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1. Bevezetés

I.1. Az ultraibolya-sugarzas

Az ipari forradalom ota a Fold felszinét elér6 ultraibolya-sugarzas (UV, 280-400 nm)
intenzitdsa megvaltozott. Ennek oka tobbek kozott a sztratoszférikus 6zonréteg elvékonyodasa
az antropogén hatasok miatt. Az 1987-ben ratifikalt ENSZ egyezmény, a Montréal Protocol az
Ozonréteg tovabbi karosodasanak megel6zését tiizte ki célul, elsdsorban az antropogén eredetii
halogénezett szénhidrogének (CFC) emisszidjanak korlatozasaval (Barnes és mtsai., 2019). A
Montréal Protocol sikere okan napjainkra elindult az 6zonréteg helyreédllasa (Madronich és
mtsai., 2024) azonban a valtozo klima is egyre inkabb hozzajarul a beesé felszini UV
dinamikéjahoz (Verdaguer és mtsai., 2017; Bais és mtsai., 2019), ezzel megvaltoztatva egyes
¢lohelyek természetes UV-kitettségét. A sztratoszférikus 6zonréteg vékonyodasaval ellentétben
ezek az éghajlatvaltozas altal kivaltott hatasok nem csak az ultraibolya-B (UV-B, 280-315 nm),
hanem az ultraibolya-A (UV-A, 315-400 nm) és a fotoszintetikusan aktiv (400-700 nm)
sugarzasok felszini mennyiségét is moddosithatjak. A beesé felszini UV-sugarzas
nagymértékben fiigg az aeroszolok (a légkorben lebegd szilard és folyékony részecskék), a
felhok és a felszini reflexio (pl. albedo) valtozasatol. Az éghajlatvaltozas megvaltoztathatja a
felhézetet, egyes régiok a korabbiaknal felhdsebbé, masok kevésbé felhdsekké valhatnak. A
megnovekedett felhGtakaro altalaban csokkenti a Fold felszinét eléré UV-fotonok mennyiségét,
de ez nagyban fiigg az UV-foton hullamhosszasagatol, a felhdk tipusatol és a Naphoz
viszonyitott helyzetiiktél (Verdaguer és mtsai.,, 2017). A légkorben az UV-fotonok
szorodhatnak vagy visszaverddhetnek az aeroszolokrdl, amelyek tipuséat és Osszetételét tobb
faktor is meghatarozhatja, ezeket pedig részben befolydsolhatja az éghajlatvaltozas. Ilyen
példaul a vulkani tevékenység, a légszennyezd anyagok emisszidja, vagy az erddtiizek és
porviharok gyakorisaga ¢€s kiterjedése (Lopez €s mtsai., 2012; Feister és mtsai., 2015; Bornman

és mtsai., 2019).

Az ozonréteg elvékonyodéasanak kb. 40 évvel ezeldtti felismerése fokozta a tudomany
érdeklddését az UV-sugdrzads novényekre gyakorolt hatdsai irant (Rai és mtsai., 2021). A
kezdeti években a tudomany elsGsorban az UV okozta karositd hatasokkal foglalkozott
(Stapleton, 1992; Strid és mtsai., 1994; Jansen és mtsai., 1998; Hollosy, 2002). Az azdta —
tobbek kozott a Montréal Protocol hatasa miatt — bekovetkezett szemléletvaltas okan az elmult
idészakban mar inkdbb az UV szabalyozé mechanizmusait kutatjak (Zhang & Bjorn, 2009;
Rizzini és mtsai., 2011; Hideg és mtsai., 2013; Robson és mtsai., 2015; Liu és mtsai., 2024),

figyelembe véve a kereszttolerancia kialakitasdban (Wargent & Jordan, 2013; Matai és mtsai.,



2019; Qian ¢és mtsai.,, 2020; Saenz-De La O ¢és mtsai, 2021), vagy a beltéri
novénytermesztésben (Wong és mtsai., 2020; Budavari és mtsai., 2024; Csepregi és mtsai.,
2024) 1évo lehet6ségeket. Az UV-sugarzas dozisatol fiiggden valthat ki eustresszt vagy
distresszt a novényekben. Az eustressz alacsonyabb stressz-szinteken jelentkezik, pozitiv
hatassal lehet a novény novekedésére a stressz jelatviteli €s védelmi mechanizmusok (példaul
az antioxidans rendszerek) aktivalasaval, mig a distressz erdteljes stresszhatést és kedvezdtlen
kornyezeti tényezok altal kivaltott oxidativ stresszt okoz, amely soran a reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) metabolikus karosodast idéznek el6, majd a stresszel Gsszefiiggd
karosodasokkal szembeni elégtelen antioxidans védelem végsd soron a sejt vagy az egész
novény pusztulasahoz vezethet (Hideg és mtsai., 2013; Nawkar és mtsai., 2013). Mind az
alacsony és mind a magas d6zist UV-sugarzas képes megvaltoztatni a névények antioxidans-,

¢s ROS-metabolizmusat (Hideg és mtsai., 2013).

Azt, hogy egy adott UV-dozis pozitiv vagy negativ hatassal bir egy ndévény
¢letfolyamataira, jelentésen befolyédsolja az adott novényegyedet koriilvevd biotikus ¢és
abiotikus kornyezet, valamint a ndvény fitnesze (Hideg és mtsai., 2013; Roeber és mtsai., 2021;
Rai és mtsai., 2021). Ebbdl kifolyolag az UV-alkalmazkodasi valaszok sikeréhez nagyban
hozzajarul a kiegészitd fotoszintetikusan aktiv sugarzas (PAR, photosynthetically active
radiation, 400 — 700 nm) karakterisztikaja (hullamhosszlisag, intenzitas, megvilagitas hossza)
(Krizek, 2004). A fotoszintetikusan aktiv-, és az ultraibolya-sugarzas dinamikaja természetes
fényviszonyok esetén egylittesen valtozik, az 4allando6 UV:PAR ardnyhoz a ndvények
hatékonyan képesek alkalmazkodni (Deckmyn & Impens, 1997). Magas PAR-dozisnak kitéve
vastagabb és pigmentaltabb levelek fejlddnek, megelézendd a varhatdan szintén magas UV-
dozis okozta karosodasokat. Alacsony intenzitasu természetes PAR alatt kevesebb védelemre
van sziikség, mivel ekkor jellemzden a természetes UV-dozis is alacsony. Ebbdl kifolyolag az
¢lohelyek éghajlatvaltozas kovetkeztében megvaltozd UV-kitettsége modosithatja az ott €16
novények alkalmazkodasi vélaszait is (Verdaguer és mtsai.,, 2017). Az UV-fotobiologiai
tanulmanyok jelentés része olyan ndvényeket haszndl, amelyek nevelokamrikban, a
természetestdl jelentsen kiillonbozd fényviszonyok alatt fejlodtek. A mesterséges fényforrasok
karaktere, a besugarzas idOtartama és intenzitdsa, valamint a kisérletek soran alkalmazott
UV:PAR arany egyarant befolyasolhatja a kezelés sordn felépiilo stresszvalaszokat (Rai €s

mtsai., 2021).



1.2. Az oxidativ folyamatok UV-Kkitettség soran

I.2.1 Reaktiv oxigénszarmazékok

A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) kettds szerepet toltenek be a ndvények életében,
szamos fontos jelatviteli reakcidhoz sziikségesek, de az aerob anyagcsere toxikus
melléktermékei is (Mittler, 2017). Egy ndvényi sejtben a legjellemzébb ROS keletkezési helyek
a kloroplasztisz, a mitokondrium és a peroxiszoma. A jelatviteli folyamatokban receptorok
hianyaban nem a klasszikus értelemben (Id. hormonok vagy peptidek) vesznek részt. Erdsen
oxidalo tulajdonsaguk kovetkeztében inkabb egyes lipidek vagy fehérjék szerkezetének és
milkddésének megvaltoztatasaval (poszt-transzlacidos modositasok) szabalyozzak ezeket a
folyamatokat (Mittler és mtsai., 2022). A ROS-szinteket a kialakulas €és a semlegesités kozotti
szigorlian szabalyozott egyenstly hatarozza meg, amelyet Osszetett antioxidans rendszerek
segitségével tartanak fent a novények (Mittler és mtsai., 2011; Noctor és mtsai., 2012). Ezek a
rendszerek és a ROS-hoz kapcsolodd utvonalak szabalyozasa egylittesen hatarozzak meg a
novények plaszticitasat és rugalmassagat a valtozd kornyezeti koriilmények kozott, és igy
szabalyozzék a novények novekedését s talélését (Mittler, 2017; Waszczak és mtsai., 2018).
A fokozott ROS keletkezés azonban a nagy reaktivitasukbol adodoan karositd hatasu lehet,
amennyiben nincs megfelelé antioxidans valasz. Karosithatjak a fehérjéket, a lipideket, a
szénhidratokat és a DNS-t is, amely karosodasok végs6 soron oxidativ stresszhez vezetnek. A
ROS-ok lehetnek szabad gyokok (02, szuperoxid anion gyok; ‘OH, hidroxilgyok és HOO",
hidroperoxil gydk) és molekularis formak (H202, hidrogén-peroxid és 'O, szinglett oxigén). A
fotoszintetizalo szervezetek kiilondsen ki vannak téve az oxidativ karosodds veszélyeinek,
ugyanis a kloroplasztiszban bizonyos koriilmények kozott a klorofill fényérzékenyitéként
viselkedhet (Krieger-Liszkay, 2005) illetve a nagy mennyiségben el6forduld tobbszordsen
telitetlen zsirsavak is potencialis prooxidansok (Halliwell, 1987). A dolgozatomban bemutatott
kisérlet soran a kornyezeti ultraibolya-sugarzas novényekre gyakorolt hatasait vizsgaltuk, ezért
a kovetkezd bekezdésekben az UV-kitettség soran relevans (Barta €s mtsai., 2004; Czégény ¢és
mtsai., 2016) elektrontranszferrel kialakulo6 ROS-okhoz (O.", H202, ‘OH) kapcsolodod

mechanizmusokat mutatom be részletesebben.

