A kék megvilagitas hatast gyakorolt a PL és a PC/PE értékekre.

7.2.2 A lipid fajtdk megoszlasa a kiilonb6z6 lipidosztalyokon beliil

A kezelések soran az MGDG csaladon beliil a 34:4 fajta egyenletesen alacsony jelet adott.
A 36:6,a36:5 és a 36:4 mennyisége a tdvolivordssel kombinalt kék vagy a monokromatikus kék
fényli megvilagitas mellett lecsokkent a hdmérséklettdl fiiggetleniil. A 34:1 fajta mennyiségét
szignifikansan novelte a kék fény monokromatikus formaban és a tavolivords fénnyel valo
kombinacioban egyarant. A 36:5 alfajta mennyiségére a tavolivords fénykiegészités nem hatott
jelentdsen (15. abra).
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15. abra: Az MGDG fajtak eloszlasanak valtozasa a tavolivords és a kék megvilagitas, valamint a
hidegkezelések utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében
(total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki (Y tengely). A mintakat megvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér
fénnyel (WLFR), a kombinalt tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410) valamint monokromatikus kék
fénnyel (410). A fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. Az X tengelyen az MGDG csalad f6bb
fajtait lathatjuk. A mintakat a kezelés els6 és utolsé napjan vettiik le. A levélmintakat minden esetben a harmadik
levél szint k6zépsO részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt
alkalmazasaval végeztiik el, a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5
fiiggetlen biologiai ismétlésbol hataroztuk meg (£SE). A szignifikancia szinteket: *p <0,1 és ** p <0,05 és *** p
<0,01 jeloli.
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A 16. dbran mutatjuk be a kezeléseinknek a DGDG lipid csalad dsszetételére gyakorolt
hatasat. Jelentds csokkenést tapasztaltunk a 34:3, 34:2, 34:1, 36:4 és 36:3 csoportok esetében
alacsony hémérsékleten. A 36:6 és 36:2 csoportok mennyisége megemelkedett, mind alacsony
voros/tavolivords aranyt fény, mind kombinalt tavolivords + kék, valamint monokromatikus kék
megvilagitas mellett hdmérséklettodl fliggetleniil. Ugyan akkor 5 °C-on a 38:6 lipidek mennyisége
alacsony vords/tavolivords aranyt megvilagitas hatasara csokkent, mig kombinalt tavolivoros +

kék, valamint monokromatikus kék megvilagitas mellett emelkedett.
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16. abra: A DGDG fajtak eloszlasanak valtozasa a tavolivoros és a kék, valamint a hidegkezelések utan
“Nure” Oszi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal
szazalék (%)) fejeztiik ki (Y tengely). A mintakat megvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR),
a kombinalt tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410) valamint monokromatikus kék fénnyel (410). A
fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. Az X tengelyen a DGDG csalad fobb fajtaitit lathatjuk.
A mintakat a kezelés elsé és utolso napjan vettiik le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint kbzépsé
részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik
el, a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintdkat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen biologiai
ismétlésbol hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.
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A 17. &bréan a PE lipid csalad 0sszetételét mutatjuk be. A 34:3, 36:6 mennyisége csokkent
15°C-on, mig 36:3 mennyisége megemelkedett. A 34:2 mennyisége megemelkedett tavolivords,
kombinalt tavolivords + kék, valamint monokromatikus kék megvilagitas mellett fiiggetleniil a
homérseklettdl. A 36:4-es csoport mennyisége megemelkedett a kombinalt tavolivords + kék

fénykezelés alkalmaval 5°C-on, de csokkent tavolivords kezelés hatasara 15°C-on a tiz napos

mintakban.
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17. abra: A PE specieseinek eloszlasanak valtozasa a tavolivoros és a kék fény, valamint a hidegkezelések
utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid
szignal szazalék (%)) fejeztiik ki (Y tengely. A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel
(WLFR), a kombinalt tavolivords + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410), valamint monokromatikus kék fénnyel
(410). A fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. Az X tengelyen a PE csalad fobb fajtaitit
lathatjuk. A mintdkat a kezelés elsé és utolsd napjan vettiik le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél
szint kozépsé részéb6l metszettiik ki. A statisztikai elemzést egy utas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt
alkalmazasaval végeztiik el, a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5
fiiggetlen biologiai ismétlésbél hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia szinteket * p <0,1 és **p <0,05 és *** p
<0,01 jeldli.
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A PC lipid csalad osszetételét a 18. abran mutatjuk be. A 36:6, 36:5, 34:4 és 34:1
mennyisége megemelkedett a kezelések hatisara, mig a 36:2, 36:3 ¢és 34:3 mennyisége
lecsokkent. A 36:4 mennyisége megemelkedett a kombinalt tavolivords + kék (WLFR+410)
kezelés mellett, mig ezzel ellentétesen valtozva monokromatikus kék fény hatasara lecsokkent.

A 34:2 mennyisége hasonloan valtozott 5 °C-on.
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18. abra: A PC specieseinek eloszladsanak valtozasa a tavolivords és a kék megvilagitas, valamint a
hidegkezelések utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében
(total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel
(WLFR), kombinalt tavolivoroés + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410) valamint monokromatikus kék fénnyel
(410). A fénykezelés mellett 5 és 15 °C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintékat a kezelés els6 és utolsd napjan vettiik
le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint k6z&ps6 részEébol metszettiik ki. A statisztikai elemzést
egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el, a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat
hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbdl hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia
szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A PG csalad lipid-0sszetétele a kovetkezOk szerint valtozott (19. abra). A 34:3

mennyisége csokkent 15°C-on, mig a 34:2 mennyisége megemelkedett 5°C-on. A 34:4
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mennyisége homérséklettdl fliggetleniil megemelkedett kombinalt tavolivords + kék fénykezelés
mellett, de lecsokkent monokromatikus kék megvilagitas mellett. 15 °C-on a 36:6 és a 34:2
mennyisége megemelkedett a kombinalt tavolivords + kék fénykezelés hatasara és lecsokkent
monokromatikus kék alkalmazasa esetén. A 34:3-as lipid csoport mennyisége 5 °C-on lecsokkent
a kombinalt tavolivords + kék fénykezelés hatdsara, és megemelkedett 8 monokromatikus kék

megvilagitas esetén.
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19. abra: A PG specieseinek eloszlasanak valtozasa a tavolivords és a kék megvilagitas, valamint a
hidegkezelések utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében
(total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki (Y tengely). A mintdkat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér
fénnyel (WLFR), tavolivorossel és kék fénnyel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR+410) valamint monokromatikus
kék fénnyel (410). A fénykezelés mellett 5 és 15 °C-os kezelést is alkalmaztunk. Az X tengelyen a PG csalad fobb
fajtait mutatjuk be. A mintakat a kezelés elsé és utolsé napjan vettiik le. A levélmintakat minden esetben a harmadik
levél szint k6zéps6 részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt
alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5
fliggetlen biologiai ismétlésbol hataroztuk meg (£SE). A szignifikancia szinteket: * p <0,1 és **p <0,05 és *** p
<0,01 jeloli.
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Minden esetben hdmérséklettdl fliggetlen csokkenést tapasztaltunk a bemutatott HexCer
lipid csalad fajtainal a kombinalt tavolivords + kék, illetve a monokromatikus kék kezelés
hatasara (20. abra). Onmagéban a fehér fény tavolivords fénnyel valé kiegészitésének nem volt

kiemelked6 hatasa.
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20. abra: A HexCer specieseinek eloszlasanak valtozasa a tavolivords és a kék megvilagitas, valamint a
hidegkezelések utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében
(total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki (Y tengely). A mintadkat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér
fénnyel (WLFR), kombinalt tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410) valamint monokromatikus kék
fénnyel (410). A fénykezelés mellett 5 és 15 °C-os kezelést is alkalmaztunk. Az X tengely a HexCer csalad fébb
fajtait mutatjuk be. A mintakat a kezelés elsé és utolso napjan vettiik le. A levélmintakat minden esetben a harmadik
levél szint k6zépsO részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA ¢és Dunnett post-hoc teszt
alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5
fiiggetlen biologiai ismétlésbol hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia szinteket: * p <0,1 és ** p <0,05 és
*** p <0,01 jeldli.
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7.3 A zsirsavak telitetlenségi indexének valtozasai

A sejtmembran lipid telitetlenségének meghatarozasa céljabol a kettds kotés indexet
(DBI) alkalmaztuk, valamint meghataroztuk a vizsgalt lipidek 6ssz kettds kotés értékét. Az eddigi
kutatasokkal ellentétben, a kontroll fehér fénnyel megvilagitott mintakban nem tapasztaltunk
jelentOs eltérést a homérséklet fliiggvényében total DBI-ben (Zheng és mitsai., 2011) (10.
tablazat). Bizonyos lipid osztadlyokban azonban a fénykezelések szignifikdns kiilonbségeket

okoztak.

A 10. tablazatban a megvizsgalt lipidek 0ssz kettds kotés indexét mutatjuk be. A DBI
mennyisége jelentdsen megemelkedett tavolivords €s kék, valamint monokromatikus kék kezelés
hatasara, fliggetleniil a hdmérséklettél. Mind e mellett a tavolivords kezelés hatasara a DBI a

15 °C-os fehér fényli megvilagitas mellet kapott értékekre hasonlit a leginkabb.

WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
15°C 1IN 4,81+0,24 4,77+0,24 5,0377+0,29 5,1277+0,31
15°C 10N 4,82+0,24 4,90+0,25 5,1377+0,31 5,0777+0,30
5°CIN 4,80+0,24 4,77+0,24 4,91+0,27
5°C7N 4,63+0,21 4,72+0,22 4,84"+0,25

10. tablazat: Az 6ssz DBI tartalom valtozasa a tavolivords €s a kék megvilagitas, valamint a hidegkezelések
utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid
szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintdkat megvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR),
kombinalt tavolivords + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm) valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm).
A fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 és utols6 napjan vettiik le.
A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint k6zépsé részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést
egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat
hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbél hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia
szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

Az MGDG DBI mennyisége hideg kezelés hatasara csokken fehér fényli megvilagitas
mellett. A tavolivords megvilagitas esetében az MGDG DBI mennyisége megemelkedett a
kontrollhoz képest. A kombinalt tavolivoros + kékfény kezelés hatasara mar 15 °C-on egy napnyi

kezelés alkalmaval megemelkedett a DBI, ez az érték pedig a hideg kezelés mellett is megmaradt
(11. tablazat).
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WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm

FkK *kk

15°C1IN  240+0,05 2,39+0,04 3,00 +0,05 3,19 +0,02

FkK *kk

15°C10N  2,40+0,03  2,53+0,11 3,22 +0,05 3,16 +0,05
5°C1N 2,30£0,06  2,33+0,07 2,647£0,10

FkK

5°C7N 1,95+0,08  2,04+0,15 2,44 +0,06

11. tablazat: Az MGDG DBI tartalom valtozasa a tdvolivords és a kék megvilagitds, valamint a
hidegkezelések utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szézalékos értékében
(total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel
(WLFR), kombinalt tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel
(410 nm). A fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés elsd és utols6 napjan
vettiikk le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint kdzéps6 részEébdl metszettikk ki. A statisztikai
elemzést egyutas ANOVA ¢és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL)
mintdkat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 filiggetlen bioldgiai ismétlésbol hataroztuk meg (£SE). A
szignifikancia szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A DGDG mintak kettés kotés indexét a 12. tablazatban mutatjuk be. Fehér fénnyel
megvilagitott kontroll mintakban a hdémérsékletvaltozasa hatdstalan volt a DGDG DBI-re.
Ellenben tavolivords fénykiegészités hatasara csokkenést mutatott a DBI. A kombinalt
tavolivoros + kék fény kezelés mellett 15 °C -on tranziensen megemelkedett egy napnyi

megvilagitast kovetden. 5 © -on enyhe emelkedést tapasztalhatunk, mind egy, mind hét nap utan.

A monokromatikus kék fénykezelés hatasara szignifikdnsan nétt a DBI tartalom 15 °C-on (12.

tablazat).

WL WL+FR WLFR+410 nm 410 nm
15°C1N  0,87+0,03  0,8240,01 0,92+0,01 0,98""+0,01
15°C 10N 1,00+0,03  0,95+0,07 0,91+0,02 0,97+0,02

5°C1N  1,02+0,05 0,887+0,02 1,08+0,02
5°C7N  1,03£0,05  1,04+0,08 1,10+0,01

12. tablazat: A DGDG DBI tartalom valtozasa a tavolivords fény, a kék fény és a hidegkezelések utan
“Nure” Oszi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal
szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR), kombinalt
tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm). A
fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 és utols6 napjan vettiik le. A
statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel
megyvilagitott (WL) mintdkat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fliggetlen bioldgiai ismétlésbol hataroztuk
meg (£SE). A szignifikancia szinteket: * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A 13. tablazatban a PC DBI-t mutatjuk be. Lathatjuk, hogy els6é sorban a kombinalt
tavolivoros + kék fény kezelés hatasara emelkedik meg a DBI 15 °C-on, bar a kontrollhoz
viszonyitva a kiilonbség csak 5 °C-on szignifikans. A tavolivords fénykiegészités dnmagaban
nem okozott jelentds valtozast. Monokromatikus kék fény hatasara is n6t mind a két mintavételi
idépontban a DBI 15°C-on.
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WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
15°C1N 0,33+0,03 0,36+0,01 0,507+0,01 0,41+0,01
15 °C 10N 0,37+0,03 0,39+0,03 0,43+0,01 0,4677+0,02
5°CIN 0,38+0,02 0,36+0,04 0,52"7+0,02
5°C7N 0,30+0,01 0,26+0,03 0,58""+0,01

13. tablazat: A PC DBI tartalom valtozasa a tavolivords €s a kék megvilagitas, valamint a hidegkezelések
utdn “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid
szignal szazalék (%)) fejeztik ki. A mintdkat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR),
kombinalt tavolivords + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm).
A fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 és utols6 napjan vettiik le.
A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint kozéps6 részébol metszettiik ki. A statisztikai elemzést
egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat
hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbdl hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia
szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A 14. tablazatban a PE DBI-t tekinthetjiik at. A tavolivords fénykiegészités hatdsara a
DBI kis mértékben nétt 15°C-on (nem szignifikans) és 5°C-on egy nap elteltével. Viszont a

kombindlt tavolivords + kék, valamint monokromatikus kék kezelés hatdsidra nagy mértékii

csokkenést tapasztaltuk majdnem minden mintavétel esetében.

WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm

*kk

15°C1N  0,28+0,01 0,32+0,00 0,23+0,02 0,14 +0,02

*kk *kk

15°C 10N  0,29+0,02  0,32+0,02 0,14 +0,03 0,14 +0,02

5°CI1N 0,32+0,02  0,34+0,03 0,22"+0,01
5°C7N 0,31+0,01  0,28+0,03 0,30+0,03

14 tablazat: A PE DBI tartalom valtozasa a tavolivords és a kék megvilagitas, valamint a hidegkezelések
utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid
szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR),
kombinalt tavolivords + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm).
A fénykezelés mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 €s utols6 napjan vettiik le.
A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint k6zéps6 részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést
egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat
hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbél hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia
szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A tavolivords fénykiegészités hatasara a PG DBI értéke nem valtozott jelentdsen, am a
kombinalt tdvolivords + kék, valamint monokromatikus kék vilagitads esetében eldbb csokkent

majd kis mértékben emelkedett (15. tablazat).
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WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
15°C1N  0,38+0,01 0,36+0,02 0,29°+0,02 0,31+0,02
15°C 10N  0,32+0,00 0,33+0,03 0,33+0,02 0,33+0,02

5°C1N 0,29+0,01 0,34+0,00 0,33+0,01
5°C7TN 0,29+0,01 0,28+0,00 0,30+0,03

15. tablazat: A PG DBI tartalom valtozasa a tavolivords és a kék megvilagitas, valamint a hidegkezelések
utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A tablazatban a mintdk PE DBI valtozasat mutatjuk be. A jel értékét a detektalt
teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk
tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR), kombinalt tavolivords + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm),
valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm). A fénykezelés mellett 5 és 15 °C-os kezelést is alkalmaztunk. A
mintakat a kezelés elsd és utolso napjan vettiik le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint k6zépsé
részeébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik
el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fliggetlen biologiai
ismétlésbol hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia szinteket: * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A kék fény kiegészités jelentds mértékben befolyasolta a DGDG DBI értékét 15 °C-on.
A PE DBI ¢és a PG DBI mennyisége pedig tavolivordssel kombinalt kék fény kezelés hatasara
csokkent. Az MGDG DBI és a PC DBI értéke a tavolivorossel kombinalt kék fény hatasara

emelkedett, valamint a PG DBI értéke a kék megvilagitas mellett is magasabb volt 15 °C-on.

7.3.1 A zsirsavak kettdskotés eloszlasanak valtozasa

A PC total lipid kettskotés szamanak eloszlasa eltérd a kiilonbozd hidegkezelések és
megvilagitasok mellett. A 16. tablazatban lathatjuk, hogy mig a tavolivords fénykiegészités nem
okoz szignifikans valtozast a kettés kotések szamaban, addig a kombinalt tavolivords + kék,

valamint a monokromatikus kék fény tobbnyire szignifikansan megemeli (16. tablazat).
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WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
6 0,04+0,02  0,04+0,02 0,077+0,03 0,05+0,02
5 0,09+0,05 0,1:+0,06 0,14™"+0,06 0,12"+0,06
I5°C 1IN 4 0,08+0,04  0,09+0,05 0,117"+0,05 0,17"+0,05
3 0,08+0,05  0,08+0,05 0,12"+0,05 0,09+0,04
2 0,05+0,03  0,05+0,03 0,06+0,03 0,06+0,03
6 0,06+0,03  0,07+0,04 0,06+0,02 0,05+0,03
5 0,1+0,06 0,11+0,06 0,12+0,06 0,13+0,06
15°C10N 4 0,06:0,04 0,07+0,03 0,10+0,05 0,12+0,05
3 0,1+0,06  0,11+0,06 0,09+0,04 0,1+0,05
2 0,05+0,03  0,05+0,03 0,06+0,03 0,06+0,03
6 0,7£0,04 0,05+0,03 0,06+0,03
5 0,1+0,06 0,1+0,06 0,157+0,07
5°C1N 4 0,06+0,03  0,07+0,04 0,137+0,06
3 0,1+0,06  0,09+0,05 0,1+0,05
2 0,05+0,03  0,05+0,03 0,07+0,03
0,04+0,02  0,05+0,03 0,08""+0,04
0,08+0,05  0,07+0,04 0,187"+0,08
5°C7N 0,06+0,03  0,04+0,02 0,14"+0,06

0,07+£0,04  0,07+0,04 0,1177+0,05
0,04+0,02  0,03+0,02 0,077"+0,03

16. tablazat: A PC kett6s kotéseinek eloszlasanak a valtozasa a tavolivoros és a kék megvilagitas, valamint
a hidegkezelések utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében
(total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel
(WLFR), kombinalt tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel
(410 nm). A fénykezelés mellett 5 és 15 "C-os kezelést is alkalmaztunk. 6-2 szammal jeldltiikk a lipid lancokban
el6forduld kettds kotések szamat. A mintakat a kezelés elsd és utolsé napjan vettiik le. A levélmintakat minden
esetben a harmadik levélszint k6zéps6 részébol metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett
post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A
méréseket 3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbdl hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia szinteket * p <0,1 és ** p
<0,05 és *** p <0,01 jeloli.

NWA~OTO

A 17. tablazatban a PE lipid csalad kettds kotés eloszlasat mutatjuk be. A tavolivords
fénykiegészités hatasara a mintak kettdskotés mennyisége kis mértékben megemelkedett 15 °C-
on egy és tiz nap utan is, de 5 °C-on enyhe csokkenést tapasztaltunk hosszabb kezelés utan.
Abban az esetben, ha kombinalt tavolivords + kék fénykiegészités alkalmaztunk, akkor a kettds
kotések mennyisége megemelkedett 15 °C-on egy és tiz nap utan is, mig 5 °C-on csak a négy
kettdés kotéssel rendelkezd lancok mennyisége csokkent egy nap elteltével. Amikor a
megvilagitashoz csak monokromatikus kék fényt alkalmaztunk, akkor 15 °C-on egy és tiz nap
utdn is csokkenést tapasztaltunk a hat, az 6t és a harom kettés kottéssel rendelkezd lancok
mennyiségében. Ugyanakkor a négy kettds kottéssel rendelkezd lancok mennyisége csak tiz nap

utan csokkent jelentésen 15 °C-on.
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WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm
6  0,06+0,03 0,07+0,04 0,04+0,02 0,02""+0,01
5  0,08+0,05 0,09+0,05 0,07+0,03 0,04"+0,02
15°C1N 4  0,03+0,02 0,03+0,02 0,03+0,01 0,03+0,01
3 0,08+0,05 0,09+0,05 0,06+0,03 0,037"+0,01
2 0,03+0,02 0,03+0,02 0,03+0,01 0,02+0,01
6  0,04+0,02 0,06+0,03 0,02+0,01 0,02""+0,01
5  0,08+0,05 0,1+0,06 0,04"+0,02 0,04°+0,03
15°C10N 4  0,05+0,03 0,05+0,03 0,02""+0,01 0,02""+0,01
3 0,07+0,04 0,09+0,05 0,04"+0,02 0,04™+0,02
2 0,04+0,03 0,05+0,03 0,02+0,01 0,02+0,01
6  0,05+0,03 0,04+0,02 0,03+0,01
5°C1N 5  0,09+0,05 0,08+0,05 0,07+0,03
4 0,05+0,03 0,05+0,03 0,05+0,02
3 0,07+0,04 0,07+0,04 0,04™"+0,02
2 0,04+0,03 0,04+0,03 0,03+0,01
6  0,05+0,03 0,05+0,03 0,04+0,02
5  0,09+0,05 0,09+0,05 0,09:+0,04
5°C7N 4  0,05+0,03 0,04+0,03 0,06+0,03
3 0,08+0,04 0,08+0,05 0,06+0,03
2  0,05+0,03 0,04+0,03 0,05+0,02

17. tablazat: A PE kett6s kotéseinek eloszlasanak a valtozasa a tavolivorss és a kék megvilagitas, valamint
a hidegkezelések utan “Nure” 6szi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében
(total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel
(WLFR), kombinalt tavolivoros + kék fény kiegészitéssel (WLFR+410 nm), valamint monokromatikus kék fénnyel
(410 nm). A fénykezelés mellett 5 és 15 "C-os kezelést is alkalmaztunk. 6-2 szammal jeliltiik a lipid lancokban
el6forduld kettds kotések szamat. A mintakat a kezelés elsd és utolsd napjan vettiik le. A levélmintakat minden
esetben a harmadik levél szint k6zéps6 részEébol metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett
post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A
méréseket 3-5 fliggetlen biologiai ismétlésbdl hataroztuk meg (+SE). A szignifikancia szinteket: * p <0,1 és
**p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A PC lipid csaladban a hat, az 6t, a négy és a harom kettdskotést tartalmazé lipidlancok
mennyisége emelkedett tavolivordssel kiegészitett kék fény hatasara, mig kék fény mellett a négy
¢és az ot emelkedett 15 °C-on. 5 °C-on tavolivorossel kiegészitett kék megvilagitas alkalmaval a

hat, az 6t, a négy, a harom ¢és a kettd kettds kotést tartalmaz6 lipid lancok mennyisége csokkent

le.

A PE lipid csaldd esetében a tdvolivorossel kiegészitett kék fény hatdsara az 6t, a négy €s a harom
kettds kotéssel rendelkezd lipid lancok mennyisége csokkent 15 °C-on, de csak a harom kettds

kotésé 5 °C-on.
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7.3.2 A tilakoidmembrant alkot6 lipidlancok hossza és kettds kotések szama szerinti eloszlasa

A tilakoid membran felépitésében az MGDG, DGDG, SQDG ¢s PG vesz részt. Ezen
lipidek acil régidinak hossza jellemzden 18:0 és 16:0 kozott oszlik meg. Kettés kotéseik szama
0-3 kozott valtozhat a zsirsav lancon beliil (Govindjee és mtsai., 2009). Ezen zsirsavcsaladok
abundanciaja meghatarozza a tilakoid membran integritasat és fluiditasat. Ennek leirasara
hasznalhatjuk a DB, DBI és a lipidlancok hossz és kettds kotés szama szerinti 0sszegét is. Korabbi
eredmények szerint a lipidlancok hosszanak csokkenése a hidegedzOdés soran fagy esetén

hozzajarul a membran integritasanak megdrzéséhez (Rawat és mtsai., 2021).

Ezen ismeretek alapjan a kontrollként hasznalt, egy napig fehér fénnyel megvilagitott
15 °C-on nevelt, mintakhoz képest a kombinalt tavolivords + kék, valamint a monokromatikus
kék fénnyel megvilagitott mintak esetében egy nap utan 15 “C-on a 34:3, 36:6, 36:5, 36:4, 36:3,
38:6 és 38:4 lancok mennyisége megemelkedett. VValamint tiz nap megvilagitas utan a kontrollhoz
képest a 34:3, 36:6, 36:4, 36:3 és 38:6 lipidlancok mennyisége is jelentdsen megemelkedett tavoli
voros €s hozzdadott kék, valamint monokromatikus kék fény megvildgitas hatasara. Kiegészitd
megemelkedett 15°C-on. Mig tiz napnyi monokromatikus kék fényli megvilagitas utan a 38:4-es
lipid lanc mennyisége tovabbra is magasabb volt a kontrollhoz képest 15°C-on (18. tablazat).
Ezek az eredmények Osszecsengenek a hideg akklimatizacid soran lejatszodo valtozasokkal,

melyeket fentebb emlitettiink.

Amennyiben a mintdk hidegkezelésnek is ki voltak téve, akkor a kontrollhoz képest a
34:3, 34:2, 36:4, 36:3, 38:6 ¢és 38:4 lipidlancok mennyisége emelkedett meg nagy mértékben
monokromatikus kék fényli megvilagitas hatasara egy napnyi megvilagitas mellett. Ez az
emelkedés hét nap utan az 5°C-on nevelt mintak koziil csak a 36:4 lipidlanc esetében maradt meg.
A kontrollhoz képest a 34:3 és 34:2 lipidlancok mennyisége jelentésen emelkedett tavoli vords
fényl kiegészités hatdsara 5°C-on hét nap utan. A 36:3, 38:6 és 38:4 lipidlancok mennyisége is

magasabb volt kombinalt tavolivoros + kék megvilagitas hatasara (19. tablazat).

