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1 Bevezetés

Napjaink egyik aktualis kutatasi témaja, hogy a Fold felszinét elérd fény mennyisége €s
mindsége milyen mértékben befolyasolja egyes ndvények fejlodését. Ezen kutatdsok valaszt
adhatnak arra, hogy a novények hogyan tudnak alkalmazkodni az éket éré fény dinamikus

valtozasahoz.

A Napbol érkez6 sugarzas foldfelszinre juté mennyiségét tobb tényezd is befolyasolja, mint
példaul: a szélességi kor, az évszakok, a felhdzet eloszlasa, vagy a tengerszint feletti magassag,
az ultraibolya-sugarzas (UV, 100-400 nm) esetében pedig az 6zonréteg iS (Bornman és mtsai.
2019). Az 6zonréteg a fotoszintetikusan aktiv sugarzast (PAR, 400-700 nm) teljesen, viszont
az UV-sugarzast mar csak korlatozott mennyiségben engedi at. Az UV-sugarzast a tudomany
harom tartomanyra osztja fel: UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) és UV-C (100-280
nm) tartomanyokra (Castronuovo és mtsai. 2014, Gonzalez és mtsai. 1996). A sztratoszférikus
Ozonrétegben torténd abszorpcidnak koszonhetdéen csak a 290 nm-nél nagyobb
hulldmhosszsagi sugarak érik el a Fold felszinét. Tehat amig az UV-A sugérzas teljes
mértékben, az UV-B részlegesen jut at az 6zonpajzson, az UV-C sugarzast viszont mar teljes

mértékben abszorbealja az 6zonréteg (McKenzie és mtsai. 2003).

1.1 Fotoszintézis

A fotoszintézis soran a novények képesek a napfény energiajat kémiai energiava
alakitani. A folyamat soran a kloroplasztiszban szén-dioxidot (CO.) fixalnak, illetve
melléktermékként oxigént szabaditanak fel (Amthor és Baldocchi 2001). A Kloroplasztisz
kiterjedt tilakoid membranrendszerrel rendelkezik, amihez klorofillok és egyéb pigmentek
kapcsolddnak. A tilakoid membranrendszerben megy végbe a fényenergia kémiai energiava

val¢6 atalakitasa (Dekker és Boekema 2005).
A fotoszintézis folyamata négy részre oszthato fel:

1. fényelnyelés €s energia transzfer a reakcid centrumba (antenna rendszereken keresztiil)
2. elemi toltésszétvalas (fényenergia — kémiai energia)

3. toltésstabilizacio (elektrontranszport)
4

exportalhatd termékek szintézise

Az els6 harom pont a fotoszintézis fényszakaszaban, a negyedik pedig a sotét szakaszban

jatszodik le. A fényszakaszban a CO: redukcio energetikai feltételei (ATP) és redukaloszer



(NADPH) termelddik, mig a sotét szakaszban megtorténik a CO2 szénhidratta vald redukalasa

(Blankenship 2014).

A fényelnyelést kovetden a klorofillmolekulak gerjesztett allapotba keriilnek, majd az
antennakomplexbdl a gerjesztési energia a reakcidcentrumba jut, ahol megtorténik a
toltésszétvalas. Az antennakomplexek (LHC) a kloroplasztisz tilakoid membranjaiban
talalhatoak, f6 feladatuk a fény begytjtése. Az LHC-ben a Klorofill és kiséré pigmentek
abszorbealjak a fényt, majd tovabbadjak a gerjesztési energiat a tobbi klorofill molekulanak,
amig végiil el nem jut a reakciocentrumba (Kiihlbrandt, Wang és Fujuyoshi 1994). A gerjesztési
energia az energiaatvitel soran mindig a magasabb energiaju pigmentektdl az alacsonyabb
energidju pigmentek fel¢ halad. Az antennarendszerek képesek fokozni a fényabszorpcid
hatasfokat, ami alapvetden kedvezé a novények szamara, azonban stresszhatas esetén ez a
fokozott fényelnyelés a felhaszndlds lehetséges limitacidi miatt kockézatos is lehet. Ez
fotoinhibicidhoz vezethet, amelynek elkeriilésére/szabalyozasara az antennarendszerek

védelmi és javitasi mechanizmusokkal rendelkeznek (Ballottari és mtsai. 2007).

A reakciocentrum egy a tilakoid membranban talalhat6, tobb fehérje alegységbdl allo
kozponti rész, ahol az elemi toltésszétvalas megvalosul. Az elektronatviteli folyamatokban
részt vesznek a reakcidcentrumokban taldlhatd klorofillok, karotinoid pigmentek és egyéb

kofaktorok is (pl. kinonok) (Blankenship 2014).

A novények két fotokémiai komplexszel rendelkeznek, melyek az egyes és kettes
fotokémiai rendszer (PSI és PSII). A PSII donor oldalan toérténd vizbontasbol szarmazd
toltéskiilonbség a citokrom b6f komplexen keresztil a PSl-be kerill, ahol egy koztes
elektronakceptor (NADP*) redukalasaval NADPH keletkezik. A folyamat soran
melléktermékként oxigén szabadul fel, illetve protonok jutnak a tilakoid lumenbe, mely altal

generalt protonmotor energiat ATP el6allitasara hasznaljak fel a novények (Anderson 1992).