Szuperoxid anion gyok (O2") legnagyobb valdszintiséggel a Mehler-reakcidé soran
alakulhat ki az egyes fotokémiai rendszer (PSI) akceptor oldalan, ekkor egyéb redukalhatd
reakciopartner hianyaban egy elektron keriil a ferredoxinrél az oxigénmolekulara (Mehler,
1951). A Oy -képz6dés tovabbi mechanizmusokon keresztiil inicialhatja tovabbi ROS-ok
keletkezését is. A O képes a Fe¥*-nak elektront atadni, az igy kialakul6 Fe?* pedig



redukalhatja a H20-ot, aminek eredményeként ‘OH keletkezik (Haber-Weiss- és Fenton-
reakciok) (Fenton, 1894; Haber & Weiss, 1934).

Hidrogén-peroxid (H202) a szuperoxid gyok egyértékii redukcidjaval alakulhat ki
(Cheeseman, 2006). A H>O> egy stabil molekula, amely kettds szerepet tolt be a névények
redox haztartasaban: megfelelden szabalyozott keletkezés esetén fontos szerepet tolt be egyes
jelatviteli folyamatokban, ezaltal hozzajarulhat az alkalmazkodasi valaszok kialakulasdhoz
(Czégény & Racz, 2023), a kontrollalatlan H2Oz-keletkezés azonban a szovetek oxidativ
karosodasahoz vezethet (Quan és mtsai., 2008). UV-sugarzasnak kitett névényekben a H2O-
haztartas megfeleld egyensulya kiemelten fontos (Czégény és mtsai., 2016). Egyfelél UV-
kitettség soran fokozott szoveti H.O> keletkezés figyelhetd meg, rdadasul egyes, a természetes
napfényben is jelen 1évé UV-B fotonok (290-300 nm) képesek a hidrogén-peroxidot
kozvetleniil hidroxilgyokkeé alakitani (Czégény és mtsai., 2014).

A hidroxilgyok ("OH) a legreaktivabb és a legrovidebb életidejii ROS (Richards és
mtsai., 2014). A jelatviteli folyamatokban bet6ltott konkrét szerepe nem ismert, azonban
potencialisan a "OH is reakcioba 1éphet minden bioldgiai molekulaval. A hidroxilgyokhoz
kothetd hatas tovabba a novekedés és a csirazas elGsegitése a sejtfalak fellazitasaval (Smirnoff,
2005). Azonban, mivel nincs enzimatikus mechanizmus a semlegesitésére, a tilzott ‘OH-

keletkezés végiil sejthalalhoz vezethet (Vranova és mtsai., 2002).

Sabater és Martin (2013) altalanos stresszbiologiai modellje alapjan a karosodas jellegét
jelentdsen befolyasolja a kloroplasztiszban keletkezd ROS-ok tipusa és koncentracidja. A
([*O2] + [O27]) / [H20:2] képlet alapjan fokozott O, és/vagy O, keletkezés esetén oxidativ
karosodasrol, magas H2O2-koncentracio esetén pedig programozott sejthalalrol beszélhetiink.
Nagy energiji UV-sugarzas hatasara nem detektalhatdé fokozott 'O kialakulas (Barta és
mtsai., 2004), igy a fenti képlet alapjan az UV-akklimacio sikere a megfelelé szuperoxid-, és
hidrogén-peroxid egyensuly kialakitdsan mulik, illetve a napfény UV-B hatasara potencialisan
fellépé H.O2 — "OH konverzid fokozott veszélye miatt a védekezés a HoOo-semlegesités

iranyaba tolodik (Czégény €s mtsai., 2016).

1.2.2 Antioxidansok

A novények tobbféle védelmi stratégiat is kialakitottak a reaktiv oxigénszarmazékok
karosito hatasai ellen. Képesek a ROS-ok keletkezését megakadalyozni, a ROS-ok altal okozott
kéarosodast helyrehozni, és a ROS-okat semlegesiteni. Ez utdbbi védekezd stratégidban fontos

szerepet jatszanak az antioxidansok. Az antioxiddnsok olyan, az oxidalhaté szubsztratnal



alacsonyabb koncentracioban jelen 1évé anyagok, amelyek képesek megakadalyozni vagy
késleltetni az adott szubsztratok oxidacigjat. llyen szubsztrat lehet minden in vivo megtalalhato
molekula (Halliwell & Gutteridge, 2015). Az antioxidansok csoportjat két kategoriara
oszthatjuk, nem enzimatikus antioxidansokra és antioxidans enzimekre. Elobbiek koz¢é tartozik
példaul a glutation, az aszkorbinsav, a tokoferolok, a fenolos vegyiiletek, egyes karotinok és a
Be-vitamin is. Antioxidans aktivitassal rendelkez6 enzimek pedig a kovetkezok: szuperoxid-
dizmutdz (SOD), katalaz (CAT), aszkorbat peroxidaz (APX), fenolos peroxidaz (POD),
glutation-peroxidaz (GPX), peroxiredoxin (PRX), dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR) és
monodehidroaszkorbat-reduktaz (MDHAR) (Larson, 1988).

crer

katalizalja, mely reakcio soran H202 és O2 képzddik. A SOD-zal szorosan egylittmiikodnek a
peroxiddzok (pl. APX, POD, CAT) a keletkez6 H>O, hatékony semlegesitése érdekében
(Asada, 1999). A kapcsolodd fém kofaktoroktol fliggéen a SOD-nak kiilonb6z6 izoformai
johetnek létre (magasabbrendii névényekben: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD). A Cu/Zn-SOD
izoforma a citoplazmaban, peroxiszomaban, kloroplasztiszban és az apoplasztiszban, mig a Fe-
SOD izoforma a kloroplasztiszban, a Mn-SOD pedig a mitokondriumok matrixaban és a

peroxiszomaban fordulnak elé (Bowler és mtsai., 1994).

UV-nak kitett ndvényekben az alkalmazkodas sikere a H.O: hatékony semlegesitésén
mulik, ezt a H202 keletkezési helyétdl fiiggden legféképp a kiilonbozd peroxidazok végzik
(Welinder, 1992). A ndvények szamos kiilonboz6 enzimet szintetizalnak a H2O2 gyors és
hatékony eltavolitasara. Ezek a korabban emlitett enzimek az aszkorbinsavval és a glutationnal
(Noctor & Foyer, 1998) egyiitt rendkiviil hatékony rendszert biztositanak a sejtek szamara a
H202 semlegesitéshez. A H202-semlegesité enzimek Osszehangolt mikodése a SOD
aktivitasaval egyiitt kiilonosen fontos a rendkiviil toxikus hidroxilgyok kontrollalatlan

képzbdésének megeldzésében (Halliwell & Gutteridge, 2015).

A fenolos peroxidazok (POD) novényspecifikus oxidoreduktazok, melyek a H.O> és
kiilonb6z6 reduktansok kozotti oxidoredukciot katalizaljak. Fontos szerepet jatszanak a lignin
¢s a szuberin kialakulasaban vagy az auxin katabolizmusban (Passardi és mtsai., 2004) a
korokozok elleni védelemben (Chittoor és mtsai., 1997), a sotlirésben (Amaya és mtsai., 1999)
¢s az Oregedésben (Abeles és mtsai., 1988; Hiraga és mtsai., 2001). Kulcsszerepléi az UV-
megvilagitas soran kialakitott alkalmazkodasi valaszoknak (Majer és mtsai., 2014; Czégény €s
mtsai., 2016; Czégény & Racz, 2023). UV-sugarzas hatdsara a novényekben fokozddik a
fenolos vegyiiletek (flavonolok, flavonoidok, hidroxifahéjsavak, stb.) szintézise az
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epidermiszben (Leonardelli és mtsai., 2024; Liu és mtsai., 2024). Ezek a vegyiiletek amellett,
hogy hatékony UV-abszorbealdé molekuldk, antioxidansként, illetve kiilonb6zd hatasfokkal a
fenolos peroxidazok szubsztratjaiként is funkciondlnak (Csepregi & Hideg, 2018; Czégény &
Racz, 2023). Majer és munkatarsai (2014) megallapitottak, hogy UV-B-kezelt levelek esetében
leginkabb az APX- és a POD-aktivitasa fokozodik, mig a CAT-aktivitisiban nem torténik
valtozés. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az UV-B H,0,-koncentraciot fokozo hatasa

a kloroplasztisz mellett a vakudlumra 6sszpontosul.

