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1. Bevezetés

A Fold felszinét ér0 napsugarzas spektralis tartomédnyanak a legalacsonyabb
hullimhosszasagu és egyben a legnagyobb energiaju részét az ultraibolya-B (UV-B, 280-
315 nm) sugdrzas teszi ki. Annak ellenére, hogy az 6zonréteg a sugérzas jelentds részét
elnyeli, a Fold felszinét elér6 UV-B fotonok elegendd energiaval (~4 eV) rendelkeznek
ahhoz, hogy megvaltoztassadk az ezeket abszorbeald molekuldk kozotti kotéseket. Szamos
elmélet szerint az UV-B sugarzas ezaltal fontos szerepet toltott be a foldi életformak
kialakulasa soran. A kornyezeti UV-B sugarzas mult szazad utols6 harmadéban tapasztalt
novekedése hivta fel a figyelmet a novényekre és a novényi Okoszisztémakra gyakorolt
karos hatasok lehetdségére, azonban az UV sugarzas, kiilonésen az UV-B novényélettani
hatasainak kutatdsa napjainkban is iddszerii. Erdekesség, hogy bar az él6vilag mindharom
f6  doménjében alakultak ki kiilonboz6 felépitési UV-A fotoreceptorok, UV-B
fotoreceptort azonban eddig csak névényekben irtak le.

A szesszilis életmodot folytatd ndvények szamara nélkiilozhetetlen az UV sugarzas
mennyiségének és spektralis (energetikai) detektalasa. A XXI. szdzadi ndvénybiologiai
kutatasok ramutattak arra, hogy potencialis karositd hatdsa mellett az UV-B sugarzas
szamos ¢letfolyamathoz is kdthetd mint szabalyozé faktor. Részt vesz tobbek kozott a
novényi egyedfejlédés és szaporodas, az arnyékos éldhelyek elkeriilésének és a ndvényi
gazcserenyilasok miikodésének szabalyozasban is. Az UV-B ezen kettdsége miatt, a
novényekben tobbféle alkalmazkodasi mechanizmus is kialakult, melyek segitik az UV-B
karos hatasait csokkenteni. A levelekbe behatolo UV-B sugdrzas mennyiségét kiilonféle
epidermalis UV elnyelé pigmentek szintézise, illetve kiilonb6z6 anatomiai valtozasok
keépesek csokkenteni. Az ezek ellenére a belsd szovetekbe juto UV-B sugérzas negativ
hatasainak elkeriilése érdekében pedig kialakult egy érzékeny egyensulyi rendszer,
melynek egyik oldalan antioxiddns molekuldk és enzimek, a mdasikon pedig a kdzvetve
vagy kozvetlenill az UV-B éltal keltett reaktiv oxigén formék (reactive oxygen species,
ROS) talalhatoak.

A fotoszintézist folytatd novényi sejtekben az UV-B képes tobbféle ROS molekula
képzésére is. A ROS-0k, az UV-B sugarzashoz hasonldan, kettés szerepet toltenek be a
novények  stresszvalaszaiban.  Alacsony  koncentracioban  szignalmolekulaként
funkcionéalhatnak, nagyobb mennyiségben viszont karositd hatdsuk a molekuldk szintjétdl
egészen a sejtek apoptotikus folyamataig terjedhet. A kiilonb6z6 ROS formak eltérd

reaktivitasa és sejten beliili lokalizacioja alapjan eltéré lehet a karosito hatasuk mértéke is a



novényeket €rd oxidativ stressz soran. A ROS-ok sokszinlisége és a stresszvalaszokban
altalanosan elismert kett0s szerepe miatt a ndvények tobb szinten szabalyozzdk ezen
molekulak kialakulasat és mennyiségét kiillonféle antioxidans rendszerek segitségével. A
PTE TTK Novénybioldgiai Tanszék korabbi UV-B sugarzassal kapcsolatos kutatdsai
azonban ramutattak az egyik ROS, a hidrogén-peroxid (H202) kiilonleges, mas oxidativ
stressz  hatasoktol eltéré szerepére, ezért a dolgozatomban elsésorban a H20-

PhD munkdm soran novények UV-B-hez torténd alkalmazkodasi folyamatait
vizsgaltuk, szabalyozott koriilmények kozott. A novénynevelé kamrakban végzett
kisérletekben a nevel6fényt UV sugarzassal egészitettiik ki. Kisérleteink soran dohanyt
(Nicotiana tabacum L.) hasznaltuk modellnévényként, és olyan besugarzasi koriilményeket
alkalmaztunk, melyek nem okoztak jelentds mértékii karosodast a levelek fotokémiai
hatékonysdgaban. Az alkalmazkodasi valaszok koziil a levelek H2O> tartalmat befolyasold
enzimatikus és nem enzimatikus tényezdik véltozasait vizsgaltuk. Osszehasonlitottuk az
UV-B hatasara a levelekben képz6d6 endogén H20; és az exogén H202 védelmi utakra
gyakorolt hatésait; és megvizsgaltuk egy, a szakirodalomban az utobbi idében kiemelt
figyelmet kapott UV-B hullamhossz, a 311 nm sugarzas altal kivaltott valaszokat is.

A dolgozatban bemutatasra keriild eredmények alapjan tovabbi kisérleteket is
végziink. Ezek egyrészt a természetes napfény UV-B hatdsait vizsgaljak, masrészt a

mesterséges UV-B forrdsok névénytermesztésben torténd felhasznalasat célozzak.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A lathaté fény és az UV-B sugarzas hatasai a novényi életfolyamatokra

A novényi ¢let elengedhetetlen részét képezi a fény, mint energia- ¢&s
informacioforras. A fotoszintetikusan aktiv sugarzas (photosynthetically active radiation,
PAR) azonban nem fedi le a novényeket éré napsugarzas teljes spektrumat. A
fotoszintetikus folyamatokhoz felhasznalt hullamhosszasagi tartomanyba (400-700 nm)
es6 fotonok mellett, mind a magasabb hullamhosszusagu tavoli voros (far red, FR), mind
az alacsonyabb hullamhosszusagu ultraibolya (ultraviolet, UV) fotonok is fontos
kornyezeti paraméterként hatnak a novényi életfolyamatokra. Mindharom spektrumrész
detektalasdhoz alakultak ki novényi fotoreceptorok, melyek koziil mar tobb ismert és
részletesen tanulményozott. A FR sugarzds fontos szerepet jatszik a fitokrémok
miikodésében (Anders és Essen 2015), és a legujabb kutatasok szerint a fotoszintetikus
mikddéshez is hozzajarul (Zhen és van Irsel 2017). A Fold felszint eléré UV sugarzas két
tartomanyra oszthatd: az alacsonyabb hulldmhosszisagl, igy magasabb energidju UV-B
(280-315 nm) és a kisebb energiaju UV-A (315-400 nm). Novényekben az UV-A fotonok
detektalasara tobb fotoreceptor csalad is képes: a kriptokromok, a fototropinok, illetve a
fitokromok (Heijde és Ulm 2012). Az UV-B detektalasat végz6 UVRSE fotoreceptor az
¢lovilagban egyediilalloan nem tartalmaz elkiiloniilt kromofort, és csak a novényekben van
jelen (Rizzini és mtsai. 2011). A novények szinte minden életfolyamatara, a
morfologiajatol kezdve a biokémiai folyamatokig, hatassal van az UV-B, mely az UVRS8
dimerizacidjan keresztiil egy sor génexpresszios valtozast indithat el (Schreiner és mtsai.
2012). A jelenlegi ismereteink szerint azonban nem minden UV-B valasz az UVRS altal
szabalyozott (Jenkins 2017), felmeriiltek fotoreceptor fiiggetlen bioszintézis utak és a
kézelmultban egy az UVRS8-tdl eltérd fotoreceptor jelenlétének lehetdsége is (O’Hara és

mtsai. 2019).

2.2. Az UV-B sugarzas altal keltett reaktiv oxigén szarmazékok a névényekben

A ndvényi életfolyamatokban résztvevd molekularis oxigén természetes forrasa a

ROS-oknak. Az alapallapoti oxigén két parositatlan elektronnal rendelkezd természetes



triplet (?02). Ez lehetévé teszi elektronok felvételét, ami a ROS kialakulasanak egyik
lehetséges modja. Elektronatadassal képzddik a szuperoxidgyodk-anion (O27), tovabbi
elektron és proton felvételével pedig a hidrogén-peroxid (H202) és a hidroxilgyok ("OH). A
masik ROS képzddési ut soran energiaatadas megy végbe, igy képzddik alapallapoti triplet
oxigénbdl (302) szinglet oxigén (*O2) az élélényekben (Halliwell és Gutteridge 2015). A
természetesnél sokkal nagyobb intenzitast, rovid ideji (10-30 perces) UV kezelést
hasznélva, laboratoriumi kisérletekben megmutattdk, hogy az UV-B a besugarzott
levelekben az elektron-atadasos ROS kelté utat erdsiti, és a szinglet oxigén csak kis
mennyiségben keletkezik (Barta és mtsai. 2004). A természeteshez kézelebbi UV dozisok
alkalmazaséaval végzett kisérletek varhatoan a fenti munkéaban leirtaknal sokkal kisebb
mennyiségli szoveti ROS-t eredményeznek. Egyrészt az alkalmazott alacsonyabb
fotonaram siirliség miatt kisebb mennyiségii ROS keletkezés varhatd, masrészt a hosszabb
(tobb napos) UV kezelések az antioxidansokat is aktivaljadk. A dolgozatban bemutatott
kisérletekben a H»O. szint valtozasait vizsgaltuk, igy a tovabbiakban ezt jellemzem

részletesebben.

Az H>0O; szint szoveti valtozasat szamos mas abiotikus stressz mellett az UV-B
sugarzas is kivaltja (Czégény és mtsai. 2014), amit a dolgozatban bemutatasra keriild
eredményeink is megerdsitettek (Racz és mtsai. 2020). A H2O2 a novényekben tobbféle
metabolikus és stressz-indukéalhatd uton termelddhet (Petrov és Van Breusegem 2012).
Elsddleges forrasa a O2", melynek atalakulasa H202-4 spontan is végbemegy (Khorobrykh
¢s mtsai. 2020), de a folyamat hatékonysagat jelentésen megnoveli a szuperoxid-dizmutaz
enzim (SOD). A névényekben a kiilonbozé SOD formak kloroplasztisz és mitokondrium
elektrontranszport folyamatai soran keletkezd, illetve peroxiszoma és plazmamembran
lokalizalt oxidazok &ltal termelt O2"-ot alakitjak at H2O2-4 (Foyer és Noctor 2003; Asada
2006; Slesak és mtsai. 2007). Az él6 szervezetekben a H02 a legstabilabb ROS,
féléletideje milliszekundumtél szekundumig terjedhet (Smirnof és Arnaud 2019).
Stabilitdsanak koszonhetden, amellett, hogy nagy koncentracidban karositd oxidaloszer
(Mittler 2002), funkcionalhat szekunder jelatviteli molekulaként vagy enzim szubsztratként
is (Apel és Hirt 2004; Slesak és mtsai. 2007; Smirnof és Arnaud 2019). Kimutattak, hogy a
korokozok és a kiilonféle abiotikus faktorok is novelik a H2O2 termelést, bar a kivaltott
stresszvalaszok 4ltaldban kiilonféle H2O2 semlegesitd enzimek aktivalodasat is magukban
foglaljak. Megemelkedett H2O, tartalmat figyeltek meg levelekben UV-B besugarzas
(Czégény és mtsai. 2014), fotoinhibiciot kivalto PAR (Mullineaux és mtsai. 2006), magas



homérséklet (Okuda és mtsai. 1991; Liu és Shono 1999; Konigshofer ¢és mtsai. 2008),
szarazsag (Moran és mtsai. 1994) és nehézfém stressz hatasara is (Cho és Seo 2005). Az
UV-kezelt levelekben a tobblet H2O» lehetséges forrasa megegyezhet a mas abiotikus
stresszek esetében tapasztaltakkal: szarmazhat elektrontranszport eredetii O2™-bol, vagy
termel6dhet a peroxiszomaban. Mindkét mechanizmust valdszindisiti az UV-B szén-dioxid
megkotést gatlo hatdsa, a sztomazardodas vagy a fotoszintézis sotétreakcidinak gatlasa
révén (Osszefoglald6 munka: Hideg ¢és Strid 2017). Korabbi, nagy dézisui UV-B
megvilagitassal végzett és nagy mértékli fotoszintézis gatlast okozo kisérletekben felmertilt
annak a lehetdsége is, hogy a kloroplasztisz vizbontd komplexének UV-B okozta sériilése
is eredményezhet ROS keletkezést (Hideg és Vass 1996). Megnovelve az egyébként
stressz hianydban a komplexben kis mennyiségben keletkez6 H20. intermedier
mennyiségét (Wydrzynski és mtsai. 1989), ez a mechanizmus azonban nem nyert

megerdsitést természetben jelen 1évé UV dozisok esetében.

Felmeriilt a fotoszintézis valtozasaitol fiiggetlen UV-B-indukalt H.O keletkezés
lehetdsége is. Tossi és mtsai. (2009, 2012) szerint az UV-B kezelt ndvényekben is 1étrejon
a mas stresszhatasok (magas sokoncentracio, alacsony hémérséklet) esetében mar leirt
abszcizinsav indukalt valaszut, melyben az abszcizinsav a NADPH-oxiddz indukcidja utjan
noveli meg a H2O és a nitrogén-monoxid (NO") szabad gyokok mennyiségét és okoz
ezaltal sztoma zarodast. Vad tipusti és fotoreceptor mutans Arabidopsis novényeket
viszonylag nagy dozist, haromoras UV-B kezelésnek kitéve azt is megallapitottak, hogy a
folyamat szabalyozdsaban az UVRS fotoreceptor is részt vesz (Tossi és mtsai. 2014).
Ezekben a kisérletekben nem vizsgaltdk sem a levelek fotoszintézisét, sem pedig az

oxidativ karosodasat.

crer

membranokon atdiffundalodni (Meller 2007), valamint az intracellularis sejtalkotok, illetve
a sejtek kozotti transzportjat akvaporinok is elésegitik (Bienert és mtsai. 2007). A H202 a
ROS formak kozott egyediilalldo mobilitdisa megkdnnyiti a jelatviteli funkcidjat, de
megkoveteli a keletkezés helyektdl tavolabb esé lokalis koncentraciok antioxidans
szabalyozasat is. UV-B kezelt levelekben H>O> képzbédhet az oxigénfejlesztd-komplex
vizbontasban résztvevd két Mn-ionjanak karositasa altal (Szilard és mtsai. 2007). Az UV-B
egyik legfontosabb része, melyet a ndvények enzimatikus €s nem enzimatikus utvonalakon

keresztiil képesek szabalyozni.
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2.3. Az UV-B akklimacioban részt vevo enzimatikus védelmi utvonalak

A ROS semlegesitése valamennyi stresszvalasz fontos része, azonban az UV
sugarzasnak kitett novényeknek tobb szempontbdl is sziikségiik van egy hatékony H20>
szint szabalyoz6 rendszerre (Jansen és mtsai. 2001; Majer és mtsai. 2014; Czégény ¢és
mtsai. 2016a 2016b; Racz ¢és mtsai. 2018; Czégény ¢és mtsai. 2019). Mas
stresszvalaszokhoz hasonloan, ebben az esetben is sziikséges egy olyan H2O2 koncentracio
fenntartdsa, amely nem elég magas ahhoz, hogy karositdo hatdssal legyen, de elegendd
ahhoz, hogy hirvivé molekulaként mitkodjon. Ugyanakkor az UV-B sugarzas mas stressz
tényezoktol eltérd, egyedi tulajdonsaga, hogy nem csak megemeli a szoveti H2O> szintet,
de a levelekben kozvetleniil képes fotokonvertilni a H202-ot még karosabb ‘OH-¢

(Czégény és mtsai. 2014).

Ennek megfeleléen, mig mas abiotikus stressz hatdsara az akklimatizacio soran a
H202 kelt6 SOD ¢és a H20, semlegesité peroxiddzok aktivitdsanak parhuzamos
novekedését tapasztaltak, az UV-B valasz soran az utobbi valasz er6s6dése nagyobb
mértékii volt (Czégény és mtsai. 2016). A tanszEékiinkdn végzett korabbi kutatasok soran
hasznalt biologiailag aktiv UV-B doézistdl és modellnovény fajatol fiiggden ez kétféle
moédon valdsult meg: a H20; szintet emelé SOD aktivitdshoz képest egy erdsebb
semlegesité POD aktivacioval (Majer és mtsai. 2014, Czégény és mtsai. 2016a) vagy a
POD aktivitas novekedéssel a SOD valtozasa nélkiil (Czégény és mtsai. 2019). A tovabbi
alkalmazkodas része a nem enzimatikus hidroxilgy6k semlegesité kapacitas novekedése is

(Czégény és mtsai. 2019).

Az UV-B sugarzashoz sikeresen alkalmazkodott novények leveleiben a H20:
szabalyozas hatékonysagaért elsOsorban a harmas tipust peroxidaz enzimek (POD)
feleldsek, melyet ndvényneveld kamraban végzett dohany (Czégény és mtsai. 2016) és
Lemna minor névényekkel végzett kisérletek (Jansen és mtsai. 2001), valamint napfényben

nevelkedett szél6levelek vizsgalataval is bizonyitottak (Martinez-Liischer és mtsai. 2013).

A POD kiilonb6z6 formdai jelen vannak minden névényben ¢és sokgénes
enzimcsaladjuk, példaul az Arabidopsis thaliana 73 POD kédolo génje, ismert
szekvenciaszinten (Cosio és Dunand 2009). Elterjedésiik nem csak filogenetikai szinten
sokszinli, de a ndvényi sejteken beliil is megtalalhatéak tobb kompartmentben, elsdsorban

a vakudlumokban és sejtfalhoz kototten (Passardi és mtsai. 2005), de a kloroplasztiszban is
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eléfordulnak (Aiamla-or és mtsai. 2014). A fotoszintézis soran tobb ponton képzddhetnek
ROS-ok, az elektrontranszportlanc (ETR) (Raha és Robinson 2000) vagy a fotorespiracio
(del Rio és mtsai. 2006) folyamatai soran. Mitkddésiik soran a POD altal katalizalt oxidativ
reakcidkban az enzim H»O»-t alakit at vizzé, mikdzben egy elektron donor, szubsztrat
molekulat oxidal (Hiner és mtsai. 2002). A POD-ok egyik sajatossadga, hogy az altaluk
szubsztratként felhasznalt molekuldk skalaja igen széles, ami lehetdvé teszi mesterséges
kromoférok hasznalatat. Ez az alacsony szubsztrat specificitds azonban nem jelent egyenld
mértékii oxidacids ratat minden szubsztrat esetében, ebben nagymértéki eltérések lehetnek
az egyes POD izoformak kozott. A POD aktivitas altalanos novekedését, mint altalanos
novényi stresszvalaszt mar tobb tanulmanyban is leirtak, példaul sostressz hatasara
Brassica fajokban (Stevens ¢és mtsai. 1978), magas hémérséklet hatasara Fragaria
palantakban (Gulen és Eris 2004), alacsony homérséklet hatasara Arabidopsis-ban (Kim és
mtsai. 2012) vagy UV-B hatasara dohanyban (Majer és mtsai. 2014). A POD izoformak
eltéré mértéki aktivitds novekedést mutathatnak, a stresszortol fiiggden. Ranier és mtsai.
(2001) vashiany hatasara csokkend POD aktivitast tapasztaltak napraforgo levelek egyes
izoformai esetében. Sreenivasulu és mtsai. (1999) azonositottak egy olyan 27 kDa-os POD
izoformat olasz muharban (Setaria italic L.), aminek expresszids szintje szelektiven
emelkedett sostressz soran. A kiilonb6zé POD izoformak extrém magas UV doézisra adott
emelkedd aktivitasdt mar tobben is megfigyelték, mint példaul napraforgd sziklevelek
(Yannarelli és mtsai. 2006) vagy hajdina (Fagopyrum esculentum L.) palantak rovid idejt
besugarzasat kovetéen. Alacsonyabb, a természeteshez kozeli dozisu, a névényeket nem
karositd, alkalmazkodast kivaldo UV kezelések esetén azonban eddig még nem

tanulmanyoztak a POD izoformak aktivitas valtozasait.

