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1. Tudomanyos el6zmények

A Fold felszint elér6 UV sugarzas két tartomanyra oszthatd: az alacsonyabb
hullamhosszasagu, igy nagyobb energiaju UV-B (280-315 nm) és a kisebb energiaja UV-A
(315-400 nm). A novények szinte minden életfolyamatara, a morfologiajatol kezdve a
biokémiai folyamatokig hatassal van az UV-B, mely az UVRS8 fotoreceptoron keresztiil egy sor
génexpresszios valtozast indithat el (Brown és mtsai. 2005). A jelenlegi ismereteink szerint
azonban nem minden UV-B vialasz az UVRS altal szabalyozott. Egyrészt feltételezik
fotoreceptor fliggetlen bioszintézis utak lehetdségét is (Jenkins 2017), masrészt a kozelmultban
az UVR8-tdl kiilonb6z6 UV-B fotoreceptor altal szabalyozott valaszok lehetdsége is felmeriilt
(O’Hara és mtsai. 2019).

A fotoreceptor fliggetlen jelatviteli utak kutatdsa sordn felmeriilt a reaktiv oxigén
szarmazékok (ROS) lehetséges szerepe, mivel az UV-B sugéarzas mas abiotikus stresszorokhoz
hasonldan antioxidans valaszokat is okoz. Az UV sugarzasnak Kkitett novényeknek tobb
szempontbol is sziikségiik van egy hatékony a hidrogén-peroxid (H202) szint szabalyozo
rendszerre (Jansen és mtsai. 2001; Majer és mtsai. 2014; Czégény és mtsai. 2016a 2016b; Racz
¢s mtsai. 2018; Czégény és mtsai. 2019). Mas stresszvalaszokhoz hasonldan, ebben az esetben
is sziikséges egy olyan H>0O; koncentracié fenntartidsa, amely nem elég magas ahhoz, hogy
karosito hatassal legyen, de elegendd ahhoz, hogy hirvivd molekulaként miikodjon. A H20>
szint novekedését mas abiotikus stresszorokhoz hasonldéan az UV-B sugarzas is kivaltja, viszont
a nagy energiaju UV-B fotonok kozvetlen elnyelésével a H,O» erdsen oxidald hatast hidroxil
gyokké alakulhat at (Czégény és mtsai. 2014). Ennek megfeleléen, mig mas abiotikus stressz
hatasara az akklimatizacio soran a H>O2 kelt6 szuperoxid-dizmutaz (SOD) és a H20»
semlegesitd peroxidazok aktivitdsanak parhuzamos novekedését tapasztaltak, az UV-B valasz
soran az utobbi valasz er6s6dése nagyobb mértéki volt (Czégény és mtsai. 2016). Ez az egyedi
valasz a tanszékiinkon végzett korabbi kutatasok szerint az UV-B doézistol és modellnovény
fajtol figgben ez kétféle modon valosulhat meg: a H202 szintet emeld SOD aktivitashoz képest
nagyobb mértékii H202 semlegesitdé harmas tipusti peroxidaz (POD) aktivacioval (Majer és
mtsai. 2014, Czégény és mtsai. 2016a) vagy a POD aktivitas novekedéssel a SOD aktivitas
valtozasa nélkiil (Czégény és mtsai. 2019). A HxO szint szoveti valtozasat szamos mas
abiotikus stressz mellett az UV-B sugarzas is kivaltja (Czégény és mtsai. 2014), amit a
dolgozatban bemutatasra keriil6 eredményeink is megerdsitettek (Racz és mtsai. 2020). Az
antioxidans enzimek és ROS egyenstlyanak UV-B hatasara torténd megvaltozasat Jansen és

mtsai. (2008) és Hideg és mtsai. (2013) munkai foglaljak 6ssze. A természeteshez kozeli dozisu,



a novények fotoszintetikus folyamatait nem karosito, alkalmazkodast kivalo UV kezelések
esetén azonban a POD izoformék aktivitas valtozasait eddig még nem tanulmanyoztak.