1.3. A Be-vitamin

A Be-vitamin a piridoxin és annak kiilonféle formainak a gyiijtoneve. Kémiailag a
piridinhez hasonldé molekulak (2-metil-3-hidroxi-4,5-di-(hidroximetil)piridin), amely a 4’
pozicidban 1évé csoportjukban térnek el egymastol (Ohdake, 1932; Gyorgy, 1934; Snell és
mtsai., 1942). A piridoxin (PN) egy hidroxil-, a piridoxal (PL) egy aldehid-, a piridoxamin (PM)
pedig egy aminocsoportot hordoz a 4’ pozicioban. Ez a harom forma képes foszforilalodni,
ekkor piridoxin 5’-foszfatrél (PNP), piridoxal 5°-foszfatrél (PLP) és piridoxamin 5’°-foszfatrol
(PMP) beszélhetiink (Wagner és mtsai., 2006).

A Be-vitamin szintézise névényekben harom atvonalon torténhet: (i) deoxixiluloz 5°-
foszfat (DXP) fiiggd utvonal, (ii) kinyerési (salvage) tvonal, (iii)) DXP-fiiggetlen utvonal
(Fitzpatrick, 2011). A DXP-fligg6 utvonal soran a PdxJ és PdxA enzimek jatszanak szerepet.
Ez a két Be-szintaz fehérje a PNP kialakitasdhoz szubsztratként 4-foszfohidroxi-L-treonin
(4HPT) és DXP-t hasznal, amelyek az izoprenoid-, illetve a tiamin-bioszintézis prekurzorai. A
PdxA katalizalja a 4HPT oxidaciojat 3-amino-1-hidroxi-aceton-1-foszfatta (AHAP), a PdxJ
pedig PNP-t képez az AHAP és DXP intermedierekkel (Drewke és mtsai., 1993, 1996; Laber
¢és mtsai., 1999). A salvage utvonal soran a PdxH (oxidaz) és a PdxK (kinaz) enzimek hoznak
1étre piridoxal 5°-foszfatot. A PdxK piridoxolbol és piridoxaminbdl 1étre hozza azok foszforilalt
formajat, amit utdna a PdxH enzim PLP-vé¢, aktiv forméava alakit (Yang és mtsai., 1996;
Mittenhuber, 2001). A DXP-fiiggetlen utvonal soran a PDX1 és a PDX2 fehérjék jatszanak
fontos szerepet. Ez a két szintdz fehérje kozvetleniil szintetizalja a PLP-t rib6z-5'-foszfatbol
vagy ribul6z-5'-foszfatbol, gliceraldehid-3'-foszfattal vagy dihidroxiaceton-foszfattal ¢és
glutaminnal kombindlva. Itt a PDX2 glutaminazként miikddik, amely deaminalja a glutamint
glutamatta, hogy nitrogént szolgéltasson a PLP heterociklus szdméra, majd a PDX1
gondoskodik a végsé gylriizarasrol (Mittenhuber, 2001, Tambasco-Studart és mtsai., 2005;

Mooney ¢€s mtsai., 2009).



A PLP a Be-vitamin aktiv formaja, amely kofaktorként jatszik szerepet szdmos
bioszintézisben és esszencialis enzim miikodésében. Ez utoébbi PLP-fiiggd enzimek tobb mint
140 enzimreakciot katalizalnak (Percudani & Peracchi, 2009). A PLP-fiiggé enzimek részt
vesznek az aminosav metabolizmus fontos 1épéseiben, a klorofill bioszintézisben vagy a zsirsav
anyagcserében (Drewke & Leistner, 2001; Mittenhuber, 2001; Mooney és mtsai., 2009). A PLP
fontos kofaktor a raktarozott szénhidratok, pl.: glikogén lebontasaban is (Helmreich, 1992). A
bioszintézis itvonalakban bet6ltott szerepen tal a Be-vitamin fontos a stressz elleni védelemben
is. Antioxidans molekulaként kozvetleniil részt vesz a ROS semlegesitésben, illetve egyes
antioxidans enzimek szintézisében is szerepet jatszhat, ezaltal kozvetetten tAmogatva a védelmi

rendszereket (Tambasco-Studart és mtsai., 2005; Czégény és mtsai., 2019).

A Be-vitamin szintézisében fontos szerepet jatszanak a mar emlitett PDX fehérjék.
Kozilik a PDX1 expresszioja fokozodik UV-B-besugarzas hatasara ladfii (Arabidopsis
thaliana) modellnévényekben (Ristild és mtsai., 2011). A kutatocsoport korabbi munkaiban a
pdx1l gén mutacidja kovetkeztében gyengébb Be-vitamin szintézisre képes ludfiiben UV-B-
besugarzas hatasara fokozott fotoszintézis gatlas és nem szabalyozott nem fotokémiai kioltas
volt megfigyelhetd (Czégény és mtsai., 2014, 2019). Ezekben a novényeben kevésbé hatékony
H202-semlegesit antioxidans rendszerek miikodtek, ezaltal érzékenyebbnek bizonyultak az
alkalmazott UV-kezelésre (Czégény és mtsai.,, 2019). Ezekben a kisérletekben vagy
monokromatikus (Czégény és mitsai., 2014), vagy szélessavu (Czégény és mtsai., 2019)
mesterséges UV-forrasokat hasznaltak, a természetesnél joval alacsonyabb fotoszintetikusan
aktiv fénnyel kiegészitve, ezaltal magas UV:PAR ardnyok mellett. Az igy kapott eredmények
megmutattak, hogy a Be-vitaminnak fontos €s sokrétli szerepe van az UV-stresszvalaszok
kialakitasaban, azonban a természetes fényviszonyokhoz torténd alkalmazkodasban betdltott
szerepérél nem nyujtanak informacidt. Ezért a dolgozatomban bemutatott munka sordn
megvizsgaltuk, hogy a természetes UV-tartomanyokhoz torténd alkalmazkodas hogyan fiigg a

Be-vitamin koncentracidjatol.

I1. Célkitizések

A napsugarzas ultraibolya komponense (UV-A, 315-400 nm; UV-B, 280-315 nm)
reaktiv oxigénformak keltésével, illetve fotoreceptorokon (kriptokrom, fototropin vagy UVRS)
keresztiil is befolyasolhatja a novényi alkalmazkodasi valaszokat (Hideg ¢és mtsai., 2013; Rai
¢s mtsai., 2019). A kutatocsoport kordbbi munkai sordn (Czégény és mtsai., 2014, 2019;
Neugart és mtsai., 2020) mar részletezte a Be-vitamin sokrétli szerepét a novények UV-

sugarzasra adott valaszaiban. Ezek a tanulményok azonban a természetesnél magasabb
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UV:PAR aranyok mellett késziiltek, novényneveld kamrékban, kontrollalt kériilmények kozott,

ahol az UV-sugarzas volt az egyetlen stresszor.

A kutatomunkam célja az volt, hogy a Be-vitamin altal befolyasolt folyamatokat
megvizsgaljuk természetes fényviszonyok alatt, tehat a neveldkamraknal sokkal komplexebb
kornyezetben fejlodott modellnovényeken is. Ehhez kiilonb6zé UV-sziird foliakat (teljes UV
kizar6é és UV-B kizaro) hasznaltunk, igy a Be-fliggd valaszok mellett lehetdségiink nyilt a
kiilonb6z6 természetes UV tartomanyok novényekre gyakorolt hatasanak vizsgalatara is. A
munkahoz ladfii (Arabidopsis thaliana L.) modellnévényeket hasznaltunk: a C24 vad tipus
mellett minden fo6lia alatt rsr4-1, Be-szintézisében akadalyozott 6kotipust is megvizsgaltunk. A
munka soran non-invaziv moddon vizsgaltuk a novények morfologiai jegyeit, a
pigmenttartalmukat ¢és a klorofill fluoreszcencia vélaszaikat. Levélkivonatokbdl pedig

meghataroztuk azok egyes antioxidans képességét, illetve Bg-vitamin tartalmat.
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ITI. Anyag ¢és modszertan

III.1. Novénynevelés

A Kkisérletiink soran ludfii (Arabidopsis thaliana L.) C24 vad tipus és rsr4-1, Be-vitamin
szintézisben csokkentett mutans Okotipus modellnovényekkel dolgoztunk (1. abra). A
novények természetes koriilmények kozott csiraztak és nevelkedtek a 2022. szeptember
kozepén tortént vetéstol egészen 2022. oktdber 27-ig, a mintavétel napjaig. A kisérlet Pécsett,
a PTE Sz6lészeti és Boraszati Kutatdintézet teriiletén zajlott (E 46°04', K 18°11"). A kisérlet
soran egyediil a novényeket érd ultraibolya-sugarzas tartomanyat befolyasoltuk kiilonb6z6

mianyag szlir6folidk segitségével. A ndovényeket 3 kezelési csoportra osztottuk:

1. UV-kizaro koriilmények. A ndvényeket kizardlag fotoszintetikusan aktiv sugarzas érte

(PAR, n=10).

2. UV-B-kizaro koriilmények. A novényeket fotoszintetikusan aktiv sugarzas és UV-A

sugarzas érte (PAR+UVA, n=10).

3. UV atenged6 korilmények. A nodvényeket a teljes napsugarzas elérte

(PAR+UVA+UVB, n=10).

A kisérlet soran az atlag-hémérséklet napkozben 16 °C, éjszaka pedig 10 °C volt. Az adatok
forrasa a PTE Ifjusag Gti meteoroldgiai allomasa (https://joido.ttk.pte.hu/).