A POD mellett mas antioxidans enzimek is részt vesznek az alkalmazkodasi
folyamatok soran képzoddé H202 semlegesitésében. Az aszkorbat peroxidaz enzim (APX)
egy specialis szubsztrat molekulat, az aszkorbatot hasznalja elektron donorként a H2O>
vizzé redukalasaban (Asada 1999). A glutation-peroxidaz enzim (GPX) nevébdl adoddan
glutation oxidalasa soran képes semlegesiteni a H.O2 mellett szerves hidroperoxidokat is
(Deponte 2017). A katalaz enzim (CAT) miikddése soran a H202 koncentraciojatol fiigg
az, hogy mit hasznal elektrondonorként (Aebi 1984). Magas koncentracio esetén a CAT
magat a H202-ot hasznalja fel donorként, igy egyszerre két H2O2 molekulat semlegesit viz
¢és O2 keletkezése soran. Alacsony koncentracional a kiilonbozd peroxidazokhoz hasonldan

CAT 1is egyéb szubsztrat molekuldt hasznal fel reakcid katalizalasdhoz (Deisseroth és
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Dounce 1970). Az antioxidans enzimek és ROS-ok egyensulyanak UV-B hatasara torténd

megvaltozasat Jansen és mtsai. (2008) ¢s Hideg és mtsai. (2013) munkai foglaljak 6ssze.

2.4. Az UV-B akklimacioban részt vevo nem enzimatikus védelmi atvonalak

Az UV sugarzas hatdsara megjelend enzimatikus valaszokkal parhuzamosan a
novényi specialis anyagcsereutak szabalyozasa is modosul. Egyik jelentds UV-B
akklimacidos valasz a levelekben a fenolos savak ¢és flavonoidok mennyiségének
megemelkedése (Shirley 1996; Schreiner és mtsai. 2014). Ezek a speciélis metabolitok a
fenilalaninbodl szintetizaloédnak (Truetter 2006), és bar minden novényben jelen vannak, az
egyes vegyiiletek jelenléte és a vegyiiletcsoportok mennyiségi aranyai ndvényfajonként
eltéréek (Berhow ¢és Vaughn 1999). Az UV-B a szél6levelekben a kaftarsav és a
kiilonb6z6 quercetin szarmazékok mennyiségét noveli (Castagna és mtsai. 2017). UV-B-
hez alkalmazkodott novények UPCL vizsgalata soran Arabidopsis mintakban azt
tapasztaltdk, hogy a kaempferol és quercetin szarmazékok mennyiségének emelkedése
mellett ezen vegyliletek glikolizaltsdga is fokozdodik, és a fenolos vegyiiletek 7-O-
rhamnozilacidja az UV-B alkalmazkodas egyik jellegzetes folyamata (Hectors és mstai.
2014). Tobb tanulmany foglalkozott mar UV-B kezelt novények polifenol tartalmanak
valtozésaival, eredményeik Osszefoglalasaként megallapithatjuk, hogy az UV-B altal
indukalt fenolos bioszintézisutak ndvényfajonként és genotipusonként is eltéréek lehetnek

(Hoffmann és mtsai. 2000; Holub és mtsai. 2019).

Az UV-indukalta fenolos vegyiiletek tobb szinten is hozzajarulnak az UV-B
akklimacié kialakulasdhoz. A szerkezetiiktdl fiiggden kiilonbozd mértékben képesek az
UV sugarzés abszorpcidjara. Anouar és mtsai. (2012) megallapitottdk, hogy tobbek kozott
a hidroxil csoportok elhelyezkedése is befolyasolja a UV abszorbeal6 tulajdonsagaikat. Az
epidermiszben termel6d6 polifenolok elnyelik az UV sugarzas egy részét, ezzel védve a
levél mélyebb szoveti rétegeit (Kolb és mtsai. 2001). Az UV-B indukalta fenolos
vegyiiletek bioszintézise az UVRS UV-B fotoreceptor szabédlyozdsa alatt 4ll (Brown és
mtsai. 2005), de mas kornyezeti hatasok is fokozhatjak képzddésiiket. A bioszintézis
indukciojat kivalthatja az alacsony hémérséklet (Bilger és mtsai. 2007) vagy egyéb
kornyezeti tényezOk (Alam és mtsai. 2016) Ez arra utal, hogy az UV-B szlir6 funkcio

mellett a fenolos vegyiiletek antioxidans tulajdonsagaikkal is hozzajarulhatnak az oxidativ
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stressz hatasainak mérsékléséhez (Lu és mtsai. 2017). Az UV-kezelt levelekben kiemelt
fontossagu H2O> mennyiségének szabalyozasdban koézvetett moédon, POD szubsztratként
vagy kozvetlen ROS semlegesité molekulaként is részt vehetnek. Ez utdbbi funkcidjuk a
novényi szovetekben annak alapjan feltételezett, hogy szdmos fenolos vegyiilet mutat nagy
reaktivitast a H2Oz-ra in vitro (Csepregi és Hideg 2018). A polifenolos vegyiiletek POD
szubsztratként vald alkalmazasa régdta ismert, ezen alapul példaul a guaiacol elterjedt
hasznalata POD aktivitasmérésekben (Fielding és Hall 1978), de quercetint is hasznaltak
mar tormaperoxidaz enzim (HRP) vizsgalatokhoz (Takahama 1997). Az UV-B hatasara
megnovekedett mennyiségben képzddd polifenolos vegyiileteket POD  szubsztrat

tulajdonsagairdl azonban a munka megkezdésekor csak kevés ismeretiink volt.

2.5. Az UV-B akklimacié szabalyozasa

A ndvényi stressztolerancia kulcspontja, hogy a sejtek ROS tartalmukat alacsony
szinten tartsak fenn. Ha egy stresszor fokozza a mar mikodésben 1évé ROS képzd
folyamatokat vagy 1ujabb utvonalakat aktival, az oxidativ kéarosodds antioxidansok
termelésének  serkentésével  keriilhetd el  (Mittler 2002). A  két oldal
kiegyensulyozottsaganak a fenntartdsa a ndvényi akklimacié legfontosabb motivuma.
Eszerint a stressz hatasara emelked6 ROS szintet emelkedé antioxidans szint koveti, ami

az alkalmazkodasi folyamat végén egy 0j egyensulyi allapotot eredményez (1. abra).

\4

\4

AYA

1. abra A H,0-antioxidans egyensily kialakulasat szemlélteté mérlegabra.
Az AOX rovidités az enzimatikus és nem enzimatikus antioxidansokra egyiittesen utal. A H20, és az AOX
betliméreteinek novekedése jelzi a mennyiségiik emelkedését. Az els6 mérleg a stressz elotti, a masodik a

stressz alatti, a harmadik pedig a stressz utani allapotot jelzi.
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A novénynevel6 kamraban végzett modell kisérletek lehetd tetszik, hogy UV
hidnyéban nevelt novények tobbnapos UV-B megvilagitashoz torténd alkalmazkodéasat
vizsgalhassuk. Ez a vizsgalat ugyan a természetes napfényben tartalmazottnal magasabb
UV : PAR arany mellett torténik, azonban lehetdséget biztosit az UV-B hatasainak
elkiilonitett vizsgalatara. A mesterséges UV forrasokkal végzett kisérletek vezethetnek
erds, a fotoszintézist és az alkalmazkodasi reakcidkat is jelentdsen gatlo, irreverzibilis
szoveti karosodast okozd hatasokhoz, és ezért nem alkalmasak az alkalmazkodasi
folyamatok tanulmanyozasara (Aphalo és mtsai. 2012). A dolgozatban bemutatott
kisérletekben a novények fotokémiai aktivitasa a viszonylag magas UV : PAR arany
ellenére is fenntarthat6 maradt. Szélessavu, 313 nm-en maximalis emisszioju UV
fénycsovet hasznalva a fotoszintetikus funkcid elvesztésének vagy romlasanak elkeriilése
szempontjabél a hatékony H20, szabalyoz6 rendszer fenntartdsa bizonyult
elengedhetetlennek (Majer és mtsai. 2014; Czégény és mtsai. 2016; Racz és mtsai. 2018,
2020).

A H20> semlegesité enzimek UV-B valaszait tekintve, eddigi ismereteink szerint
csak két esetben azonositottak olyan géneket, melyek expresszioja UV-B indukalt és
UVRS szabalyozott volt. Az els6 esetben Velanis és mtsai. (2016) azonositottak egy GPX
kodold gént (At4g31870), a masodikban pedig egy sejtfal-kotott POD kodold gént
(At3g49120) talaltak. Utobbi azonban nem antioxidans funkcidja, hanem novekedés gatld
hatasa miatt kapcsolodik az UV-B-hez (Raggi és mtsai. 2015). Mindkét gént Arabidopsis
levelekben irtdk le. Jelenlegi tuddsunk szerint tovabbi UVRS szabalyozott POD géneket
még nem sikeriilt azonositani, s6t mas antioxidans enzimet kodold géneket sem. Ennek
tobbféle magyarazata lehet. Lehetséges, hogy egyszerlien a tobbi gén nem 4ll kozvetlen az
UVRS8 fotoreceptor szabalyozasa alatt, és a megfigyelt alkalmazkodasi valaszokat nem
kozvetleniil az UV-B fotonok, hanem az ezek altal indukalt metabolitok szabalyozzik,
mint masodlagos jelek. Ezekre, a ROS-ok feltételezett részvétele miatt, szokasos
stresszfliggd reakcidutakként is hivatkozni (Kilian és mtsai. 2007, O’Hara és mtsai. 2019),
bar eustresszt és nem distresszt okozd UV-hatasokra vonatkoznak (Hideg és mtsai. 2013).
Egy masik magyarazat lehetne, hogy az eddigi génexpresszios vizsgalatok soran altalaban
rovid idejii és alacsony dozisu UV kezelést hasznaltak, és ezek a koriilmények nem
indukaljak az antioxidans vélaszokat. Ennek azonban ellentmond, hogy Morales és mtsai.
(2013) természetes napfényben nevelt Arabidopsis novényekben sem azonositottak UVRSE
indukalt és szabalyozott POD géneket, csak a GPX kodold At4g31870 és a megnyulasos
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novekedésben résztvevd At3g49120 gént talalta meg ez a munka is. Egy tovabbi
lehetdségként az utdbbi idében leirtak egy UVRS és stressz-fliggetlen UV-B szignalizacios
utvonalat (UASI, UVRS8 and Stress-Independent), amit egy alacsony dozistu keskenysavu
311 nm-es UV-B megvilagitassal aktivaltak (O’Hara és mtsai. 2019). Ez utobbi kutatés
soran még nem vizsgaltdk meg részletesen a teljes génexpresszidos mintdzatot, de
feltételeznek kiilonbségeket az alacsonyabb (290-300 nm) hulldmhosszisagih UVRS- ¢és a
magasabb (311 nm) hullimhosszusagi UASI-indukalt UV-B valaszok kozott. Egy ennek
ellentmondd, kiilonbozé fotoreceptor-hianyos Arabidopsis mutansokkal végzett vizsgalat
szerint azonban az UVRS& fotoreceptor a korabban feltételezett abszorpcios tartomanynal
joval szélesebb spektrum tartomanyban, akar UV-A fotonokra is aktivalhatdo lehet a
természetben (Rai és mtsai. 2020). Barmelyik modell érvényessége is igazolodik a
jovOben, az alacsonyabb energidjii (311 nm) UV-B antioxidansokra gyakorolt hatasa is
vizsgélatra érdemes, kiilonos tekintettel arra, hogy ezek az UV-B fotonok a nagyobb
energidjuakkal ellentétben nem okoznak H2O02 — "OH fotokonverziot (Czégény €s mtsai.
2014).

2.6. Az UV-B akklimaciés folyamatok ismeretének fontossaga

Foldiink valtozé klimaviszonyai mellett egyre fontosabba valik az UV sugarzas
hatasainak részletes ismerete. Ha tovabbra is sikeriil betartatni az 6zonréteg allapotara
vonatkozd kornyezetvédelmi egyezményeket, a jelenlegi UV-B szint varhatban nem
novekszik jelentésen (Barnes és mtsai. 2019). A tovabbi klimatikus paraméterek, mint
példaul a homérséklet, a csapadék vagy a légkori CO. tartalom azonban dinamikus
valtozasokon mennek keresztiil napjainkban. Az  atlaghémérsékletben ¢és a
csapadékosszegben bekovetkezd fokozatos valtozasokat gyakran kisérik rovid idejli extrém
valtozasok is, amikre a ndvények nem tudnak sem adaptiv sem alkalmazkodasi valaszokkal
reagalni. Habar a kornyezeti UV-B Onmagaban nem szadmit stresszornak a ndvények
szempontjabol, mert képesek alkalmazkodni hozza, mas hatdsokkal egyiitt mar felléphet
karositd faktorként (Jansen és mtsai 2019). Az UV-B mas stresszor jelenlétében
felerdsitheti a stressz karositd hatasat, igy mas stresszorokkal vald interakcioit célzottan

kutatjak vilagszerte.
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A természetes UV-B ¢és szarazsag kolcsonhatasdnak megismerése kulcsfontossagu
lehet a mezdgazdasdg szamara. Wijewardana és mtsai. (2016) kimutattdk, hogy a
megemelkedett UV-B és szarazsag negativ hatassal van a kukorica hibrid tulajdonsagaira,
viszont a megemelkedett CO; kompenzalhatja az aszaly és az UV-B stressz karos hatasait.
Hayes ¢és mtsai. (2017) azt talaltak, hogy az UV-B UVRS8-on keresztiili érzékelése
befolyasolja a homérsékletvaltozasra adott novényi valaszokat is, melyek az auxin
bioszintézishez kapcsoléd6 PYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 fehérjék
gatlasan keresztiil mennek végbe. Az UV-B és a kornyezeti abiotikus faktorok mellett a
biotikus faktorokkal wvalé kapcsolatat is tanulmanyozzak. Az UV-B indukalta
morfogenetikus és specidlis anyagcseretermék valaszok példaul megerdsithetik a herbivér
izeltlabuak elleni konstitutiv és indukalhaté ndvényvédelmi utakat (Escobar-Bravo és

mtsai. 2017).

Az UV-B novényekre gyakorolt hatdsdnak pontosabb ismerete eldsegitheti
ellenalobb szabadfoldi termesztési kultarfajtak kivalasztasat. A kutatdcsoportunkban
folyamatban levé csemegepaprika palantakkal végzett kisérletek soran megmutattuk, hogy
a novényneveldkamraban végzett UV-B eldkezelés fokozza a novények hidegtiirését

(Csepregi és mtsai. 2019).

A természetes UV-B hatasainak megértése hozzajarul ahhoz, hogy mesterséges UV-B
forrasokat lehessen felhasznalni a beltéri (iiveghdzi, novénynevelé kamrakban végzett)
termesztésben. A termések €s levélzoldségek tapértékének novelése, vagy a kertészeti
novények stressztlirésének érdekében tobb tanulméany foglalkozik UV-B kezelésekkel
(Castagna és mtsai. 2017; Neugart és Schreiner 2018; Rodriguez-Calzada és mtsai. 2019;
Qian és mtsai. 2019).
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3. Célkituzések

A dolgozatomban bemutatott kutatasaink célja az volt, hogy megvizsgaljam a
kiilonbozé H202 semlegesitd utak, kiilondsen a harmas tipusu peroxidaz enzimek (POD),
hozzajarulasat a levelek UV-B toleranciajahoz. Ehhez dohany (Nicotiana tabacum L., cv.
Petit Havanna és cv. Xanthi) novényeket vizsgaltunk ndvénynevel6kamraban kiegészitd

UV sugarzast alkalmazva.

A vizsgalatokhoz el0szor metodikai 0sszehasonlitasokat végeztiink, 0j, és hatékonyabb

mérési modszereket keresve a kovetkezok alapjan:

1. Hogyan befolyasolja a levelek kora az UV-B-indukalt valaszokat?

2. Korabban mar megallapitasra keriilt, hogy az UV-B vélasz egy kulcsfontossagu
része a POD aktivitdsanak emelkedése. A leggyakrabban hasznalt
enzimaktivitasmérd esszék koziil melyik a legalkalmasabb a POD valasz altalanos
jellemzésére?

3. Mutatnak szubsztrat preferenciat az UV-B kezelés altal befolyasolt POD valaszok?

A levelekben UV-B-indukalt fenolos vegyiiletek szerepének vizsgalatahoz

kapcsolédoan megvizsgaltuk:

4. Milyen fenolos szubsztratokat preferalnak az UV-B kezelés hatdsara megemelkedd
aktivitast mutaté POD formak?

5. Azonosak ezek a fenolos vegyiiletek azokkal, amelyek mennyisége novekszik az
UV-B kezelt novényekben?

6. A POD szubsztrat funkcidé mellett milyen mas szerepben jarulhatnak hozz4 az UV-

B-indukalta fenolos vegyiiletek az alkalmazkodashoz?

Dohany ndvényekben egyelére nem allnak rendelkezésre UVR8 mutansok, a POD
génexpresszios szintli vizsgalata pedig az ezeket kodold géncsaldd komplexitdsa miatt
nehézkes. Ezért az UV-B valaszok eredetét, a UVRS fotoreceptor esetleges részvételét a

kovetkezd indirekt modon vizsgaltuk meg az alabbi kérdések alapjan:

7. Milyen azonossagok ¢és kiilonbségek taldlhatoak a levelek H20: tartalmat
megemeld UV-B megvilagitas, és a hasonld hatast, exogén H2O» oldattal torténd

kezelésre adott antioxidansok valaszok kozott?
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8. Kivalthatok-e a szélessava UV-B megvilagitasra adott alkalmazkodasi valaszok
egy az UVRS fotoreceptor jelenleg elfogadott abszorpcids tartomanyan kiviil esé

keskeny UV-B hullamhossz tartomany (311 nm) alkalmazasaval?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Novénynevelési koriillmények és kezelések

A dolgozat kisérleteihez a dohanynoévények (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana
SR1 és Xanthi) a vetéstdl a kisérletek végéig altalanos virdgfoldben néttek, novényneveld
kamrakban (Fitotron, SGC 120 Plant Growth Chamber, Weiss Technik UK,
Loughborough, UK; Sanyo MLR-352H-PE, Panasonic Healthcare Co., Ltd., Oizumi,
Japan), 65% paratartartalom és hossziinappalos (16 0ras napi megvilagitas) koriilmények
mellett, az 1.tablazatban jelzett fotoszintetikusan aktiv sugarzast (PAR) hasznalva. A PAR
forrasaként két fénycsotipust alkalmaztunk egyidejiileg (Philips 36 W/830 T8 warm white
¢s Philips 36 W/850 T8 cool white). A kisérletekhez 4-5 hetes novényeket hasznaltunk (1.
tablazat). A PAR méréshez LI-250A fénymérét (LI-COR® Biosciences, Lincoln,
Nebraska, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk.

A kiegészitd UV kezelést minden esetben a fényperiddus kdzepén alkalmaztuk napi
4-5 6ran keresztiil. A szélessavii UV-B kezelést Q-Panel UVB-313EL fénycsovekkel (Q-
Lab Ltd., Bolton, Egyesiilt Kiralysag) végeztiik, a kezelések 6.9-7.7 k] m d?! biologiailag
hatékony UV-B napi dozisoknak feleltek meg Flint és Caldwell (2003) modellje szerint. A
novényneveld kamraban alkalmazott mesterséges megvilagitds (PAR + UV) spektralis
intenzitaseloszlasat a 2. abra mutatja. Az L. és 1. kisérleti elrendezésben minden UV-kezelt
novény azonos dozisu kezelést kapott. A keskenysavu, kvazi-monokromatikus UV-B
megvilagitashoz Philips TL20 W/0IRS fénycsovet (Philips Electronics, Roosendaal,
Hollandia) hasznaltunk, amit a névényneveld kamrdban ferdén leeresztve helyeztiink el,
ezzel biztositva, hogy az alatta elhelyezett ndvények mindegyikét kiilonb6z6é UV-B dozis
érje azonos PAR hattér mellett, aszerint, hogy milyen tavolsagban (5 — 52 c¢cm) voltak az
UV forrastol. A fénycso spektralis emisszidjat 311.5 nm-en maximalis emisszio és 2.5 nm
félmaximumokhoz tartozé savszélesség jellemezte (2. abra). A gyarto elnevezését kovetve
erre a fényforrdsra mint 311 nm megvilagitasra hivatkozom a dolgozatban. Ebben a
keskenysavu megvilagitast alkalmazd kisérletsorozatban (III. kisérlet a 2. tablazatban,
Fiiggelék 1.) a névényeket ér6 UV-B fotonfluxus siiriség 2.9-9.9 pmol m2 st volt, ami
4.6-16 kJ m? d! biologiailag hatékony UV-B napi dozisoknak feleltek meg (Flint és
Caldwell 2003).

