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Bevezetés

A széarazfoldi novények megjelenésiik 6ta a fényt nemcsak energiaforrasként hasznositjak,
hanem annak mindsége alapvetden befolyasolja fejlodésiiket, szaporodasukat ¢és
stresszvalaszaikat. A precizios mezdgazdasag fejlédése, a klimavaltozas és a kontrollalt
kornyezetli termesztérendszerek térnyerése indokolttd teszi a fénymindség névényi élettani és
védekezési folyamatokra gyakorolt hatdsanak részletes vizsgalatat. A vords fény kiilondsen is
jelentds szerepet jatszik a novényi védekezési valaszok moduldlasdban, azonban az ezt
meghatdroz6 molekularis mechanizmusok még nem teljesen tisztazottak. A vords fénnyel
torténd megvilagitds alternativ modszert kindlhat a novényeknek a fert6zésre vald
felkészitésére, egyfajta primingra, ami altal a hatékonyabban tudnak majd védekezni a
kiilonb6zé patogéntamadasokkal szemben. A fény 4altal hajtott fotoszintézis, valamint a
koérokozo-felismerést kdveté immunvalasz soran reaktiv oxigénformak (ROS) keletkeznek,
amelyek kettds szerepet toltenek be: jelatviteli molekuldkként funkcionalnak, ugyanakkor
tulzott felhalmozddasuk irreverzibilis oxidativ karosoddshoz vezethet. A ROS-homeosztazis
fenntartasaban kulcsszerepet jatszanak a nem-enzimatikus antioxidansok (aszkorbat,
glutation), valamint az enzimatikus antioxidans rendszer elemei, mint a szuperoxid-dizmutaz
(SOD), aszkorbat-peroxidaz (APX), peroxidazok (POD), kataldz (CAT) ¢és a glutation S-
transzferaz (GST).

Munkank  célja az  ¢jszakai  vOrdsfény-kezelés — hatdsdnak  vizsgalata
paradicsomnovényekben, kiilonds tekintettel az antioxidans enzimek aktivitdsdban és
génexpresszidjaban bekovetkezd valtozasokra kdzvetleniil a kezelés utan, illetve 3 oraval azt
kovetden, valamint hosszabb tavu kezelések soran. Transzkriptomikai megkdzelitéssel
azonositjuk az éjszakai vords fény altal indukalt géneket, melyeket RT-qPCR-rel validalunk.
Tovabba vizsgaljuk, hogy a sotét periddus megszakitdsa miként befolyasolja a novények
védekezési képességét a nekrotrof gombapatogén Botrytis cinerea fertdzésével szemben. Az
etilén (ET) szerepét a vords fény altal kivaltott valaszokban ET receptor mutdns ndvények

Never ripe, (Nr) alkalmazéasaval elemezziik.



Célkitiizések

Munkank célja volt feltarni, hogy az éjszakai vorosfény-megvilagitas milyen hatassal
van a paradicsomndvények életfolyamataira, kiilonds tekintettel a ROS homeosztazisra,
valamint a kiilonb6z6 védekezési hormonok szintjér. Ezzel parhuzamosan kivancsiak voltunk,
amennyiben a vords fényt ,night break” moddon, azaz a sotét periodusban, révid ideig
alkalmazzuk, a novény ellenallobba valik-e a nekrotrof gombapatogén Botrytis cinerea ellen.
Mivel kevés kutatds foglalkozik a vords fénnyel “night break” kontextusban alkalmazva,
valamint a vords fény patogének elleni védekezést serkentd hatdsa ismert, viszont a mogotte
1év0 folyamatok kevéssé feltartak, a kutatds hidnypotlo lehet. Emellett mivel az ET a nekrotrof
patogének elleni védekezésben kulcsfontossagu szerepet jatszo fitohormon, szerepét a vords
fényre adott valaszokban ET receptor mutans Never ripe ndvények segitségével vizsgaltuk,
hogy 1j informéciokat kapjunk a vords fényre adott valaszok ET-fliggésével kapcsolatban.
Kutatésaink sordn a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Hogyan alakul a reaktiv oxigénformdak szintje, valamint az azok homeosztidzisaban
részt vevd, f0bb enzimatikus antioxidansok aktivitdsa, és az azokat kodold gének
expresszioja ¢jszakai vorosfény-megvilagitas hatdsara?

2. Mik azok a valtozasok, amik csak kozvetleniil a megvilagitds utan mutathatok ki,
valamint melyek azok, melyek 3 éraval késobb is megfigyelhetdk?

3. Milyen hosszu vorosfény-megvilagitas lehet elegend6 paradicsomndvények edzésére a
ROS metabolizmusban bekdvetkezd valtozasok alapjan?

4. A voros fénnyel torténd megvilagitds milyen hatdssal van a védekezésben részt vevo
hormonok szintjére, valamint markergénjeik expressziojara?

5. Az RNS szekvenalds eredménye kimutat-e egyéb potencidlisan védekezést segitd
gének expresszidjdban torténd valtozast, esetlegesen milyen mas gének szintjében
kovetkezik be modosulés a vords fénnyel torténd megvilagitas hatasara?