A kisérlet soran hasznalt sziir6folidk transzmisszids képességét (2-4. abra) a kisérlet el6tt
¢és utan is spektrofotométerrel hataroztuk meg (Shimadzu UV1800, Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan), ezek alapjan a foliak UV-transzmisszios képessége alig valtozott a kisérlet

id6tartama alatt.

A B

1. abra Az Arabidopsis thaliana C24, vad tipus (A) és; rsr4-1, Be-vitamin szintézisben csokkentett mutans

(B)


https://joido.ttk.pte.hu/
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2. abra A kisérlet soran hasznalt fotoszintetikusan aktiv sugarzast (PAR) ateresztd sziir6folia transzmisszios értéke

a kisérlet kezdetén (kék) és a mintavétel napjan (sarga).

100
90
80

$ 70

[+

2 60

=

£ 50

§ 40
=

g 30
20
10

0
270 290 310 330 350 370 390 410

hullamhossz (nm)

3. abra A kisérlet soran hasznalt fotoszintetikusan aktiv sugarzast (PAR) és az UV-A sugarzast atereszto sziir6folia

transzmisszios értéke a kisérlet kezdetén (kék) és a mintavétel napjan (sarga).
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4. dbra A kisérlet soran hasznalt PAR, UV-A és UV-B sugarzast ateresztd sziirdfolia transzmisszios értéke a

kisérlet kezdetén (kék) és a mintavétel napjan (sarga).
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I11.2. Pigmenttartalom becslés
A levelek Kklorofill-, flavonoid- és antocianin tartalmat a Dualex Scientific késziilékkel
(ForceA, Orsay, Franciaorszag) becsiiltik meg. Minden ndvény esetében 4 kiilonbozo, teljesen

kifejlett, nem szeneszcens levélen mértiink pigmenttartalmat, adaxialis és abaxialis oldalon is.
A miiszer miikodése:

A klorofill index meghatarozashoz egy 710 és egy 850 nm hullamhosszasagu
fényforrasara van sziikség, utobbi referenciafényként szolgal. Minél nagyobb a levelek
klorofilltartalma, annal kisebb lesz a transzmittancia és nagyobb az abszorbancia 710 nm-en. A

levelek klorofilltartalmarol a két hullamhossz kozotti abszorbancia kiilonbség ad informaciot.

Akér csak a klorofill-, gy a flavonoid index meghatarozasadhoz is két hulldimhosszra
van sziikség (375 és 650 nm). A flavonoidok a 375 nm hullamhosszusagu fény jelentOs részét
képesek elnyelni, mig a 650 nm-es fényt nem. Ez a két hullamhossz azonban a klorofillt
gerjeszti €s fluoreszcenciat valt ki. A két fény hatasara bekovetkez6 fluoreszcencia valtozasban
1évo kiilonbség egyenesen aranyos lesz a levél flavonoid tartalmaval. Minél nagyobb a levél

flavonoid tartalma, annal kevesebb lesz a 375 nm-re vonatkoztatott klorofill fluoreszcencia.

A flavonoid méréshez hasonldan zajlik az antocianin tartalom meghatirozas. Az
antocianinok abszorbancia maximuma 520 nm-en van, igy ezt a hullamhosszsagi fényt

hasznalja a miiszer a 650 nm-es referencia fény mellett (Cerovic és mtsai., 2012).

111.3. A klorofill-fluoreszcencia paraméterek meghatarozasa

A levelek fotokémiai paramétereit az Imaging PAM MAXI tipust klorofill
fluoriméterrel (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Németorszag) hataroztuk meg. A ndvényeket
elészor 30 percig sotétadaptaltuk, majd megmértiik a minimalis fluoreszcencia hozamukat (Fo).
Ezutan telité fényimpulzus (5000 pmol foton/m?/s) érte a novényeket, ami altal megkaptuk a
maximalis fluoreszcencia hozamot (Fm). Ezt kovetden emelkedd fényintenzitasok mellett (40
masodperces megvilagitasokkal) ismét elvégeztiik a méréseket, igy megkaptuk az Fo> és Fry
értekeket. A dolgozatban a fénytelitési gérbe 600 PAR megvildgitdson mért értékeit mutatom
majd be, ugyanis ez megegyezett a mintavétel napjan mért kdrnyezeti fényintenzitassal. A
meghatarozott fluoreszcencia értékekbdl kiszamitottuk a fotoszintézis hatékonysagarol
informdaciot szolgaltatd paramétereket. Kiszamitottuk a fényadaptalt PSII kvantumhatisfokat
(Y(I1) = (Fm-F) /F'm), a szabalyozott nem fotokémiai kioltast (Y(NPQ) = F/F m-F/Fm) és a nem
szabalyozott nem fotokémiai kioltast is (Y(NO) = F/Fm) (Klughammer & Schreiber, 2008;
Murchie & Lawson, 2013).
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I11.4. Levélnyél hosszisag meghatarozas

A novények morfoldgidjanak meghatarozasahoz a levélnyél hosszisagat vettiik alapul,
ugyanis a vad tipus komplex levéllemez-morfologiajabol adodoan (1d. 1. abra) ezt a paramétert
tudtuk pontosan megmérni. A novényekrdl feliil nézeti képeket készitettiink, majd pedig az

Imagel szoftverrel elemeztiik ki (Rasband, 1997).

I1L.5. Mintael6készités

A tovabbi mérésekhez a novények leveleibdl kivonatokat készitettiink. Az el6zetesen
cseppfolyos nitrogénben lefagyasztott, és -60 °C-on tarolt leveleket késébb cseppfolyds
nitrogén segitségével poritottuk. Ezt kovetden a levélporokat 1 mM EDTA-t tartalmazé 50 mM
Na-foszfat puffer (pH 7,0) hozzaadasa mellett homogenizaltuk. A levélkivonatokat 4 °C-on 30
percig centrifugaltuk (21 380 x g, DLAB D1524R, DLAB Scientific Co. Ltd., Peking, Kina).
A tovabbi méréseinkhez a feliiluszokat hasznaltuk, melyeket a mintak felhasznalasaig -20 °C-
on taroltuk. A nem denaturald poliakrilamid gélekektroforézishez a mintainkat toményitettiik
(Amicon Ultra 0,5 mL Centrifugal Filters, Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag):
szuperoxid-dizmutaz (SOD) aktivitas meghatarozasahoz a 10 kDa alatti, mig fenolos peroxidaz
(POD) gélhez a 30 kDa alatti proteineket szlrtikk ki. A Be-tartalom meghatarozasahoz

sziikséges levélporokat liofilizaltuk.

I11.6. Nativ poliakrilamid gélelektroforézis

A levélkivonatok szuperoxid-dizmutaz (SOD) és fenolos peroxidaz (POD) aktivitasat
SDS mentes 10%-0s Tris-glicin poliakrilamid gélen hataroztuk meg. A mintak
egységesitéséhez elézetesen meghataroztuk a levélkivonatok fehérjetartalmat (Bradford, 1976).
Az 1:4 aranyban vizzel higitott Bradford-reagenshez a kivonatokbdl 2-2 pl-t adtunk gy, hogy
a végtérfogat 1 ml legyen. Az igy kapott oldatok 590 nm-es abszorpciojat spektrofotométerrel
mértiik meg (Shimadzu UV1800, Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). A mddszer kalibralasat 0,1
fehérjetartalmak mérését és a mintak szlirését kovetden a gélzsebekbe egységes
proteinmennyiséget vittiink fel, SOD esetében 25 pg-ot, POD esetében 9 pg-ot. Mindkét gél
esetében a futtatds 180 percig, 50 mA aramerdsségen €s 150 V fesziiltségen zajlott. A festés
soran SOD esetében a gélt 30 percig sotétben inkubaltuk a kdvetkezd oldatban: 1 mM EDTA,
0,1 mM NBT, 0,05 mM riboflavin és 0,3% TEMED 50 mM Na-foszfatban (pH 7,8). Az
inkubaciods id6 letelte utan a gélt egy LED panellal (Light Source SL, 3500 Photon System
Instruments, Drasov, Cseh Koztarsasag) megvilagitottuk, majd az aktivitas savok megjelenését

kovetden dokumentaltuk (Alves és mitsai., 2020). A POD aktivitds meghatarozasahoz az
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elvalasztast kovetden a gélt 2-3 percig aztattuk desztillalt vizben, majd 15 percig 4 mM H202-
ban, végiil pedig az aktivitas saivok megjelenéséig S0 mM o-feniléndiamint (OPD) szubsztratot

tartalmazo foszfat-citrat pufferben (50 mM, pH 5,0) (Récz és mtsai., 2018).