A 280 nm alatti hullimhosszusagu sugarzas kizarasara celluloz-diacetat folia sziirdt

alkalmaztunk (Courtaulds Chemicals, Derby, Egyesiilt Kiralysag) mindkét fényforras
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esetében. A fénycsovek emisszids tulajdonsdgait spektroradiométerrel (Flame, Ocean

Optics, Largo FL, Egyesiilt Allamok) mértiik.
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2. abra A széles- (Q-Panel UV-B-313) és a keskenysava (Philips TL20 W/01RS) UV forrasok 4ltal

kibocsatott sugarzas spektruma

A 1II. és III. kisérlet soran felhasznalt kifejlett leveleket a novények negyedik
noduszarol gyljtottik. Az I. kisérletben a dohdnyok harmadik (als6) ndduszéarol a
legidésebb kifejlett levelet, a negyedikrdl (k6zépsd) és az 6todikrdl (felsd) legfiatalabb
kifejlett levelet gylijtottik be. Az eltérd korti leveleket azonos UV dozis érte, az

egymashoz valo kozelségiik és az UV sugérzas kamran beliili szorodasabol fakadoan.
A dolgozatban bemutatott eredményeket eltérd novénynevelési ¢€s kezelési

koriilményeken alapuld kisérletekbdl kaptuk, melyek 0Osszefoglaloja a 1. tablazatban

lathato.
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1. tdblazat
A dolgozatban leirt kisérletek soran hasznalt haromféle (I.-I11.) kisérleti elrendezés vazlata.

l. Metodikai kisérlet
R négy hetes dohan
3 - o 150 umol m? s PAR
5 © Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi
S —— .
5 £ Szélessavii UV-B: 7.7 k] m d! biologiailag effektiv dozis,
>
= 5 napon at napi 4 - 4 6ra
1. H20: kezeléses kisérlet
négy hetes dohan
< o & Y ) 110 pmol m? s PAR
g Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi
A2
Se) Szélessavii UV-B: 6.9 k] m? d? biologiailag effektiv napi dozis, 4 napon 4t napi
]
é 4 -4 é6ra
>
§ ¢és / vagy
£ H20: oldat locsolas: 100 mL 100 uM H20»-al
(kontroll névények 100 mL viz)
M. 311 nm UV-B kisérlet
o Ot hetes dohany
% Nicotiana tabacum L. cv. Petit 110 pmol m? s PAR
¥
< Havana SR1
é UV-B: 311 nm kvazi monokromatikus, (4.6 — 16 kJ m? d!) biologiailag effektiv
>
§ napi dozis,
E 4 napon at napi 4 - 4 6ra

A téblazatban feltiintetett fotoszintetikusan aktiv megvilagitas (PAR) értékek a nevelési
fényt és az UV-kezelések kozben alkalmazott megvilagitast is jeloli.

4.2. Fotoszintetikus elektrontranszport mérések

A novények fotokémiai paramétereinek vizsgalatdhoz klorofill fluoreszcencia
méréseket végeztik Imaging-PAM (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Németorszag)
miszerrel. A 30 perces sotétadaptacido utdn megmértiik a fluoreszcencia hatékonysagot
telité fényimpulzus el6tt és utan (Fo és Fm). A PSII maximalis kvantumhatasfokat az Fv/Fm
= (Fm — Fo) / Fm képlet alapjan szamitottuk. Ezt kovetdéen 5 percen keresztiil a nevelési
fényhez kozeli, 110 pmol m? s PAR-nak megfelelé kék aktinikus megvilagitis végén

1jbol elvégeztiik a mérést, meghatarozva az F és F’m értékeket. A megvilagitott levelekben
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a PSII hatékonysagat Y(II) = (F’m — F) / F’m, a nem regulalt nem-fotokémiai kioltast
Y(NO) = F / Fm és a regulalt nem-fotokémiai kioltast Y(NPQ) = F / F’m — Y(NO)
Klughammer és Schreiber (2008) alapjan szamoltuk ki.

4.3. Pigmenttartalom meghatarozasa

A levelek noninvaziv klorofill és flavonoid tartalom mérését Dualex® Scientific
késziilékkel (ForceA, Orsay, Franciaorszag) végeztiik (Goulas és mtsai. 2004). A miiszer a
klorofill index meghatarozasahoz a levelek transzmissziojat (T) két hullamhosszon, 650

nm-es vords €s 940 nm-es infravords fénnyel hatarozza meg:

. (T infravoros — T voros)
klorofill index =

T voros

Az epidermalis flavonoidok elnyelik az UV sugarzast, igy a flavonoid index
meghatarozasdhoz a klorofill fluoreszcencia gerjeszthetdségét hasznaljuk. A késziilék a
klorofill fluoreszcencia intenzitasat (F) kétszer, két kiilonb6zo gerjesztés (375 nm UV és
650 nm voros) mellett méri, és a két intenzitds (Fazs és Feso) alapjan hatarozza meg a

flavonoid indexet a kdvetkezd képlet alapjan:

F
flavonoid index = log6—50

375

4.4, Mintaelokészités

A fenti nem beavatkozo jellegi mérések utan a leveleket gyors, cseppfolyos
nitrogénben tortént fagyasztas utan a felhasznalasig -60 “C-on taroltuk. A késdbbiekben a
fagyott leveleket dorzsmozsarral porra tortilk, majd a mintdkat a mérés célja szerinti
kiilonb6z6 oldatokban homogenizaltuk hidegen tartott dérzsmozsarban. Az enzimatikus
antioxidans mérésekhez a poritott leveleket | mM EDTA tartalmt Na-foszfat pufferben
(50 mM, pH 7.0) homogenizaltuk. A levélkivonatokat centrifugaltuk (24400 x g, 30 perc, 4
°C, Hettich Rotina 380 R, Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen, Németorszag) és a
feliiluszokat hasznaltuk fel az enzimaktivitdsok meghatarozasahoz. Az APX enzim
aktivitasok vizsgéalatdhoz készitett mintdkat 0.5 mM aszkorbinsav jelelétében

homogenizaltuk ¢és taroltuk. A levélkivonatokat felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. A
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fenolos vegyiilet tartalom mérésekhez (4.5. fejezet) és a H2O- tartalom meghatarozashoz

(4.7. fejezet) a fentitdl részben eltérd protokollt hasznaltunk.

A mintak enzimaktivitasi értékelését a fehérje tartalmuk meghatarozasaval kezdtiik,
melyet Bradford (1976) alapjan hataroztuk meg, az aktivitasokat enzim aktivitas (unit, U)
egységekben adtuk meg a teljes oldhatd protein tartalomhoz viszonyitva adtuk meg (U
enzim / mg protein). A III. kisérlet enzim aktivitasi eredményeit a mintak friss tomegéhez

viszonyitva adtuk meg (U enzim / mg friss tomeg (FW)).

4.5. Fenolos vegyiiletek vizsgalata

A levélmintak fenolos vegylileteinek noninvaziv vizsgéalata mellett elvégeztiik
analitikai elvalasztasukat is vékonyréteg kromatografiaval (TLC), amihez szilikagél
bevonatua aluminium lemezeket (60 F254, 12 x 20 cm; Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) hasznaltunk. A leveleket cseppfolyds nitrogénben dorzsmozsarral porra
6éroltiik, majd 70%-0s etil-alkoholban feltartuk. A levélkivonatokat (0.3 mg levél FW mL™)
és a tesztvegyiileteket (1 mg mL™) 5 pL térfogatait vittiink fel a lemezekre, a futtatopuffer
30 mL térfogath etil-acetat, hangyasav, ecetsav és viz keveréke volt (100:11:11:27,
V:V:V:V). A lemezt eldszor szabad levegén, majd exszikkatorban szaritottuk 20 percig. A
fenolos vegyiiletek vizualizacidja a NaturStoff reagens oldattal kezelt lemezen 365 nm-es
UV fényforrassal (VL215.L, Vilbert Lormat, Franciaorszdg) tortént (Hawryl és
Waksmundzka-Hajnos 2011).

4.6. Enzimaktivitisok meghatarozasa

A levélkivonatok harmas tipusu peroxidaz enzim (POD, EC 1.11.1.7) aktivitasanak
vizsgalatat 50 mM foszfat-citrat pufferben (pH 5.0) az alabbi hatféle szubsztrattal
egyikével végeztik: ABTS (2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfonsav), guaiacol (2-
metoxifenol), kavésav ((E)-3-(3,4-dihidroxi-fenil)-2-propénsav), klorogénsav
(((1S,3R,4R,5R)-3-{[(2E)-3-(3,4-dihhidroxifenil)prop-2-enoil]oxi}-1,4,5-trihidroxi-ciklo-
hexan-karboxilsav), rutin  (2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-{[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihidroxi-6-({[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroxi-6-metil-oxan-2-ilJoxi } metil )oxan-
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2-ilJoxil}-4H-kromén-4-on), illetve quercetin (2-(3,4-dihidroxi-fenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-
1-benzopiran-4-on). Az egyes kisérletekben alkalmazott szubsztratok koncentracidja,
abszorpcids hullamhossza és moléris extinkcids koefficiens értékeik a 2. tablazatban
lathatéak. Az abszorpcidvaltozasokat Shimadzu UV-1800 spektrofotométerrel (Shimadzu
Corp., Kyoto, Japan) kovettiik, jellemzben 3 percig.

2. Tablazat

A kiilonb6z0 szubsztratokkal végzett POD mérések adatai

ABTS (2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolin)-6-szulfonsav), GUA (guaiacol), CAA (kavésav), CGA
(klorogénsav), QUE (quercetin), RUT (quercetin-3-O-rutinozid)

K e Abszorpcios ex(r)lllfzgs
Szubsztrat on(cr:glﬁ;tlr)acm hull?rrlrrlrl]l)ossz koefficiens Hivatkozas
(e, mM* cm?)

ABTS 183 765 11.23 Childs és Bardsley 1975
GUA 2 450 5.98 Fielding és Hall 1978
CAA 3 315 0.62 Racz és mtsai. 2020
CGA 3 325 0.83 Récz és mtsai. 2020
QUE 3 240 387 * Takahama és Oniki

1997
RUT 3 265 0.03 Récz és mtsai. 2020

*A quercetin-szubsztrat gyors oxidacidja kovetkeztében a reakcidt az oxidalt quercetin
helyreallitasabol adodo aszkorbat csdkkenésen keresztiil kovettiik 295 nm-en, €205 NM = 1,47 MM

cm? alkalmazasaval.

A HxO semlegesitését végzd masik enzimcsaladd tagjat, az aszkorbat peroxidaz
(APX, EC 1.11.1.11) aktivitasat Nakano ¢és Asada (1981) alapjan hataroztuk meg. A mérés
soran a mintdkhoz adott aszkorbat oxidaciojat kovettiik nyomon natrium-foszfat pufferben
(50 mM, pH 7.0), mely 1 mM EDTA-t, 0.5 mM aszkorbatot és 1 mM H20,-ot tartalmazott.
A mérési eredményeket korrigaltuk a mintak APX-fiiggetlen H2O: reaktivitasaval, ami
jellemzden kevesebb volt, mint az enzimatikus aktivitdas 10% -a. Az enzimaktivitasokat az
aszkorbat molaris extinkcids egyiitthatdjanak felhasznalasaval (£295 nm = 1.47 mM™ cm™)

szamoltuk mU APX mg™ fehérjeként megadva.
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A glutation peroxidaz (GPX, EC 1.11.1.9) szintén képes H202 és szerves
hidroperoxidok semlegesitésére, aktivitasanak a NADPH oxidéciojan keresztiil hataroztuk
meg Lawrence és Burk (1976) alapjan. A reakcidelegy | mM EDTA-t, 0.2 mM NADPH-t,
1 mM NaNs-t, 1 mM redukalt glutationt, és 1 U mL™* glutation reduktazt tartalmazott 50
mM kalium-foszfat pufferben (pH 7.0) Szubsztratkéntvagy 0.25 mM H2O»-ot vagy 0.25
mM kumén-hidroperoxidot hasznédlatunk. A NADPH oxidaci¢jat 340 nm-en mértiik (¢ =
6.42 mM™ cm™) és az enzimaktivitast mU GPX mg ! fehérjeként hatdroztuk meg.

Tovabbi H;0; semlegesité enzimként, a mintdk katalaz (CAT, EC 1.11.1.6)
aktivitasat is meghataroztuk Aebi és mtsai. (1984) alapjan. A mérés a H2O2 koncentracid
csokkenés okozta 240 nm-es abszorpcid valtozasat koveti, mely a kovetkezd
reakcioelegyben megy végbe: 18.6 mM HOz-ot ¢s 1 mM EDTA-t tartalmazd natrium-
foszfat puffer (50 mM, pH 7.0). A reakciot 60 pL levélmintaval (1.3 — 4.1 pg fehérjét
tartalmaz) inditjuk el és a CAT aktivitasi értékeket mU mg ™ fehérjeként adjuk meg.

A szuperoxid-dizmutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitasi méréseket Sun és mtsai.
(1988) alapjan végeztiik el. A vizsgalat a nitroblue tetrazolium (NBT, 0.1 mM) szuperoxid
gyok altali redukcidjan alapszik, amit 560 nm-en kovettiink. A szuperoxid gyokot a
reakcidelegyben xantin — Xxantin-oxidaz (2 mM ¢és 25 mU) reakcigjaval allitottuk eld. Az

aktivitasi értékeket U SOD mg ! fehérjeként adtuk meg.

4.7. Nativ protein gélelektroforézis

A peroxiddz izoformdk elvalasztidsdhoz a mintdkat nativ 12%Tris-Glicin gélen
(PAGE® Gold Precast Gels Lonza) szeparaltuk, majd a gélt atmostuk desztillalt vizben és
az enzimaktivitas vizualizalasat ABTS-el, GUA-val és OPD-vel végeztiik (Anderson és
mtsai. 1995). Osszehasonlitasként HRP enzimet hasznaltunk. Molekulastly markerként
Thermo Scientific™ PageRuler™ elére bejeldlt fehérje 1étrat hasznaltunk, ami 10 és 250
kDa kozotti kilenc rekombinans fehérje keveréke. A gélre minden zsebbe 30 pg/uL mintat
vittlink fel. Futtaté pufferként Tris puffert (pH=8.3) hasznaltunk. A géleket 120 V-on és
130 percen keresztiil futtattuk.
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4.8. Hidrogén-peroxid tartalom meghatarozas

A levélmintdk H»O> tartalmanak fotometrias megbecslését Matai és Hideg (2017)
alapjan végeztiik el. A moddszer a xylenol orange (125 uM; 6% (v/v) triklorecetsavban
(TCA) oldva) kromofor H2O2 indukalta abszorpcios valtozasan alapszik. A méréshez nem
a 4.5 alfejezetben leirt mintdkat hasznaltuk, hanem a kezelések végén kozvetlen a
nevelékamraban levelenként 3 korongot gytjtottiink (25 — 56 mg), melyeket azonnal 6%-
0s TCA oldatban homogenizaltunk dorzsmozsar hasznalataval. A mintdkat ezutan
centrifugaltuk (15 000 x g, 10 min, 4 °C, Heraeus Fresco 17 Centrifuge, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Egyesiilt Allamok) és 30 perces inkubacio (szobahdmérsékleten) utan
560 nm-en mértiik a feliiliszok abszorpcids értékeit. A levelek H20; tartalmat nmol mg*

friss tomegben adtuk meg, egy 0 — 10 nM skaldjiu H20; kalibracids gorbe hasznalataval.

4.9. Nem enzimatikus H202 semlegesités mérés

A 70% etanolt tartalmazo levélkivonatok nem enzimatikus H202 semlegesitd
antioxidans kapacitds meghatarozasat Csepregi és Hideg (2016) alapjan végeztik el. A
mérés a H»O, és a kalium-jodid (KI) reakcioja soran keletkezd jod (I2) fotometrids
detektalasan keresztiil torténik, melyet csokkentenek a mintaban jelen 1évé H202-reaktiv
komponensek. A mérdelegy 25 uM H202-ot, 595 uM KI-t, 6% (v/v) etanolt kalium-
foszfatot tartalmazo puffer (pH=7.0). Ehhez vagy levélkivonatot (15 — 20 ul 4.5 — 6 pg
levél friss tomegnek megfelel6 mennyiségil) vagy tesztvegyiiletet (0.42 — 3.2 mM) adtunk.
A mérés soran kétszer mértiink 405 nm-es az abszorpcidt, azonnal a komponensek
Osszekeverésekor, majd harom perc elteltével, melyhez Multiskan FC plate reader-t
(Thermo Fischer Scientific, Shanghai, Kina) hasznaltunk. A nem enzimatikus H20>

semlegesitési értékeket pM aszkorbat ekvivalensként adtuk meg.

4.10. Nem enzimatikus Oz semlegesités mérés

A szuperoxid gydk O semlegesitd antioxidans kapacitds méréseket az
enzimatikus aktivitas gatlasa érdekében szintén 70%-os etanolt tartalmazo levélkivonatok
segitségével végeztik. A moddszer az NBT (nitro blue tetrazolium) formazanné vald
atalakulas gatlasan alapszik. A 200 pL reakcioelegy a kovetkezoket tartalmazta: 0.3 mM
xantin, 0.3 mM EDTA és 5 — 15 pL levélkivonat 50 mM K-foszfat pufferben (pH = 7.2) és

a reakcidt 15 mU xantin-oxiddz hozzdadéasaval inditjuk el. A formazan képzddés
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detektalasat 540 nm-en detektaltuk az abszorpcid emelkedésével. Az eredményeinket as

uM Trolox ekvivalens mg ! levél friss tomegként adtuk meg.

4.11. Statisztikai adatelemzés

A kisérletek soran kétféle adatértékelési stratégiat alkalmaztunk. Az 5.6. fejezetben
bemutatott keskenysavi UV-B kezelés kivételével minden kisérletben az azonos kezelési
vagy levélkor csoportba tartozd leveleken mért adatok &tlagait hasonlitottuk Ossze
kétmintas t-proba vagy ANOVA modszerrel. Biologiai ismétlésnek kiilonb6zo
novényegyedek azonos kezelésnek kitett, azonos koru leveleit tekintettiik (n=4). Minden
levébdl egyenként készitettiink kivonatokat és a spektrofotométeres mérések levelenként
harom vagy négy technikai ismétlésben torténtek.

Az UV-B ¢és H20- hatasokat vizsgalo kisérletsorozatban (5.4. fejezet) az ANOVA
modszert hasznaltuk. A feltételek teljesiilését a kovetkezd elbtesztekkel ellendriztiik:
adataink normalitasat Shapiro-Wilk W tesztekkel és a varianciak homogenitasat Levene-
tesztekkel. A mintaatlagok kozotti eltéréseket kétutas ANOVA-val meghatarozott p
értekekkel vizsgaltuk, a kiillonbségeket p < 0.05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak. Tukey
HSD teszteket alkalmaztunk post-hoc tesztként, és az ANOVA nullhipotézisek igazolt
elutasitasait p értékekkel jellemeztiik.

A nativ protein gél elektroforézis €s fenoloid vékonyréteg vizsgalatok eredményeit
csak kvalitativan értékeltiik, statisztikai elemzés nélkiil.

A keskenysavi UV-B kezelést alkalmazo kisérlet soran nem dolgoztunk bioldgiai
ismétlésekkel. Ebben a kisérletben 13 ndvény esetében ndvényenkeént kiilonb6z6é 311 nm
dozist hasznaltunk. Az egyes novények 1-1 levelének adataithoz 4 UV-B kezelést nem
kapott levél adatait hozzatéve a ndovekvd dozisi UV-B altal keltett hatdsok trendjét
vizsgaltuk. Ehhez minden mért paraméter (fotoszintézis vagy antioxidans jellemzd)
esetében regresszios modellt illesztettiink az UV-B adatokat fiiggetlen, a mért értékeket
fliggd valtozoként kezelve. Amennyiben a linearis modell nem azonositott szignifikéns
trendet, akkor négyzetes polinom fiiggvény illesztését kiséreltik meg. A regresszids
eredményeket akkor tekintettiik szignifikdnsnak, ha p < 0.05 mellett elvethetd volt az a
nullhipotézis, amely szerint nem all fenn regresszios kapcsolat; tovabba teljesiilt a valtozok
¢s a hibatagok normalitasanak feltétele is (Shapiro-Wilk teszt eredménye p > 0.05).