Az UV sugérzas hatdsara megjelend enzimatikus valaszokkal parhuzamosan a novényi
specialis anyagcsereutak szabalyozasa is modosul. Egyik jelentés UV-B akklimaciés valasz a
levelekben a fenolos savak és flavonoidok mennyiségének megemelkedése (Schreiner és mtsai.
2012). Ezek a specialis metabolitok a UV-kezelt levelekben kiemelt fontossagi H20»
mennyiségének szabalyozasaban kozvetett modon, POD szubsztratként vagy kozvetlen ROS
semlegesité molekulaként is részt vehetnek. Ez utobbi funkcidjuk a névényi szovetekben annak
alapjan feltételezett, hogy szamos fenolos vegyiilet mutat nagy reaktivitast a HoO2-ra in vitro
(Csepregi ¢és Hideg 2018). Az UV-B hatdsara megnovekedett mennyiségben képz6do
polifenolos vegytiletek POD szubsztrat tulajdonsagair6l azonban a PhD munka megkezdésekor
még csak kevés ismeretiink volt.

Az UV-B altal kivaltott génexpresszios valaszokat Arabidopsis thaliana nvényekben
vizsgaltak meg, fotoreceptor hidnyos mutansok segitségével. Bar tobb, UVRS fotoreceptoron
keresztiil indukalhatd gént azonositottak, ezek kozott nem szerepeltek POD fehérjét kodolok
(Velanis és mtsai. 2016). Dohany névényekben egyelére nem allnak rendelkezésre UVRS8
fotoreceptor mutansok, a POD enzim valaszok génexpresszio szintii vizsgalata pedig az ezeket
a fehérjéket kodold géncsalad komplexitasa miatt nehézkes. Ezért kisérleteink soran az UV-B
sugarzashoz torténd alkalmazkodast eldsegité folyamatokat az antioxidans enzim aktivitasok,
nem enzimatikus antioxidans kapacitasok, levél H202 és fenolos vegyiilet tartalom alapjan
vizsgaltuk harom szempont szerint:

I. A szélessavii UV-B kezelés hasznalataval Gjabb informaciokat szereztiink az
UV-indukalhato fenolos vegyiiletek alkalmazkodast eldsegitd szerepérdl és a
POD antioxidans véalasz komplexitasarol.

ii.  Exogén H20:> kezelés és az UV-B sugarzas hatasainak dsszehasonlitasa alapjan
vizsgaltuk az UV-B hatasara megemelkedé endogén H»>O» alkalmazkodasi
folyamatokban betoltott lehetséges szerepét.

iii. A feltételezett UVRS8 fliggetlen fotoreceptort aktivald, de az ismert UVRS
fotoreceptor abszorpcidos maximuman kiviil es6311 nm sugarzast kibocsatd
keskenysavi UV-B forras altal kivaltott alkalmazkodasi valaszokat

hasonlitottunk 6ssze a szélessavu UV-B kezelésre adott valaszokkal.



2.

Célkitizések

A dolgozatomban bemutatott kutatasaink célja az volt, hogy megvizsgaljam a kiilénb6zo

H>0, semlegesitd utak, kiilondsen a harmas tipusu peroxidaz enzimek (POD) hozzajarulasat a

levelek UV-B toleranciajahoz.

A vizsgalatokhoz el0szor metodikai Osszehasonlitasokat végeztiink, 1j, €s hatékonyabb

mérési modszereket keresve a kovetkezok alapjan:

1.
2.

3.

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

Korabban mar megallapitasra kertilt, hogy az UV-B valasz egy kulcsfontossagt része a
POD aktivitasanak emelkedése. A leggyakrabban hasznalt enzimaktivitdsmérd esszék
kozil melyik a legalkalmasabb a POD valasz éltalanos jellemzésére?

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

A levelekben UV-B-indukalt fenolos vegyiiletek szerepének vizsgalatahoz kapcsoldddan

megvizsgaltuk:

4.

Milyen fenolos szubsztratokat preferalnak az UV-B kezelés hatasara megemelked6
aktivitast mutato POD formak?

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

A POD szubsztrat funkcié mellett milyen mas szerepben jarulhatnak hozza az UV-B-

indukalta fenolos vegyiiletek az alkalmazkodashoz?

Az UV-B vilaszok eredetét, a UVRS fotoreceptor esetleges részvételét a kovetkezd indirekt

modon vizsgaltuk meg az alabbi kérdések alapjan:

7.