I11.7. Hidroxilgyok antioxidans-kapacitas meghatarozas

A mintaink hidroxilgyok ("OH) semlegesitd képességének meghatarozasa tereftalsav
(TPA) fluoreszcens jelzé hasznalataval tortént (Snyrychova & Hideg, 2007). A Fenton-reakcio
soran keletkez6 "OH hidroxi-tereftalatta (HTPA) oxidalja a TPA-t, igy a gyengén fluoreszkald
jelzébdl a keletkezd "OH okozta oxidacid fliggvényében egy erdsen fluoreszkald molekula
alakul ki. Az antioxidansokat tartalmazo6 levélmintak pedig késleltetni tudjak a HTPA "OH altal
vezérelt képzodését. A méréshez Shimadzu RF-6000 spektrofuorimétert (Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japan) hasznaltuk, 312 nm-es fénnyel torténé gerjesztés mellett az emissziot 420 nm-en
detektaltuk. A reakcidelegy Na-foszfat pufferben (50 mM, pH 7,2) oldott TPA-t (500 uM),
EDTA-t (10 uM), vas(Il)-szulfatot (10 uM), aszkorbatot (100 uM) tartalmazott, a reakciot 100
uM H20: hozzaadasaval inditottuk el. Kalibralészernek 2 mM-os Troloxot (6-hdroxi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboxilsav) hasznaltunk. A hidroxilgyok-antioxidans kapacitast a HTPA-
fuoreszcencia 50%-os csokkentéséhez sziikséges novényi mintak friss tomegével jellemeztiik,
és a mintak ‘OH antioxid4ns kapacitasat pedig uM Trolox ekvivalens g? levél frisstomeg

egyseégekben adtuk meg.
111.8. Be-vitamin tartalom meghatarozas

A mintdk Be-vitamin tartalmanak meghatarozasa a PTE SzOlészeti és Boraszati
Kutatointézetével kooperacioban tortént. A Be-vitamerek extrakcidja soran a liofilizalt
levélporokat azokat 50 mM HsPOs oldatban szonikaltuk 15 percig, az elkésziilt szuszpenziot
ezutan centrifugaltuk (20 660 x g). A feliiluszokat 0,22 um PTFE fecskend6n torténé sziirés
utan nagy teljesitményi folyadékkromatografiaval (HPLC) vizsgaltuk (PerkinElmer Series 200
HPLC-FLD, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok). A mintidk elvalasztisa egy
Phenomenex SynergiTM 4 pm Hydro-RP 80 A, 250 x 4,6 mm oszlopon tértént, 25 °C-on. A
mérés soran hasznalt eluensek A) 50 mM H3POj4 és B) 100 mM foszforsav és acetonitril 1:1
aranyu keveréke voltak (aramlasi sebesség: 1 mL/ perc). Az elucios folyamat 100%-0s A
eluenssel kezdddott, majd egy 10 perces izokratikus szakasz utan a B eluenst linearisan, 5 perc
alatt 100%-ra emeltiik. Végiil az oszlopot ujra kiegyenlitettiik 100% A eluenssel 15 percen
keresztiil. A fluoreszcens detektor 290 nm-es gerjesztés és 395 nm-es emisszio detektalta a

kiilonb6z6 Be-vitamereket (Czégény és mtsai. 2019). A Bs tesztvegyiileteket (PL, PM, PN, PLP
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¢s PMP) a Sigma-Aldrichtol szereztiik be, az eredményeket az ismert koncentracidok alapjan

allapitottuk meg.

IIL.9. Gyokérfejlettség vizsgalat

Egy kiegészitd kisérlet soran megvizsgaltuk, hogy a kiegészitd, mesterséges forrasbol
szarmazé UV-megyvilagitas (Q-Panel UVB-313EL fénycsdvek, Q-Lab Ltd., Bolton, Egyesiilt
Kiralysag) milyen hatassal bir a C24 vad tipus és az rsr4-1 okotipus gyokérfejlodésére. Ehhez
els6ként Gsszemértiik a taptalajt (4g agar-agar, 0,88 g Murashige-Skoog médium, 0,4 g
szacharoz, 400 ml desztillalt viz), majd 25 percen keresztiil sterileztiik. Sterilezés utan Petri-
lemezekbe ontottiik. A magok sterilezése a kovetkezéképpen zajlott: 30 pl magot 500 pl steril
csapvizben inkubaltunk 30 percig, szobahdmérsékleten, majd rovid fugalas utan a feliiluszot
leszivtuk. Ezt kvetéen a magokra 500 pl 70%-os alkoholt mértiink, 2 percig vortexeltiik, majd
egy Ujabb rovid fugalas utan a feliiltiszot leszivtiik. Ezutan 500 ul Na-hipoklorit tartalmu vizet
((1,25%) + 0,1% Tritox) adtunk a magokhoz, melyet 20 perc inkubalas kovetett. Az inkubalas
befejeztével tortént rovid fugalas utan a feliiluszot mar elszivo fiilke alatt szivtuk le. A magokat
5x atmostuk steril csapvizzel, majd 0,05%-0s agart adtunk hozza és pasteur pipetta segitségével
egységesen szétoszlattuk a megszilardult taptalajon. A Petri-lemezeket parafilmmel lezartuk.
Két hét elteltével a kicsirazott ndvényeket tartalmazo lemezeket 4 napon keresztiil napi 2 6ras

UV-sugarzasnak tettiik ki, majd ijabb két hét utan megvizsgaltuk és lefotdztuk a gyokérzetet.

111.10. Statisztika

Az eredményeink statisztikai értékelését kétmintas Student-féle t-probaval veégeztiik a
Microsoft Office Excel-t hasznalva. Az eredményeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansan
kiilonbozének. A dolgozat dbréi a SigmaPlot 12 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA), az
Adobe Photoshop CC (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) és a Microsoft Office Excel

szoftverekkel készultek.
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IV. Eredmények

IV.1. Levélnyél hosszisag meghatarozasa

A napfény ultraibolya komponensei eltéré hatassal vannak a ludfii levéllemezének és
levélnyelének morfologidjara (Cunningham és mtsai., 2024). A vad tipus és a mutans
levéllemezek kozotti jelentés morfoldgiai eltérések miatt (1. abra) kizardlag a levélnyelek
hosszusagan keresztiil vizsgaltuk a kezelés hatasait. A C24 vad tipusu és az rsr4-1 Be-vitamin
szintézisben csokkentett mutans névényeinket a mintavétel napjan lefotoztuk, majd az Imagel
szoftver segitségével kiszamitottuk (Rasband, 1997). A mutans névények levélnyele minden
fényviszony alatt rovidebb volt, mint a vele azonos fényviszonyok alatt fejlédott vad tipusé
(PAR, 35%-kal rovidebb, PAR+UV-A, 47%, PAR+UV-A+UV-B, 37%). A vad tipusnal UV-
B jelenlétében a levélnyél hossz a masik két koriilmény alatt fejlédott levelek értékeinek 81%-
a volt. A mutans okotipusnal mar PAR+UV-A koriilmények kozott rovidebb levélnyeleket
figyeltiink meg (78%-a a PAR ndvényeknek), az UV-B-t is atengedo sziirdk alatt viszont nem

tapasztaltunk tovabbi eltéréseket (5. abra).
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5. abra Az Arabidopsis thaliana C24, vad tipus (kék oszlopok) és; rsr4-1, Be-vitamin szintézisben csokkentett
mutédns (z6ld oszlopok) levelek atlagos levélnyél hosszusdga, annak fiiggvényében, hogy a névények milyen
fényviszonyok alatt fejlodtek. PAR: kizarolag fotoszintetikusan aktiv sugéarzas alatt fejlodott ndvények, nincs
csikozas; PAR + UV-A: fotoszinzetikusan aktiv sugarzasnak és UV-A-nak kitett novények, szimpla csikozas; PAR
+ UV-A + UV-B: teljes napfényben fejlodott ndvények, dupla csikozas. Az oszlopokon az atlagos eredmények
lathatok, a statisztikai adatelemzést Student-féle t-probaval végeztiik, a kiilonbségeket p<0,05 esetén tekintettiik

crer

kiilonbozd betiikkel jeloltiik.
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IV.2. A pigmenttartalom non-invaziv becslése

A levelek optikai tulajdonsagai alapjan, non-invaziv médon hataroztuk meg azok
pigmenttartalmat Dualex késziilékkel. A miiszer a levelek epidermalis klorofill, flavonol és
antocianin tartalmat becstili meg (Cerovic és mtsai., 2012). A kizarélag fotoszintetikusan aktiv
sugarzasnak kitett (PAR) rsr4-1 levelek klorofill tartalma az adaxialis levélfelszinen 6%-kal,
mig az abaxialis oldalon 9%-kal magasabb volt, mint az azonos koriilmények kozott fejlodott
C24 vad tipusé (6. abra). A vad tipusban az UV-B jelenléte okozott némi csokkenést a klorofill
koncentracidban mindkét levélfelszinen (8% mindkét esetben), a mutansok abaxialis oldalan is
hasonlot tapasztaltunk (8%), az adaxialis felszinilkon azonban mar UV-A  hatasara
bekovetkezett egy minimalis (6%). Az abaxialis levélfelszinen az rsr4-1 mindharom koriilmény
esetén magasabb klorofill koncentraciot tapasztaltunk, mint a vonatkozo vad tipusban (PAR,

9%-kal magasabb, PAR+UV-A, 8%-kal, PAR+UV-A+UV-B 9%-Kkal).
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6. abra Az Arabidopsis thaliana C24, vad tipus (kék oszlopok) és; rsr4-1, Be-vitamin szintézisben csokkentett
mutans (z6ld oszlopok) levelek becsiilt felszini (adaxialis, A), és fonaki (abaxialis, B), annak fiiggvényében, hogy
a novények milyen fényviszonyok alatt fejlddtek. PAR: kizardlag fotoszintetikusan aktiv sugarzas alatt fejlodott
névények, nincs csikozas; PAR + UV-A: fotoszinzetikusan aktiv sugarzasnak és UV-A-nak kitett novények,
szimpla csikozas; PAR + UV-A + UV-B: teljes napfényben fejlédott ndvények, dupla csikozas. Az oszlopokon az

atlagos eredmények lathatok, a statisztikai adatelemzést Student-féle t-probaval végeztiik, a kiilonbségeket p<0,05

sy

kiilonbozo értékeket kiillonbozo betiikkel jeloltiik.