6. A megvilagitast hosszabb tavon keresztiil alkalmazva milyen egyéb, kiilonosképpen
biokémiai és molekularis biologiai hatasok figyelhetok meg?

7. A voros fény ,,night break” modon alkalmazva is segiti-e a paradicsomnovények B.
cinerea elleni védekezését?

8. Milyen szerepet jatszik az ET a vords fény altal indukalt hatasok kialakitdsdban?



Anyagok és modszerek

A kisérleteinket Solanum lycopersicum L. cv. Ailsa Craig vad tipust
paradicsomndvényeken, valamint annak etilén receptor mutans (Never ripe, Nr) véltozatan
végeztiik. A ndvényeket eldcsiraztatas utan iiveghazi kortiilmények kozott neveltiik.

A novényeket ¢jfélkor kiilonbozé idétartama (5, 15, 30, valamint 180 perc)
vorosfény-kezelésnek vetettiik ald. A mintakat éjfélkor (6 6raval a fényperiodus vége utan),
kozvetleniil a vorosfény-kezelést kovetden (0, 5, 15, 30 és 180 perc mulva), valamint hajnali 3
orakor gyljtottik a kordbban vords fénnyel kezelt novényekrél. A kontroll mintikat
ugyanabban az idépontban szedtiik, voros fénnyel nem kezelt, azonos kort névényekrél. A
mintavétel teljesen kifejlodott levelekbdl tortént, ép paradicsomndvényekrdl

A B. cinerea fertézéshez SZMC 21472 (Szegedi Mikrobiologiai Gylijtemény)
gombatorzset alkalmaztuk. A teljesen kifejlodott, levélnyéllel egylitt levalasztott
paradicsomlevelek fondki epidermiszét harom kiilonb6zé ponton inokulaltuk 10 pl
hifaszuszpenzioval (10* telepképzd egység mL™"). A 1ézidk atméréjét a fertézést kovetd
masodik napon értékeltiik.

A reaktiv oxigénformak (O2 -, H202) produkcidjanak szintjét, az enzimatikus
antioxidansok (SOD, POD, APX, CAT) valamint a GST aktivitasat, tovabba a fehérjetartalmat
¢s a nem enzimatikus antioxiddnsok mennyiségét (aszkorbat, glutation) spektofotométerrel
hataroztuk meg. A védelmi hormonok koziil az ET produkciot gazkromatograffal, az
abszcizinsav-, jdzmonsav-, és szalicilsavtartalmat nagynyomasu folyadékkromatografiaval
hataroztuk meg. Génexpresszios valtozdsokat RT-qPCR, valamint RNA-Seq segitségével
vizsgaltuk. A NADPH oxidéaz aktivitasat nativ gélen detektaltuk. A fiziologiai paraméterek
koziil a kallozlerakodast fluoreszcens anilin-kék festéssel detektaltuk. A B. cinerea fertdzést
kovetd sejthalalt Evans-blue festéssel mutattuk ki.

A kezelések hatdsa és a kiilonbozé idSpontok kozotti kiilonbségek statisztikai
feltarasdhoz egyszempontos ANOVA moddszert hasznaltunk, majd a csoportok kozotti
paronkénti Osszehasonlitasokat Duncan-proba segitségével végeztiik el. A statisztikai
értékeléshez a SigmaPlot 11 (Systat Software Inc., Erkrath, Németorszdg) programot
hasznaltuk. A statisztikailag szignifikans (p < 0,05) kiilonbségeket kiilonboz6 betlivel jeldltiik.



Eredmények

Munkank soran elsoként vizsgaltuk meg, hogy az éjszaka, a sotét periodus kézepén
alkalmazott vorosfény-kezelés hogyan és milyen valtozasokat indukal a paradicsomndvények
alapvetd, ROS homeosztazisban részt vevd enzimeinek aktivitasara, valamint génexpresszios
szintjiikre. Emellett kivancsiak voltunk, hogy az éjszakai vorosfény-kezelés milyen befolyast
gyakorol a fobb védelmi hormonok (ET, SA, JA, ABA) szintjére, valamint markergénjeik
expressziojara. A voOrds fény altal indukalt valtozasok alaposabb feltarasanak érdekében
transzkriptomikai analizist végeztliink, aminek segitségével szamos ) DEG-et sikeriilt
azonositanunk paradicsomban, melyek hozzajarulhatnak a novény megndvekedett
ellenalloképességéhez a B. cinerea fertézéssel szemben. Miutan sikeriilt az egyszeri vorosfény-
kezelés hosszat optimalizalni, a hosszatavl, egy héten at ismételt 30 perces megvilagitas-
okozta valtozasokat is megvizsgaltuk. Az ET hatasat a voros fényre adott valaszokban Nr
mutansok segitségével tanulmanyoztuk. A fobb antioxidans, és méregtelenitésben résztvevod
enzimek aktivitdsdban, valamint a hormonszintekben bekodvetkezett valtozdsok mogott allo
folyamatok tisztdzasahoz ebben a kisérleti elrendezésben is végeztiink transzkriptomikai
elemzést, melynek soran szdmos gént sikeriilt azonositanunk, melyek kifejezodésére az ET is
hatassal van. Vizsgaltunk tovabba fizioldgiai paramétereket, melyekre az ET hatasa mar ismert,

viszont annak vords fényre adott valaszokban valo szerepe még nem tisztazott.