A statisztikai vizsgalatok a PAST program segitségével torténtek (Hammer és

mtsai. 2001).
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5. Eredmények és megvitatasuk

5.1. Dohanylevelek UV-B-hez torténé alkalmazkodasanak életkor fiiggése

A dolgozatban bemutatasra keriil6 UV-valaszokat dohanyndvényekben vizsgaltuk. A
sikeres alkalmazkodast a fotoszintézis fényreakcidjanak hatékonysagaval (fotokémiai
kvantum hatasfok) jellemeztiikk, és az UV sugarzashoz jol alkalmazkodott ndvények
leveleiben vizsgaltuk az oxidativ stressz elkeriilését lehetové tevo antioxidans valaszokat.
A levelek fotoszintézisét (Moustaka és mtsai. 2015; Nesterenko és mtsai. 2015) és
kiilonb6z6 antioxidansait (Csepregi és mtsai. 2017) is befolyasolja azok fejlettségi allapota.
Amennyiben a levelek antioxidans tartalma kiilonb6z6, ez befolyasolhatja a stresszre adott
valaszaikat is. Az elsé kisérlet sorozatban névényneveld kamraban nevelt 4 hetes, harom
kifejlett levelet tartalmazé dohany (N. tabacum, cv. Xanthi) novényekben, harom
kiilonb6z6 levél szinten hasonlitottuk dssze az UV kezelésre adott harmas tipust peroxidaz
enzim (POD) aktivitas valaszokat. Az UV-valaszok mas fajokban korabban mar
megfigyelt heterogenitasanak dohany novényekben torténd vizsgalata mellett ez a kisérlet
sorozat fontos volt annak a levélszintnek a kijelolésére, amit a tovabbi kisérletekben
tovabb tanulmanyoztunk. Els6 1épésként klorofill fluoreszcencia alapjan szdmitott élettani
paraméterek alapjan jellemeztiik a kiilonb6z6 koru leveleket €s az alkalmazott UV kezelés
hatasat. A fotokémiai paraméterek valtozasai jol jellemzik a levelek koranak valtozasat,
amit mar megfigyeltek Arabidopsis (Moustaka és mtsai. 2015) és btiza (Nesterenko és

mtsai. 2015) esetében.

Az |. kisérleti elrendezésben leirt kiegészitd UV-B sugarzasnak kitett ndvényeket
nem érte karosodas a kisérlet soran, amit a mért fotokémiai paraméterek alatimasztanak. A
stressz indikatorként is hasznilatos nem szabdlyozott nem fotokémiai kioltds (non-
regulated non-photochemical quenching, Y(NO); Klughammer és Schneider 2008)
mindegyik vizsgalt levélszinten alacsony értékii volt (0.19 — 0.22), és a levelek eltér6 kora
nem volt ra hatassal. Az als6 levelek PSII kvantumhozama (Y (11)) 23 % -al alacsonyabb
volt, mint a fiatalabb fels6 leveleké (0.57 és 0.71). Ezt a kiilonbséget az okozta, hogy a
szabalyozott, stresszelkeriilést jelzo nem fotokémiai kioltas (Y(NPQ)) magasabb volt az
als6 levelekben. Az UV-B kezelés hatasara az Y(II) egyediil az also levelek esetén
valtozott, ezekben kis mértékben, de szignifikdnsan megemelkedett. Az Fv/Fm és az Y(NO)

paraméterek egyik korcsoport esetében sem valtoztak meg a kezelés hatasara (3. abra). Ez
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az eredmény azt mutatja, hogy az alkalmazott UV-B besugarzas nem okozott karosodast a
levelekben, alkalmazkodas kovetkezett be. A levelek klorofill tartalmat klorofill indexszel
jellemeztiik. A harom levélszinten ezek nem kiilonboztek. Az UV-kezelés hatasara egyik
csoportban sem volt csokkenés a klorofill tartalomban. Bar az atlag értékekben volt
valtozas (3. abra), a levelek bioldgiai variabilitasabol adodé kiilonbségek miatt ezek nem

voltak szignifikdnsak.

felso levél Y(Il) 101%

97% FvIFm Y(NPQ) 86%

Y(NO) 104%

—o— UV Flav 145%

kozépso level

Y(I1) 110%

98% FvIFm Y(NPQ) 60%

Y(NO) 106%

—o— UV Flav 179%
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also levél Y(Il) 114%

99% FvIFm 200 \X Y(NPQ) 58%

88% Chl Y(NO) 106%

C
—o— UV Flav 200%

3. abra A fotokémiai hatékonysagok (Fv/Fm és Y(I1)), a nem fotokémiai kioltasok (Y(NPQ) és Y(NO))
hatasfokanak megoszlasa, és a pigment tartalom Chl, klorofill és Flav, flavonoid index) valtozasa eltér6kora
kontroll és UV-kezelt dohany levelekben (C, kontroll; UV, kiegészité UV megvilagitas; fels6 levél =
legfiatalabb kifejlett levél, als6 levél = legiddsebb kifejlett levél). A biologiai ismétlés kezelési csoportonként
négy-négy levél volt. A csillagok az egyes levélszinteken az UV okozta szignifikans (p < 0.05) eltéréseket
jelzik. Az abran szerepl6 %-os értékek az adott levélszinten az egyes paraméterekben az UV kezelés

hatasara bekovetkezd valtozasokat jelzik.

Az UV-B-hez torténd alkalmazkodas, egyik jellemzO hatdsa a fenolos savak és
flavonoidok bioszintézisének serkentése (Schreiner és mtsai. 2012). Ezt kisérletiinkben a
noninvaziv flavonoid tartalom meghatarozas eredménye is igazolta, az UV-kezelt levelek
magasabb flavonoid index értékeket mutattak, a fels6 levelek 1.5-szeres, a kozépsok és az
alsok pedig 2-szeres emelkedést a megfelelé kontrollokhoz viszonyitva (3. abra). Ezek a
vegyliletek az epidermisz sejtekben UV elnyeldként csokkenthetik a fotoszintézisben
résztvevld mezofill sejteket érd sugdrzast (Larson 1988). Az emelkedd fenolos vegyiilet
tartalom tovabbi UV-B indukalta védelmi lehetdségeket is biztosit a ndvények szamara, a
POD szubsztratként (Jansen et el. 2004), vagy nem enzimatikus antioxidansként (Larson

1988). Ezekkel a kovetkezo fejezetekben foglalkozom részletesen.

5.2.1. Az UV-B indukalta POD valasz mérése természetes és mesterséges
szubsztratokkal

A fenti mérések alapjan megallapithato, hogy az alkalmazott UV-B kezelés a
levelekben alkalmazkodasi valaszokat valtott ki. A kovetkezOkben Oszzehasonlitottuk a

POD enzim aktivitasokat és azok UV-indukalt valtozasait a kiilonboz6 levélszinteken.
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Ennek mérésére az irodalomban tobbféle, kiillonboz6 kromofor tulajdonsagu elektron donor
szubsztratot alkalmazo6 eljards ismert. A hagyomanyosan hasznalt szintetikus (ABTS,
OPD) szubsztratok mellett a tobb novényfajban is megtalalhatdo fenolos vegyiilet, a
guaiacol (GUA) alkalmazasa is elterjedt. A csoportonkénti négy levélminta POD
aktivitdsanak meghatarozasat négy kiilonb6z6 szubsztrattal végeztiik el, a fenti haromhoz
egy flavonoid vegyiiletet, a quercetint (QUE) is hozzavéve, amit a tormaperoxiddz (HRP)
enzim esetében alkalmaztak mar szubsztratként (Yamasaki és mtsai. 1997). A POD enzim
aktivitasokat az alkalmazott szubsztrat szerint jeloltik ABTS-POD, GUA-POD, OPD-POD
¢s QUE-POD modon. A négyféle mérési eljards ugyanazon levélmintaban is kiilonb6z6

! enzim egységekben (enzyme unit, U)

értekeket adott mM oxidalt szubsztrdt min’
kifejezve, ABTS-POD >> GUA-POD > OPD-POD ~ QUE-POD sorrendben (4. abra). A
POD aktivitast mérd probak kozotti eltérések szemléltetése érdekében az eredményeket
minden esetben a szazalékos értékként adtuk meg a felsé (legfiatalabb) kontroll levélben
mérthez (CF) képest. Az eltérd életkort kontroll levelek POD aktivitasai kozott csak a
QUA-POD esetében kaptunk szignifikans eltérést. A GUA-POD ¢és OPD-POD mérések
eredményei hasonloak voltak az ABTS-POD-értékekhez: egyik moédszer sem mutatott
szamottevo kiilonbséget a kiilonboz6 kort kontroll levelek kozott. Hosszabb ideig nevelt,
haromhonapos dohdnyndvények szélesebb korspektrumt leveleinek vizsgdlatakor
Takahama és mtsai. (1999) azt tapasztaltdk, hogy a szimplasztikus POD aktivitds (ami
kisérletiikben a teljes POD legalabb 80%-anak felelt meg) fiiggetlen volt a levél
pozicidjatol, igy a koratol is, azonban az intracellularis folyadék POD aktivitasa
alacsonyabb volt a fiatalabb levelekben (kb. 8-10%-al) és megemelkedett az idésebbekben
(kb. 20%-kal) (4. abra). A kiilonbség hianya a mi kisérletiinkben azzal magyarazhato, hogy
a fiatalabb (egyhonapos) novényeinkben vizsgalt harom levél kozelebb helyezkedett el
egymashoz, igy a nevel6kamraban az ezeket ért PAR megvilagitasban sem volt jelentds
kiillonbség. Ezek a ndvények tehat jo alanyok voltak annak megvizsgalasara, hogy az
egymashoz hasonlo6 alap POD aktivitasaik kiilonb6zd modon valtoznak-e az UV-B kezelés

hatasara.
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EABTS ®m GUA = OPD QUE

*

% %k

%% * * k%

CF CK CA UVF UVK UVA

4. abra A négy szubsztrattal mért POD aktivitds valtozasai UV-B kezelés hatasara a kiilonbozé levelek

esetében.
CF/K/A: fels6/kozépsd/alsod kontroll levél, UVF/K/A: fels6/kozépsd/alsd UV kezelt levél, * és**: p < 0.05 és
p < 0.01 szignifikans kiilonbség az azonos kort kezeletlen és kezelt levelek kozott. Az oszlopok és a

hibasavok az atlagoknak és szorasoknak felelnek meg (n = 4).

Az UV kezelt levelek POD aktivitdsa mind a négy szubsztrat hasznalatakor emelkedést
mutatott a kontrollokéhoz képest, a kordbban hasonl6 koriilmények kozott tanulmanyozott
dohanynovények ABTS-POD valaszaihoz hasonléan (Majer és mtsai. 2014, Czégény és
mtsai. 2016). Mivel a legmagasabb POD aktivitasi értékeket minden minta esetében az
ABTS hasznalataval kaptuk, igy modszertani konklizioként ezt a mddszert javasoljuk
dohanynovények mas stresszvalaszainak vizsgalatokhoz is.

A sokszempontos analitikai vizsgalatokhoz sziikséges nagy kisérleti anyag mennyiség
konnyebben elérheté tobb levél egyetlen mintaclembe gylijtésével, azonban tobb
kozlemény is bemutatta, hogy a stresszvalaszok az eltérd koru levelekben kiilonbozdek. A
levelek ¢életkora hatassal volt a ndvények UV sugarzasra adott vélaszaira is, példaul a nem
enzimatikus antioxidansok mennyiségi valtozasaira sz6l6 (Majer és Hideg 2012) és
Arabidopsis (Csepregi és mtsai. 2017) novények esetében. Hasonld eredményt adott az itt
bemutatott, harom levélszint POD valaszait 6sszehasonlito |. kisérleti elrendezésiink. A
kontroll levelek POD aktivitdsa négy kiilonbozd szubsztrattal végzett vizsgalat koziil csak

az egyik esetben (QUE-POD) volt szignifikansan kiilonb6z6 az also és a fels6 levelekben;
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az UV-kezelés pedig mindkét levél szinten fokozta az aktivitdst mind a négy modszer
szerint. Az UV kezelt also6 levelekben a POD aktivitasanak emelkedését a QUE mellett, az
ABTS hasznalataval is ki tudtuk mutatni. Az eredmény egyik magyarazata, hogy az
ABTS-el regisztraltuk a legmagasabb aktivitasi értékeket, tehat a proba sokkal
érzékenyebb a kisebb relativ eltérések érzékelésében, mint a tobbi szubsztrat. Azonban a
nagy érzékenység dnmagaban nem elegend6 az UV indukalta POD valaszok vizsgéalatakor.
A POD aktivitas mellett fontos, hogy magas szubsztrat affinitassal tudjunk detektdlni az
UV aktivalta POD izoformakat is. Annak ellenére, hogy a QUE hasznalatakor sokkal
kisebb aktivitasi értékeket kaptunk, mint a tobbi szubsztrat esetében, ez volt az egyetlen
olyan moddszer mely képes volt kimutatni a korbol ad6doé kiilonbségeket, kezeletlen és UV-
B kezelt levelek esetében is. A kiilonb6zé POD szubsztrat modszerek kozotti eltérések
magyarazata igy a kovetkez6 két hipotézis lehet: (i) az UV-kezelt mintdkban jelen vannak
olyan metabolitok, melyek befolyasolhatjadk a POD mérés érzékenységét vagy (ii) a POD
izoformak eltéré szubsztrat preferenciaja. Az els0 magyardzat potencialis metabolitjai az
UV-indukalta fenolos vegyiiletek, melyek versenghetnek a kromofor szubsztrattal az enzim
kotéhelyéhez kapcsolodasakor. A polifenolokban gazdag levélmintak esetében ez az
enzimaktivitds alul becsléséhez vezethet, ami megmagyardzza mind a négy kromofor
oxidacion alapuld proba kis POD aktivitas kiillonbségeket illetd érzéketlenségét. Az elsd
hipotézisiinket tamasztja ald a megemelkedett adaxialis flavonoid index értékek az idds
UV-kezelt levelekben a fiatal UV-kezelthez képest (+47%) és a QUE szubsztrattal (tehat
egy fenolos vegyiilettel) mért POD aktivitasi értékek parhuzamos emelkedése. Masrészrol,
a korbol adodé POD aktivitas kiilonbségeket az alacsonyabb polifenol tartalmt kontroll
mintakbol is sikeriilt kimutatnunk, bar csak a quercetin hasznalataval. Kétféle, lucfenydbol
szarmazo6 fenolos peroxiddz vagy HRP-t tilexpresszalé dohanyndvények Osszehasonlitd
vizsgalatakor Jansen és mtsai. (2001, 2004) azt tapasztaltdk, hogy az egyik esetben
emelkedett, a masikban viszont csokkent a transzgenikus novények UV-tiirése. Ez arra
utalt, hogy csak bizonyos POD izoformak jarulnak hozza az UV elleni védelemhez, ami a
masodik hipotézisiinket tdmasztja ala. Ezért kisérletiinkben a dohanylevelekben jelen levd
eltéré POD izoformakat ¢€s ezek UV-B hatasara torténd aktivalodasat gélelektroforetikus

elvalasztassal vizsgaltuk.
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5.2.2. Az UV-B indukalta POD izoformak eltéro szubsztrat-preferenciaja

A kiilonbozo kortt UV kezelt levelek vizsgalata ramutatott a POD enzim valasz
Osszetettségére. Az egyes szubsztratokat preferald mutatdo izoformakat nativ gél
elektroforézis segitségével kiilonitettiik el. Ehhez a fels6 levelek kivonatait vizsgaltuk, és a
fenti kisérletekb6l harom, a lathat6é tartomanyban abszorpcidvaltozast mutatdé kromofor

szubsztratot (ABTS, GUA, OPD) hasznaltunk az aktivitas festések soran.

A spektrofotometriai vizsgalatok eredményeivel ellentétben a nativ PAGE nem
alkalmas kvanitativ Osszehasonlitasokra (Janknegt és mtsai. 2007), viszont a
gélelektroforézis hasznalataval képesek voltunk a sikeres UV-B akklimacioért felelés POD
izoformédk megjelenitésére. Az UV-B-kezelt levelekben harom kiilonalld savot
azonositottunk a dohéanylevél kivonatokban és neveztiikk el Yannarelli és mtsai. (20006)
nomenklatirajanak kiterjesztése alapjan (POD1, POD2, POD3 az 5. abran). Ezek
molekulatdmege a nativ gél alapjan nem allapithatdé meg pontosan, a becsiilt tomegek a 45,
55 és 95 kDa. A kontroll ndvények mintaiban ezek koziil a POD2 sav volt detektalhatod
mindharom festék hasznalataval, illetve OPD-vel halvanyabban a PODI1 sav is lathatova
valt. Az UV-B kezelés jelentésen megnovelte a POD2 aktivitast és erés POD1 aktivitast
okozott mindharom szubsztrattal. Tovabba, egy harmadik, nagyobb mokelulatomegii és
kisebb aktivitdst mutatd izoforma sévja (POD3) is jelen volt az UV kezelt mintakban, de
csak az OPD ¢és guaiacol szubsztratok hasznalatakor. A POD3 a molekulatomege a

tormaperoxidaz enzimet (HRP) alkoté POD izoformaéhoz volt hasonlo.

Bar nagy dozisu UV kezelések hatasait vizsgaltak mar egy masik (naftolos) festési
eljarassal, a mi kisérletiinkben volt az els6é olyan UV akklimacios levélmintakat vizsgald
nativ. POD gél analizis, mely harom eltér6 szubsztratot hasznalt az eredmények
Osszehasonlitasara és értékeléséhez. Megmutattuk azt is, hogy az ABTS, OPD és GUA
festés Osszehasonlitdsa alkalmas a POD izoforméak kimutatasara, mert kiilonbozéképpen
regisztralta a kereskedelemben kaphato tisztitott HRP aktivitasat is. A kisérletiink szerint a
HRP is tobb izoforma keveréke. Eredményeink azt is megmutattak, hogy ezek az
izoformék érzékenyebbek voltak az OPD hasznalatara, mint a masik két szubsztratra,
mivel az OPD festés hatasara egy negyedik sav (POD4, Yannarelli és mtsai. 20006) is
megjelent a gélen. Ennek az izoformdnak nem volt megfeleldje a dohanylevél

kivonatokban.
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Az eltéréseket az izoformak aktivalasat befolyasold kiilonbozd kornyezeti faktorok
is okozhatjak, mivel funkcionalis specializaciojuk mar régota feltételezett (Cosio és
Dunand 2009). Az UV-B indukalt POD izoformak hasonl¢ elkiilonitését eddig csak sokkal
magasabb, nem alkalmazkodast, hanem karosodast eldidézé dozisok esetében végezték el.
Korabbi tanulmanyok (Yannarelli és mtsai. 2006, Jovanovic ¢és mtsai. 2006) mar
beszamoltak széls6séges UV dozisok alkalmazasaval kapott eltéré POD izoforma
valaszokrol, mindkét Kkisérlet sordn 1-naftolt hasznaltak POD szubsztratként. A mi
kisérletiinkben alkalmazottnal kozel 23-szor nagyobb UV-B dézis hasznalataval Yannarelli
¢s mtsai (2006) napraforgd csirandvény mintakban két erés POD izoforma (PODI és
POD2) megjelenésérdl szamolt be, ezeket a dohanylevélkivonatokban az alacsonyabb UV-
B hatasara is megfigyeltiik. Egy harmadik izoformat (POD3) pedig az UV kezelést
kovetden 20 oOra helyredllas utan azonositottak, ez a mi kisérletiinkben kozvetleniil az UV
kezelés utan sokkal gyengébben jelentkezett. Egy masik tanulmanyban, szintén extrém
magas UV-B doézis hasznalataval (25-szOor magasabb, mint a mi kisérletiinkben) a
fentiektdl eltér6 POD valaszokat észleltek hajdina csiranovények és kifejlett novények
Osszehasonlitdsakor (Jovanovic és mtsai. 2006). Annak ellenére, hogy a nativ gél nem
alkalmas kvantitativ 0sszehasonlitasokra, arra alkalmasnak bizonyult, hogy illusztraljuk az

UV-indukalta POD izoformak heterogenitasat és kiilonbdzo szubsztrat preferenciaikat.