A flavonoidok hatékony UV-abszorbedldé molekulak. Ebbdl és a modellnovényiink
morfoldgiajabol kifolyodlag ludfiiben kizarolag az adaxialis epidermiszben halmozddnak fel
(Kuhn ¢és mtsai., 2011). A Be-vitamin szintézist befolyasolé mutacié az rsr4-1 levelek

epidermiszében minden fényviszony alatt alacsonyabb adaxialis flavonoid koncentracidban
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realizalodott a C24 vad tipushoz képest (PAR, 23%-kal alacsonyabb; PAR+UV-A, 13%;
PAR+UV-A+UV-B, 11%) (7. abra). Az UV-A fotonok jelenlétében a vad tipusban 10%-kal
alacsonyabb flavonoid indexet tapasztaltunk, mig a mutansokban az UV-A nem okozott
eltérést. A kornyezeti UV-B-t atengedd sziir6k alatt mindkét genotipusban flavonoid
koncentracié ndvekedést tapasztaltunk (a vad tipus esetében 36%-0s, a mutansban 60%-0S),

azonban az rsr4-1 genotipus ekkor sem érte el a vad tipusban detektalhaté szinteket.

7. abra Az Arabidopsis thaliana C24, vad tipus (kék oszlopok) és; rsr4-1, Be-vitamin szintézisben csokkentett

0,6

adaxialis flavonoid index

I C24
[ rsr4-1
PAR PAR PAR
UV-A UV-A
Uv-B

mutéans (z6ld oszlopok) levelek becsiilt felszini (adaxialis) flavonoid tartalma, annak fiiggvényében, hogy a
novények milyen fényviszonyok alatt fejlddtek. PAR: kizarolag fotoszintetikusan aktiv sugarzas alatt fejlodott
ndvények, nincs csikozas; PAR + UV-A: fotoszinzetikusan aktiv sugarzasnak és UV-A-nak kitett ndvények,
szimpla csikozas; PAR + UV-A + UV-B: teljes napfényben fejlodott ndvények, dupla csikozas. Az oszlopokon az

atlagos eredmények lathatok, a statisztikai adatelemzést Student-féle t-probaval végeztiik, a kiilonbségeket p<0,05

sy

kiilonboz6 értékeket kiilonbozé betiikkel jeloltiik.

A levelek epidermalis antocianin tartalmat egyik genotipusban sem befolyasolta az UV-
sugarzas. A Be-vitamin mutacidé nem befolyasolta az abaxialis antocianin tartalmat, viszont az

adaxialis oldalon a mutansokban 7-10%-kal alacsonyabb értékeket tapasztaltunk (8. dbra, A).
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8. abra Az Arabidopsis thaliana C24, vad tipus (kék oszlopok) és; rsr4-1, Be-vitamin szintézisben csokkentett
mutans (z61d oszlopok) levelek becsiilt felszini (adaxialis) antocianin tartalma (A), és fonaki (abaxialis) antocianin
tartalma (B), annak fiiggvényében, hogy a novények milyen fényviszonyok alatt fejlédtek. PAR: kizardlag
fotoszintetikusan aktiv sugarzas alatt fejlodott novények, nincs csikozas; PAR + UV-A: fotoszinzetikusan aktiv
sugarzasnak és UV-A-nak kitett novények, szimpla csikozas; PAR + UV-A + UV-B: teljes napfényben fejlédott
novények, dupla csikozas. Az oszlopokon az atlagos eredmények lathatdk, a statisztikai adatelemzést Student-féle

t-probaval végeztiik, a kiilonbségeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak (n=10), a hibasavok a mintak

sres

1V.3. Klorofill-fluoreszcencia paraméter eredmények

A fotokémiai és nem fotokémiai utvonalak kozotti energiaeloszlas jellemzéséhez az elkésziilt
fénytelitési gorbe 600 PAR-on mért adatait hasznaltuk, ugyanis ez volt hasonld a kdrnyezeti
fényintenzitashoz a mintavétel idején. Az ezzel a fényintenzitassal megvilagitott levelek PSII
hatékonysaga (Y (I1)soopar) UV-sugarzastol fiiggetlen volt, ez az akklimatizacio sikerét mutatja.
A Bs-mutansokban minden nevelési koriilmény esetén kb. 11%-kal alacsonyabb Y (IT) értékeket
tapasztaltunk (11%), ezeket viszont kb 9%-kal magasabb szabalyozott nem-fotokémiai
kioltassal (Y(NPQ)eoo pArR) kompenzaltak. Az Y(NPQ) és a nem szabalyozott nem-fotokémiai
kioltas (Y(NO)eoo pAR) k0z0Otti energia-megoszlas mindkét genotipusban atrendezodott a teljes
napsugarzas alatt fejlodott levelekben, ami lecsokkent Y(NPQ) (7%-kal) és megnovekedett
Y (NO) (8-12%-kal) értékekben realizalodott.
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9. abra A PSII fotokémiai rendszer kvantumhatasfoka (Y(II)) (A), a szabalyozott nem fotokémiai kioltas
kvantumhatasfoka (Y(NPQ)) (B), és a nem szabalyozott nem fotokémiai kioltis kvantumhatasfoka (Y(NO)) (C),
a mintavétel napjan a természetes lathato fény intenzitdsanak megfelelé fény mellett meghatarozva (600 PAR),
annak fliggvényében, hogy a novények milyen fényviszonyok alatt fejlédtek (PAR, PAR + UV-A, PAR + UV-A
+ UV-B). Az oszlopokon az atlagos eredmények lathatok, a statisztikai adatelemzést Student-féle t-probaval

végeztiik, a kiilonbségeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak (n=10), a hibasavok a mintak standard
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IV.6. Antioxidans képesség meghatarozasa

Az antioxidans eredményeket (SOD, POD, anti-‘OH) egyiittesen targyalom, hiszen a
novények ROS-ok elleni antioxiddns védelme szorosan Osszefiiggd reakciokbol all. Mig a
szuperoxid-dizmutaz (SOD) egy H20.-termelé enzim, a fenolos peroxidaz (POD) a H20>
semlegesitését végzi (Halliwell & Gutteridge, 2015), ez utobbi kiemelten fontos a hidroxilgyok
SOD-aktivitast detektaltunk minden UV-koriilmény kozott (10. abra A), azonban mind a C24,
mind az rsr4-1 emelkedd aktivitast mutatott az UV-gradiens mentén. Erdekes, hogy a vad
tipusokban a kdrnyezeti UV-A sugarzas aktivalta a levelek fenolos peroxidazait (10. abra B),
azonban ez a hatds az UV-B megjelenésével eltlint. A mutdnsokban egyaltalan nem
detektaltunk POD aktivaciot az UV hatasara. A "OH semlegesités hatékonysaga a két
genotipusban minden fényviszony alatt megegyezett (11. abra), ez UV-A-sugarzas hatisara
nem valtozott, azonban UV-B-fotonok jelenlétében a vad tipusban 53%-kal, az rsr4-1-ben
pedig 48%-kal megemelkedett. A SOD aktivalodasa, amelyet tobbnyire nem reagaldé POD-ok
kisértek, arra utal, hogy UV-sugarzas alatt a sejtek H2O2-szintje magasabb volt, mint a csak
PAR korilmények kozott. A H202-nek az UV-B hatasara bekovetkezd ‘OH-ké valo
fotokonverzidjanak lehetséges vesz¢élye miatt (Czégény €s mtsai., 2014), a C24 ndvények POD-
jai megerdsodtek. A mutansok nem voltak képesek ugyanerre, mivel ezek a névények UV-B
hatasara is erds "OH-védelemmel rendelkeztek (11. dbra), vagy esetleg mas mechanizmusok
révén semlegesitették a H202-t. A "OH semlegesités hatékonysaga a két genotipusban
megegyezett (11. abra), hatékonysaguk UV-A-sugarzas hatasara nem valtozott, azonban UV-B
sugarzas esetén a C24-es vad tipusban 53%-Kkal, az rsr4-1-ben pedig 48%-kal megemelkedett.

A B

C24 rsr4-1
PAR PAR

10. abra Szuperoxid-dizmutaz (SOD, A) és fenolos peroxidaz (POD, B) aktivitas 10%-os nem denaturalo

poliakrilamid gélen.
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11. abra A levelek hidroxilgyok semlegesités hatékonysaga, annak fiiggvényében, hogy a novények milyen
fényviszonyok alatt fejlodtek (PAR, PAR + UV-A, PAR + UV-A + UV-B). Az oszlopokon az atlagos eredmények
lathatok, a statisztikai adatelemzést Student-féle t-probaval végeztiik, a kiilonbségeket p<0,05 esetén tekintettiik
kiilonboz6 betiikkel jeldltiik. mintak *OH antioxidans kapacitdsat uM Trolox ekvivalens g levél frisstdmeg

egységekben adtuk meg.
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IV.7. Be-vitamin tartalom

A levelekben talalhaté Be izoformak koziil 6tnek (piridoxal, PL; piridoxamin, PM;
piridoxin, PN; piridoxal 5’-foszfat PLP és piridoxamin 5°-foszfat, PMP) a mennyiségét
hataroztuk meg nagy teljesitményii folyadékkromatografiaval (HPLC) Czégény és mitsai.
(2019) alapjan (1. tablazat). A hatodik vitamer, a piridoxin 5’-foszfat preparativ uton térténé

eléallitdsara nem volt lehetdségiink.