Munkénk eredményeképpen az alabbi kdvetkeztetéseket vonhatjuk le:

1. Az éjszaka alkalmazott egyszeri vorosfény-kezelés kozvetleniil a megvilagitas utan
novelte a szuperoxidgydk-anion szintjét, amit hajnalban is sikeriilt kimutatni,
viszont érdekes mddon a hidrogén-peroxid mennyisége csak hajnalban bizonyult
magasabbnak a paradicsomnovények kifejlett leveleiben.

2. A tipikusan hajnalban jellemzd alacsony SOD, CAT, és APX enzimatikus
antioxidansok aktivitdsa az ¢éjszakai vorosfény-kezelés egyszeri alkalmazasat
kovetden fokozddott, amit génexpresszidjuk indukcidja is megeldzatt.

3. Az egyszeri vorosfény-kezelés azonnal novelte a JA/ET ndvényi védelmi
vorosfény-megvilagitast kovetden.

4. A fenti kisérletek transzkriptomikai vizsgalatabol arra kovetkeztethetiink, hogy

vordsfény-kezelés a cirkadian ritmushoz kotott génhalozatokat is befolyasolta, €s



emellett szamos, a védekezéshez kapcsolddo transzkripcids faktort (DOF, MYB) is
aktivalt.

A vOrds fény hosszabb tavon alkalmazva nem volt hatdssal a biomassza tomegére,
viszont a vad tipusu névények megnyultak, €s a sejtfal kalloztartalma is magasabb
volt, amit az Nr genotipus esetében nem tapasztaltunk, igy arra kovetkeztethetiink,
hogy az ET-nek szerepe lehet ezen vords fényre adott novényi valaszokban.

A hosszabb tava vorosfény-kezelés RNS-Seq eredményeibdl —sikeriilt
megallapitani, hogy szdmos, a klorofill a/b-kot6 fehérje, hormonok
metabolizmusaban szerepet jatsz6, valamint viragzast és fejlodést szabalyozo gén
kifejez0dése mutat ET-fiiggést.

A vorosfény-kezelés hatasara megnovekedett ET-termelést tapasztaltunk. A VT-
ben nétt a SA és az ABA szintje is, mig az Nr novényekben ez nem volt kimutathat6,
s6t a JA szint csokkent. Az eredmények alapjan tehat arra kovetkeztethetiink, hogy
az ET kozponti szerepet jatszik a vords fény altal kivaltott fitohormon-szint
valtozasokban.

Mind az egyszeri, mind pedig a tobbszdri, hosszabb tavon alkalmazott vordsfény-
kezelés kovetkeztében csokkent a B. cinerea okozta 1éziok mérete, érdekes modon

azonban az Nr novényekben a kezelés hatékonysdga magasabb volt.



Summary

In this study, we investigated the effects of nocturnal red-light application, delivered as
a “night break” in the middle of the dark period, on reactive oxygen species (ROS) homeostasis
and defence-related pathways in tomato (Solanum lycopersicum). Following the single red-
light treatment, we further examined the effects of repeated nocturnal exposure over one week,
applying daily 30-minute treatments. The role of ET in mediating red-light responses was
assessed using the ethylene-insensitive Never ripe (Nr) mutant.

Our results demonstrate that a single nocturnal red-light treatment induces a rapid
increase in superoxide levels, while hydrogen peroxide accumulation was detected only at
dawn. This was accompanied by enhanced activity and transcriptional upregulation of key
antioxidant enzymes (SOD, CAT, and APX). Red light also triggered an immediate increase
in JA and ET levels, along with elevated ABA content 3 hours after treatment. Transcriptomic
data indicated that red light modulates circadian-related pathways and activates defence-
associated transcription factors, including members of the DOF and MYB families.

Long-term red-light treatments did not affect overall biomass accumulation but induced
morphological changes, such as shoot elongation and increased callose deposition in wild-type
plants; these responses were absent in the Nr mutant, highlighting the involvement of ET
signalling. RNA-Seq analyses further revealed ET-dependent regulation of genes encoding
chlorophyll a/b-binding proteins, as well as genes involved in hormone metabolism, flowering,
and development. Hormone profiling showed that red light generally enhanced ET production,
while SA and ABA levels increased only in wild-type plants. In contrast, JA levels decreased
in the Nr mutant, underscoring the central role of ET in coordinating phytohormone responses.

Importantly, both short- and long-term red-light treatments reduced lesion size caused
by Botrytis cinerea, indicating enhanced disease resistance. Interestingly, this protective effect
was even more pronounced in the Nr mutant.

Overall, our findings demonstrate that nocturnal red-light application modulates ROS
homeostasis, phytohormone signalling, and gene expression networks, thereby enhancing

resistance to necrotrophic pathogens, with ET playing a key regulatory role in these processes.
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