Ezek az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy mind a tavolivords, a tavolivords +
monokromatikus kék és a monokromatikus kék fény onmagaban megemelte az alacsonyabb
zsirsavlancu lipid alfajtak aranyat, illetve egyetemlegesen a lancok telitetlenségét, ez pedig a pre-

hardening szempontjabol elényos folyamat.
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WL WLFR WLFR+410 nm 410 nm

34:4  5,28+1,56 4,14+0,19 4,78+0,29 5,8+0,4
34:3  1,64+0,49 1,5+0,03 3,857"+0,15 3,72"°+0,19
34:2  0,50+0,14 0,56+0,03 0,68+0,05 0,67+0,1
34:1  0,14+0,04 0,1+0,00 0,19+0,02 0,14+0,02
15°CIN  36:6 35,13+10,26 33,12+2,05 55,97"+0,86 60,62"+0,38
36:5  1,3+0,38 1,35:+0,07 1,987"+0,07 1,847+0,11
36:4  0,48+0,14 0,44+0,01 0,817"+0,03 0,81""+0,04
36:3 ND ND 0,317"+0,01 0,34"7+0,01
38:6  0,12+0,03 0,09+0,01 0,267"+0,01 027""+0,01
38:4 ND ND 0,02"7+0,00 0,02"+0,00
34:4 4,2+121 1,257°+0,06  5,947+0,35 5,64+0,48
34:3  1,39+04 3,587+0,21 3,657 +0,08 3,8677+0,13
34:2  0,49+0,14 0,69+0,13 0,65+0,05 0,77°+0,07
34:1  0,09+0,03 0,34"7+0,06 0,16"7+0,1 0,24+0,03
15°CION  36:6  33,18+9,59 15,32""+1,26 60,37"+17,02 58,77"+1,11
36:5  1,19+0,35 20,7177+0,81 1,96"+0,18 2,177+0,10
36:4  0,37+0,11 0,827+0,05  0,8377+0,06 1,06™"+0,03
36:3 ND ND 0,327+0,01 0,36"+0,01
38:6  0,09+0,03 0,057+0,00 0,26"7+0,01 0,257+0,01
38:4 ND ND 0,17"+0,00 0,02""+0,00

18. tablazat: Az azonos lanchosszlisagh és kettds kotésu lipid csoportok sszegei 15°C-on. A jel értékét a
detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat
megvilagitottuk tavolivordssel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR), kombinalt tavolivorss + kék fénnyel (WLFR+410
nm) valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm). A megvilagitas mellett 15 °C-os kezelést is alkalmaztunk. A
mintakat a kezelés els6 és utolso napjan vettiik le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint k6zépso
rész¢ébOl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik
el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintdkat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fliggetlen biologiai
ismétlésbol hataroztuk meg (£SE). A szignifikancia szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.
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WL WLFR WLFR+410 nm
34:4 3,81+1,12 4,05+0,34 5,22""+0,23
34:3 1,50+0,44 1,07+0,14 4,7977+0,27
34:2 0,58+0,17 0,41+0,07 0,96""+0,04
34:1 0,09+0,0,03 0,06+0,01 0,157+0,1
5°CIN 36:6 30,65+8,93 31,87+1,9 52,49""+],6
36:5 0,94+0.3 1,14+0,05 1,57"+0,08
36:4 0,31+0,06 0,34+0,03 0,65""+0,2
36:3 ND ND 0,357"+0,1
38:6 0,08+0,02 0,08+0,00 0,27"7+0,00
38:4 ND ND 0,04™7+0,00
34:4 2,64+0,95 3,51£0,35 4,57+0,47
34:3 0,97+0,3 1,36+0,08 4,677°+0,16
34:2 0,35+0,11 0,64+0,07 1,1477+0,11
34:1 0,04+0,01 0,07°+0,00 0,1677"+0,02
5°C7N 36:6 28,44+8.57 29,9+1,72 50,88""+0,77
36:5 0,81+0,25 1,17+0,08 1,25"+0,04
36:4 0,28+0,08 0,31+0,01 0,6777+0,03
36:3 ND ND 0,4™"+0,01
38:6 0,07+0,02 0,06+0,00 0,257"+0,01
38:4 0,00+0,00 ND 0,04™"+0,00

19. tablazat: Az azonos lanchosszisagu és kettds kotési lipid csoportok osszegei 5°C-on. A jel értékét a
detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal szazalék (%)) fejeztiik ki. A mintakat
megyvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR) és kombinalt tavolivoros + kék fénnyel
(WLFR+410 nm). A megvilagitas mellett 5°C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 és utolsd napjan
vettikk le. A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint kdzéps6 részEébdl metszettik ki. A statisztikai
elemzést egyutas ANOVA ¢s Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL)
mintakat hasznalva kontrollként. A méréseket 3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésb6l hataroztuk meg (£SE). A
szignifikancia szinteket * p <0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01 jeloli.

A tavolivords, a kék és a kombinalt megvilagitds hatdsara emelkedett a rovidebb

zsirsavlancu lipid fajtdk mennyisége.

7.3.3 A lizofoszfolipid-szint valtozasai

A lizofoszfatidil lipidek lehetnek PC és PE bioszintézis prekurzorai, de szarmazhatnak
ezek bomlasabol is (Welti és mtsai., 2002). Ezeket a molekulakat a kiilonb6z6é mintakbol
szarmazo lipid-extrakcid pontossdganak mutatdinak is tekintik. Jelentds csokkenést lathatunk az
0ssz LPC tartalomban 15 °C egy nap tavolivoros, 15 °C tiz nap kombinalt tavolivoros + kék €s
monokromatikus kék fények esetében (20. tablazat). Technikai szempontbol azt a kovetkeztetést

vonhatjuk le, hogy a LPC és LPE lipidek alacsony mennyisége a mintakban azt jelzi, hogy az
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extrahdlasi eljardsunk megfeleld volt (lasd: Anyagok és modszerek).

WL WL+FR WLFR+410 nm 410 nm
15°C1N  0,21+0,10  0,28+0,15 0,22+0,05 0,20+0,02
15°C10N  0,47+0,05  0,45+0,12 0,097+0,03 0,107+0,02
5°C1IN 0,59+0,30  0,27+0,10 0,44+0,17
5°CT7N 0,38+0,10  0,32+0,12 0,53+0,12

20. tablazat: A LPC valtozasa a tavolivords és a kék megvilagitas, valamint a hidegkezelések utan “Nure”
Oszi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal szazalék
(%)) fejeztiik ki. A mintakat megvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR), tavolivorossel és kék
fénnyel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR-+410 nm) valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm). A fénykezelés
mellett 5 és 15 “C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 és utolsé napjan vettiik le. A levélmintakat
minden esetben a harmadik levél szint kozépsé részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és
Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval végeztik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintdkat hasznalva
kontrollként. A méréseket 3-5 fliggetlen biologiai ismétlésbdl hataroztuk meg (£SE). A szignifikancia szinteket: * p
<0,1 és ** p <0,05 és *** p <0,01.

Az 6ssz LPE esetében azt lathatjuk, hogy a kezelések hatasara 15 °C-on egy nap utén,
csak kék megvilagitasra valtozott jelentésen a lipidek mennyisége, mig tiz nap utan jelentOs
csOkkenés tapasztalhatod, els6 sorban a tavolivords és kék, valamint monokromatikus kék

esetében. Csokkenést lathatunk a tavolivoros kezelés hatasara 5 °C -on, ezt a csokkenést, a

kombinalt tavolivords + kék fény erdsitette (21. tablazat).

WL WL+FR WLFR+410 nm 410 nm
15°C1N 0,15+0,03 0,21+0,07 0,04+0,01 0,027+0,02
15°C 10N 0,26+0,02 0,26+0,03 0,0377+0,01 0,0277+0,01

5°C1N 0,32+0,12 0,20+0,06 0,06+0,03
5°CT7N 0,30+0,08 0,24+0,06 0,12+0,04

21. tablazat: A LPE valtozésa a tavolivoros és a kék megvilagitas, valamint a hidegkezelések utan “Nure”
Oszi arpa levelekben. A jel értékét a detektalt teljes lipid tartalom szazalékos értékében (total lipid szignal szazalék
(%)) fejeztiik ki. A mintdkat megvilagitottuk tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR), a kombinalt
tavolivoros + kék fénnyel (WLFR+410 nm) valamint monokromatikus kék fénnyel (410 nm). A fénykezelés mellett
5 és 15 "C-os kezelést is alkalmaztunk. A mintékat a kezelés els6 és utolso napjan vettiik le. A levélmintdkat minden
esetben a harmadik levél szint k6zépso részébdl metszettiik ki. A statisztikai elemzést egyutas ANOVA és Dunnett
post-hoc teszt alkalmazasaval végeztiik el a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintakat hasznalva kontrollként. A
méréseket 3-5 fiiggetlen bioldgiai ismétlésbol hataroztuk meg (£SE). A szignifikancia szinteket: * p <0,1 és ** p
<0,05 és *** p <0,01 jeloli.

Az LPC és az LPE mennyisége jelentds mértékben csokkent tavolivordssel kiegészitett kék
¢és kek megvilagitas hatasara 15 °C-on tiz napnyi kezelés utan.
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8 AZEREDMENYEK MEGVITATASA

8.1 A Kkiilonb6z6 médon modulalt fénykezelések hatasa az 6szi arpa ,,Nure” novények

fagytiirésére

A fagyallosag meghatarozasara tobbféle modszert alkalmaznak vilagszerte. A teljes
novényszintll fagyasztasi tesztek esetén, amikor a cél a ndvények genetikailag determinalt
fagytlirésének meghatarozasa, novények eldnevelése és a fagyasztist megel6z6 hidegedzés
programozhatd novényneveld kamrakban torténik. A kamrakban hasznalt klimaprogramok
altalaban a természetes idéjarasi koriilményeket szimulaljak. Ilyenek példaul a Martonvasaron
kidolgozott M29, FDA ¢és FDS programok, melyeket az Oszi kaldszosok fagytiirésének
tesztelésére hasznalnak (Tischner és mtsai., 1998). Egy ilyen program koriilbeliil 6 hétig tart és
jellemzdéen fokozatosan csokkentik a nevelési homérsékletet €s a megvilagitds hosszat. A
program végén elérik a 0°C-t, és ezt koveti egy fagyasztasi protokoll. Az altalunk alkalmazott
protokoll szerint a hidegedzddési folyamatot modulalt fény alkalmazasaval valtottuk ki, ami
fagyallosagot indukalt rovid id6 alatt, az edzddés kezdeti fazisaban (pre-hardening). A
fagyallosag meghatarozasara két modszert alkalmaztunk. Az egyik a vezetOképesség mérés. E
modszer alapja a kovetkezd: a sejteket koriilvevd folyadék vezetdképességének mértéke
forditottan aranyos a fagyasztds okozta membrankarosodas mértékével. Minél jobban sériilt a
levél annal tobb elektrolit aramlik ki a sejtekbdl és ezaltal nd a desztillalt viz vezetoképessége,
melyben a levélszegmentek tusznak (Minami és mitsai.,, 2015; Webb és mtsai., 1994).
Kutatécsoportunk ezt a modszert mar sikeresen alkalmazta a tavolivords fénykiegészités
fagyallosagot noveld hatasanak igazolasara (Ahres és mtsai., 2020; Novak és mtsai., 2016). A
masik modszer a PSII fotoszintézis hatékonysaganak indikéatoraként hasznalt klorofill
fluoreszencia analizisbdl szarmaztatott Fv/Fm paraméter meghatarozasan alapszik. E modszer
megbizhatdsagat a fagyallosag meghatarozésara a kétszikii 10dfli modellndvény és arpa esetében
is igazoltak (Ehlert és Hincha, 2008; Rizza és mtsai., 2011). Mindkét modszer alkalmazasanak
indoka a kovetkezd volt. Ismert, hogy a fitokromok részt vesznek abban a jelatviteli folyamatban,
melyeknek sordn a novények érzékelik a nappalok rovidiilését és a vords tdvolivords aranyanak
csokkenését, ami elinditja a hidegakklimatizacios folyamatokat (Ahres és mtsai., 2020; Franklin
és Whitelam, 2007; Kim és mtsai., 2002; Lee és Thomashow, 2012; Novak és mtsai., 2016). A
kék fény fagyallosdgot befolyasold hatdsardl azonban nagyon kevés az elérhetd informacio.
Korabbi ismereteink szerint a kék fény indukalja a COR14b gén expressziojat arpaban (Crosatti

és mtsai., 1999) és a CBF14 gén expressziojat bliza és arpa esetében (Novak és mtsai., 2017). A
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kozelmultban megjelent tobb publikacio is, amely leirja a kék fény hatasat a hidegakklimatizacio
korai szakaszaban ludfiiben (Imai és mtsai., 2021b). Ellentétben a gabonaféléknél ismert
részletekkel, egy nap elteltével a kék fény novelte a fagyallosagot az Fu/Fm értékek alapjan, de
nem csOkkentette az elektrolitkiaramlést a vezetOképesség mérések alapjan. A szerzok
feltételezése szerint ennek oka az, hogy a ludfii esetében kék fény hatdsara nem né a CBF és a
COR-gének expresszidja, igy a membran atalakuldsa nem kovetkezik be ez id6 alatt. Ludfi
esetében a kék fény az antocianok felhalmozodéasat noveli és ez az oka a fagyallosag
emelkedésének (Imai és misai., 2021b). JOl lathatd, hogy az arpa esetében egészen mas
folyamatok allnak a kék fény fagyallosagot indukalo jelensége mogott. Kisérletiink sordn mind a
két fagyallosagi teszt alkalmazasa esetében nétt az arpandvények fagyallosaga (7. abra). Ez azzal
magyarazhatd, hogy a kék fény mind a CBF-regulon expresszigjat, mind a lipidanyagcserét

szignifikansan befolyasolta. Ezzel megvaltoztatta a kloroplasztisz és a sejtmembranok fluiditasat.