1. tablazat Az Arabidopsis thaliana novények leveleinek Bs-vitamin tartalma (PL, piridoxal; PLP, piridoxal 5’-
foszfat; PM, piridoxamin; PMP, piridoxamin 5’-foszfat, PN, piridoxin), annak fliggvényében, hogy a névények
milyen fényviszonyok alatt fejlédtek (PAR, PAR+ UV-A, PAR+ UV-A+ UV-B). A tablazatban az atlagos
eredmények lathatok, melyeket ng vitamer/mg levél szaraztomegben adtunk meg. A statisztikai adatelemzést
Student-féle t-probaval végeztiik, a kiilonbségeket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak (n=10). A kiillonb6z6
izoformakat kiilon értékeltiik ki. A statisztikailag kiilonb6zo értékeket kiilonbozo bettikkel jeldltiik.

Bs tartalom PL PLP PM PMP PN
(ng vitamer/mg levél piridoxal piridoxal 5°- | piridoxamin | piridoxamin piridoxin

szaraztomeg) foszfat 5’-foszfat
C24, PAR 18,78+ 1,792 | 0,83+ 0,162 | 5,03+ 0,262 | 0,24+ 0,032 | 0,03+ 0,012
rsr4-1, PAR 18,75+ 1,60 | 1,07+ 0,342 | 5,63+ 0,55° | 0,33+ 0,04° | 0,08+0,02°
C24, PAR+UV-A 19,73+ 1,012 | 1,26+ 0,29° | 5,88+ 0,29° | 0,20+ 0,02¢ | 0,01 0,008°¢
rsr4-1, PAR+UV-A 18,72+ 1,542 n.a. 5,93+ 0,50° | 0,29+ 0,04° | 0,05+ 0,02
C24, PAR+UV-A+UV-B 19,28+ 1,612 | 1,27+ 0,24° | 5,85+ 0,45 | 0,15+ 0,029 | 0,04+ 0,02°
rsr4-1, PAR+UV-A+UV-B 19,91+ 1,342 | 0,42+ 0,12° | 6,63+ 0,40¢ | 0,20+ 0,02¢ | 0,10+ 0,02¢

A levélmintak Osszesitett Be-vitamin tartalmaban nem észleltiink sem UV-generalt, sem

pdx1.3 mutacioval osszefliggd kiilonbségeket. Ez valosziniileg annak volt kdszonhetd, hogy az
Ossztartalmat a piridoxal (PL) dominalta (70-75%), ennek tartalmaban pedig nem volt valtozas
sem a mutacid, sem az UV hatasara. Az Ossztartalom 20-24%-4t mindkét genotipusban a
piridoxamin (PM) tette ki, de ennek mennyisége magasabb volt a mutans genotipusban mind
UV-kizar6 (12%-kal magasabb), mind a teljes napfényt atengedd (13%) koriilmények kozott.
A vad tipusban az UV-A fotonok jelenléte 17%-kal emelte a levelek PM tartalmat, és ezt a
mennyiséget az UV-B fotonok megjelenése nem befolyéasolta. Ezzel szemben az rsr4-1
levelekben az ndvekvd UV-kitettsége novekvé PM koncentracioval parosult (PAR + UV-A,
5%-kal magasabb; PAR + UV-A + UV-B, 18%). A piridoxamin 5'-foszfat (PMP) mennyisége
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joval alacsonyabb volt (0,6-1,3%) a levelekben. Erdekes modon a PMP koncentracidja minden
fényviszony alatt kb. 1,4-szer magasabb volt a mutansokban, mint a C24-ben, de szintje
mutacio-fiiggetlen csdkkenést mutatott az UV-gradiens mentén. A piridoxal 5'-foszfat (PLP),
és a teljes Be-tartalom 1,5-4,6%-4t tette ki. Az UV-A sugarzas tint a f6 hajtoerdnek a levél
szintet, de a mutansok UV-sugarzas alatt ellentétes reakcidokat mutattak. A piridoxin (PN)
kisebb jelentdségii komponens volt, mivel a teljes Bs-vitamin-tartalomnak minddssze 0,1-

0,4%-at tette ki
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V. Diszkusszio

A Be-metabolizmust befolyasol6 mutdciét hordozod rsr4-1 ndvények eltérd
alkalmazkodasi stratégiat alakitottak ki a napfény kiilonb6z6 komponenseinek kitéve. A
mutacio befolyasolta a fény hasznositdsanak mechanizmusait és az antioxidans rendszereket is.
A morfologiai és fotokémiai paraméterek alapjan kijelenthetjiik, hogy a mutécid ellenére az
rsr4-1 novények sikeresen alkalmazkodtak a természetes napfény minden komponenséhez. A
magasabb klorofill koncentracié ellenére a mutansokban kb 10%-kal alacsonyabb
fotoszintetikus hatékonysagot (Y(Il)) figyeltink meg, de az alacsonyabb Y(II) fokozott
szabalyozott energiaclvezetéssel jart egyltt (Y(NPQ))), ami egy eltéré alkalmazkodasi
stratégiara utal. Ennek oka valoszintileg az, hogy a pdx1.3 mutaci6 moddositja az rsr4-1
novényekben a PSII core antenna-komplexek fehérjeszerkezetét (Havaux és mtsai., 2009), és
ezért kevésbé hatékony az energiatranszfer az LHCII és a PSII k6zott. Havaux és mtsai. (2009)
hosszan tartd magas fényintenzitasnak (1500 PAR) kitett pdxl mutansokban magasabb
zeaxantin koncentraciot dokumentaltak, ezt az rsr4-1 genotipusban megfigyelt magasabb
Y(NPQ) miatt mi is valosziniisitjik. Az antocianinok fényvéddé funkcidja ismert (Neill &
Gould, 2003). A mutansokban megfigyelt alacsonyabb antocianin és magasabb klorofill
koncentraci6 miatt a fotoinhibicid kockdzata megemelkedett. Ezt a hatékonyabb
energiaclvezetésen til fokozott piridoxamin szintézissel kompenzalhatta az rsr4-1. A
piridoxamin rendkiviil hatékony molekula a 'Oz (Czégény és mtsai., 2019) és lipid-eredetii
karbonil intermedierek ellen, raadasul megtalalhato a kloroplasztiszban is (Havaux és mtsai.,
2009). Az UV-B jelenléte nem befolyasolta a fotoszintetikus elektrontranszport hatékonysagat,
de atrendezte a nem-fotokémiai kioltds dinamikdjat, amit a csokkent Y(NPQ) és a

megemelkedett Y(NO) mutatott mindkét genotipusban.

Annak ellenére, hogy a flavonoidok és az antocianinok bioszintézise szamos kozds
1épéssel rendelkezik (Holton & Cornish, 1995), a kornyezeti UV-sugarzas hatasara mégis eltérd
valaszokat mutattak. A levelekben talalhaté fenolok szintézisét a pdx1.3 mutacié az rsr4-1
mutansban minden fényviszony alatt akadalyozta, és az epidermalis flavonoid-tartalom UV-B
sugarzas hatasara torténd emelkedését az UV-B-nek kitett levelekben sem kdvette hasonlo
antocianin valasz. Ennek oka az lehet, hogy ugyan a antocianinok elGanyagaiként ismert
flavonoidok szintézise az UV-B fotoreceptor (UVRS) éltal szabalyozott folyamat, az
antocianokka torténd atalakulds ettdl eltérd szabalyozas alad esik. Az alacsonyabb Gsszfenol-
tartalmat magyarazhatja a PLP korlatozott elérhetésége, amely akadalyozhatja a fenolok

MYBI2 éltal vezérelt bioszintéziséhez sziikséges fitohormonok (pl. auxin, etilén) termelését
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(Lewis ¢és mtsai., 2011). Habar az UVRS altal vezérelt flavonoid szintézis a mutans
novényekben nagyobb mértékben volt megfigyelhetd, koncentraciojuk még igy is alacsonyabb
volt, mint a vad tipusu novényeké. Ez a flavonoid szint novekedés az etiléntermelés ¢és a

PDX1/PDX2 fehérjék UV-B éltal vezérelt szabalyozasa miatt torténhetett.