OPD
Uuv M HRP C uv

POD3
POD4
" POD2
-~ PODI
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5. abra Felsé sor: Tormaperoxidaz (HRP) és a dohanyleveél kivonatok POD enzim aktivitas mintdzata nativ

géleken az abrak tetején jelzett festési modszerekkel. A savok balrdl jobbra a kovetkezoket tartalmaztak:
molekulatdmeg-marker (M); HRP (2 pU); dohanylevél kivonatok kontroll (C) és UV-kezelt (UV) levelekbdl
(30 pg osszfehérje). Also sor: A nativ gélek sematikus mintazata. A szaggatott vonalak a marker poziciokat,
a fehér négyszogek a HRP savokat, a sziirke ¢s fekete négyszogek a kontroll és az UV -kezelt mintakban

megjelend savokat jelképezik.

Bar a nativ gélen szétvalasztott POD izoformak szubsztrat preferencidjat a QUE-
POD esetében nem tudtuk megvizsgalni, mert a QUE oxidacidjat kisérd
abszorpciovaltozas nem a lathatd spektrum tartomanyba esik, a QUE-POD UV-indukalt
aktivitas valtozasait a tovabbi kisérletekben tovabb vizsgaltuk.

A fenti, részben szintetikus (ABTS, OPD), részben természetes, de a
dohédnylevelekben nem taldlhaté fenolos vegyiilettel (GUA) végzett kisérletek
megerdsitették, hogy az UV-B-hez torténd alkalmazkodasban tobbféle POD izoforma is
részt vesz. Mas, kevésbé heterogén enzim csalddok esetében az egyes enzim fehérjéket
kodold gének jol azonosithatoak, és a stresszvdlasz tanulméanyozhatdé példaul a mRNS
szintek valtozéasai, vagy célzott mutansok segitségével. A POD esetében ez az it nem
kovethetd, részben az enzimcsalad multigénes jellege miatt, részben szamunkra nem volt
elérhetd olyan mutans, mely az 6sszes POD izoforma aktivitasara hatassal lenne. A célzott
mutacidkat tartalmazé ndvények hidnyaban mas kutatdsi megkozelitést alkalmaztunk. A
POD enzim UV-B sugarzasra adott valaszai nagy heterogenitast mutattak a reakcioé soran
hasznalt szubsztrat tekintetében, mely lehetdséget adott nem csak a POD izoformak
aktivitasanak a tanulmanyozasara, de a szubsztrat preferencidk elemzésére is (Racz és
mtsai. 2018). A dohanyndvények sokféle fenolos vegyiiletet tartalmaznak, ezért
tovabbiakban ezeknek a szerepét vizsgaltuk az UV-B sugarzashoz torténd alkalmazkodas

soran.

5.3. A fenolos vegyiiletek és a POD izoformak szerepe az UV-B valaszban

Az UV sugarzds megvaltoztatja a levelek fenoloid bioszintézisét, ami részben az
UVRS fotoreceptor altal szabalyozott folyamatok eredménye (Brown és mtsai. 2005). A
fenolos vegyliletek mennyiségének ndvekedése, illetve a fenoloid profil megvaltozasa

azonban tobbféle mas oxidativ stressz kisérd jelensége is (Bilger és mtsai. 2007; Alam és
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mtsai. 2016.), igy a fotoreceptor fiiggetlen valaszut, példaul az UV-B-keltette H20 hatasa
is feltételezhetd volt. Ezért az UV-B-fiiggd antioxidans valaszok tovabbi vizsgalataival
parhuzamosan a kozvetlen H202 kezelés hatasait is tanulmanyoztuk. Elséként az UV-B
kezelés szerepét mutatom be az 5.3. fejezetben, majd ezen eredményeket hasonlitom 0ssze

a H20: kezelés eredményeivel az 5.5. fejezetben.

A 5.2. fejezetben leirtakhoz hasonloan elvégzett klorofill fluoreszcencia alapu levél
analizis azt mutatta, hogy sem az ebben a kisérletsorozatban alkalmazott 6.9 kJ m? d*
kiegészitd UV-B kezelés, sem a H2O» oldattal 6nt6z¢és, sem pedig a két kezelés egyiittes
alkalmazasa nem csokkentette szignifikdnsan a levelek fotokémiai aktivitasat (6. abra). Az
eredmények alapjan egyik kezelésiink sem okozott kérosodast a ndvények szamadra, sot,

kismértékii fotokémiai hozamnovekedést tapasztaltunk a kezelt levelek esetén.
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6. abra Viltozasok a levelek fotokémiai hozamaban Y(II), szabélyozott nem fotokémiai kioltdsdban
Y(NPQ) és nem szabalyozott nem fotokémiai kioltdsaban Y(NO) a négy kezelési csoportban: kezeletlen (C),
H202-kezelt (H:02), UV-B-kezelt (UV-B), vagy UV-B és H,0z-val (UV-B + H,0;) kezelt. Az
oszlopmagassagok és hibasidvok az atlagokat és a szordsokat jelentik, n = 4. A szignifikdns (p < 0.05)
egyfaktoros hatasokat, példaul az UV-B és C, illetve a H,O, és C levelek atlagai kozotti kiilonbséget
csillaggal jeloltiik. A kétfaktoros ANOVA elemzés nem azonositott szignifikans faktorialis hatasokat vagy

interakciokat (ennek az adatai nem szerepelnek az abran).
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5.3.1. A fenolos vegyiiletek valtozasa az UV-B-hez torténé alkalmazkodasban

Az UV-B kezelt dohanylevelek fenoltartalmanak jellemzését elészor a flavonoid
index segitségével becsiiltiik, mert ez a mérés noninvaziv modszerként lehetdvé teszi a
levelek tovabbi elemzését is. Az eredményeink egy erds (120-130%-0s) emelkedést
mutattak az adaxialis flavonoid index esetében, mind a kontroll és UV kezelt levelekben,

mind a kontroll és kettOs kezelés hatasara (7. abra).

Jakior | F | p Jakior | F | p
B 1161 | <107 V-B 1235 | 0.276
(A) v (B) U
H,0, 2.08 | 0.160 H,0, 0.137 | 0.714

UV-B x H,0,| 1.235 | 0.276
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7. abra Az adaxialis (A) és abaxialis (B) flavonoid index &sszehasonlitds a négy kezelési csoport leveleiben
(kezeletlen kontroll, C; UV-B kezelt, UV-B; H,0, kezelt, H,O,; UV-B és H.0; kezelt; UV-B + H,0,). Az
oszlopok magassaga ¢és a hibasavok az atlagokat és a szorasokat jelképezik, n = 10. 100% = a kontroll
levelekben mért flavonoid index atlaga. A szignifikans egyfaktoros hatasokat csillaggal jeldltiik. A kétutas
ANOVA eredményeit az F és p értékek segitségével mutatjuk be (Firitikus = 4.11).

A flavonoid indexet gyakran hasznéljadk a levelek 4ltalanos fenolos vegyiilet
tartalmanak jellemzésére is, bar a fenolos vegyiiletek koziil a fenolos savaknak
alacsonyabb hullamhosszon (az UV-B tartoméanyban) taldlhaté az abszorpcids maximuma,
mint a flavonoidoké (az UV-A tartomanyban) (Csepregi és Hideg 2018), igy a Dualex
miiszer 4.3. részben ismertetett 375 nm-es levélszoveti abszorpcion alapuld miikddése
(Goulas ¢és mtsai. 2004) az utdbbiakat hatékonyabban detektalja. A H202 kezelés
onmagaban nem emelte a levelek flavonoid indexét, és nem modositotta az UV-B kezelés

hatasat sem (7. ébra).
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A fenolos vegyiiletek valtozasainak részletesebb megismerése érdekében a
levélkivonatok vékonyréteg kromatografiai (TLC) elvalasztasat is elvégeztiikk (8. &bra).
Annak ellenére, hogy a kezeletlen levélminték fenolos vegyiilet tartalma tal alacsony volt a
detektalhatosaghoz, az elvalasztas sikeres volt a kezelési csoportok elkiilonitésében. Az
UV-B kezelt mintdk erételjes savokat mutatnak a CGA ¢és a RUT futasi tavolsaganak
megfeleld helyeken. A H20: kezelés dnmagdban nem indukalt detektalhatd mértékii
emelkedést a fenolos vegyiiletekben. Ez a mddszer nem tette lehetévé az eredmények
kvantitativ Osszehasonlitdsat, azonban eredményeink arra utalnak, hogy a két fenolos
vegylilet UV-B hatéasara torténd megemelkedését a levelekben nem moédositotta jelentosen

a H2O7 jelenléte, tehat a hatas egyértelmiien az UV-B-nek volt tulajdonithaté (8. abra).

QUE

UvB

C H.O H:OZ

272

uv-B

8. abra A dohanylevél kivonatok és a fenolos tesztvegyiiletek vékonyréteg kromatografias képe.

A quercetin (QUE), quercetin-3-O-rutinozid (RUT), kavésav (CAA) és klorogénsav (CGA) tesztvegyiileteket
1 mg mL™ koncentraciéban vittiik fel a lemezre. A metanolos levél kivonatok (0.3 mg levél friss tomeg mL™?)
a kovetkezd kezelési csoportokbol szarmaztak: kezeletlen (C), H20- kezelt (H202), UV-B kezelt (UV-B) és
UV-B és H,0; kezeléseket is kapott (UV-B + H205).
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A levélmintdk TLC hasznalataval kapott fenolos vegyiilet profiljat HPLC
mérésekkel is aldtdmasztottuk (Fiiggelék 2.). A Filiggelékben lathatd kromatogram igazolta
a RUT ¢és CGA nagymértékit UV-B indukcigjat, valamint a TLC altal nem detektalt, de
korabbi kézleményekben dohanylevél komponensként emlitett kavésav (CAA) (Popova ¢€s
mtsai. 2018) kismértékii jelenlétét is. A dohanylevelekben jelen levd Osszes komponens
valtozasanak kvantitativ értékelése tovabbi kutatdsaink része, igy az eredményei nem

szerepelnek a dolgozatomban.

5.3.2. A fenolos vegyiiletek kozvetlen antioxidans funkcidja

A levélkivonatok fenti vizsgélata alatdmasztotta a flavonoid index méréseket,
tovabba megmutatta, hogy nem csak a foként UV-A-t elnyel6 flavonoid, hanem az UV-B-t
abszorbeald fenolos savak mennyisége is emelkedett. A TLC és HPLC eredmények alapjan
azonositottuk azt a két fenolos vegyiiletet (a CGA és a RUT), amelyek mennyisége a
legnagyobb mértékben valtozik az UV-B kezelés hatasara (8. abra és Fiiggelék 2.). A
tovabbiakban arra kerestiikk a valaszt, hogy ezen vegyliletek a lehetséges kozvetlen UV
elnyeld szerepiik mellett hogyan jarulhatnak hozza antioxidansként az UV-B-hez torténd
alkalmazkodéashoz. Ehhez megvizsgaltuk a direkt (k6zvetlen H2Oz reaktivitason alapulo) és

indirekt (POD szubsztrat) antioxidans funkcioikat.

Ahhoz, hogy egy metabolit a ndvényi szovetekben hatékonyan vehessen részt nem
enzimatikus H20> semlegesité folyamatokban, tobb biokémiai feltételnek kell teljesiilnie.
Egyrészt legyen magas H20: reaktivitdsa, masrészt az oxidalt formai legyenek
regeneralhatdak. Amennyiben az utobbi feltétel nem teljesiil, az antioxidans funkcio
kozben oxidalt vegyiilet Gjboli szintézise metabolikus forrdsokat vonhat el a tobbi
¢letfolyamattol. Az oxidalt forméabodl regeneralhaté nem enzimatikus antioxidansok tipikus
példai a névényekben az aszkorbinsav (ASA) és a glutation (GSH) (Noctor és Foyer 1998).
A kiilonboz6 fenolos vegyiiletek nem enzimatikus H202 semlegesité kapacitasar6l mar
késziilt egy 0sszehasonlitd tanulmany, ami tesztvegyliletek mérésével igazolta a QUE ¢és a
RUT magas H20: reaktivitasat (Csepregi és Hideg 2018). Ebben a munkéban azonban nem
szerepelt valamennyi, a dolgozat szempontjabol jelentds vegyiilet, ezért a mérések egy

részeét megismételtiik és az eredményeihez hozzaadtuk a CGA és a GSH H20; semlegesitd
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kapacitasat is (3. tablazat). Az eredmények azt mutattdk, hogy az UV-B kezelés hatasara

keletkezd fenolos savak kevésbé hatékony direkt H2O> antioxidansok, mint a flavonoidok.

3. tablazat Tesztvegyiiletek relativ nem enzimatikus H,O, semlegesitd képesség értékei

H20- semlegesitd képesség
Tesztvegyiiletek (uM aszkorbat ekvivalens
egységekben)

Kéavésav (CAA) 0.55
Klorogénsav (CGA) 0.69
Glutation (GSH) 0.57
Quercetin (QUE) 3.50
Quercetin-rutinozid (RUT) 1.65
Aszkorbinsav (ASC) 1.00

A tovéabbiakban azt tanulmanyoztuk, helyredllithatéak-e az oxidalt fenolos
vegyiiletek. A fenolos vegyliletek oxidacidja sokféle terméket eredményez, amelyek kozott
fenoxil és kinon jellegli szabad gyokok is vannak. Ezek a vegyiiletek nem csak inaktivak
mint antioxidansok, de a gyokos termékek karositd hatasa is feltételezhetd (Maegawa és
mtsai. 2007; Zhou és Sadik 2008; Bolton és mtsai. 2018). Izolalt HRP enzimmel végzett
kisérletekben azt talaltdk, hogy az enzim H20, semlegesité miikodése kozben oxidalt
QUE-t ASA (Yamasaki és Grace 1998) vagy GSH (Metodiewa ¢s mtsai. 1999) is helyre
tudta allitani. Ezt azzal igazoltak, hogy jelenléte a reakcioelegyben lassitotta a QUE
fogyéasat az enzim ¢és HO2 jelenlétében. Hasonlo kisérleteket végeztiink el annak
megallapitasra, hogy a dohdnylevelekben taldlhaté QUE, RUT, CAA ¢és CGA oxidalt
formai helyreallithatoak-e ASA vagy GSH segitségével. A kisérletiinkben kiilonb6z6
mennyiségli ASA vagy GSH jelenlétében kovettiik a fenti vegyiiletek POD szubsztratként
torténd oxidacidjat az adott vegyiilet abszorpcidvaltozasa alapjan (9. abra). Az ASA és
GSH oxidalt fenolos vegyiileteket helyreallito hatasat széles, 1.4 - 140 pM koncentracio
tartomanyban vizsgaltuk az oxidacid késleltetése alapjan. A fotometrias mérésekhez UV-B
kezelt levélmintakat hasznaltunk. A RUT oxidéacidjara nem volt hatdssal sem az ASA sem
a GSH, még az alkalmazott legmagasabb koncentracioban sem, igy ezeket az
eredményeket nem abrazoltuk. A GSH a legnagyobb reaktivitast az oxidalt CGA-val
mutatta, ennél alacsonyabbat az oxidalt CAA-val, az oxidalt QUE-t pedig a legnagyobb

koncentracioban sem volt képes helyreallitani. Az ASA képes volt mindharom oxidalt
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val azonos sorrendet mutatott: QUE < CAA < CGA.

+21 UM ASA
(A)
+1.4 yM GSH

Tz

o

g

;é” 01 +7 M ASA

2

=]

=

S

<

9

o

hozziadas nélkiil
+21 mM ASA
(B)
+21 pM GSH

i

o +7 uM GSH

S L

g 0.1

8

-3

=

7

S

g 305 hozzaadas nélkiil
©) '

-~ +14 M

£ ASA

g +21 uM ASA

2

©

g 0.1 +140 uM GSH

=]

7

o

w

=

=4 308

hozzaadas nélkiil

9. abra Az aszkorbat (ASA) és glutation (GSH) hatésai az oxidalt fenolos vegyiiletekre.

(A) klorogénsav (CGA), (B) kavésav (CAA) és (C) quercetin (QUE) fogyasa POD és H,0; hatasara
kiilonb6z6, az abran feltiintetett ASA és GSH koncentraciok jelenlétében. A AOD = 0.1 valtozasnak
megfeleld koncentraciovaltozasok 83 pM CGA (A), 62 uM CAA (B), és 387 uM QUE (C).
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A fentiek alapjan 6sszefoglalasképpen megallapithatd, hogy a vizsgalt négy fenolos
vegytilet mindegyike jol reagal H2Oo-dal (3. tablazat), tehat a POD szubsztrat szerepiik
mellett lehetséges, hogy ez a direkt antioxidans funkcid a levelekben is megvalosul.
Jelentds kiilonbségek mutatkoztak azonban az oxidalt formak helyreallithatésagaban. A
RUT nem volt gjra aktiv allapotuva redukalhatdo sem ASA sem GSH-val, tehat amennyiben
ez a vegylilet a levelekben antioxidansként miikodik, akkor ujboli bioszintézissel kell
pétolni. Ezzel szemben az oxidalt CGA-t mar viszonylag kis mennyiségli ASA vagy GSH
is képes volt helyreallitani. Az oxidalt CAA helyreallitasahoz tobb volt szilikséges ezekbdl
az antioxidansokbol, az oxidalt QUE regeneralasara pedig csak az ASA volt alkalmas. A
venni az UV-B valaszok alabbi targyalasaban, mivel kulcsfontossagiiak a novényi UV

sugarzashoz torténd alkalmazkodasi folyamatokban.

5.3.3. A fenolos POD-ok szerepe az UV-B-hez torténé alkalmazkodasban

A dohanylevelek UV-B indukalt fenoloid tartalom valtozasai alapjan megvizsgaltuk
a CGA ¢és RUT lehetséges hozzdjarulasat az alkalmazkodas sordan megnovekedd
enzimatikus H20. semlegesitéshez. Ezen két vegyiilet mellett a levélmintak POD
aktivitdsanak meghatarozasat elséként a két leggyakrabban hasznalt szubsztrat, az ABTS
(mesterséges szubsztrat) és a GUA (a dohdnyban nem jelen 1€v6 szubsztrat) hasznalataval
végeztik el. Ezutdn a POD méréseket elvégeztik a dohanyndvényekben leirt POD
szubsztratként is funkcionalé fenolos vegyiiletek hasznélatdval is. A négy tovabbi
szubsztrat koziil az elsd ketté (CGA és RUT) az 5.3.1. alfejezetben leirt tulajdonsagaik €s
az UV-B kezelt novényekben megemelkedett mennyiségiik miatt valasztottuk. A RUT
aglikon formaja, a QUE hatékony POD szubsztrat szerepét mar bemutattuk (5.2.1. fejezet,
Récz és mtsai. 2018). A CAA a szakirodalom alapjan a dohanyndvények egyik {6 fenolos
vegylilete (Li és mtsai. 2003), bar a mi kisérleteinkben hasznalt fajtdban és az itt
alkalmazott novénynevelési koriilmények kozott a CGA-hoz képest sokkal kisebb
mennyiségben volt jelen a levelekben. Az 5.1. fejezethez hasonldéan a POD aktivitasokra a
felhasznalt szubsztrat neve alapjan fogunk utalni, mint példaul a RUT-POD utal arra a
POD aktivitasi értékre, melyet RUT szubsztrattal mértiink meg. Ahogy korabban

megallapitottuk, az enzim aktivitas értékeket nagyban befolyésolta a hasznalt szubsztrat. A
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kezeletlen dohanylevelek POD aktivitasi értékei kiilonbozd szubsztratok hasznalataval a
kovetkezd sorrendet mutattdk: RUT-POD > CGA-POD > ABTS-POD > CAA-POD >
GUA-POD > QUE-POD, ¢és a legnagyobb és a legkisebb aktivitas kozott kozel szazszoros

kiilonbség volt (adatok a 10. abra alairasaban).
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10. abra Az UV-B indukalt POD aktivitas valtozasanak mérése kiilonboz6 enzim szubsztratokkal.