A kék fény a novények fagyallosagara gyakorolt hatasanak tesztelésére monokromatikus
kék fénnyel vilagitottuk meg az arpandvényeket 15 “C-on. A fagyasztasi tesztek alapjan kideriilt,
hogy a kék fény 15 “C-on noveli az arpandvények fagyallosagat a kezelések ideje alatt, mig 5 °C-
on csOkkenti. A konduktanciatesztek azt igazoltdk, hogy a kombinalt tavolivoros +
monokromatikus kék fény kiegészités tovabb noveli az alacsony vords/tavolivorés aranyt
tartalmazo fehér fény hatasat a fagyallésagot 15 °C-on (7. abra), viszont 5 °C-on a
monokromatikus, 15 °C-on alkalmazott kék fényhez hasonléan csokkenti azt. Ha a fehér fényt
csak tavolivords fénnyel egészitjiik ki, akkor ez hatékonyabban védte meg a PSII fotoszintetikus
aktivitasat fagyasztas soran (8. abra A). Az Y(II) értéke is hasonl6 tendenciat mutatott az Fv/Fm
értekekhez (8. dbra C). A 15°C-on a kék fény kiegészités csokkentette az arpa levelek
fotoszintetikus aktivitasanak fagyasztds okozta csokkenését. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a kék fény kiegészités eldsegiti a kloroplasztisz- és a tilakoidmembranok integritasanak
megtartasat a fagyasztas alatt. Erre a legvaldsziniibb magyarazat az, hogy a kék a tdvolivoros
fényhez hasonloan szignalként szolgal a lipid metabolizmus befolyéasolasara.

8.2 A tavolivoros és kék fény kiegészités hatasa a lipidmetabolizmus néhany

»kulcsgénjének” az expressziojara

Korabbi ismeretek alapjan elmondhatjuk, hogy a lipid kettésréteg mozaik membran az
¢lélényekben érzékenyen reagdl a kornyezeti hatasokra, igy a hdémérséklet csokkenésére is
(Nicolson, 2014; Vereb és mtsai., 2003). Hideg hatasara a membran rigidebbé valik, mely

folyamat szélsGséges esetben a kettds membran felbomlasat okozhatja (Quinn, 1988). Ennek
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elkeriilése érdekében az ¢él6lény alkalmazkodik a hideg koriilményekhez: a sejtmembran
fluiditasanak novelésével elkeriili a fagy okozta membran sériiléseket. A mi esetlinkben
feltételezziik, hogy a fehér fény modulélasa tavolivords, illetve a kék fénnyel hasonld hideg
akklimatizaciés valtozasokat okoz, mint maga a hidegedz6dés. Ennek igazolasara
Osszehasonlitottuk mind a hideg, mind a modulalt fénykezelések soran néhany, a

lipidmetabolizmusban fontos kulcsgén expresszidjat.

Az MGD1 enzim az MGDG (nem alkot kettdsmembrant (NBL)) galaktolipid szintézisének
egyik meghataroz6 komponense. Az MGD1 szerepének fontossagat a ludfiiben 1étrehozott
mutécié bizonyitja. Az enzim aktivitdsdnak 75 %-os csokkenésének eredményeként a sejtek
MGDG tartalma 42%-kal csokkent, torpe novésiiek lettek a novények, a klorofilltartalom,
tovabba a kloroplasztiszok tilakoidtartalma csokkent, és a lamellak szerkezete lazabba valt (Jarvis
és mtsai., 2000). Mindezen feliil nem sikeriilt MGD1 nullmutanst megalkotni, mivel a mutacid

letalis ludfiitben (Awai és mtsai., 2001).

A DGDG galaktolipid (kettdsmembrant alkot (BL)) legfontosabb szintetizald enzimje a
DGD1, ennek pontmuticiéval valo inaktivalasa ludfiiben 90%-os csokkenést okozott a
szintézisben. A mutécio fenotipikus hatasa kifejez6dott az MGDG-nél mar leirtak formajaban,
valamint a fotoszintézis hatasfoka is csokkent ((Chen és Li, 1998{Dormann, 1995 #483; Hartel
és mtsai., 1997; Hartel és mtsai., 1998; Reifarth és mtsai., 1997)}.

A génexpresszio valtozasat eldszor a megemelt aranyt tavolivords megvilagitasnak kitett
15 és 5°C-on nevelt novényeken vizsgaltuk meg. A tavolivordssel kombinalt kék, valamint

monokromatikus kék fénnyel kezelt levélmintak eredményei még feldolgozas alatt allnak.

Korabban mar leirtdk, hogy a tavolivords fény az MGD2 mRNS és az enzim aktivitas
mértékét novelte etiolalt uborka sziklevél esetében, ami arra mutat ra, hogy a phyA fotoreceptor
szerepet jatszik a folyamat szabalyozasaban (Blaas és Humpf, 2013). A mi esetiinkben a
tavolivords megvilagitas tobbszordsére novelte a DGD1 expresszigjat 15°C-on fliggetleniil a
megvilagitas hosszatol. Ellentétben a fent idézet uborka kisérlettel, minimalis hatassal volt, és
csak az els napon, a MGD2 gén expresszidjara. Alacsony hémérsékleten (5 °C) a tavolivords
fény kevésbé hatott, s6t az egy napos kezelés még gétolta is e gének expresszidjat (9. abra).
Azonban, az MGDG és a DGDG mennyisége nem korrelalt az MGD2 és a DGD1 gének

kifejezddésével, mivel 6ssz mennyiségiiket nem befolyasolta a tavolivords fénykezelés (9. abra).

Az NC gén a ceramidaz enzimet kédolja, amely a ceramid hidrolizisét végzi. Erdekes
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modon az NC gén expresszioja a DGD1 expresszidjaval parallel valtozott (9. abra). Ez a valtozas
igazolja, hogy a ceramidok, mint jelatviteli lipidek fontos szerepet jatszhatnak a hidegakklimacio

crer

mar egyarant igazoltak (Markham és mtsai., 2013; Pata és mtsai., 2010; Sperling és Heinz, 2003).

A hidegakklimatizacié folyamén a membran degradacidja mérvadd lehet. Az alacsony
hémérséklet aktivalja ladfiiben a foszfolipaz-A-t és a foszfolipaz-D-t (Welti és mtsai., 2002). Azt
is leirtak, hogy rovid tava hideg kezelés hatasara a novény galaktolipid szubsztratokkal képes
aktivalni mindkét foszfolipazt (Buseman és mtsai., 2006; Narvaez-Vasquez és mtsai., 1999). A
novényi hidegakklimatizacio sikertelensége esetén csokkenhet a membran stabilitadsa, membran
fazid johet 1étre és végsO soron sejthalal is bekdvetkezhet (Cullis és de Kruijff, 1979; Welti és
mtsai., 2007). A kisérleteink soran a megemelt arany( tavolivoros kezelés atmenetileg
csokkentette a PLDa3 expresszidjat egy napnyi 5 “C-os kezelés utan (9. abra C). Azonban, ez a
pozitiv hatds egy hét elteltével elmult. Bar, a génexpresszié még mindig kisebb volt a 15 “C-on
tartott kontroll mintakhoz képest, de magasabb volt, mint a fehér fénnyel megvilagitott 5 “°C-on
tartott kontroll mintaké (9. abra D). Ez a jelenség arra utal, hogy az FR kiegészités ebben a

tekintetben ellentétesen hat a hidegkezeléshez viszonyitva.

A LOC relativ expresszigja (10. dbra A, C) a megemelt aranyu tavolivordos megvilagitas
szabalyozasa alatt allhat hémérsékletfiiggdé modon. 5°C-on a LOC mRNS expresszidja
lecsokkent a tavolivords kiegészitd fény alkalmazésa soran. Ebbdl levonhat6 az a kovetkeztetés,
hogy a megemelt aranyu tavolivordos megvilagitas hatdsara a ndvény lipidbont6é folyamatai

gatlédnak. Feltételezhetd, hogy e mddon a tavolivords fény hozzajarul a fagytiirés noveléséhez.
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8.3 A membran 6sszlipid tartalmanak valtozasa kiilonb6zo spektralis dsszetételii
megvilagitas hatasara

A monokromatikus kék fény, illetve a kombinalt tdvolivoros+kék fény alkalmazasa novelte
15 °C-on az arpalevelek fagyallosagat, azonban a konduktancia mérések szerint ezek 5 “C-on
valo alkalmazasa karos volt (7. abra). Emiatt a lipidomikai vizsgalatokat csak a 15 °C-on
alkalmazott monokromatikus kék fénykezelések esetében végeztik el. A tavolivorossel
kiegészitett fehér fényli megvilagitas hatdsdra megemelkedett a totél lipid mennyiség 15 és 5 °C-
on is, ugyanakkor lecsokkent kék fényli megvilagitas mellett (11. abra). Az MGDG mennyiségére
a fehér fény szinképének tavolivoros fénnyel valo kiegészitése nem volt hatassal. Abban az
esetben, ha rovidebb hullamhossza kék fényt is alkalmaztunk a fehér megvilagitas mellett, akkor
fiiggetlentiil a kornyezet homérsékletétél az MGDG (12. abra A, B, C és D) mennyisége
megemelkedett. A tavolivords fénykiegészités a DGDG mennyiségére nem volt hatassal 15 °C-
on. A monokromatikus kék megvilagitds szintén szignifikansan megemeli az MGDG
mennyiségét, mig a DGDG csaladét csokkenti 15 °C-on. A kétszikii ladfit modellnvény esetében
arr6l szamoltak be, hogyha csokken az MGDG/DGDG aranya, akkor az megndvekedett
szarazsag, illetve fagytlirést eredményezett (Degenkolbe és mtsai., 2012; Gigon és mtsai., 2004).
Azonban, egy masik publikacioban, ahol egysziki fufélék Lolium  multiflorum
(Olaszperje)xFestuca arundinacea (Nadképli csenkesz) keresztezésébdl szarmazd kiilonbozo
kromoszoma introgresszios vonalak szarazsagtiirését hasonlitottdk Ossze, a ludfiivon kapott
eredmény ellenkezdjét tapasztaltak. A szarazsag stressz hatasara megnovekedett MGDG tartalom
pozitivan Kkorrelalt a szarazsagtiiréssel (Perlikowski és mtsai., 2016). Eszerint ffélék
valoszintisithetd, hogy a tavolivords és a kek fénykiegeszités altal indukalt MGDG koncentracio
novekedés a kloroplasztisz membranban hozzéjarulhatott az éarpa levelek fagytlirésének

novekedéséhez.

A foszfolipid csalddok koziil az arpa levelek PG tartalma egy nap elteltével csokkent a
hidegkezelés hatasara, azonban ez a csokkenés nem tortént meg a tavolivords, illetve a kék
fénykiegészitéssel megvilagitott ndvények esetében (12. dbra G). Egy hetes hideg (5 °C) kezelés
utdn az Osszes minta esetében alacsonyabb volt a PG tartalom, mint a 15 “C-on nevelt mintakénal
(12. abra H). A PG a kloroplasztiszban el6forduléd egyetlen foszfolipid (7-10% (Joyard és mtsai.,
1998)), a tilakoid membran szerkezetének és milkodésének fenntartasaban nélkiilozhetetlen

(Hagio és mtsai., 2000). A mitokondrium belsé membranjaban a PG a kardiolipin szintézisének
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prekurzora, a kloroplasztisz kiils boritd6 membranjadban pedig részt vesz a genomban kodolt
fehérjék kloroplasztiszba torténd transzportjaban (van't Hof és mtsai., 1993). A PG bioszintézise
soran képz6dé PA intermedier felhasznalodhat glikolipidek, MGDG, DGDG és SQDG
szintézis€¢hez is. A PG-t szintetizadl6 enzimek hianya elsé sorban a tilakoid membran és a
kloroplasztisz felépitésében mutatkozik meg (Sheng és mitsai., 2018). A ndovények mérete,
valamint fotoszintetikus aktivitasuk lecsokkent, mig a tilakoidok rendezetlensége megemelkedett
(Babiychuk és mtsai., 2003). Feltételezziik, hogy a fénykezelések altal indukalt tranziensen
magasabb PG tartalom (12. dbra G) eldsegithette a tilakoid membran megfelelé miikodését 5 °C-
on. Ezzel a feltevéssel Osszecseng, hogy a kiilonb6z6 fénykezelések hatasara a Y(II) és az Fu/Fm

teljesitménye magasabb volt a fagyasztas utan (8. abra).

A PS szerepet jatszhat a so stressz valaszokban, a sejthalalban, az aszimmetrikus kapcsolatok
kialakitdsaban a plazmamembranban, valamint az éhezésben (Manoharan és mtsai., 2000;
Mansour és mtsai., 2015). Erdekes megemliteni, hogy a tavolivords, illetve a kék fénykezelések
hatdsdra a PS tartalom ellentétesen valtozott. A tavolivords fény hatdsara a mennyisége a
kornyezet hdmérsékletétdl fliggetleniil egy napos kezelés hatdsara tranziensen emelkedett, mig a
kék fénykezelések hatdsara csokkent (12. 4bra). Nagy valosziniséggel ezek a valtozasok

fiiggetlenek a hidegakklimacios folyamatoktol.

A membranok integritdsa szempontjabol sokkal fontosabbnak tlinnek azok a valtozasok,
melyek a PC és a PE tartalmat érintették. Korabbi kutatdsok alapjan ismert, hogy a rozs, a ludfi
¢és abuza levelek PC és PE 6sszmennyisége megn6tt a hidegakklimatizacioé soran (Bohn és mtsai.,
2005; Uemura és mtsai., 1995a; Uemura és Steponkus, 1994). Esetiinkben a PC mennyisége
hémeérséklettdl fliggetleniil szignifikansan emelkedett kék fénykezelés hatdsara, mig a
tavolivords fény nem hatott rd (12. abra). A PC-nek koztudottan jelentds szerepe van a
kettdésmembran kialakuldsa soran és annak integritasanak fenntartasaban (Govindjee és mtsai.,
2009). Valoszinl tehat, hogy mennyiségének novekedése jelentésen hozzajarul ahhoz, hogy a
kék fény hatékonyan ndveli a fagytlirést. Hasonléan a PC -hez a PE tartalmat a tavolivords
fénykezelés nem befolyasolta szignifikansan. Ellenben véltozott a kék fénykezelések hatasara,
mennyisége csokkent (12. dbra). Mivel a PE elleneben a PC-vel nem kettésmembran alkotd

foszfolipid (Govindjee és mtsai., 2009) ez a valtozas is hozzajarulhat a fagytlirés noveléséhez.