Milyen azonossagok ¢és kiilonbségek talalhatoak a levelek H20: tartalmat megemeld
UV-B megvilagitas, és a hasonl6 hatast, exogén H20: oldattal torténd kezelésre adott
antioxidansok valaszok kozott?

Kivalthatok a szélessava UV-B megvilagitasra adott alkalmazkodési valaszok az UVRS
fotoreceptor jelenleg elfogadott abszorpcids tartomanyan kiviil esé keskenysava 311

nm UV-B kezelés alkalmazasaval is?



3. Anyagok és modszerek

A dolgozat kisérleteihez a dohanynévények (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1
¢s Xanthi) a vetéstél a kisérletek végéig altalanos viragfoldben néttek, ndvényneveld
kamrakban, 65% paratartartalom és hosszunappalos (16 6ras napi megvilagitas) koriilmények
mellett, 110-150 pumol m? s fotoszintetikusan aktiv sugirzast (PAR) hasznalva. A
kisérletekhez 4-5 hetes, UV mentes koriilmények kozott nevelt névényeket hasznaltunk. A
kiegészitd UV kezelést minden esetben a fényperidodus kozepén alkalmaztuk napi 4-5 oran
keresztiil. A szélessavu, 280-315 nm UV-B kezelések biologiailag hatékony UV-B napi dozisa
6.9-7.7 kI m? d?! kozott volt (Flint és Caldwell 2003 alapjin szdmitva). Egy mdsik
kisérletsorozatban a keskenysavu, kvazi-monokromatikus 311 nm kibocsatasu fénycsovet a
novényneveld kamraban ferdén leeresztve helyeztiink el, ezzel biztositva, hogy az alatta
elhelyezett novények mindegyikét kiilonb6z6 UV-B dozis érje azonos PAR hattér mellett,
aszerint, hogy milyen tavolsagban (5 — 52 cm) voltak az UV forrastol. Ebben kisérletsorozatban
andvényeket éré UV-B 4.6-16 kI m?2 d? bioldgiailag hatékony UV-B napi dozisoknak feleltek
meg. A hidrogén peroxid kdzvetlen hatasait vizsgalo kisérletekben a ndvényeket 100 mL 100
uM H20,-al oldattal locsoltuk (kontroll ndvényeket 100 mL vizzel).

A novények fotokémiai paramétereinek vizsgdlatdhoz klorofill fluoreszcencia
méréseket végeztiik Imaging-PAM miiszerrel. A levelek noninvaziv klorofill és flavonoid
tartalom mérését Dualex® Scientific késziilékkel végeztiik. A levélmintdkat ezutan a tovabbi
elemzésekig mélyfagyasztva taroltuk.

A levélkivonatok elkészitése utan elvégeztiik a mintak harmas tipust peroxidaz enzim
(POD), aszkorbat peroxidaz (APX), glutation peroxidaz (GPX), katalaz (CAT), és szuperoxid-
dizmutaz (SOD) aktivitasanak spektrofotometrias vizsgalatat. A levélmintak H2O, tartalmanak
fotometrids megbecslését Matai €s Hideg (2017) alapjan végeztiik el. A 70% etanolt tartalmazo
levélkivonatok nem enzimatikus H2O, és szuperoxid gyok O semlegesitd antioxidans
kapacitas meghatarozasat Csepregi és Hideg (2016) alapjan végeztiik el. A peroxidaz izoformak

elvalasztdsdhoz a mintakat nativ 12%Tris-Glicin gélen szeparaltuk.



4. Uj tudoményos eredmények

A novényi POD aktivitast mérd kiilonb6zé moddszerek metodikai 6sszehasonlitdsai alapjan a

kovetkezoket allapitottuk meg:

1.

A kiilonb6z6 koru, teljesen kifejlett és még nem szeneszcens dohanylevelek UV-B-
indukalta POD aktivitas novekedése kiilonbozé mértékii, ami egy nddusz tavolsagban
is detektalhatoak. Ennek alapjan az UV-B hatdsok vizsgalata soran nem javasoljuk
novényenként egynél tobb levél 0sszevondsat egy mintaelemmé, sem pedig kiilonbozo
koru levelek hasznalatat a kiillonb6z6 mintak dsszehasonlitasaban (Racz és mtsai. 2018).
A szakirodalom alapjan leggyakrabban hasznalt kromoforok kéziil az ABTS bizonyult
a legalkalmasabb mesterséges szubsztratnak a POD altaldnos jellemzésére dohany
novényekben, mert ezzel mérhetd a legmagasabb aktivitds. Az ismert eljardsok
Kiterjesztéseként alkalmaztunk a dohanylevelekben megtalalhatdé polifenolos
vegylileteket is POD szubsztratként, és megmutattuk az UV indukalta POD valasz
heterogenitdsat. A szubsztrat preferencidk 0sszehasonlitas alapjan pedig azt talaltuk,
hogy az UV-alkalmazkodasi valaszok vizsgalata soran az enzim aktivitasat klorogénsav