Az UV-B kezelt (UV-B) levelek adatai minden abrarészen a kezeletlen (C) ndvényekben ugyanazzal
szubsztrattal mért atlaghoz képest vannak megadva. Az oszlopok magassadga és a hibasavok az atlagot és
szorast jelolik (n = 4). A csillag a p < 0.05 mellett szignifikans kiilonbségeket mutatja. A 100% aktivitasnak
megfeleld értékek az egyes szubsztratokkal mérve a kovetkezdek voltak: Quercetin-3-O-rutinozid: 88.46 U
mg? protein RUT-POD (A), klorogénsav 43.51 U mg* protein CGA-POD (B), ABTS 5.97 U mg™ protein
ABTS-POD (C), kavésav 2.66 U mg™* protein CAA-POD (D), guaiacol 1.77 U mg* protein GUA-POD (E),
quercetin: 0.93 U mg* protein QUE-POD (F),

Az UV-B kezelés hatdsa nem volt detektalhatdé mindegyik POD szubsztrattal, a
CAA-POD és a RUT-POD aktivitdsok nem mutattak szignifikans valtozast (10. abra). Az
5.1. fejezetben bemutatottakat megerdsitve, az ABTS-POD, GUA-POD és QUE-POD is

megemelkedett aktivitdst mutatott az UV-B kezelés hatdsara a kontrollokhoz képest. A
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kromatografids eredmények alapjan a kisérletbe bevont CGA is olyan szubsztratnak
bizonyult, ami az UV-B kezelésre érzékenyen reagaldo CGA-POD aktivitast tamogatja.

A kisérleteinkben felhasznalt két flavonoidrol (RUT, QUE) mar leirtak, hogy
elektron donorként viselkednek egy specifikus POD formaval a HRP-vel szemben
(Takahama ¢és mtsai. 1997, Yamasaki ¢s mtsai. 1997). Eredményeink bizonyitottak, hogy
ezek a vegyliletek képesek a dohanylevelekben jelen 1évé POD-okkal is egyiittmiikodni,
annak ellenére, hogy a dohdnyenzim biokémiai tulajdonsagai kiilonbéznek a HRP
tulajdonsagaitdl (Gazaryan ¢és mtsai. 1996). A kezeletlen levelekben kiilonb6z6 POD
szubsztratokkal mért jelentOsen eltérd aktivitas értékek magyaradzhatoak lehetnének egy
homogén, széles szubsztrat specificitasu, de az egyes szubsztratokat kiilonb6z6 mértékben
hasznosité enzimcsoport feltételezésével. Az UV-B dltal kivaltott POD valaszok
heterogenitdsa azonban arra utal, hogy léteznek kiilonb6zé, az UV-B-hez torténd
alkalmazkodasban kiilonb6zd szerepet jatsz6 POD izoformék. Ez a megfigyelés, a
korabban bemutatott nativ gél elektroforézis vizsgalatok eredményeivel (5.3.1. fejezet,
Racz és mtsai. 2018) egyiitt jelentdsen megvaltoztatja a POD enzimekrdl altaldnosan
elfogadott képet. A 10. abran bemutatottak koziil négy, a dohanylevélben természetesen
eléforduld fenolos vegyiilet (CAA, CGA, RUT, QUE) segitségével targyaljuk a lehetséges
szerepek kiilonbségeit. Bar mind oxidalhatéak POD szubsztratként, de koziiliik csak kettd
tamogatja a kiegészitd UV-B kezeléshez torténd enzimatikus antioxidans alkalmazkodast
(CGA, QUE). Erdekes modon, ezek csak részben fednek at a kezelés hatasara
felhalmozodo vegyiiletekkel (CGA, RUT). A kovetkezOkben ezt a latszélagos
ellentmondast kiséreljik meg feloldani, a kovetkezOket feltételezve: (1) a fenolos
vegyliletek nemcsak UV-sziird vegyiiletekként, hanem antioxidansokként is megvédik a
leveleket az UV-B sugarzastol, (2) a POD miikodése kozben vagy a H2O»-al kdzvetlen
reakcioba 1épve oxidalt fenolos vegyiiletek regeneralhatoak, és (3) az egyes vegyiiletek

védelmi funkcidkhoz vald hozzéarendelése nemcsak antioxidans kapacitasuktol fiigg,

crer

Elséként az UV-kezelt levélmintdkbdl nagyobb mennyiségben megjelend,
vékonyréteg kromatografiaval is kimutatott két fenolos vegyiilet (CGA, RUT) lehetséges
szerepeit mutatjuk be. Mindkét vegyiilet hatékony POD szubsztratnak bizonyult, még az
UV-B hianyaban is, a kezeletlen levelekben 15 — 90-szer magasabb POD aktivitas
értékeket mértiink hasznalatukkal a tobbi fenolos vegyiilethez (CAA, QUE) képest. A

fenolos védelmi vélaszok Osszetettségét bizonyitja az az eredményiink is, hogy az UV-B
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indukalta POD izoformak altal felhasznalt fenolos vegyiiletek (CGA, QUE) nem egyeznek
meg teljesen azokkal a vegyiiletekkel, melyek az UV-B kezelt levelekben akkumulalodtak
(CGA, RUT). Viszont érdekes, hogy a CGA-POD kozel 50%-al magasabb aktivitast
mutatott az UV-B kezelt levelekben, mint a kontrollokban, a RUT-POD esetében viszont
nem volt szignifikdns valtozas. Masrészrél, a RUT egy erds direkt H2O2 semlegesitd
antioxidans, 1.65-sz0r magasabb reaktivitdssal rendelkezik, mint az ASA (3. tabléazat).
Kovetkeztetésképpen, a levelek UV-B hatdsara jelentésen megemelkedd RUT tartalma
varhatéan nem a vegyiilet POD enzimhez torténd elektron donor funkcidjaban, hanem a
direkt antioxidansként hasznosulhat. A RUT-hoz képest a CGA gyengébb nem
enzimatikus antioxidans (3. tdblazat), amellett, hogy hatékony POD szubsztrat (10. abra).
A POD miukddés kozben oxidalt CGA pedig hatékonyan regeneralodik ASA vagy GSH
altal, amit az oxidalt RUT esetében nem figyeltiink meg (9. abra). Ezek az eltérések
magyarazhatjak azt a megfigyelésiinket, hogy a CGA-POD aktivitds ndvekedése része az
UV valaszoknak, a RUT-POD pedig nem (10. abra). A CGA bioszintézisét az UV mellett
szamos mas stressz faktor is serkenti (Grace és Logan 2000), és az eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy mas koriilmények kozott is fontos szerepe lehet az oxidativ karosodas
POD szubsztratként torténd mérséklésében.

A masik két fenolos levélkomponens, a CAA ¢és a QUE szerepe a fentiektdl eltérd
lehet. Egyrészt ezek a CGA-hoz és a RUT-hoz képest sokkal kisebb mennyiségben voltak
jelen a levelekben, masrészt a mennyiségiiket nem befolyasolta jelentésen az UV-B
kezelés (8. abra és Fiiggelék 2.). A CAA relative gyenge direkt antioxidans (3. tablazat) és
a kezeletlen levelekben viszonylag alacsony CAA-POD aktivitas (a CGA-POD 6%-a) sem
valtozott szignifikdnsan az UV-B besugarzas hatasara. Ennek alapjan a CAA szerepe az
UV viélaszokban elhanyagolhatonak tlinik. Annak ellenére, hogy a QUE aglikon
flavonoidként sokkal kisebb mennyiségben van jelen a levelekben, mint a glikolizalt
formai, mint példaul a RUT (Wollenweber és Dietz 1981), szerepe lehet az UV-B
valaszban. Az alacsony QUE-POD aktivitast (kb. 90-szer kisebb, mint a RUT-POD ¢s 45-
szOr kisebb, mint a CGA-POD a kezeletlen levelekben) magyardzhatja az, hogy kevés
olyan POD izoforma van, amely preferdlna egy kis mennyiségben hozzaférhetd
szubsztratot. Ez az alacsony QUE-POD aktivitds azonban UV-B hatdsédra kozel
megduplazédik, ami nagyobb mértékli valtozas, mint a CGA-POD esetében megfigyelt
(10. abra). Masrészrol a QUE egy nagyon hatékony direkt H2O» antioxidans, 3.5-szer
magasabb reaktivitassal, mint az ASA (3. tdblazat). Ugyanakkor a QUE oxidalt formajanak

regeneracidja a legkevésbé ,,éri meg” a ndvénynek, mivel kisérletlink alapjan sokkal tobb
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ASA sziikséges hozza, mint a CGA vagy a CAA esetében, a GSH pedig nem képes a
reaktiv fenoxil gyokként van jelen a levélben, mint GSH-reaktiv szemikinonként,
hasonloan az allati sejtekben azonositott formahoz (Metodiewa és mtsai. 1999). Az egy
molekula QUE regeneraci6 CGA-¢hoz képest nagyobb metabolikus igényét a flavonoid
sokkal kisebb mennyiségével egyiitt értékelve nem kizarhat6, hogy a QUE mint a RUT
bioszintézis kivald antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezd koztes terméke hozzajarulhat

a levelek UV-B tlréséhez.

5.4. Mi valtja ki az UV-B-hez torténo alkalmazkodast elosegitéo antioxidans
valaszokat?

Bér az UV-B-re adott antioxidans valaszok tobb ponton hasonlitanak mas abiotikus
stressz hatdsokra adott valaszokra (Jansen és mtsai. 2019), elébbinek azonban vannak
egyedi sajatossagai is. Ezt bizonyitjdk a fenolos vegyiiletek mennyiségében és a fenolos
POD enzimek aktivacigjaban az UV-B fénynek és a H20:2 kezelésnek kitett novényekben
megtalalhato kiilonbségek. Bar mindkét kezelés megnovelte a levelek H2O; tartalmat (11.
abra), a tovabbiakban bemutatott eredmények a kiilonbozoé jelatviteli utak Iétezését

tamasztjak ala.

Jaktor | F | p
UV-B 5292 | <107
H,0, 9.89 | 0.003
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250 - UV-Bx H,0,| 44.19| <10
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11.abra A levelek H,O tartalméanak Osszehasonlitisa a négy kezelési csoportban (kezeletlen

kontroll, C; UV-B kezelt, UV-B; H,O; kezelt, H,0,; UV-B és H,0; kezelt; UV-B + H;02). Az oszlopok

48



magassaga ¢és a hibasavok az atlagokat és a szorasokat jelképezik, n = 10. 100% levél H,O, tartalom = 21.49
uM mg? levél frisstomeg. A szignifikans egyfaktoros hatasokat csillaggal jeldltiik. A kétutas ANOVA

eredményeinek F és p értékeit mutatjuk be.

A H202 kezelés onmagaban nem emelte meg szignifikdnsan a levelek flavonoid
index értékét, és nem befolyasolta az UV-B kezelésre adott novekedés mértékét sem (7.
abra). Ezzel 6sszhangban, a kromatografids modszerek sem azonositottak a H,O» kezelés
hatasara bekovetkezo jelentds ndvekedést a levélkivonatokban (8.4bra).

A 1I. kisérleti elrendezésben leirt mindkét kezelés szignifikansan megemelte a levelek
H>O; tartalmat, a hatasaik pedig interaktivak voltak, erésebb pozitiv hatassal voltak
egymas jelenlétében (11. abra). Levelek UV-indukalta H>O; tartalom emelkedését mar
leirtdk olyan ndvényekben, ahol az alkalmazott magas UV dozis erdsen csokkentette a
levelek fotoszintézisét (Hideg és mtsai. 2013), de az UV-hez alkalmazkodott, megtartott
fotokémiai aktivitdsu novényekben eddig még nem.

A H20; egy jol ismert masodlagos hirvivé molekula (Petrov és Van Breusegem 2012)
¢s tobbféle kornyezeti hatas esetében feltételezett, hogy ennek a ROS-nak az alacsony
szintje vesz részt a stresszvalaszok kivaltasaban. Az, hogy az UV-toleranciat kialakitd
antioxidans valaszokat (i) az UV-B kozvetleniil, az UVRS8 fotoreceptoron keresztiil (Brown
¢s mtsai. 2005) vagy (ii) az UV-B altal indukalt megemelkedett H2O> szint utjan, esetleg
(ii1) a két jel kombinéaciojaval valtja ki, még mindig nyitott kérdés. Az elsé modellt az
igazolna, ha az UVRS8 fotoreceptor mutansokban az UV-B kezelés nem valtana ki
antioxidans valaszokat, ilyen kiilonbséget azonban egyeldre nem azonositottak. Annak a
moddja, hogyan ndveli meg a levelekben a H20, mennyiségét a H20, talajba juttatasa,
egyeldre nem ismert. A H202 az egyetlen membranokon is atjutni képes ROS (Bienert és
mtsai. 2006, Vestergaard és mtsai. 2012), bar a hosszl tavu, gyokerektdl levélsejtekig jutd
kozvetlen transzportjanal valosziniibb a tobbféle reakcio egyiittese, pl. az aquaporinok altal
elosegitett diffizid (Bienert ¢és Bienert 2017) és a NADPH oxiddz aktivacio altali
szuperoxid gyokkeltés (Mittler 2002) részvételével. Bar az UV-B ¢és a kozvetlen H20>
kezelés altal kivaltott H2O2 keletkezési helyérdl nincs informacionk, a H202 sejtek kozotti
diffazidja miatt ennek feltehetdleg kevésbé van jelentdsége, mint mas ROS molekuldk
esetében.

Hasonléan Ont6zéssel, bar mas koncentraciokkal végzett exogén H2O> kezelés Wan és
Liu (2008) kisérleteiben szintén novelte rizs levelek H2O> tartalmat. Azt tapasztaltak, hogy
0.6-15 mM H20: gyokéren keresztiili alkalmazasa 50-200%-o0s ndvekedést eredményezett

rizslevelek H2O; tartalmaban, ami oxidativ membrankarosodast, a fotoszintetikus aktivitas
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csokkenését és az APX aktivitds csokkenését okozta. A kisérletiinkben alkalmazott
alacsonyabb H20: kezelés eltéré valaszokat okozott. Az alacsonyabb koncentracioju (0.1
mM) H2O:> oldat talajba juttatasa kb. 20%-o0s emelkedést okozott a dohanylevelek H20»
tartalmaban (11. &bra), de nem okozott semmilyen veszteséget a fotokémiai hozamban, a
levelek tehat képesek voltak alkalmazkodni mind az UV-B, mind pedig az exogén H-0-
kezeléshez, s6t a két kezelés egyiittes alkalmazasahoz is (6. abra). A tovéabbiakban
megvizsgaltuk, hogyan hatottak ezek a kezelések a levelekben a H>O, mennyiségét

befolyasold antioxiddnsok aktivitasara illetve mennyiségére.

5.5. Az UV-B besugarzas és a H202 kezelés kiilonboz6 antioxidans valaszokat valt ki

A két, dohanylevelekben nem talalhatdo szubsztrattal (ABTS és GUA) végzett POD
mérések koziil csak az ABTS-POD aktivitasa emelkedett meg H2O> kezelésre (12. abra).
Ez meger0sittette azt a korabbi eredményt, hogy az ABTS, mint szintetikus donor mas

levél POD enzimeket ér el, mint a természetes vegyiiletek.

Jaktor | F | p Jfakior | # | p
-B 7464 | <107 -B 5437 | <1073
(A) uv , (B) v 3
H2O2 1.46 | 0.235 H202 0.002 | 0,963
. i - 5
550 uv B*x H,0,|46.13 | <10 250 UV-B x H,0,| 0.303 | 0.586
- T
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g . s - T
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12. abra A POD enzim aktivitasanak dsszehasonlitas ABTS (A) és GUA (B) szubsztrat hasznélataval a
négy kezelési csoportban (kezeletlen kontroll, C; UV-B kezelt, UV-B; H,0, kezelt, H,O,; UV-B és H,0,
kezelt; UV-B + H20,). Az oszlopok magassaga és a hibasavok az atlagokat és a szorasokat jelképezik, n =
10. 100% = a kontroll levelekben mért enzim aktivuitasok atlaga. A 100%-os POD aktivitasi értékek U mg™
proteinben megadva a kovetkezdk voltak: 5.97 ABTS-el, 1.77 guaiacol-al (GUA) mérve. A szignifikans
egyfaktoros hatasokat csillaggal jeloltiik. A kétutas ANOVA eredményeit az F €s p érték segitségével
mutatjuk be (Furitikus = 4.11).
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A levelek fenolos vegyiileteivel mint POD szubsztratokkal végzett kisérletek is a
kétféle kezelés kiilonbozo hatasat igazoltak (13. abra). Az UV-B altal megnovelt CGA-
POD aktivitast nem befolyasolta a H,O, kezelés, ami onmagaban nem valtott ki CGA-
POD valaszt. Az UV-B kezelésre nem reagalo CAA-POD és RUT-POD a H20: kezelésre
sem valtozott. A GUA-POD és a CGA-POD emelkedett aktivitast mutatott az UV-B
hatasara, a H2O kezelés alkalmazasatol fiiggetleniil, ami 6nmagaban nem volt szignifikans
hatasu. Az egyetlen meglepd kivételt a QUE-POD vélaszok elemzése hozta: QUE-POD
aktivitasi értékekre az UV-B pozitiv, mig a H>O2 negativ hatassal volt (13. abra).

(A) Jakior | F | »p B) Jaktor | F | p
UV-B 401.0 | <107 UV-B 5468 | 0.025
-3
250 H,0, 30.07 | <10 250 - H,0, 1105 | 0300
UV-Bx H,0,| 0262 |0.612 UV-B x H,0,| 0.197 | 0.660
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UV-B 7039 | <10? UV-B 0.299 | 0.588
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13. abra A POD enzim aktivitdsanak dsszehasonlitis quercetin (A), quercetin-rutinozid (B), klorogénsav

(C) és kavésav (D) szubsztrat hasznalataval a négy kezelési csoportban (kezeletlen kontroll, C; UV-B kezelt,
UV-B; H,0; kezelt, H,0,; UV-B és H,0; kezelt; UV-B + H,0;). Az oszlopok magassaga és a hibasavok az
atlagokat és a szorasokat jelképezik, n = 10. 100% = a kontroll levelekben mért enzim aktivuitasok atlaga. A

100%-0s POD aktivitasi értékek U mg proteinben megadva a kovetkezdk voltak: 0.93 quercetinnel (QUE),
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88.46 quercetin-rutinoziddal (RUT), 43.51 klorogénsavval (CGA) és 2.66 kavésavval (CAA) mérve. A
szignifikans egyfaktoros hatasokat csillaggal jeloltik. A kétutas ANOVA eredményeit az F és p érték

segitségével mutatjuk be (Firitikus = 4.11).

A tovabbi Osszehasonlitdst a POD-t6l kiilonboz6, de a levelek H202 szintjét
befolydsold enzimek aktivitasainak elemzésével folytattuk.

Az APX aktivitas kozel 50 %-kal megemelkedett az UV-B besugarzott levelekben, de
valtozatlan maradt a H,O; kezelés hatasara, mind az UV-B jelenlétében, mind a hidnyaban
(14. ébra). A GPX aktivitas méréséhez el0szor H2O2-t hasznaltunk szubsztratként és csak
egy nem szignifikdns, marginalis (p=0.084) emelkedést tapasztaltunk az UV-B kezelés
hatasara, mig a H,O> kezelés hatastalan volt (14. dbra). A mérést megismételtiik szerves
hidroperoxiddal, mint GPX szubsztrat, de nem tapasztaltunk eltérést az aktivitdsok kozott
(dbran nem szerepl6 adatok). Eredményeink nem tamasztjak ala az Arabidopsis-ban leirt
UV-B szabalyozta GPX expresszid novekedéssel (Ulm ¢és mtsai. 2004), amit a két
kisérletben alkalmazott UV-B dozisok kiilonbsége, valamint a genomikai és enzimatikus

vizsgalatok eltérd érzékenysége is indokolhat.