Ismeretes, hogy a PA a foszfolipazok és/vagy lipid-kindzok segitségével képzddik. Sok

tanulmany a PA-t, mint kulcsfontossagli jelzOmolekulat emliti a ndvényi s6 stressz soran
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(Ruelland és mtsai., 2014; Yu és mtsai., 2010). Az Eutrema salsugineum-ban a PA szint
magasabb volt. Ez a n6vény hidegtiir6 akar csak a ,,Nure”, bar eltér a fagyallosag mértéke (Zhang
és mtsai., 2013). Kisérleteink soran a hozzaadott tavolivords kezelés hatasara a PA szint nem
valtozott, viszont a tavolivords fényhez hozzaadott kék fény és a monokromatikus kék hatasara
lecsokkent. Ez a tendencia fliggetlen volt a hokezeléstl (12. dbra). A PA szinteket 5 °C-on
megemelte a hozzaadott tavolivords kezelés egy nap utan. Ezek az eredmények arra utalhatnak,
hogy a hozzaadott tavolivords megvilagitas szignaltranszdukcios utat indukalhat, ezéltal novelve
az 5 °C-on nevelt novény életképességét. A PA mennyisége hasonldan tobb lipid csaladhoz
jelentésen valtozott a kezelések hatasara, mely Osszefiigghet azzal, hogy fontos prekurzora

alapkdve a lipidek szintézisének.

8.3.1 A Kloroplaszt tilakoid membran MGDG/DGDG aranyanak valtozasa kiilonb6z6
spektralis 0sszetételli megvilagitas hatasara

Az MGDG nem kettésmembran alkotdé (NBL), mig a DGDG kettésmembran alkoto (BL)
lipid. Ezen lipidek aranyanak csokkenését figyelték meg alacsony homérsékleten nevelt
novények esetében (Li és Yu, 2018; Moellering és mtsai., 2010; Welti és mtsai., 2002). A NBL
¢s a BL képzo6 lipidek ardnya meghatidrozé a fehérjék sejten beliili szallitdsa, a membranba
agyazodasa és a konformacidja szempontjabol (Bogdanov és Dowhan, 1999; Gounaris és Barber,
1983; Kuster és mtsai., 1994). Korabbi kutatasok kimutattak, hogy az arpa kloroplaszt
membranok teljes lipid-Osszetételének a legnagyobb hanyadat az MGDG és a DGDG adja (Liu,
2011). Ismert, hogy a homérséklet valtozasa befolyasolja a tilakoid membran lipid-osszetételét
annak érdekében, hogy az elektrontranszportlanc megfeleld energiaellatast tudjon biztositani a
novény szamara (Gombos és mtsai., 1994; Kovacs és mtsai., 2019). A hideg kezelések soran az
MGDG/DGDG arany csokkenése és az alacsony homeérséklet altal kivaltott PG szintjének
valtozasa altalaban felfedezhetd, de a novényfajtol fiiggden eltérd lehet (Kenchanmane Raju és
mtsai., 2018; Skupien és mtsai., 2017; Zheng és mtsai., 2016). Kisérleti eredményeink szerint a
fénykezelésre a DGDG/MGDG (3. tablazat) arany csokkent, ennek pedig nem volt negativ hatasa
az arpa levelek membran stabilitasara (7. abra). A kék fény megvilagitas erételjesebben
csokkentette ezt az ardnyt mint a tdvolivords kiegészités €s ez a valtozas valosziniileg lényegesen
hozzajarulhatott a fagyteszt utan a kontrollénal jobb fotoszintézis hatékonysaghoz (8. abra). Ezt
a feltételezéslinket alatdmasztja, egy a ludfiiben etilén kezeléssel eldidézett, levél-o6regedési

modellkisérlet eredménye. A kisérletbdl azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a kloroplasztiszok
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magasabb MGDG tartalma meghatarozé a fotoszintetikus aktivitas fenntartasahoz (Jia és Li,
2015).

8.3.2 A membrant alkot6 foszfolipidek valtozasa kiilonboz spektralis dsszetételll
megvilagitas hatasara

A foszfolipidek a toltottségiik miatt nélkiilozhetetlenek a membréanok felépitésében, ugyan
akkor foszfat raktar funkciot is betoltenek (Andersson és mtsai., 2003; Benning, 1998; Dormann
¢és Benning, 2002; Essigmann és mtsai., 1998; Jouhet és mtsai., 2003; Kelly és mtsai., 2003).
Korabbi eredményeink alapjan a PL-k a legfontosabb alkotoelemek, legalabbis jelmolekulakként,
ezen egyediilalld fénymindséggel szabalyozott akklimatizacios folyamat soran (Gierczik és
mtsai., 2017). A PL mennyisége kis mértékben megemelkedett megemelt aranyu tavolivords
megvilagitas hatasara (9. abra), ami utalhat a szabad szterinek mennyiségének emelkedésére, ez

pedig javithatja a hidegtiirést (Uemura és mtsai., 1995Db).

8.3.3 A plazma membran PC/PE aranyanak valtozasa kiilonb6z6 spektralis sszetételi
megvilagitas hatisara

Erdemes szem el6tt tartanunk, hogy a kisérlet soran a novények csak egy el6edzési allapotot
képesek elérni, mivel ahhoz, hogy a teljes hideg akklimatizacid kialakuljon, 3-5 hét
hidegkezelésre lenne sziikség (Bohn és misai.,, 2005). A PC/PE arany nem valtozott
szignifikdnsan a tavolivords fény kezelés hatdséara, ellenben a kék fény onmagaban vagy a
tavolivords fénykiegészitéssel kombindlva szignifikansan csokkentette a PE mennyiségét,
ugyanakkor novelte a PC tartalmat és egyuttal ennek aranyat (12. abra., 4. tiblazat). A PC
ellentétben a PE-vel a kettésmembrant alkotd lipidek csoportjaban tartozik, és rdadéasul az
egyszikll ndvények esetében a legnagyobb mennyiségben talalhatd membran lipid alkoto
(Umeura és Steponkus 1994). Valoszinti, hogy a PC/PE arany megndvelése az egyik oka annak,
hogy a kék fénykiegészités hatékonyan noveli az arpandvények fagytiirését (Takahashi és mtsai.,
2016).

8.3.4. A membran lipidek DBI-ének valtozasa kiilonb6z6 spektralis Osszetételi megvilagitas

hatasara

Tobbszorosen megerdsitették, hogy a zsirsavak fejcsoportjahoz kapcsoldédo acil lancoknak

telitettlensége dontd szerepet jatszik a hidegakklimatizacio kifejlédésében a membran
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fluiditasanak modulalasaval (Falcone és mtsai., 2004). Ennek a jelenségnek a leirasara
alkalmazhatjuk a DBI-t, melynek magasabb értéke fluidabb membran szerkezetre utal. Az 6ssz
DBI alapjan elmondhatjuk, hogy mig a megemelt aranyu tavolivords fénykezelés nem
befolyasolta ezt a paramétert, addig a tavolivorés fényhez hozzaadott kék fény és a
monokromatikus kék fény igen (10. tablazat). A lipidek 0ssz kettdskotés mennyiségének az

indexe megemelkedett a kiegészit fények alkalmazasa soran (10. tablazat).

Részletes elemzés azonban kideritette, hogy a megemelt aranyt tavolivords fény hatasara a
DGDG (12. tablazat), az MGDG (11. tablazat), a PE (14. tdblazat) és a PC DBI (13. tablazat)
értékeiben valtozas ment végbe. Ezek a lipid csaladok képviseltetik magukat a legnagyobb
mértékben a membran dinamikajanak szabalyozasaban (Harwood és Jones, 1989). Amig 15 °C-
os megemelt ardnyu tavolivords kezelés hatasara a DGDG DBI (12. tablazat) csokkent, addig az
MGDG DBI (11. tablazat) megemelkedett, ami 5 “C-on is felfedezhetd, ugyanakkor a PC DBI
(13. tablazat) és a PE DBI (14. tdblazat) nem valtozott ellentétesen. Ehhez képest a tdvolivords +
kék, valamint a monokromatikus kék kezelések a DGDG DBI mennyiségét megemelték 15 °C-
on egy nap utan, viszont csokkentették a tizedik napra. Azonban 5 °C-on a tavolivords fényhez
hozzéaadott kék fény hatasara a DGDG DBI mennyisége megemelkedik (12. tablazat), tovabba

ezzel parhuzamosan az MGDG DBI mennyisége minden esetben magasabb volt (11. tablazat).

Kisérleteink sordn bebizonyosodott, hogy a kék fény hatdsira megemelkedett a PG DBI
érteke (15. tablazat). Korabbi eredmények szerint a membran lipidek telitetlenségének novelése
megndvelte az alacsony hdmérsékletli fotoinhibiciéval szembeni toleranciat transzformalt
cianobaktériumokban (Gombos és mtsai., 1994). Hasonld emelkedést tapasztalhattunk a vizsgalt
Oszi arpa levelek lipid tartalmaban a kiegészitd fények alkalmazasa soran. Murata és munkatérsai
kimutattak, hogy magasabb rendli n6vényekben a PG-molekulak zsirsavlancainak telitetlensége
befolyasolja a novény hidegérzékenységét (Gombos és mtsai., 1994; Murata és mtsai., 1982). A
telitetlen PG jelentdségét az alacsony hdmérsékletii fotoinhibicio elleni védelemben més szerzok

is megerdsitették (Ariizumi és mtsai., 2002; Moon és mtsai., 1995).

8.3.4 A membrant alkot6 lipid fajtak valtozasa kiilonb6zo spektralis dsszetételii megvilagitas
hatasara

A szénlancok hossza ¢€s telitetlensége szerinti felosztas alapjan az MGDG (13. abra) esetében
fénykezelésre adott valasznak tekinthetjiik a 36:6, 36:4 és 36:5 csoportok mennyiségének
csokkenését, 15°C-on pedig a 34:1 és a 34:3 csoportok azok, melyek mennyisége
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megemelkedett tavolivords fényhez hozzaadott kék fénykezelés hatasara.

DGDG (14. abra) esetében a 36:6 és 36:2 csoportok mutatnak homérséklettdl fiiggetlen
emelkedést, mig a 38:6 ellentétesen reagal a hozzaadott tavolivords megvilagitas és a tdvolivoros
fényhez hozzaadott kék fénykezelésre. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a kék fényl
megvilagitas mellett a tilakoid membran lipidjeinek szaturaltsagi szintje megemelkedett, de ez

nem altalanosan kovetkezett be.

A PE (15. 4bra) csalad zsirsav lancai koziil a 34:3 és a 36:4 melyek a fénykezelés mellett
valtoztak. A 36:6 minden esetben megemelkedett, mig a 34:3 15 °C-on lecsokkent, de 5 °C-on
megemelt aranya tavolivorés megvilagitas hatasara megemelkedett, viszont tavolivorossel

kombinalt kék fény hatdsara lecsokkent.

A PC lipid csalad zsirsav lancai koziil a 36:6 minden esetben megemelkedik, mig a 36:4
15°C-on lecsokken, de 5°C-on a megemelt ardnyll tavolivorés megvilagitas mellett
megemelkedett, viszont tavolivordssel kombinalt kék fény hatasara lecsokkent. Ugyanakkor

jelenleg nem ismert a pontos funkciojuk ezeknek a fajtaknak.

Az eredményeink alapjan a kiilonb6zd spektrumi hozzaadott fény- és hdmérsékletkezelés
hatasara jellemzben a legnagyobb mennyiségben eléforduld lipid fajta mennyisége emelkedett
meg a lipid csaladokban. Ezek a valtozasok szerint nem csak a kloroplasztisz, de a tilakoid

membranszerkezete, fluiditasa is megvaltozott.

A lipidcsaladok telitetlenségének eloszlasa is meghatarozhaté a rendelkezésre allo
adatokbol. Ezek alapjan lathatjuk, hogy melyek azok a jellemzd valtozasok, amelyek végbe

mennek a kettos kotések szamanak eloszlasaban a kiillonb6z6 zsirsav lancokban.

8.3.5 A tilakoidmembrant alkoto lipidlancok lanchossz és kettds kotés szam szerinti sszesége

A 18. és 19. tablazatban lathato eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a megemelt
aranyt tavolivords fény, valamint ennek kiegészitése monokromatikus kék fénnyel, de
onmagaban a kék fény is megemelte egyes lipidlancok 6sszmennyiségét (34:3, 34:2, 36:6, 36:5,
36:4, 36:3, 38:6 ¢s 38:4). A felsorolt lipidlancokat felbonthatjuk 18:0 és 16:0 hosszisaguakra,
melyek 0-3 kozotti kettés kotés szammal rendelkezhetnek egy lancon belill. Az altalunk
alkalmazott LC-MS technika hasznalatakor nem hataroztuk meg sem a lancok elhelyezkedését,

sem azok egyedi hosszat. Ugyanakkor ismerjiik azok 0ssz hosszat és mind a két lancban
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megtalalhatd kettds kotések szamat. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy tobbségében a kisebb
lanchosszu, illetve a tobb kettdskdtést tartalmazo lipidfajtdk mennyisége nott a kezelés hatasara,
emiatt a hosszu (38) szénlanct frakcio aranya csokkent. Ez Osszecseng azzal a nézettel, mely
szerint a lipidlancok hosszanak csokkenése a hidegedz6dés soran fagy esetén hozzajarul a
membran integritasanak megdérzéséhez (Rawat és mtsai., 2021). Ebbdl kiindulva feltételezhetjiik,
hogy a megvilagitasra hasznalt kiegészitd fények eldsegitették a ndvények pre-hardening
folyamatait a tilakoid membranban. Ezaltal tamogatva a fotoszintetikus membran

alkalmazkodasat az elkovetkezo fagyos idészakhoz.