A Bes-vitamin szamos enzimcsalad, koztik az oxidoreduktazok aktivalasdhoz is
nélkiilézhetetlen (Percudani & Peracchi, 2003). Az rsr4-1 mutansokban kevésbé aktiv SOD-
okat és nem detektalhato aktivitdsu POD-okat figyeltiink meg, aminek oka valdsziniileg az,
hogy ezeknek az oxidoreduktazoknak az aktivalddasa és/vagy szintézise Be-fliggd (Czégény és
mtsai., 2019). Az UV-gradiens mentén a SOD fokozott aktivacidja mindkét genotipusban
magasabb cellularis H2O2-koncentraciohoz vezetett, amely novelte a HoO, UV-B altal kivaltott
‘OH-ké torténd fotokonverzidjanak kockazatat (Czégény és mtsai., 2014), emiatt mindkét
genotipus megerdsitette *OH-semlegesitd képességét az UV-B megjelenésére. Ezt tdmogatja
az, hogy detektalhatdé mértékii POD-aktivacio csak a vad tipus leveleiben valosult meg PAR +
UVA koriilmények kozott, amihez megemelkedett *OH semlegesités nem tarsult. Ez arra utal,
hogy eltérd UV-viszonyok mellett mar a vad tipusban is eltérd volt a novények H20:-
koncentraciot szabalyozo stratégidja. A kornyezeti UV-A erdsebb H2O2 semlegesitést indukalt
(POD), a teljes napsugarzasnak kitett levelek H2O2-igénye azonban nagyobbnak tiint (SOD),
ennek potecidlis karositdé hatasast ezek a levelek hatékonyabb ‘OH semlegesitéssel
szabalyoztak. A mutansokban a flavonoid tartalom sikeres alkalmazkodashoz sziikséges
emelkedése ellenére az ezeket szubsztratként hasznalo POD-ok nem aktivalodtak UV-sugarzas
hatasara. Az elmarado POD valasz tehat nem az elégtelen szubsztratellatas miatt, hanem a Bs
aktiv formdjanak hianya, €és igy a megfeleld enzimszintézis és/vagy aktivalas hidnya miatt

kovetkezett be.

Hosszantartd magas lathatd fényintenzitas hatdsara — mesterséges fényviszonyok
mellett - a pdx1 mutans levelek Bs koncentracidja megemelkedik (Havaux és mtsai., 2009). A
pdx3 gén hianyat mar alacsony fényben nevelt Arabidopsisok képesek egyéb ttvonalakkal
kompenzalni (Colinas ¢és mtsai., 2016). A kisérletiink idOtartama alatt a természetes
napsugarzas lathaté komponensénak napi maximalis intenzitasa nagyjabol 500-1500 PAR volt,
ami magyarazhatja az azonos Be-tartalmat a genotipusainkban. A Bs izoformak koziil a
levélmintainkban messze a piridoxal volt legjobban reprezentalva (kb 70%). Amellett, hogy a
piridoxal egy fontos eléanyaga az aktiv Be izoformanak, potens antioxidans hatassal is bir

(Czégény €s mtsai., 2019). A piridoxamint6l eltérden antioxidans hatasa inkébb generalis, azaz
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minden természetben eléforduldo ROS ellen képes védelmet nytjtani. Az UV-fotonok jelenléte

cres

V1. Osszefoglalas és kitekintés

Kontrollalt koriilmények kozott, a napfény karakterétdl jelentdsen kiillonbozo fényforrasok alatt
fejlodott novényekben a gatolt vagy akadalyozott Be-vitamin szintézis komoly oxidativ
karosodéasokhoz vezetett (Titiz és mtsai., 2006; Denslow és mtsai., 2007; Havaux és mtsai.,
2019; Czégény és mtsai., 2014, 2019). Ezzel szemben a dolgozatomban bemutatott eredmények
azt mutatjak, hogy a hibasan miikddé Be-szintézis ellenére a természetes fényviszonyok alatt
fejlodott ladfii modellndvények alternativ mechanizmusokkal kompenzalni tudtdk a hibasan
miikodo folyamataikat, és sikeresen alkalmazkodtak a szabadtéri kondiciokhoz. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy ezeknek a nagyrészt fotoreceptor szabalyozas ala esé alkalmazkodasi
folyamatoknak a sikere a receptorok megfeleld mértékii stimulusan mulik. A természetes
napfény UV:PAR aranya kb. 0,1 (Rai és mtsai., 2021), ehhez a szarazfoldi novények sikeresen
alkalmazkodtak. Azonban mar ez az UV is képes oxidativ kdrosodédst okozni a ndvényi
szovetekben, amennyiben hatdsa egyéb kornyezeti stresszorokkal (pl. kedvezdtlen hdmérséklet
vagy vizellatottsdg) egylittesen érvényesiil (Hideg és mtsai., 2013). A kornyezetinél jelentdsen
magasabb UV:PAR arany (kb. 1,6) névényneveld kamrakban torténd alkalmazasa a megfeleld
védelmi molekulak hidnyaban a PS 11 jelentds karosodasahoz vezetett Bs-hianyos ndvényekben
(Czégény ¢és mtsai.,, 2019). Ilyesfajta karosodds nem jelenik meg torvényszerien a
kornyezetinél magasabb UV:PAR ardnyok esetében megfeleld dozirozas esetén. Az rsr4-1
genotipusban kodolt gyengébb gydkérnovekedés (Wagner és mtsai., 2006) a koriilbeliil 0.4-es
UV:PAR aranyu mesterséges fényben fejlodott csirandvényekben az UV-altal stimulalt Be-

keletkezés hatasara részlegesen helyreallt (12D abra).

28



12. abra A kétnapos kiegészitd UV-kezelés hatasa a gyokérfejlodésre. A: kizardlag fotoszintetikusan aktiv fény
alatt fejlodott vad tipusu (C24) csirandvények; B: kizardlag fotoszintetikusan aktiv fény alatt fejlodott mutans
okotipust (rsr4-1) csirandvények; C: kétnapos, napi két oras kiegészitd UV-sugarzassal kezelt vad tipusu (C24)
csiranovények; D: kétnapos, napi két oras kiegészité UV-sugarzassal kezelt mutins Okotipust (rsr4-1)

csirandvények.

Napjaink valtozo klimaja alapjaiban valtoztathatja meg a klasszikus ndvénytermesztési
protokollokat. A mesterséges forrasbol szarmazé UV-sugarzas kontrollalt koriilmények kozott
torténd alkalmazasa egy 10j lehetdség a mezOgazdasag szamara, segitségével javithatoak egyes
gylimolcsok beltartalmi értékei (Del-Castillo-Alonso és mtsai., 2020; Santin és mtsai., 2021,
Varaldo ¢és mtsai,, 2024), vagy fokozhato bizonyos mezdgazdasagi ndvények
ellenalloképessége a kornyezeti kihivasokkal szemben (Zhao és mtsai., 2015; Shoaib és mtsai.,
2023). Az olcsd6 LED-ek térnyerésével és a fokozodo szant6foldi koltségekkel a jovoben a
beltéri novénytermesztés szerepe fontossa valhat (Budavari és mtsai., 2024; Klongdee és mtsai.,

2024; Csepregi és mtsai., 2025).
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Roviditések jegyzéke

10,
AHPT
AHAP
APX
BSA
C24
CAT
EDTA
DHAR
DXP
Fo

Fm

F'm

GPX
H.0,
HOO®

HPLC

HTPA
LHCII
MDHAR

MS

szinglett oxigén
4-foszfohidroxi-L-treonin
3-amino-1-hidroxi-aceton-1-foszfat
aszkorbat-peroxidaz

borji szérum albumin

Arabidopsis thaliana C24, vad tipus
katalaz

etilén-diamin-tetraecetsav
dehidroaszkorbat-reduktaz
deoxixiluloz 5’-foszfat

minimalis fluoreszcencia hozam nyitott PSII reakciécentrumok mellett

sotétadaptalt levelek maximalis fluoreszcencia hozama zart PSII

reakciocentrumok mellett (kozvetleniil a telitd fényimpulzus utan)

fényadaptalt levelek maximalis fluoreszcencia hozama zart PSII

reakcidcentrumok mellett
glutation-peroxidaz
hidrogén-peroxid
hidroperoxil gyok

nagy teljesitményli folyadékkromatografia (High Performance Liquid
Chromatography)

2-hidroxitereftalsav
a kettes fotokémiai rendszerhez kapcsolodo fénybegytijté antennakomplex
monodehidroaszkorbat-reduktaz

Murashige & Skoog
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NBT nitro blue tetrazolium

02" szuperoxid anion gyok

‘OH hidroxilgyok

OPD o-feniléndiamin

PAM pulzus amplitidé modulacio

PAR fotoszintetikusan aktiv sugarzas (400-700 nm)
PDX piridoxal-foszfat-szintdz fehérje

pdx1.3 Bs-vitamin szintézisben csokkentett Arabidopsis thaliana mutans
PL piridoxal

PLP piridoxal 5’-foszfat

PM piridoxamin

PMP piridoxamin 5’-foszfat

PN piridoxin

PNP piridoxin 5’-foszfat

POD fenolos peroxidazok

PRX peroxiredoxin

PSI egyes fotokémiai rendszer

PSII kettes fotokémiai rendszer

rsr4-1 Be-vitamin szintézisben csékkentett Arabidopsis thaliana mutans 6kotipus
ROS reaktiv oxigénszarmazék

SDS natrium-dodecil-szulfat

SOD szuperoxid-dizmutaz

TEMED tetrametiletiléndiamin

TPA tereftalsav
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uv
UV-A
UV-B
UVRS
()
Y(NO)

Y (NPQ)

ultraibolya-sugarzas (100-400 nm)

ultraibolya-A-sugarzas (315-400 nm)

ultraibolya-B-sugarzas (280-315 nm)

UV RESISTANCE LOCUSS8

fényadaptalt effektiv PSII kvantumhatasfoka

PSII nem szabalyozott nem fotokémiai kioltasi utvonal kvantumhatasfoka

PSII szabélyozott nem fotokémiai kioltasi Gtvonal kvantumhatasfoka
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