Jfaktor F | p Jakior F P
-B 857 | <107 V-B 7.67 |0.009
(A) wv (B) U
H,0, 6.69 | 0.014 H,0, 0.159 ]0.693
UV-BxH,0,| 121 |0279 UV-BxH,0,| 0.119 | 0.732
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14. 4dbra A levelek aszkorbat peroxiddz aktivitasinak (A), glutation peroxiddz aktivitasinak (B)
Osszehasonlitasa a négy kezelési csoportban (kezeletlen kontroll, C; UV-B kezelt, UV-B; H,0; kezelt, H,0;
UV-B és H,0; kezelt; UV-B + H20,). Az oszlopok magassiga és a hibasavok az atlagokat és a szorasokat
jelképezik, n = 10. 100% APX aktivitas = 347.29 mU mg ! protein, 100% GPX aktivitds = 66.70 mU mg*
protein. A szignifikans egyfaktoros hatasokat csillaggal jeloltiik. A kétutas ANOVA eredményeinek F és p

értékeit mutatjuk be.
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Az két kezelés ellentétes hatassal volt a CAT aktivitasra: az UV-B megemelte (kb.
47%-kal), mig a H2O> lecsokkentette (kb. 87%-kal) (15. abra). Annak ellenére, hogy a
H>O> egyfaktoros tényezOként csokkentette az aktivitast, az UV-B jelenlétében nem
mutatkozott meg ez a negativ hatas. A CAT aktivitas sokkal kisebb mértéki volt, mint az
APX vagy a POD aktivitasok, ami valoszinlileg a viszonylag alacsony PAR mellett nott
levelek alacsony fotorespiracidjanak tudhato be. Az egyetlen k6zos vélasz a két kiillonbdzo
kezelésre a SOD enzim aktivitdsanak csokkenése volt, tehat mind az UV-B megvilagitas,
mind pedig a H20; 6ntézés csokkentette a szuperoxid gyokok enzimatikus H2O2-da térténd
atalakulasat (15. abra). A levélmintak SOD aktivitasa lecsokkent mind a UV-B-nek Kitett,

mind a H20: kezelt novényeknél és a két tényezo erdsitette egymas negativ hatasat.

Jaktor F | p Sfaktor | F p
(A) UV-B 27.16 | <107 (B) UV-B 25.61 | <107
H,0, 4.763 | 0.036 H,0, 51.55 | <107
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15. abra A levelek katalaz (A) és szuperoxid dizmutasz aktivitasanak (B) dsszehasonlitasa a négy kezelési
csoportban (kezeletlen kontroll, C; UV-B kezelt, UV-B; H,0; kezelt, H,0,; UV-B és H.0; kezelt; UV-B +
H»0,). Az oszlopok magassaga és a hibasavok az atlagokat és a szorasokat jelképezik, n = 10. 100% CAT
aktivitas = 20.61 mU mg* protein, SOD aktivitas = 257.30 U mg™* protein. A szignifikans egyfaktoros
hatasokat csillaggal jeloltiik. A kétutas ANOVA eredményeinek F és p értékeit mutatjuk be.

A fenti kisérletek megmutattak, hogy az UV-B besugarzas szelektiven modositja az
antioxidans enzimhalozat részeit. Tanulmanyok igazoltdk mar az enzimatikus valaszok
UV-B indukalta aktivitasbeli valtozésait, kutatdcsoportunk pedig mar leirta, hogy a POD
aktivitds SOD-hoz képest erdteljesebb novekedése, az UV-B akklimacids folyamat egyik
sajatos jellemzdje (Czégény és mitsai. 2016). Ennek a vélasznak a magas levél H20:

tartalom elkeriilése a célja, megeldzve az UV-B hatasara bekovetkezd hidroxil gyok
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képzdédést (Czégény ¢és mtsai. 2014). Jelen dolgozat eredményei alatdmasztjak ezt a
modellt, és ) eredményként azt is mutatjak, hogy a sikeres akklimécio (a levél fotokémiai
hozamanak elvesztésének elkeriilése) a SOD aktivitas csokkenésével és az APX, a POD és
a CAT aktivitasok novekedésével kombinalva is megvalosulhat.

Az enzimatikus antioxidansok mellett a levelek ROS szintjét nem enzimatikus

antioxidansok direkt ROS kioltasa is szabalyozhatja.

faktor | F. | P
L UV-B 1.16 | 0.288
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16. abra A levelek nem enzimatikus H2O, semlegesitd képességének sszehasonlitasa a négy kezelési
csoportban (kezeletlen kontroll, C; UV-B kezelt, UV-B; H,0, kezelt, H,0,; UV-B és H,0, kezelt; UV-B +
H,0,). Az oszlopok magassaga és a hibasavok az atlagokat és a szoérasokat jelképezik, n = 10. 100% nem
enzimatikus H,O, semlegesité képesség = 1.55 uM ASA ekvivalens mg* levél frisstomeg. A szignifikans
egyfaktoros hatasokat csillaggal jeloltiik. A kétutas ANOVA eredményeinek F és p értékeit mutatjuk be.

A nem enzimatikus H2O2 semlegesité képesség mérési eredményei azt mutattak, hogy
az UV-B kezelés nem befolyasolta ezeket, a H2O> kezelés pedig kis mértékben aktivalta. A
nem-enzimatikus H2O> semlegesité kapacitast kb. 20 %-kal novelte meg az az exogén
H202 kezelés, mig az UV-B erre nem volt hatassal (16. abra). Az UV-B azonban
befolyasolta a H2O> kezelés hatasat, ami nagyobb emelkedést (kb. 35%) valtott ki az UV-B

jelenlétében mint Gnmagdban. (16. abra).
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Eredményeink alapjan, az UV-akklimacidé elsdsorban a csokkent SOD ¢és a
megnovekedett POD aktivitasok révén valosul meg; utdbbi olyan izoformakat tartalmaz,
amelyek CGA-t és kisebb mértékben QUE-t hasznalnak elektrondonorként. Bar a
megnovekedett RUT-készlet jelzi a hatékonyabb, nem enzimatikus H>O2 semlegesités
lehetdségét, az UV kezelt levelekben mégsem tortént jelentds valtozas ezen a téren, ami azt
jelzi, hogy a RUT hozzajarulasa csekély volt ezen védelmi thoz.

A fenti kisérletek azt bizonyitottak, hogy UV-B és a H20, kezelések az antioxidans
halozat kiilonbozo részeit aktivaltak. Mivel az exogén H20; a nem enzimatikus antioxidans
kapacitas novekedése nem jart egyiitt a fenoltartalom szignifikans ndvekedésével, a levelek
fenolos vegyiileteinek a kozvetlen H202 semlegesitésben vald részvétele ezekben a
levelekben valdszintileg csekély volt, és a megfigyelt valaszt mas H2Oo-reaktiv

metabolitok szintjének novekedése okozta.

Az UV-B és a H2O: kezelt levelek antioxidans valaszainak kiilonbségét a 17. abran
bemutatott fokomponens analizis foglalja dssze. A 17.A. abra azt mutatja, hogy a négy
kezelési csoportunkhoz tartozod pontok jol elkiiloniiltek. A 17. dbra azt mutatja, hogy az
adataink kovarianciamatrixdnak fékomponensei milyen mértékben magyardzzak a teljes
szbrast. A kiilonbozo paraméterek vektorai azonos iranyba mutatnak, kivéve a SOD ¢és a
nem enzimatikus H>O. semlegesité képesség vektorat. A tobbségiik az UV-B kezelést
reprezentald jobb felsd kvadratba mutat, mig a SOD ellentétes iranyultsdga az UV-B
kezelés hatasara bekovetkezd aktivitascsokkenéssel van dsszhangban. A nem enzimatikus
kioltas vektora pedig szinte rasimul a masodik magyarazoé tengelyiinkre, ami azt jelzi, hogy

az UV-B nem volt ra hatassal.

55



2.0 T T T | T T T
: (]
1.5 | &
o | 3
g a0 '
1.0 O : _
oo O : @ﬂ O Kontroll
X 05} ] -
3 o) : [ ] O uv-B
D I it B i B___|| o +H,0,
N I
5 o g : | UV-B +H,0,
a -05F - =
I
o o° | - n
10| o : .
° o | = -,
1.5 I -
I om
20 ] | | | ] [ | ]
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2i0
B PC-1 54.14%
T ] T T
SOD |
04| } i
I
|
I
02 | .
| QUE-POD
P } ABTS-POD
D N
- . GUA-POD)
© Flav adax
o I CGA-POD
O 02 i .
s |
| H,0, tart.
04 + } -
|
|
|
-0.6 - I -
| |non-enz
| | 1 |
-0.2 0.0 0.2 0.4

PC-154.14%

17. abra Fékomponens analizis eredményei a négy kezelési csoport paramétereinek dsszehasonlitasaval.
(A) adatpontok, (B) a kiilonb6z6 paraméterek projekcidi. SOD: szuperoxid-dizmutasz; APX: aszkorbat-
peroxidaz; CAT: katalaz; QUE-POD, ABTS-POD, GUA-POD, CGA-POD: quercetin, ABTS. guaiacol és
klorogénsav szubsztrattal peroxidaz; Flav adax: adaxialis felavonoid index; H,O; tart.: H,O, tartalom; non-
enz: nem enzimatikus H>O» semlegesit6 kapacitas.

A fenti kisérletek eredményei azt jelzik, hogy a levelek UV-B sugarzashoz torténd
antioxidans szintli alkalmazkodasa nem az UV-B keltette H,O> hatasara kovetkezik be. Az
UVRS fotoreceptoron keresztiil megvaldsuld antioxidans enzim valaszt bizonyitéd irodalmi

adat egyelére nem ismert, ennek bizonyitasara fotoreceptor mutdnsok antioxidans
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valaszainak vizsgalata, illetve monokromatikus, az UVRS8 fotoreceptort szelektiven

gerjeszté UV-B sugarforras (pl. 280-300 nm UV-B LED) lesz majd alkalmas.

A kozelmultban felvetodott egy az UVRS-tol fiiggetlen, 311 nm koriili abszorpcids
maximummal rendelkezd UV-B sugarzéasra reagdld ANACI13 elnevezésii transzkripcids
faktorok létezésének lehetdsége is (O’Hara és mtsai. 2019). Mivel az ilyen emisszids
maximumu kézel monokromatikus UV-B forrds szamunkra is elérhetd volt, megvizsgaltuk
a 311 nm UV-B szelektiv hatasait, és ezzel az ANACI3 lehetséges szerepét kordbban
megfigyelt szélessava, a 311 nm-es UV-B-t is tartalmazd megvilagitasra adott

valaszokban.

5.6. A monokromatikus (311 nm-es) UV sugarzas hatasainak vizsgalata

Az UV-B-hez torténd alkalmazkodds komplex folyamat, kiilonbozd jelatviteli, védelmi
¢s kijavitasi folyamatok egyiittese, amit a természetben a napfény mds hulldmhosszai
mellett egyéb kornyezeti tényezok is modositanak (Jansen és mtsai. 2019). A 311 nm UV
sugarzas hatasainak vizsgalatdhoz egy kiilonleges kisérleti elrendezést alkalmaztunk (III.
kisérleti elrendezés 4.1. fejezet), ami lehetévé tette, hogy a ndvényneveld kamraban
minden ndvény eltérd UV-B ddzisnak legyen kitéve, a tobbi tényezé (PAR, hdmérseklet és
paratartalom) azonossaga mellett. Ez az UV-B gradiens lehetdvé tette a kiilonb6z6 dozisok
hatdsainak  Osszehasonlitasat, 2.9-9.9 umol m?2 s kozdtti monokromatikus

fotonaramstirtisége mellett (18. 4bra). Osszehasonlitasképpen, a dolgozatban bemutatott

szélessavii UV-B kezelések fotonaramsiiriisége 5.5-6.2 pmol m 2 s7* volt.
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18. abra A III. kisérleti elrendezés soran hasznalt keskenysavit UV-B forras fotonaramstirtiségének

tavolsagfiiggése.
A pontok a mért adatokat jelzik, az egyenes pedig egy polinom illesztés eredményét mutatja, amit a kezelés

soran az egyes novényeket éré 311 nm fotonarams{irliség meghatarozasahoz hasznaltunk.

Az alkalmazott megvilagitas hatassal volt mind a levelek fotokémiai aktivitdsara, mind
pedig a nem fotokémiai kioltdsok hatékonysagara is (19. abra). Az Y(II) és az Y(NPQ)
csokkent az emelked6 UV-B dozissal, mig az Y(NO) emelkedett. A legnagyobb relativ
valtozast a az Y(NO) esetében tapasztaltuk, a kontroll ndvények és legmagasabb UV-B
dozissal kezelt novény kozott 20 %-os volt a kiilonbség, mig az Y(II) 6 %-kal, az Y (NPQ)
pedig 11 %-kal csokkent. Az Fu/Fm értékek szintén linearisan csokkentek az emelked6 UV-
B dézissal, a PSII maximalis hatékonysaga az alkalmazott legerésebb UV-B dozis hatasara

9 %-kal csokkent a kontrollhoz képest.
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19. abra A klorofill fluoreszcencia mérésen alapuld paraméterek véltozasai ndvekvd 311 nm UV-B foton

fluxusoknak kitett dohanylevelekben. A szimbdolumok az egyes levelek adatait abrazoljak, a folytonos

vonalak pedig linearis illesztések eredményeit mutatjak, amiket p-értékek jellemeznek.

A klorofill fluoreszcencia mérésen alapuld eredményeket trendanalizisnek vetettiik ala,
¢s az UV-B er6sségével egyenesen aranyos valtozasokat taldltunk. A kisérletiinkben
legnagyobb mértékben valtozo, nem regulalt nem fotokémiai kioltashoz (Y(NO)) tobbféle
reakcio is hozzéjarul: egy fényfiiggetlen allando alapérték, és egy PAR-fiiggé komponens.
Utoébbi a hasznos fotokémiai reakciok helyett potencidlisan karositd (fotoinhibiciot vagy
egyéb triplet allapotokat kialakit6) folyamatok mértékét jelzi (Kramer és mtsai. 2004,
Klughammer ¢és Schreiber 2008). A 311 nm-es UV-B sugarzasnak Kkitett levelekben
mindkét komponens aktivaloédott és az UV dozis emelkedésével egyiitt nétt. A
fényfiiggetlen komponens emelkedését az Fu/Fm csokkenése jelzi, mivel sotét adaptalt
allapotban a kovetkezd egyenlet érvényes: Y(NO) = 1 - Fy/Fm. A masodik, karosito
utakhoz kotheté Y(NO) fokozatos novekedését pedig az Y(NO) = 1 - Y(II) - Y(NPQ)
Oszefliggés magyardzza, amiben az UV-B do6zis emelkedésével lecsokkent mind az Y(II),
mind a védelmi utaknak megfeleld Y(NPQ) (19. dbra). Az UV kezelés hatasara kialakulo,
kontroll levelekhez képest alacsonyabb Y(NPQ)/Y(NO) arany a fotoprotektiv reakciok
szuboptimalis kapacitasat és az oxigénhez torténd energia és/vagy elektron transzferrel
keletkez0 ROS mennyiségének lehetdséges novekedését tikrozi. A fotokémiai hozam
(Y(II)) veszteségének maximalis mértékét még az alkalmazott legnagyobb doézisu 311 nm-

es megvilagitas alatt is viszonylag alacsonynak, 10% alatti értéknek becstilhetjiik (19.
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abra), ezért az el6bbi reakcidbol szarmazo szinglet oxigén mennyisége, varhatéan nem lesz
kozvetleniil kimutathatd. Egy korabbi kisérletben Barta és mtsai. (2004) spendt leveleket
tettek ki sokkal er6sebb kvazi-monokromatikus UV-B sugarzasnak (310 £+ 5 nm UV-B, 35

115 perc), ami nem okozott jelentds szinglet oxigén keletkezést annak

pumol m? s~
ellenére, hogy kozel 30%-os Y(II) veszteséget okozott. Igy az itt bemutatott kisérletben
sem varhatd, hogy a Y(NO) novekedés altal jelzett 311 nm indukélta folyamatok 'O
keletkezéshez vezetnének. Valoésziniibb, hogy a ROS képz6 reakcidk soran a
fotoszintetikus elektrontranszportbol szuperoxid anion gyokok keletkeznek, melyek
helyben semlegesitddnek a SOD enzim ¢és a kloroplasztisz APX enzime altal. Ez a viz-viz
ciklusként ismert folyamat tobbféle stresszvalasznak is fontos része (Asada 1999). Abban
az esetben, ha az ebben résztvevd két enzim aktivitisa nem elegendd a hatékony
semlegesitéshez, a szuperoxidbdl képz6dd H20, elhagyhatja a kloroplasztiszt (Bienert és
mtsai. 2006, 2007), és a POD-ok szabalyozhatjak a lokalis koncentraciojat. A fenti
folyamatok vizsgalatahoz meghataroztuk a levelek H>O, tartalmanak ¢és azt ezt befolyasolod

antioxidans tényezoknek a valtozasat.

A levelek H2O; tartalma nem kovette linedrisan a névekvd 311 nm-es UV-B dozist, a
tapasztalt emelkedd-csokkend kinetikat egy masodrendii polinomidlis fliggvénnyel tudtunk

kozeliteni (p < 0.001) (20. abra).
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20. abra A dohanylevelek H,O, tartalmanak véltozasa novekvd 311 nm UV-B fotonaramstiriiség hatdsara.

A szimbolumok az egyes levelekhez tartozé adatpontokat jeldlik, a vonal pedig a pontokra illesztett

szignifikans (p < 0.001) masodrendii polinomialis modell eredményét abrazolja.
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A HyO, tartalom 311 nm-es sugarzas dozistol vald fliggésének magyarazatahoz
megvizsgaltuk a mennyiségét csokkentd nem enzimatikus H202 és Oz semlegesitd
kapacitas valaszokat. A novekvd keskenysavu UV-B kezelésre a két ROS semlegesitd
kapacitas eltéréen valtozott és egyik valasz sem kovetett linearis trendet (21. abra). Az
alacsony UV-B dozissal kezelt levelek értékei egyik ROS semlegesitd mod esetében sem
voltak nagyobbak a kezeletlen mintak értékeitol, sét a H2Oz kioltd kapacitas kis mértékben
lecsdkkent ezekben a levelekben. Magasabb, 6-10 pmol m 2 s fotonaramsiiriség hatasara
mindkét antioxidans kapacitds novekedett, bar eltér6 mértékben. Az UV-indukalta
emelkedés a H2O> kioltd képességnél kisebb mértékii volt, mint a O2" semlegesitésnél.
Mig elébbi a kontrollhoz képest a legmagasabb dozisra kozel 60%-al emelkedett meg,
addig az utobbi kozel 200%-kal. Ezt az aktivalodast nem feltétleniil a 311 nm UV-B
indukalta, hanem a ROS-ok megemelkedett koncentracidja is okozhatja. Ahogy a direkt
H202 kezelést alkalmazd kisérletiinkben megmutattuk, a levelek megemelkedett H20-
tartalma okozhatja a H202 kioltd képesség emelkedését az UV teljes hianyaban is (11.
abra) (Racz és mtsai. 2020). A szélessavi UV-B és a H2O2 kezelés hatasait 6sszehasonlitd
kisérletiinkbdl az is kideriilt, hogy a levél flavonoid szint valtozasa és a nem enzimatikus
antioxidans kapacitasok vélaszai eltéréek lehetnek, ami azzal magyardzhat6, hogy a
semlegesitést végz0 antioxidansok kozott maés kémiai természetli metabolitok is

talalhatoak.
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21. abra Viltozasok a nem enzimatikus H202 (A) és Oz~ (B) semlegesité kapacitasokban ndvekvé 311 nm

UV-B fotondramsiirliség hatdsara. A szimbolumok az egyes levelekhez tartozé adatpontokat jeldlik, a
vonalak pedig a pontokra illesztett masodrendii polinomialis illesztés eredményét abrazolja (p < 0.001

mindkét esetben).

Az UV vilasz egyik jellegzetes része a polifenolos vegyiiletek bioszintézisének
serkentése (Schreiner €s mtsai. 2012), amit a szélessavu UV-B kezelést alkalmazo
kisérleteinkben a flavonoid index emelkedése jelzett (3. és 7. abra). A 311 nm
hullamhosszasagu UV-B besugarzas hasonl6 hatdssal volt erre a levelek polifenol tartalmat
becsld indexére, €s a paraméter emelkedd linedris trendet mutatott, mind az adaxialis, mind

az abaxialis levéloldalon (22. abra).
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22. abra Az adaxialis (teli kor) és az abaxialis (iires kor) flavonoid index valtozasai a névekvé 311 nm UV-

B fotonaramsiiriség hatasara. A szimbolumok az egyes levelek adatait abrazoljak, a folytonos vonalak pedig

az abran feltlintetett p szignifikancia értékekkel jellemzett linearis illesztések eredményeit mutatjak.