8.3.6 A membrant alkot6 lipidek zsirsavlancai kettdskotés-tartalmanak valtozasa kiilonbozo
spektralis Osszetételli megvilagitas hatasara

A PC acillancok DB (13. tablazat) eredményeinek vizsgalata soran lathatjuk, hogy a
megemelt arany tavolivoros megvilagitas mellett az 6t €s kettd kettdskotéssel rendelkezd lancok
mennyisége csokkent 15 “C-on, viszont 5 °C-on elsésorban a harom és a kett6 kettGskotéssel
rendelkezoké csokkent. A tavolivorossel kombinalt kék fény és a monokromatikus kék kezelés
hatasara ugyanezek az értékek megemelkedtek. A tavolivords és kék, valamint monokromatikus
kék megvilagitas is hatast gyakorolt a PC és a PE lipidek alcsalddjainak kettds kotéseinek
szamara. A kettds kotések szdmanak novekedésével szinte bizonyos, hogy a membran fluiditdsa
1s megvaltozott, ami 6sszecseng a hideg elleni védekezés folyamataval. A nagyobb kettéskotési
szammal rendelkezd lancok mennyisége megemelkedett a hidegkezelés hatasara kiegészitd
tavolivorés megvilagitas mellett, ett6l erdteljesebb emelkedést tapasztalhatunk tavolivorossel
kombinalt kék fény hatasara. Ugyanezt a valtozast okozta a monokromatikus kék fény
megvilagitas 15 °C-on is (16. tablazat). Korabban leirtak, hogy a lipidlancok telitetlenségének a
novekedése a PE esetében Osszefiiggésben all a gabonafélék és a ludfli hidegakklimatizacioval
(Alberdi és mtsai., 1993; Lichtenthaler, 1987; Uemura és mtsai., 1995b; Zuniga G. E. és mtsai.,
1990). A fagyallo ,,Onice ” 6szi arpa joval magasabb foleg telitetlen szabadzsirsav-tartalommal

rendelkezik, mint a ,,Gitane ” fagyérzékeny arpa (Murelli és mtsai., 1995).

Bhon és munkatarsai (2005) azt javasoltak, hogy a PE csaldd lipidfajtaiban a hideg hatdsara
bekovetkezd valtozasokat gabonafélékben diagnosztikai markerként alkalmazhatjuk a fagytiird
képeség elorejelzésére (Bohn és mtsai., 2005). Eredményeink 6sszecsengenek ezzel az allitassal.
Valamint feltételezziik, hogy a megemelt aranyu tavolivords, a tavolivordssel kombinalt kék fény

€s a monokromatikus kék a PE fajtak valtoztatasaval mar 15 “C-on megemelte a ,, Nure” fagytiird
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Oszi arpa hidegakklimatizacios szintjét (15. abra).

8.3.7 A levélben talalhat6 lipidek lizoltartalmanak valtozasa kiilonbozd spektralis 6sszetételil
megvilagitas hatasara

A lipidek lebontési és felépitési folyamatai soran lizolszarmazékok is keletkeznek. Ezek
mennyisége az izolalasi folyamat sordn bekdvetkezd oxidalodas alkalméval is megemelkedhet,
de a membran sériilését is mutathatja a hideg kezelés hatasara. Hideg vagy fagystressz soran a
membran lipid Osszetételében valtozasok kovetkeznek be, mely befolyasolja a jelatvitelben
szerepet jatszo lipidek képzddését. A sejt receptorai a lipidmolekuldkat fejcsoportjaik alapjan
ismerik fel (Sheng és mtsai., 2015). Korabbi eredmények szerint a hideg kezelés hatasara a LPC
¢s a LPE megemelkedett l0dfii esetében (Welti és mtsai., 2002). Kisérleteink alapjan a megemelt
aranyu tavolivoros kezelés hatdsara az LPC mennyisége 15 °C-on nem valtozott, mig a kék
fénykezelések hatdsidra 10 nap elteltével szignifikansan csokkent. Alacsony hémérsékleten a
fénykezeléseknek nem volt szignifikans hatasa az LPC tartalomra (20. tablazat). Az LPE
mennyisége hasonléan az LPC esetében tapasztaltakhoz megemelt aranya tavolivords
fénymegvilagitds hatasara nem valtozott 1ényegesen. A kombindlt tavolivords és kék fény

kiegészités hatasara azonban szignifikansan csokkent (21. tablazat).

Ezek az eredmények utalhatnak arra, hogy az altalunk alkalmazott kék fénykezelés lipid
atalakulasokat indukalt, melynek hatasara a lizolszarmazékok beépiilnek a membranba, ezzel

novelve azok stresszel szembeni ellenallo képességét.

8.3.8 A levél HexCer tartalmanak valtozasa kiilonbozo spektralis 0sszetételli megvilagitas
hatasara

A HexCer lipidcsaladrol ismert, hogy részt vehet a kiilonféle stresszfolyamatokban és a
sejthalal szabalyozasaban, valamint az abszcizinsav jelatvitel szabalyzasaban is (Jarillo és mtsai.,
1993; Thompson és mtsai., 2010). Eredményeink szerint a megemelt aranyu tavolivoros kezelés
hatasara a (42:2)-3 fajta mennyisége megemelkedett 5 °C-on hét nap utan, ami arra utalhat, hogy
a megemelt aranyt tavolivords fény szabalyozhatja ennek a csoportnak a bioszintézisét (18. dbra
D). A tavolivorossel kombinalt kék fény €s a monokromatikus kék fény hatdsara lecsokkent a
(38:1)-3, a (40:1)-3, a (42:2)-3 és a (42:1)-3 lipidfajtak mennyisége (18. abra). Ezeket a
valtozasokat hidegakklimatizacios folyamatoknak tekinthetjiikk, melyet a megemelt aranyu

tavolivords, a tavolivords fényhez hozzaadott kék fény és a monokromatikus kék fénykezelések
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valtanak ki. Abban az esetben, ha tavolivords fényhez hozzaadott kék fény és a monokromatikus
kék fénykezelést alkalmaztunk, akkor a bemutatott lipid fajtak mennyisége minden esetben
csokkent (18. abra).

Az eddigi eredmények ramutatnak arra a tényre, hogy a fehér fényli megvilagitas soran a
voros/tavolivords arany csokkenése vagy a kék fény hozzaadasa (Imai és misai., 2021a)
hozzajarul a pre-hardening kialakuldsaban 6szi arpaban az altal, hogy a membran fluiditasat
megemeli (telitettlenség novelése a lipidoldallancokban, DGDG/MGDG arany valtozas), a
tilakoid membrant alkot6 lipidek oldallancai lerdvidiilnek, a jelmolekulaként szolgéald lipidek
(PA, PS, HexCer) mennyisége megemelkedik, valamint a lipid ldncok eldallitdsdban és
atalakitasaban résztvevd szintaz és foszfolipaz gének atirddasanak mértéke megemelkedik

(MGDI, NC, LOC, PLDa-1). .
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9 OSSZEFOGLALAS

A novények genetikailag meghatarozott fagytirésének kialakulasdhoz egy hossza
akklimatizacios folyamat szilikséges (hidegedzddés), melyet dontden a kiils6 hémérséklet és a
fényviszonyok hataroznak meg. A kisérleteink elkezdésekor az mar ismert volt, hogy ha az
arpandvények megvilagitasara hasznalt fehér fényt tavolivords fénnyel egészitik ki, akkor az
noveli a novények fagyallosagat még viszonylag magas hémérsékleten is (15 °C). Arrdl is volt
mar informacio, hogy a kék fény is pozitivan befolyasolja a fagyallosagot. Azonban arrol még
nem voltak k6zolt eredmények, hogy milyen metabolikus folyamatok vezetnek a modulalt
szinkép hatasara bekovetkezé fagytiirés noveléséhez. E jelenség felderitése érdekében
novényneveld kamrakban moduldlt spektrumi LED megvildgitds mellett kiilonb6zo
hémérsékleteken (15 és 5 °C) fiatal ,Nure” Oszi arpandvényeket neveltiink és ezt kdvetéen
végeztik el a fagyteszteket. Tanulmanyoztuk a kezelt novények leveleinek vezetOképességét,
valamint néhany fotoszintetikus paraméterét €s lipidosszetételét.

A novények hideghez torténé alkalmazkodasa soran dinamikusan valtozik sejtjeik
lipidmembranjainak Osszetétele. Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy a fehér fény
tavolivordssel és kék fénnyel kombinalt kiegészitése miként befolyasolja az arpa levelek
memranlipid-sszetételét kiilonb6zé homérsékleteken. Ezen a kérdéskoron belill elsésorban az
arpa levelek lipidbioszintézisben résztvevé fobb gének expresszios mintazatat, lipid-sszetételét
¢s a lipidek zsirsavlancainak kettds kotés tartalmat vizsgaltuk.

Megfigyeléseinket a 19. abran foglaltuk dssze.
Eredményeink alapjan a kdvetkez0 megallapitasokat vonhatjuk le:

1 A fagytiirés meghatdrozdasara alkalmazott vezetéképességen alapulé modszer és a klorofill
fluoreszencia vizsgalatok alapjan elmondhatjuk, hogy a hozzdadott tavolivords és kék fény
noveli az arpa fagytiiré képeségét. A kék fénykiegészités 15 °C-on eldsegiti a kloroplasztisz
és a tilakoidmembranok egységének megorzését. A lipid metabolizmust képes befolyésolni
a kék és a tavolivords fény, mely szignalként szolgal.

2 A tavolivoros fény hatast gyakorol a lipid metabolizmus néhany meghatarozo génjének az
expressziojara. Esetiinkben a tavolivordos megvilagitds tobbszordsére novelte a DGD1
expressziojat 15 °C-on, fiiggetleniill a megvilagitds hosszatol. Alacsony homérsékleten
(5 °C) a tavolivords fény kevésbé hatott, s6t az egy napos kezelés még gatolta is e gének
expressziojat. Azonban, az MGDG ¢és a DGDG mennyisége nem korrelalt az MGD2 és a

DGD1 gének kifejezddésével, mivel 6sszmennyiségiiket nem befolyasolta a tavolivords
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fénykezelés.

Az NC gén expresszioja a DGD1 expresszidjaval parallel valtozott. Ez a véaltozas igazolja,
hogy a ceramidok, mint jelatviteli lipidek fontos szerepet jatszhatnak a hidegakklimacid

A megemelt aranyu tavolivords kezelés atmenetileg csokkentette a PLDo3 expressziojat
egy napnyi 5 °C-os kezelés utan. Azonban ez a pozitiv hatas egy hét elteltével elmult. Bar, a
génexpresszid még mindig kisebb volt a 15 °C-on tartott kontroll mintdkhoz képest, de
magasabb volt, mint a fehér fénnyel megvilagitott 5 °C-on nevelt kontroll mintaké. Ez a
jelenség arra utal, hogy a tavolivords kiegészités ebben a tekintetben ellentétesen hat a
hidegkezeléshez viszonyitva.

A LOC relativ expresszidja a megemelt aranya tavolivords megvilagitds szabalyozéasa
alatt 4llhat hdmérsékletfiiggd modon, mivel 5 °C-on a LOC mRNS expresszidja lecsokkent
a tavolivords kiegészitd fény alkalmazéasa soran. Ebbdl levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy
a megemelt ardnyu tavolivordos megvilagitds hatdsdra a novény lipidbontd folyamatai
gatlédnak. Feltételezhetd, hogy e moddon a tavolivords fény hozzdjarul a fagytiirés
noveléséhez.

3 A, Nure” 0Oszi arpa levél membranjainak 6sszlipid tartalma valtozik kiilonbozo spektralis
osszetetelii megvilagitas hatasara. Valoszintsithetd, hogy a tavolivords fény €s a kék fény
kiegészités altal okozott MGDG koncentracié novekedés a kloroplasztisz membranban
hozzéjarulhatott az arpa levelek fagytiirésének novekedéséhez.

Feltételezziik, hogy a fénykezelések altal kivaltott atmenetileg magasabb PG-tartalom
elosegithette a tilakoidmembran megfeleld miikodését 5 °C-on.

Esetiinkben a PC mennyisége homérséklettdl fliggetleniil szignifikansan emelkedett kék
fénykezelés hatasara, mig a tavolivords fény nem hatott ra.

Kisérleteink soran a hozzaadott tavolivoros kezelés hatasara a PA szint nem valtozott,
viszont a tavolivordssel kombinalt kék fény €s a monokromatikus kék hatdsara lecsokkent.
Ez a tendencia fiiggetlen volt a hokezeléstél. A PA mennyisége a tobbi lipid csaladhoz
hasonldan jelentésen valtozott a kezelések hatasara, mely Osszefiigghet azzal, hogy a PA a
lipidszintézis egyik legfontosabb prekurzora.

4 A kiilonbozo spektralis osszetételii megvilagitas hatast gyakorol a membran DGDG/MGDG
aranyara. Kisérleti eredményeink szerint a fénykezelésre a DGDG/MGDG arany csokkent,
ennek pedig nem volt negativ hatdsa az arpa levelek membran stabilitdsara. A kék fény

megyvilagitas erdteljesebben csokkentette ezt az ardnyt, mint a tavolivords kiegészités és ez

82



Osszefoglalas

a valtozas lényegesen hozzajarulhatott a fagytlirés novekedéséhez.

5 A sejtmembrant alkoto foszfolipidek mennyisége kiilonbozé spektralis  dsszetételii
megvilagitas hatasara valtozik. A foszfolipidek mennyisége kis mértékben megemelkedett
a nagyobb ardnyu tavolivorés megvilagitas hatdsara, ami utalhat a szabad szterinek
mennyiségének emelkedésére, ez pedig javithatja a hidegtiirést. 4 tdvoli voros kiegészités
alkalmazasa soran mind a PC, mind a PE mennyisége megemelkedik, de PC/PE arany nem
valtozik. Ugyanakkor a tavolivéréssel kombinalt kék fénykezelés hatasara a PC és a PE
mennyisége ellentétes iranyba valtozik, a PC/PE arany novekedését eredményezve. EZ a
valtozés nagy valdszinliséggel az egyik 1ényeges oka annak, hogy a kék fény hozzaadva a
fehér + tavolivords fény kombinacidhoz, tovabb noveli a fagyallosdgot. A PC koztudottan
alkotd eleme a kettés-lipidmembrannak, mig a PE nem. A PC/PE arany ndvekedése
stabilizalhatja a membrant stressz koriilmények kozott.