(CGA) hasznalataval (CGA-POD) érdemes detektalni (Racz €s mtsai. 2020).

A dohéanylevelekben UV-B-indukalt polifenolos vegyiiletek ¢és fenolos peroxidazok

vizsgalata (Racz és mtsai. 2020) alapjan elmondhat6, hogy:

3.

4.

Az UV-B kezeléshez alkalmazkodott, megtartott fotokémiai hatékonysagu
novényekben a CGA ¢és a quercetin-rutinozid (RUT) mennyisége nodvekedett a
legnagyobb mértékben. Ez a két vegyiilet azonban kiilonb6zé mddon tdmogatja az UV-
B-hez torténd alkalmazkodast.

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

Az UV kezelés hatasara megemelkedé RUT mennyiség nem jart egyiitt a RUT-POD
aktivitdas megemelkedésével. A RUT nem POD szubsztratként, hanem direkt H20:

semlegesitd antioxidansként jarul hozzé az alkalmazkodas folyamatahoz.



Az UV-B valaszok eredetét célzo, esetleges UVRS fotoreceptor nélkiil kialakul6 valaszok

vizsgalata soran a kdvetkezé megallapitasokat tehetjiik:

6. Az UV-B kezelés egyik hatasa a levelekben megemelkedé H2O> koncentraci6, ami
azonban UV-B megvilagitas nélkiil, exogén H202 kezeléssel is elértd. A H202 kezelés
hatasara kialakult antioxidans valaszok azonban eltérd képet mutattak az UV-B
kezeléshez képest. Az UV-B hatdsara elsOsorban az enzimatikus védelmi utak
aktivalodtak, és a kezeletlenckhez képest csokkent szuperoxid-dizmutaz (SOD) és
emelkedett fenolos POD aktivitas jellemezte a leveleket. A H2O2 kezelés hatasara
viszont nem ezek a védelmi utak, hanem a nem-enzimatikus antioxidans kapacitas nott
meg, amihez a fenolos vegyiiletek hozzajarulasa feltehetden csekély. Ez az kiilonbség
azt mutatja, hogy a H20O2 nem, vagy csak kis mértékben vesz részt masodlagos jelként
az UV-B indukalt valaszokban (Réacz és mtsai. 2020).

7. Az ismert UVRS fotoreceptor jelenleg elfogadott abszorpcids tartomanyan kiviil esé
keskenysavu (311 nm) UV-B alkalmazasaval a szélessavii UV-B hatasahoz képest
ellentétes iranyu antioxidans enzim valaszokat kaptunk. A 311 nm UV-B hatasara a
levelekben a kezeletlenekhez képest csokkent a CGA-POD ¢és emelkedett a SOD
aktivitasa. Az UV-B dodzissal egyenes aranyban bekodvetkezd valtozasok mellett csak
nagy dézisu 311 nm kezelés esetén jelent meg a levelek H2O» szintjét csokkenté nem
enzimatikus antioxidans kapacitdsok emelkedése. A megfigyelt kiilonbség tovabbi
kisérletekkel relevans lehet az irodalomban nemrég felvetddott, UVR8-t6l kiilonb6zd,
feltételezetten 310-311 nm sugarzassal aktivalhato fotoreceptorral kapcsolatos
kutatasokban; de jelezhet mas, fotoreceptor fliggetlen UV-B vélaszutakat is. Ez az
eredményilink ramutatott arra is, hogy az egyes UV-B hulldmhosszak, keskeny
hulldmhossz tartoméanyok elkiilonitett vizsgalata is fontos lehet a természetben

bekdvetkez6 komplex UV-B valasz megértésében (Racz és Hideg 2021).
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