A levelek fenolos vegyiilet tartalmanak részletesebb megismeréséhez négy eltérd 311
nm UV-B dézissal kezelt mintat és két tesztvegyiiletet analizaltunk TLC hasznalataval (23.
abra). Megallapithatd, hogy a keskenysavii UV-B sugarzds a szélessdvithoz hasonléan
megemelte a kezelt levelekben RUT és CGA mennyiséget, a novekvé 311 nm UV-B
fotonaramstiriség hatasara egyre nagyobb mértékben. A kezeletlen levelekben nem volt a
TLC érzékenységét elérd mennyiségben jelen egyik fenolos vegyiilet sem, igy ezt nem
abrazoltuk. Az eredmény azt mutatja, hogy a 311 nm UV-B 6nmagaban is képes hasonld
valtozasokat eldidézni a levelek fenolos metabolit profiljaban, mint a szélessava UV-B
kezelés, legalabbis a f6 komponensek (CGA, RUT) tekintetében. A részletes mennyiségi €s
mindségi Osszehasonlitdshoz azonban HPLC vizsgalatokra lesz sziikség, ami a terveink

kozott szerepel.
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23. abra Dohanylevél kivonatok és a fenolos tesztvegyiiletek vékonyréteg kromatografias képe.

A quercetin-3-O-rutinozid (RUT) és klorogénsav (CGA) tesztvegyiileteket 1 mg mL! koncentracioban
vittiik fel a lemezre. A metanolos levél kivonatok (0.3 mg levél friss tomeg mL™) névekvé 311 nm UV

dozisokkal kezelt levelekbdl késziiltek: UV2 = 3.6, UV5=4.6, UV-8 = 6.8 és UV12=9.9 umol m 2 s*,

Mivel a TLC vizsgalat a keskenysavi UV-B kezelés esetén is igazolta a CGA
novekvd bioszintézisét, a korabbi kisérletekben jelentdsnek bizonyult enzimatikus
antioxidans valaszok koziil (5.4. fejezet) megvizsgaltuk a CGA-POD aktivitasat is. A
sz¢€lessavi UV-B kisérletiink eredményével ellentétben a 311 nm-es UV-B kezelés
hataséara lecsokkent CGA-POD aktivitast tapasztaltunk. Az aktivitds az emelkedé UV-B
dozissal linearisan csokkent (24.A 4&bra). A SOD enzimaktivitdis az UV-B doézis
novekedésével egylitt nétt és a trendjét statisztikailag szignifikans linearis modellel
jellemeztiik (24.A abra). Az APX enzimaktivitast kevésbé befolyéasolta a 311 nm UV-B
kezelés, sem linedris sem pedig polinomidlis illesztéssel nem tapasztaltunk szignifikans

trendet kovetd valtozast (24.B abra).
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24. abra Dohanylevelek (A) szuperoxid-dizmutaz (SOD), klorogénsav szubsztrattal mért peroxidaz (CGA-
POD) és (B) aszkorbat-peroxidaz (APX) enzim aktivitdsanak valtozasa névekvd 311 nm UV-B
fotonaramstirliség hatasara. A szimb6lumok a mérési adatokat, a vonalak egyenes illesztések eredményeit
mutatjak. A szignifikans linearis modellt folytonos, a p < 0.05 szinten nem szignifikans egyenest szaggatott

vonal jelzi.

A 311 nm UV kezelt levelek antioxidans enzim aktivitdsdban (24. dbra) és a nem
enzimatikus antioxidans kapacitasban (21. abra) megfigyelt valtozasok jol magyarazzak a

2§71 dozistartomanyban a nem

levelek H20. tartalom valtozasat. A 3-6 pmol m™
enzimatikus ROS semlegesités nem valtozott, igy H20, keltd6 SOD enzim aktivitas
novekedése és H»0. semlegesité POD enzim aktivitas csokkenése emelkedé H20:

tartalomhoz vezet. Az enzimaktivitdsok a magasabb (6-10 umol m 2 s1) UV dézisok alatt
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is hasonld tendenciat mutatnak, de itt mar emelkedik a nem enzimatikus ROS kioltd
metabolitok szintje is. Ezek az egyeldre nem azonositott vegyiiletek egyrészt direkt H.O»
semlegesitéssel, masrészt a H2O, forrasaul szolgald Oz kioltassal jarulnak hozza a H20-
tartalom csOkkenéséhez (21. abra). Az alacsony detektalt H>O2 szint ellenére a magasabb
UV dozisok alatt a levelekben csokkent a fotokémiai hatékonysag. A nem regulalt nem
fotokémiai kioltds novekedése (Y(NO), 19. &bra) azt jelzi, hogy az ezekben a
folyamatokban keletkezd Oz és H20; egy része nem az antioxidansokkal reagalt, hanem

mas funkcionalis OsszetevOket oxidalt.

A 311 nm-es UV-B sugarzasra adott enzimatikus vélaszok az alacsonyabb,
funkcionalis kéarosoddshoz nem vezeté dozisok esetében is teljesen ellentétes képet
mutatnak a szélessavu UV-B kezelés hatdsaihoz képest. Utobbit novekvé APX és POD,
tovabba valtozatlan vagy csokkend SOD aktivitds jellemezte (Czégény és mtsai. 2016,
Réacz és mtsai. 2020). Két azonos UV fotonaramstriiségli kezelést Osszehasonlitva, a
dolgozatban az 5.3. és 5.4. fejezetekben bemutatott szélessava (5.5-6.2 umol m 2 st) UV-
B és az ebben a fejezetben targyalt 311 nm-es a kezelések H20> szintet szabalyozo6 hatasai
kozott jelentds kiillonbségeket talaltunk. Ennek az egyik lehetséges magyarazata az lehet,
hogy a H202 — *OH fotokonverzidt legnagyobb hatékonysaggal az alacsonyabb (295-305
nm) UV hullamhosszak okozzak, és a magasabb hullamhosszokon megy végbe (Czégény
és mtsai. 2014). Alacsony dozisi UV-B-re (mint példaul 0.1-1 umol m2 s foton fluxus
hasznélata 15-60 percen keresztiil) adott véalaszok az UVRS fotoreceptoron keresztiil
mennek végbe (Jenkins 2009), melynek abszorpcidos maximuma 280 nm koriili. Az elmult
években tobb tanulmény is felvetette az UVR8-fliggetlen szabalyozasi utak lehetdségét
(Ulm ¢és Nagy 2005; Gonzdlez Besteiro ¢és mtsai. 2011), de egy magasabb
hulldmhossztasagt UV-B altal aktivalhatd fotoreceptor lehetdsége is felmertilt (O’Hara és
mtsai. 2019). Mivel az UV-B besugarzas hatasara jelent6s valtozasok mennek végbe a
novények antioxidans tartalmaban, a ROS-ok szerepét mar tobben javasoltak fotoreceptor

fiiggetlen szignalutként (Rao és mtsai. 1996, Mackerness és mtsai. 2001, Hideg és mtsai.
2013).

Eredményeinket PCA hasznélataval is kiértékeltiikk (25. abra). A két magyarazé
valtozonk jol elkiiloniti a kezeletlen novényekhez, illetve a magasabb dozissal kezelt
ndvényekhez tartozé pontokat (25.A ébra). A PCA vektorok irdnya azt mutatja, hogy az
Fu/Fm és a fény adaptalt Y(II) parhuzamosan valtoztak, ami arra utal, hogy UV-B erésebb
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hatassal volt a PSll-re, mint a UV-indukalta fotoprotektiv utakra. Ezt az is alatamasztja,
hogy negativ korrelacio all fenn az Y(NPQ) és az Y(NO) kozott.
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25. abra Fokomponens analizis eredményei a keskenysavi UV-B kezelt ndvények paramétereinek
Osszehasonlitasaval.
(A) adatpontok, (B) a kiilonb6z6 paraméterek projekcidi. SOD: szuperoxid-dizmutasz; CGA-POD:

klorogénsav szubsztrattal peroxidaz; Fla-Ad: adaxialis flavonoid index; Flav-Ab: abaxialis flavonoid index
H>0; content: H,0, tartalom; nonenz H,O, neutr.: nem enzimatikus H.O, semlegesitd kapacitas; nonenz Oz~
neutr.: nem enzimatikus O, semlegesit6 kapacitas. Az iires karikak a kezeletlen ndvények adatpontjait, a teli

karikak (a sotétedéssel) az eltéré UV-B dozissal kezelt névények adatpontjait jeldlik.

A kozel-monokromatikus 311 nm-es UV-B forrassal végzett kisérleteink azt
mutattak, hogy ez a hulldimhossz 6nmagéaban alkalmazva eltérd valtozasokat okoz a H20:
szabalyozasban, mint egy széles spektrumi UV-B forras. A szélessavit UV-B kezelés is
tartalmazott 311 nm fotonokat, azonban ezek részaranya a teljes UV-B spektrumban
viszonylag kicsi. A monokromatikus UV-B alkalmazasa kétségteleniill mesterséges

koriilmény, azonban tovabbi mérésekkel kiegészitve alkalmas lehet arra, hogy az UV-B
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tartomanyon beliil az egyes energiatartomanyok szerepét elkiilonitve is megvizsgaljuk. Az
itt bemutatott eredményeink tamogatjdk azt az UV-indukalt jelatviteli utak kezdeti
Iépéseinek analizisén alapuld felvetést, mely szerint lehetséges egy 310-311 nm
sugarzassal aktivalhat6, az UVRS8-t6l fotoreceptortol kiilonb6zo szabalyozasi ut (O’Hara ¢€s
mtsai. 2019). Amennyiben ennek a fotoreceptornak a Iéte bizonyossagot nyer, az
eredményeink alapjan ez az ut a POD antioxidans valaszok szabdlyozasaban varhatéan

nem vesz részt.
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6. Osszefoglalas

A novények UV-B tolerancidjanak kialakulasaban kulcsfontossagt szerepe van a H202
semlegesitd utaknak, kiilondsen a fenolos peroxiddz enzimeknek (POD). Vizsgalataikhoz
dohany (Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havanna és cv. Xanthi) novényeket hasznaltunk,

¢s novényneveldkamraban a nevel6fényt (PAR) kiegészitd UV sugarzast alkalmaztunk.

A novényi POD aktivitdst méré kiilonbozé moddszerek metodikai Osszehasonlitdsai

alapjan a kovetkezoket allapitottuk meg:

1. A kiilonbozo kort, teljesen kifejlett és még nem szeneszcens dohanylevelek UV-B-
indukalta POD aktivitas novekedése kiilonbozé mértékiek, amik egy nodusz
tavolsagban is detektalhatéak. Ennek alapjan az UV-B hatasok vizsgalata soran
nem javasoljuk novényenként egynél tobb levél Osszevonasat egy mintaclemmé,
sem pedig kiilonb6zd koru levelek hasznalatat a kiilonb6z0 mintdkban (Réacz és
mtsai. 2018).

2. A szakirodalom alapjan leggyakrabban hasznalt kromoférok kozil az ABTS
bizonyult a legalkalmasabb mesterséges szubsztratnak a POD altalanos
jellemzésére dohany névényekben, mert ezzel mérhetd a legmagasabb aktivitas. Az
ismert eljarasok kiterjesztéseként alkalmaztunk a dohanylevelekben megtalalhato
polifenolos vegyiileteket is POD szubsztratként, és megmutattuk az UV indukalta
POD vélasz heterogenitasat. A szubsztratpreferenciak 6sszehasonlitas alapjan pedig
azt talaltuk, hogy az UV-alkalmazkodasi vélaszok vizsgalata sordn az enzim
aktivitasat klorogénsav (CGA) haszndlataval (CGA-POD) érdemes detektalni
(Racz és mtsai. 2020).

A dohénylevelekben UV-B-indukalt polifenolos vegyiiletek és fenolos peroxiddzok
vizsgalata (Racz és mtsai. 2020) alapjan elmondhato, hogy:

3. Az UV-B kezeléshez alkalmazkodott, megtartott fotokémiai hatékonysagu
novényekben a CGA és a quercetin-rutinozid (RUT) mennyisége ndvekedett a
legnagyobb mértékben. Ez a két vegyiilet azonban kiilonb6z6 mdodon tamogatja az
UV-B-hez torténd alkalmazkodast.

4. Az UV-B-vel kezelt levelekben a megnovekedett CGA-POD aktivitas magyarazata
a megemelkedett CGA tartalom mellett az lehet, hogy a tdobbi, direkt
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antioxidansként vagy POD szubsztratként hatékony mas fenolos vegytilethez képest
az oxidalt CGA regeneracidja a leghatékonyabb.

5. Az UV kezelés hatasara megemelkedd RUT mennyiség nem jart egyiitt a RUT-
POD aktivitas megemelkedésével. A RUT nem POD szubsztratként, hanem direkt

H>0, semlegesitd antioxidansként jarul hozza az UV-B akklimacié folyamatahoz.

Az UV-B vialaszok eredetét célzo, esetleges UVR8 fotoreceptor nélkiil kialakuld

valaszok vizsgalata soran a kovetkezé megallapitasokat tehetjiik:

6. Az UV-B kezelés egyik hatasa a levelekben megemelkedd H2O2 koncentracid, ami
azonban UV-B megvilagitas nélkiil, exogén H20, kezeléssel is elértd. A H202
kezelés hatasara kialakult antioxidans valaszok azonban eltéré képet mutattak az
UV-B kezeléshez képest. Az UV-B hatasara els6sorban az enzimatikus védelmi
utak aktivalodtak, és a kezeletlenekhez képest csokkent szuperoxid-dizmutaz
(SOD) ¢és emelkedett fenolos POD aktivitas jellemezte a leveleket. A H20: kezelés
hatasara viszont nem ezek a védelmi utak, hanem a nem-enzimatikus antioxidans
kapacitas nott meg, amihez a fenolos vegyliletek hozzéjarulasa feltehetden csekély.
Ez az kiilonbség azt mutatja, hogy a H2O2 nem, vagy csak kis mértékben vesz részt
masodlagos jelként az UV-B indukalt valaszokban (Récz és mtsai. 2020).

7. Az ismert UVRS fotoreceptor jelenleg elfogadott abszorpcids tartomanyan kiviil
esO keskenysavi (311 nm) UV-B alkalmazasaval a szélessavii UV-B hatasdhoz
képest ellentétes irdnyu antioxidans enzim valaszokat kaptunk. A 311 nm UV-B
hatdsara a levelekben a kezeletlenekhez képest csokkent a CGA-POD ¢és emelkedett
a SOD aktivitasa. Az UV-B doézissal egyenes aranyban bekovetkezd valtozasok
mellett csak nagy dozist 311 nm kezelés esetén jelent meg a levelek H202 szintjét
csokkentd nem enzimatikus antioxiddns kapacitasok emelkedése. A megtigyelt
kiilonbség tovabbi kisérletekkel relevans lehet az irodalomban nemrég felvetddott,
UVR8-t6l kiilonbozo, feltételezetten 310-311 nm  sugarzassal —aktivalhato
fotoreceptorral kapcsolatos kutatdsokban; de jelezhet mas, fotoreceptor fiiggetlen
UV-B valaszutakat is. Ez az eredményiink rdmutatott arra is, hogy az egyes UV-B
hullamhosszak, keskeny hullimhossz tartoméanyok elkiilonitett vizsgélata is fontos
lehet a természetben bekovetkezd komplex UV-B valasz megértésében (Racz és

mtsai. benyujtva).
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7. Summary

Ultraviolet radiation (UV, 280-400 nm) has the highest energy among the
radiation components reaching the surface of the Earth. UV-B (280-315 nm) is a potential
stressor, and oxidative stress effects of high UV-B doses on plants have been studied
extensively. However, over the past decade, several studies have shown that environmental
UV-B by itself does not act as a stressor, but rather acts as a regulating factor.
Nevertheless, even ambient UV-B can have a damaging effect when combined with other
abiotic factors, stimulating reactive oxygen species (ROS) production. When ROS
concentrations are increasing, oxidative damage can be avoided by adjusting the ROS —
antioxidant balance. Plants have a diverse antioxidant defense system to regulate ROS
levels and thus achieve a successful acclimation to changes of the environment. Defensive
pathways include enzymatic and non-enzymatic antioxidant responses. A well-documented
effect of acclimation to UV-B is the biosynthesis of phenolic compounds. In addition
acting as UV filters, these compounds may neutralize ROS as direct antioxidants or may
support defence in an indirect way, as peroxidase enzyme substrates. Class Il phenolic
peroxidases (POD) have an important role in the acclimation to UV-B, as major
components of the H2O. controlling enzymatic defense system. In the experoments
described in my Ph.D. thesis, we used tobacco plants (Nicotiana tabacum L., cv. Petit
Havanna and cv. Xanthi), which were grown in growth chambers under photosynthetically
active radiation (PAR) and supplemental UV-B from either broad- or narrowband sources.
The aim of this work was to investigate the role of POD in acclimation to UV-B and

explore the functional heterogeneity of these enzymes.

The comparison of different leaves assayed with diverse POD substrates showed
that:

1. Fully developed leaves of different ages showed different POD responses to the
same UV-B treatment. Thus, it is not recommended to pool more than one leaf
per plant in one sampling element, and responses of leaves with different ages
should not be directly compared.

2. Among the commonly used chromophores in POD assays, ABTS proved to be
the most suitable artificial substrate for the general characterization of POD
yielded the highest activity in tobacco plants. As an expansion of documented

methods, polyphenolic compounds contained in tobacco leaves were also used
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as POD substrates. These experiments demonstrated the heterogenity of the
UV-induced POD responses. Based on a comparison of substrate preferences,
we found that the use of chlorogenic acid (CGA) is the best choice for studying

UV acclimation responses.

Studies on possible roles of UV-B-inducible polyphenolic compounds in tobacco

leaves, we found that:

3. The most pronounced change brought about by the UV-B treatment was the
increase in leaf CGA and quercetin-rutinoside (RUT) contents. However, these
two compounds support plant aclimation to UV-B in different ways.

4. CGA contributed to enzymatic H20. neutralization in UV-B-exposed leaves,
due to its high levels, and because the regeneration of oxidized CGA was more
effective compared to other phenolic compounds acting as direct antioxidants or
POD substrates.

5. The increase in RUT content upon UV treatment did not result in any increase
in RUT-POD activity. Therefore RUT contributes to the UV-B acclimation
process not as a POD substrate but rather as a direct H2O2 neutralizing

antioxidant.

The involvement of UVR8 photoreceptor dependent and independent pathways in
the observed acclimative UV-responses was studied indirectly, and suggested the

following conclusions:

6. One of the effects of UV-B treatment is an increase in leaf H>.O, concentrations.
However, when the same effect was achieved with an exogenous H20>
treatment without UV-B antioxidant responses were different from the effect of
the UV-B treatment. UV-B activated enzymatic defense pathways and
acclimated leaves were characterized by decreased superoxide dismutase (SOD)
and increased phenolic POD activity as compared to untreated ones. On the
other hand the H>O. treatment, did not activate these enzymatic defense
pathways, but increased non-enzymatic antioxidant capacity. These differences
indicate that H.O2 is unlikely to be a secondary signal in UV-B specific
responses.

7. Narrowband 311 nm UV-B is outside the currently known absorption range of

UVRS8 photoreceptor. Treatment with 311 nm UV-B resulted in antioxidant
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enzyme responses which were distinct from the effects of broadband UV-B,;
311 nm UV-B decreased CGA-POD and increased SOD activity. These
changes were positively correlated to the 311 nm UV-B dose. In addition, an
increase in non-enzymatic antioxidant capacities was observed as a non-linear
response appearing, under high doses only. These findings may be relevant to
UVR8-independent response pathways, such as the putative photoreceptor with
maximum absorbance at 310-311 nm, which have recently been put forward.
Our results also indicates the necessity of studying action spectra of separate
UV-B wavelengths in order to understand the complexity of responses to UV

radiation in nature.
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Fiiggelék 2. A 11 kisérleti elrendezés UV kezelt dohanymintainak HPLC kromatogramja a két f6 fenolos

vegyiilet csucsaval (CGA, klorogénsav; RUT, quercetin-rutinozid)
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