6 A membrant alkoto lipidek zsirsavlancainak kettéskotés-tartalmara is hatast gyakorol a
kiilonbozo spektralis Osszetételti megvilagitas. Korabbi megallapitasok szerint a PE lipid
csalad telitettlenségének valtozadsa egylitt jar a gabonak fagytiré képeségének
emelkedésével. Eredményeink Osszecsengenek ezzel az éllitdssal. Valamint a megemelt
aranyu tavolivords, a tavolivorossel kombinalt kék és a monokromatikus kék fény a PE
fajtak valtoztatasaval mar 15 °C-on megemelte a , Nure” fagytiré 06szi arpa
hidegakklimatizacios szintjét. A kettoskotések szamanak névekedése kovetkeztében
természetesen a membranlipidek kettds kotés indexének értéke is nott a kiilonbozo spektralis
osszetételii megvilagitas hatdsdara. Mar 15 °C-on is megemelkedett a vizsgalt dszi arpa
levelek 0ssz kettés kotés indexe hozzaadott fény kiegészités hatasara.

Kiemelend6 a PG kettds kotés indexének emelkedése, kék fény hatasara, mely eldsegitheti
a tilakoid membranban helyet foglald fotoszintetikus elektrontranszportlancot alkotd
fehérjekomplexek kiegyensulyozott miikodését.

7 Bizonyos esetekben a membrant alkoto lipid fajtak valtozasa kévetkezik be, valamint a
rovidebb lipidlancok mennyisége és azok telitetlensége megné kiilonbozo spektralis
osszetételii megvildagitas hatdsara. Az eredményeink alapjan a kiilonb6z6 szinképli
hozzaadott fény-és hdmérsékletkezelés hatasara jellemzden a legnagyobb mennyiségben
eléfordulo lipid fajtak szintje emelkedett meg a lipid csaladokban, mint a 36:6, 36:5, 36:4,
36:2, 34:3 ¢és 34:1. Ezek a valtozasok eldsegitik a kloroplasztisz lipidmembranok
fluiditasanak novelését.

8.4 kék monokromatikus megvilagitas, illetve a tavolivoros fénykezeléssel kombinalt kék
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fénykiegészités hatdisara a vizsgalt levelek lizol tartalma csékken. Ez az alkalmazott
fénykezelés altal indukalt Osszlipid mennyiség megemelkedésével, valamint az atépitd
folyamatok serkentésével magyarazhato.

9.4 levelek HexCer tartalmanak valtozasa figyelheto meg kiilonbozé spektralis osszetételii

megvilagitas mellett. Egyes HexCer fajtak jelentésen megemelkedtek a fehér fényt
kiegészitd tavolivords fény alkalmazasa soran. Ezeknek a csoportoknak szerepiik lehet a
jelatvitelben.
A fent leirt eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a fénydsszetétel altal indukalt fagytolerancia
fontos része az eléedzési folyamatoknak. Osszeségében elmondhatd, hogy a hideg kezelés 4ltal
indukalt lipidom valtozasa jol korreldl a hidegakklimatizaciéval és a megvilagitids Osszetétele
hatast gyakorol a fagy tolerancia kialakuldsara. Az eredményeinket a kdvetkezd sematikus

modellben foglalhatjuk 6ssze (9. abra).

A WLFR hatisa A WLFR+410 A 410 hatisa A WLFR A WLFR+410
15 °C -on hatasa 15°C-on 15°C-on hatdsa 5°C-on hatdsa 5°C-on

:/ PHYB\\,; crr ¥ cry2t
PrivA — GBF14
CBF14% ——— COR génekf

GDSL- kété lipazok és foszfolidzok 1

mGp1t PLDait MGDIt PLDalt
/\ 1. nap 1. nap 1. nap 1. nap 1. nap
+ MGDG, PCDB, DGDI, NC,
MGDG, 7V
N PS,PE,NC, MGDG DBL ! g AD3, PC, PC DB,
LLO2, AD3, HEK, PC, PC DGDG, PLDal, GC, MGDG, PG,
+ DGDI, HK DB, PI 1\10[;3{ DBL o he,
+ 10. nap 10. nap 10. nap Z.nap 7. nap
+ PC DB, DGDI, NC,
" PS, PLPE, MGDG, MGDG, AD3, PC, PC DB,
PC, HexCer MGDG DBL MGDG DBI, PLDal, PS, HK
HE.PCDB HEK HexCer
. 1. nap 1. nap 1. nap 1 nap 1. nap
B GC, PG, LPE, PS PS LPE PLDa3, PA, HexCer,
. LPE, PS, LPC, PG, DGDG, g :
_ DGDG/MGDG PA, HexCer Do 1203, LOC PL PE, LPE
- 10. nap 10. nap 10. nap 7.nap 7. nap
- DGDG, PC, PS, HexCer. PA,
_ GC, PCIPE, LPC, LPE, DGDG, PLDa3 HexCer,
v DGDG/MGDG PA, HexCer DGDG DBI LPC, LPE

* *: e & e X

9. abra A hidegkezelés ¢és a kiilonbdzé megvilagitasok hatasanak Osszesitése. A mintakat megvilagitottuk
tavolivorossel kiegészitett fehér fénnyel (WLFR), kombinalt tavolivordés + kék fénnyel (WLFR+410), valamint
monokromatikus kék fénnyel (410 nm). A fénykezelés mellett két fajta nevelési hémérsékletet (5 és 15 °C)
alkalmaztunk. A mintakat a kezelés els6 (1. nap) és utolsé napjan vettiik le, amely a 15 °C esetében tiz nap (10. nap)
volt, mig az 5 °C esetében hét (7. nap). A levélmintakat minden esetben a harmadik levél szint k6zéps6 részébdl
metszettiik ki. Az eredményeket az abrakon a kezelések szerint csoportositottuk, valamint az értékek valtozésa, a
génexpresszid, a lipid csaladok és a kalkulalt értékek szerint. Minden kezelés alatt bemutatjuk az eddig felderitett
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ismereteket. Ugy mint, hogy a megemelt aranyt tavoli vords fény kiegészités gatolja a PHYB atirodasat, ez altal a
PHYA atirédasa felszabadul a gatlas aldl és serkenti a CBF14 géncsalad atirddasat. A 410 nm-es megvilagitas mind
15 mind 5 °C-on aktivalja a CRY-t. A CBF14 aktivalasa elinditja a COR génekét is, ez a folyamat hatast gyakorol a
GDSL-két6 lipazok és foszfolipazok aktivitasara. Tovabba ismert, hogy a tavolivords fény hatasara az MGD1 enzim
mennyisége megemelkedik hdmérséklettdl fiiggetleniil. Kék fény hatasara a PLDal enzim mennyisége emelkedik
meg szintén hémérséklettol fliggetleniil. A statisztikai elemzést egy utas ANOVA és Dunnett post-hoc tesztel
végeztik a fehér fénnyel megvilagitott (WL) mintdkat hasznalva kontrollként. A statisztikai probat 3-9 fiiggetlen
biologiai ismétlésen végeztik el. Az 4abran azok a paraméterek taldlhatoak meg, melyek legalabb 0,1
szignifikanciaértékkel térnek el a kontroll (WL) mintaktol.

Roviditések: alkalin ceramidaz 1 (ACERI); alkohol dehidrogenaz 3 (AD3); NADPH-fiigg6 aldehid
reduktaz kotd protein, kloroplasztisz (ARL); digalaktozildiacil glicerin szintaz 1 (DGD); digalaktozil diacilglicerin
(DGDG); nem-lizoszomalis gliikozilceramiddz (GC); ceramid (HexCer); a tilakoid membrant alkoto lipidek
hosszanak és kettéskotés szamanak a megoszlasa (HK); linolat 9S-lipoxigenaz 2 (LLO 2); lipoxigenaz 2.3,
kloroplaszt (LOC); monogalaktozil diacilglicerin szintaz 2 (MGD2); monogalaktozil-diacil-glicerin (MGDG);
mono-galaktozil-diacil-glicerin/ di-galaktozil-diacil-glicerin arany (MGDG/ DGDG); neutralis ceramidaz (NC);
foszfatidil-kolin (PC); foszfatidil-kolin/ foszfatidil-etanolamin arany (PC/ PE); foszfatidil-etanolamin (PE);
foszfatidil-glicerin (PG); foszfatidil-inozitol (PI); foszfolipaz-D-alfa 1 (PLDal); foszfolipaz-D alfa 2 (PLDa2);
foszfolipaz-D alfa 3 (PLDa3); foszfatidil-szerin (PS)
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10 SUMMARY

The degree of the frost hardiness determined by the inherent genetic background of the plants
highly depends on two environmental factors, namely temperature and light quality and quantity
during the period of cold acclimation (cold hardening). When we started the experiments,
described in this thesis, it was already known that the substitution of the incident white light by
additional far-red light increased the frost tolerance of cereals including barley even in relative
high acclimation temperature (15 °C). In addition, the positive effect of blue light on frost
hardiness was also published. But there was no any available publication about the possible
metabolic changes caused by the application of modulated white light spectra. To elucidate that
process, winter barley (‘ Nure 'cv.) plantlets were raised in plant growth chambers using adjustable
LED light sources at different temperatures (15 and 5 °C) and these plants were subjected to frost
testing. The degree of the injury caused by the freezing temperatures on the barley leaves was
determined by two methods i.e. ion leakege test of the leaves of the treated plants as well as
measurement of photosynthetic parameters such as Fu/Fm and Y(Il) by fast chlorophill-a
fluorescence transient method.

As plants adapt to the cold, the composition of the lipid membranes of their cells changes
dynamically. We sought the answer to the question of how the addition of white light combined
with far-red and blue light affects the membrane lipid composition of barley leaves at different
temperatures. Within the scope of this question, we primarily examined the expression pattern of
major genes involved in barley leaf lipid biosynthesis, lipid composition, and double-binding
content of lipid fatty acid chains.

Based on our results, we can draw the following conclusions:

1. Far-red light supplementation has an effect on the expression of some key genes
in lipid metabolism. Far-red light supplementation multiplied the expression of DGD1 at 15°C
regardless of the length of illumination. At low temperatures (5°C), far-red light
supplementation had less effect, although one-day treatment already inhibited the expression
of these genes. However, the amounts of MGDG and DGDG did not correlate with the
expression of the MGD2 and DGD1 genes, as their total amounts were not affected by far-red
light treatment.

The expression of the NC gene changed in parallel with the expression of DGD1. This
change demonstrates that ceramides as signaling lipids may play an important role in the light

regulation of cold acclimatization.
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Elevated rates of far-red treatment transiently reduced PLDa3 expression after one day
of 5°C treatment. However, this positive effect passed after a week. Although, gene expression
was still lower compared to control samples kept at 15°C, it was higher than that of control
samples grown at 5°C illuminated with white light. This phenomenon suggests that far-red
supplementation has the opposite effect in this respect compared to cold treatment.

The relative expression of LOC may be under the control of elevated rates of far-red
illumination in a temperature-dependent manner, as at 5°C, the expression of LOC mRNA
decreased during the use of far-red supplementary light. From this it can be concluded that the
increased lipid degradation processes of the plant are inhibited by the increased ratio of far-red
illumination. It can be assumed that in this way the far-red light contributes to the increase of
frost tolerance.

2. The total lipid content of “Nure” winter barley leaf membranes changes under
different spectral compositions of illumination. It is likely that the increase in MGDG
concentration induced by high far-red/red-light ratio and blue light supplementation in the
chloroplast membrane may have contributed to the increase in frost tolerance of barley leaves.

It is hypothesized that the transiently higher PG content induced by light treatments
may have contributed to the proper functioning of the thylakoid membrane at 5°C.

The amount of PC increased significantly regardless of temperature under the effect of
blue light treatment, while it was not affected by far-red light.

In our experiments, PA levels did not change with the addition of far-red treatment, but
combined far-red and blue, and monochromatic blue light changed it. This trend was
independent of heat treatment.

The amount of PA, like other lipid families, changed significantly with treatment,
which may be related to the fact that PA is one of the most important precursors of lipid
synthesis.

3. Different spectral compositions have an effect on the membrane DGDG/MGDG
ratio. According to our experimental results, the DGDG/MGDG ratio decreased by light
treatment. Blue light illumination reduced this ratio more strongly than the far-red supplement
and this change may have contributed significantly to increase frost tolerance.

4. The amount of phospholipids that make up the cell membrane changes under
different spectral compositions of illumination. The amount of phospholipids is slightly
increased due to the higher rate of far-red illumination, which may indicate an increase in the

amount of free sterols, which may improve cold tolerance. The PC/PE ratio of the membrane
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depends on the spectral composition of the illumination. With far-red supplementation, the
amount of both PC and PE increases, but the PC/PE ratio does not change. However, the
combined far-red and blue light changes the amount of PC and PE in the opposite direction
resulting in an increase in the PC/PE ratio. This change is most likely one of the main reasons
why adding blue light to the white+far-red light combination further increases frost resistance.
PC is a well-known component of the bilayer lipid membrane while PE is not. An increase in
the PC/PE ratio can stabilize the membrane under stress conditions.

5.  The double bond content of the fatty acid chains of the lipids forming the
membrane was also influenced by the different spectral compositions. Previous findings
suggest that changes in the unsaturation of the PE lipid family are associated with an increase
in the frost tolerance of grains. Our results are consistent with this statement. Also, the
combined far-red and blue light increased the cold acclimatization level of “Nure” winter
barley at as high as 15 °C by the alteration of PE species distribution. As a result of the increase
in the number of double bonds, the value of the double bond index of the membrane lipids also
increased under the influence of different spectral compositions. Even at 15 °C, the total double
bond index of the studied winther barley leaves increased as a result of added light
supplementation.

The increase in the PG double bond index under the influence of blue light may promote the
balanced function of the protein complexes forming the photosynthetic electron transport chain
embedded in the thylakoid membrane.

6. In some cases, changes in the lipid species that make up the membrane have
occurred under different spectral compositions of illumination. Based on our results, the levels
of the most abundant lipid subspecies in the lipid families, such as 36:6, 36:5, 36:4, 36:2, 34:3
and 34:1. These changes help to increase the fluidity of chloroplast envelop and thylakoid
membranes.

7. As aresult of blue or far-red+blue light combined illumination, the lysol content
of the examined leaves decreased. The light treatment we used induced lipid transformations.
This increase is accompanied by an increase in total lipid content as well as stimulation of
transformation processes.

8. Changes in the HexCer content of the leaves were detected under different
spectral compositions of illumination. Some HexCer species were significantly elevated with
the use of far-red light in addition to white light. These groups may play a role in signal

transduction.




Summary

Based on the results described above, we can say that frost tolerance induced by light composition
IS an important part of pre-hardening processes. Overall, the change in lipidom induced by cold
treatment correlates well with cold acclimatization and the spectral composition of illumination

has an effect on the development of frost tolerance. Our observations are summarized in Figure 9.
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1. Kiegészit6 abra Az Oszi arpa levelekben kimutatott gén expresszids szintek hierarchikus csoportositasa
15°C egy nap és tiz nap valamint 5°C-on egy és hét nap utan fehér fény (WL) és hozzaadott tavolivorost tartalmazo
fehér fényti (W+FR) megvilagitas mellett.Digalactosildiacil glicerin szintdz (DGD); neutral ceramidaz (NC); linoleat
9S-lipoxigenaz 2 (LLOZ2); Foszfolipaz D alfa 1 (PLDal); glicerin-3-foszfat aciltranszferaz 3 (GPAT);
monogalactozil diacilglicerin szinthaz 2 (MGD2); foszfolipaz D alfa 1 (PLDal); lipoxigenaz 2.3 kloroplasztikus
(LOC); monogalaktéz diacilglicerin szintaz 1 (MGD1); foszfatidilinozitol foszfataz C (PPC); nem lizoszomalis
gliikozilceramiddaz (GC); NADPH-fiiggé aldehid reduktiz kot6 fehérje, kloroplasztikus (ARL); alkohol
dehidrogenaz (AD3). Harom fiiggetlen bioldgiai és technikai ismétlés nyoman.
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2. Kiegészité abra Eukariota foszfolipid szintézis és mddositdsA GPDH altal termelt glicerin-3-foszfat
(G3P) a GPAT és az lizofoszfatidsav-aciltranszferaz (LPAAT) altal szabalyozott szekvencialis acilezési reakciokkal
foszfatidsavva (PA) alakul. A PA CDP-DAG-ba épiil be, amelybdl a PI keletkezik foszfatidil-inozitol-szintaz (PIS)
segitségével. Az alternativ Gtvonal soran a PA -t diacil-glicerinné (DAG) hidrolizalja a foszfatid-foszfataz (PP). A
DAG-t CDP-kolinnal és CDP-etanol-aminnal kombinalva foszfatidilkolint (PC) és foszfatidiletanolamint (PE) jon
létre az amino-alkohol-foszfo-transzferaz (AAPT) segitségével. Az ezekért a reakciokért felelds enzim (AAPT)
kettds szubsztrat-specifitassal rendelkezhet. Az etanol-amin-kinaz (EK) altal termelt foszfo-etanolamin fontos
kozbensd termék a PE és a PC bioszintézisének. A citoszolikus kolin-kinazok (CK) foszfokolint is biztositanak a
PC-bioszintézishez, melyet szabad kolinbdl nyernek. Ez PC-b6l PLD segitségével keletkezhet, vagy mas
termékekbdl szarmazhat. A foszfo-etanlamint diacil-glicerin-kolin-foszfotranszferaz (CDP-etanol-aminon)
segitsaégével PE -n4 alakul, mig a foszfoetanolamin-N-metiltranszferaz (PEAMT) foszfo-kolinna metilalodik, majd
diacil-glicerin-kolin — foszfo-transzferaz (CDP-kolin) segitségével PC-na alakul. A PE a baziscserélé foszfatidil-
szerin szintaz (BE-PSS) segitségével foszfatidil szerinné (PS) alakulhat, mivel annak bioszintézisének szubsztratja,
mig a foszfatidil-szerint (PS) a foszfatidil-szerin-dekarboxilaz (PSD) alakitja PE-na. A PC a deszaturaci6 és az
acilacio f6 szubsztratja. Az acilacido magaba foglalja a zsirsavak dinamikus atalakulasat, féleg a PC sn-2 (de sn-1)
hosszh lancu acil-CoA szintetaz (LACS) és lizofoszfatidil-kolin-aciltranszferaz (LPCAT) forditott reakcidja révén
is. Azonositottak két lizo-PE-aciltranszferazt (LPEAT) is. De a PE-nak kisebb szerepe van az acilacioban, amely a
kezdeti foszfolipid-6sszeszerelés soran torténik, és az LPEAT ehelyett részt vehet a membran felépitésében. A N-
metil-foszfolipid-metiltranszferaz (PLMT) katalizalja a PC-hoz vezet6 utvonalat, a metil-PE metilezésén keresztiil.
A fenti Gtvonalakon kozott nincs feltiintetve a foszfatidiglicerofoszfat (PGP) PGP-foszfataz (PGPP) altal PGP-vé
torténd atalakitasa.

Roviditések: LPA, lizofoszfatidsav; PI, foszfatidil-inozitol; LPC, lizofoszfatidil-kolin; PG, foszfatidil-
glicerin; CCT, CTP: foszforil-kolin — citidilil-transzferaz; CDP-DAGS, CDP-diacil-glicerin-szintetaz; PECT, CTP:
foszfo- etanol-amin — citidi-ltranszferaz; DAG-CPT, CDP-kolin: diacil-glicerin-kolin — foszfotranszferaz; DAG-
EPT, PGPS, foszfatidil-glicerin-foszfat-szintaz; DHAP: dihidroxi-aceton-foszfat; FAD2, oleat-deszaturaz; FAD3,
linolat-deszaturaz; GPDH, glicerin-foszfat-dehidrogenaz; GPAT, glicerin-3-foszfat-aciltranszferaz; LACS, hossza
lanct acil-CoA szintetaz;
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Ikuo Nishida és Philip Bates nyoman.
http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/eukaryotic_phospholipid_synthesis_editing
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3. Kiegészit6 abra Eukaridta galaktolipid és szulfolipid szintézis. Az eukaridta atvonalbdl szarmazo PC, a
felépitésében. Az endoplazmatikus retikulumbdl elszalitott lipidek pontos ttvonala még ismeretlen, de tobb
feltételezésts is felalithatunk: DAG prekurzorokat szallitanak a plasztidba, beleértve a TGDI1-et, a bels6
kloroplasztisz membran permeazszerii fehérjéi. Egy masik lehet6ség a PC szallitasa a kloroplasztiszba, ahol egy nem
specifikus foszfolipaz C (nsPLC) segitségével defoszforilaljak és DAG keletkezik, vagy el6szor foszfatid sav (PA)
ként hidrolizaljak foszfolipaz D (PLD() segitségével, majd PA-foszfatazzal (PP) defoszforilaljak. A kdzvetlen
szallitas helyett a foszfolipaz A2 (PLA2) altal termelt lizofoszfatidil-kolint (LPC) is javasoltak kozbensd termékként
a kloroplasztiszba torténé PC transzfer soran, ahol a lizofoszfatidil-kolin-aciltranszferaz (LPCAT) altal végzett
acilezés visszaallitja azt PC-nd. A DAG-bol kiindulva a prokaridta és eukaridta utvonalak ugyanazokban a
tevékenységekben vesznek részt, de ezeket néha egy extra génkészlet kodolja. Amenyiben a C16: 0 acil lanc jelen
van az sn-1 pozicidban, akkor az nem deszturalt.

Amelie Kelly és Mats Anderson nyoman
http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/eukaryotic_galactolipid_sulfolipid_synthesis
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4. Kiegészitd abra Szfingolipid bioszintézis. A szfingobazisok ¢és a ceramidok bioszintézise az
endopalzmatikus retikulumban (ER). A szerin-palmitoil-transzferaz (SPT) reakcidhoz és a ceramid-szintézishez
sziikséges palmitoil-CoA-t SPT rdgziti az ER membran citoszolikus feliiletén. A nagyon hosszl lanct zsirsavakat
(VLCFA), amelyek az ER citoszolikus feliiletén valo lanchosszabbodas soran keletkeznek. A ceramidokba a ceramid
szintaz (CS) épiti be. A szfingobazisok hosszu lancu baziskinaz (LCBK) altali foszforilalasa megkonnyitheti a
ceramidok termelédését a citoszolban.

Roviditések: dihydro-sphinganin-A4-deszaturaz (DSD); zsirsav-2-hidroxilaz (FA2H); 3 — keto-szfinganin-
reduktaz (KSR); hosszi lanct bazikus foszfat-foszfataz (LCBPP); szfingoid bazis hidroxilaz (SBH); szfingolipid
A8-deszaturaz (SLD); szfingozin transzfer fehérje (STP).

Jonathan Markham nyoman.
http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/sphingolipid_biosynthesis
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5. Kiegészité abra Szfingolipid bioszintézis-a ceramidok ssorsa a sejtben. A ceramid szintézise az
endoplazmatikus retikulumban (ER) két kiilonallo ceramid — csoportot alkot. Az egyik csoportot a glitkozil-ceramid-
szintaz (GCS) glikozilezi. A masik csoportot a golgiba szallitjak, ahol az inositol-foszforil-ceramidszintaz (IPCS)
hatasara foszfo — inozit fejcsoportot kap a foszfatidil-inozitoltol. Mindkét komplex szfingolipid és a
plazmamembranba szallitddik, ahonnan végiil hidrolizissel bontodik le.

Roviditések: glikozil-inozitol-foszfo-ceramidszintaz, (GIPCS); gliikozil-ceramid-glikozidaz (GCG);

foszfolipaz C, (PLC); ceramidaz (CES); ceramid kindz (CERK); szfingozin transzfer fehérje (STP); hosszu lanct
baziskinaz (LCBK); dihidro-szfingozin-foszfat-lidz (DPL1). Jonathan Markham utan.

http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/sphingolipid_biosynthesis 2
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Melléklet

Referenciak /

) ) Forward Re"efse Gén ID
Roviditések Gének teljes neve szekvencidk 5’-3° szekvegl?lakS " EnsemblPlants-
ban
CCTGTCGTGT ACGCAGATCC ..
HvCycl Cyclophilin CGTCGGTCTA AGCAGCCTAA (2008)
AA AG
HMGDL '\g?ar::‘i)ﬁa'lai‘ﬁ;]' ATCGCCAGAA TGGGCGAGCT HORVUSHr1G
gy CACATCGCAA AGTTTCAGGG 064090
szintaz 1
HMGD2 “Q?aré?ﬁa'lagoﬁr']' ATGTACCTCA GCAGGTGTTG HORVUA4HIG
-aly CCGCTCTCGC AGGTCGGTGA 044140
szintaz 2
HVDGDL D'ga'aft‘;:r'ir?'ac”' ACGGGCTCAA AAGAATGGTC HORVU2HrLG
Szi’mézl GGATTTCGAG CAGACTGCCG 073850
. CTCACCTTCTT ACGTAGATCA HORVUIHIIG
HvPLDal Fosfolipdz-D-a 1 “~roccT0GGE  TGAACCGGCG 025370
. CCAGAGGAAA GCACCACCAC HORVU7HIIG
HvPLDo3 Fosfolipaz-D-a3 105 AGGCGTT ATAGACCACA 089960
HUPPC Foszfatidil-inozitol  GGGCAGTCCT GAGCCATCCC HORVU4Hr1G
foszfolipiz C TCACCAAGAT ACGTTCTTGT 056550
. . ACAGACGAAA CTTGCAGAAG HORVU4Hr1G
HVACER1 Alkalin ceramiddz - A ~cAGGCTG ACGCGATCAA 005780
HUNG Neutrdl: 15, AGTCCGTGGT CTGCTGGCCC HORVUSHIG
cutralls ceramldaz . r+r16GTTCGT TGTTATGTCA 055870
HVGPAT lffelte;‘?i_ezeitftf'r'lceff'r;s' GAGATGAAGG GGTGAAGCCG HORVUSHILG
oszla a03 anszIerZ - T6CTGTGGGG ACGACATCAT 022500
HVLLO? Linolat-9S-lipoxigenaz AGGAGTTCGC TCATGGTGCT HORVUS5Hr1G
2 CAGGGAGAT GGTGTGGTC 093700
HLOC Lipoxigenaz 2.3,  GACGACAACA ATGTGCTCCT HORVUS5HrLG
(kloroplasztikus)  ACCCCACCA  TGTGGCTCC 001180
VGO Nem lizoszémds  TGCCGTCAAA GCTCCCAGAA HORVUT7HrIG
gliikkozil-ceramiddz =~ TATCGCCCTT TTTTGCACCG 076480
CARL de';'@ggd'jﬁft‘ﬁfwﬁ GGATCGTCAC GGATCCTCGT HORVUSHILG
ehéric CTTCTCGTCG CATGGTCTCC 094940
HVAD3 Alkohol-dehidrogenaz CGGAACCTCT ACCAGTTGAG HORVU4HILG
3 ACCTTCAGCG ATACCGCAGC 016770

1. kiegészitd tablazat Primer szekvencidk és referenciak.
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