A fotoszintézis utolsd 1épéseként nagy energiaji molekulak szintézise és exportalasa
torténik, kiilonbozo sejtfolyamatok mitkodtetésére. A PSI mitkddése soran kialakult NADPH-t
¢s az ATP foszfatkotési energigjat felhasznéalva képes a ndvény cukorrd redukalni a szén-
dioxidot. Ezt kovetden a foszforilalt cukrok exportalodnak a fotoszintetikus szervezetekbe. A
szén-asszimilacios és redukcios reakciok a kloroplasztisz sztromajaban jatszodnak le (Sharkey

és mtsai. 2007).



1.2 Fotoreceptorok

A novények a fény kiilonb6zé hulldmhossz tartoményait fotoreceptorok segitségével
tudjak érzékelni. Jol ismert, hogy a fotomorfogén valaszokat a fitokrom fotoreceptorok
kozvetitik, melyek a voros és tavoli voros fényt detektaljak (Smith 2000). A fototropinok a kék
fény elnyelésére képesek, mig a kriptokromok a kék fény mellett az UV-A-t is érzékelik
(Moglich és mtsai. 2010). Az élovilagban egyediil a novények képesek az UV-B-sugarzas
érzékelésére, ezt egy specifikus UV-B fotoreceptor, az UVRS protein segitségével végzik (UV
RESISTANCE LOCUS 8) (Rizzini és mtsai. 2011). Az alabbiakban a két ultraibolya

abszorpciora képes fotoreceptor tipust mutatom be részletesebben.

Novényekben a kriptokromok f6 szerepe a cirkadian ora és az altala indukalt folyamatok
szabalyozasa (pl. virdgzas). A kriptokromok a kék fény mellett a hossz hulldmhosszu (350-
400 nm) UV-A sugarzast is képesek érzékelni (Rai és mresai. 2020). Az UVRS8
fotoreceptorokhoz hasonléan a kriptokromok is két elkiiloniilé domént tartalmaznak, a
nagymértékben konzervalt FAD-kot6 fotolidz homolog régié (PHR) domént és a kiilonb6zo
hossztsagu, eltéré CRY C-termindlis kiterjesztés (CCE) domént (Partch és mtsai. 2005;
Uversky 2019). Sotétben, alapallapotban monomerként vannak jelen, majd a fotonok elnyelését
kovetéen homooligomerizalddnak, ami megvaltoztatja a kriptokrémok affinitdsat a receptorral
kolcsonhatasba keriilni képes fehérjékhez, ez pedig kiilonbozé kriptokrom-komplexek
kialakulasahoz vezet (Wang és Lin 2020). Szinte minden vizsgalt magasabbrendii névénynek,
két filogenetikailag elkiilonithetd kladja van, a CRY1 és CRY2 (Lin és Shalitin 2003). A
névényi kriptokromok nukleocitoplazmatikus fehérjék. A CRY1 mind a sejtmagban, mind a
citoplazmaban jelen van (Wu és Spalding 2007), mig a CRY2 kizarolag nuklearis fehérje, amely
a poszttranszlacios életciklusat a sejtmagban fejezi be (Yu és mtsai. 2007). A HY4/CRY'1 gén
altal kodolt fehérje szekvencia hasonlosdgot mutat a fotolidzokkal, melyek az UV éltal
kéarositott DNS javitasat kozvetité fehérjecsalad. A CRY1 fotoreceptor tultermelése
novényekben hiperérzékenységet eredményez a kék/UV-A fénnyel szemben (rovid hipokotil és
magas antocian szint) (Li és Yang 2007). A CRY 1 flavin-adenin-dinukleotidot (FAD) tartalmaz,
mely a fotolidzok és kriptokrémok elsddleges kromoforja, de éaltaldban nem rendelkezik a
fotolidzok DNS-javit6 enzimaktivitasaval (Lin és mtsai. 1995). A CRY?2 {6 funkcidja a virdgzas
megindulasanak fotoperiodikus elésegitése (EI-Din El-Assal és mtsai. 2001) és a hipokotil

megnyulasanak kék fény altali gatlasa (Mockler és mtsai. 1999).

Az UVRS fotoreceptor egy hét lapatos B-propeller fehérje, ami homodimerként van jelen

a novényekben. Az UV-B abszorpciot kovetéen az UVR8 homodimer monomerizalodik, majd
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elindit egy jelatviteli kaszkadot, ami bizonyos célgének transzkripcios szabalyozasahoz vezet.
Az UVRS proteinben a tobbi fotoreceptorral ellentétben nem taldlhaté kromofér, a fény
elnyelését tizennégy, erésen konzervalddott helyzetii triptofan végzi (O’Hara és Jenkins 2012),
a receptor akciés maximuma 296 nm-nél talalhato. Az UVRS leginkabb a névényi sejtek
sejtmagjaban aktiv, de megtalalhatd a citoszolban is. Az UV-B altal aktivalt UVRS
kolesonhatasba 1ép a COP1 (CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC1) fehérjével, ami
egy E3 ubiquitin ligaz (Yin és mtsai., 2016). Az UVR8 az egyetlen olyan fotoreceptor, ami
képes kozvetleniil fényfliggd kdlcsonhatasba Iépni a COP1-gyel. A COP1 fehérje képes a HY'S
(ELONGATED HYPOCOTYL 5), transzkripcios faktor gatlasara, ami a fotomorfogenikus
UV-B valaszokban részt vevo géneket szabalyozza. Ezért ha a COP1 aktivitasa csokken, akkor
a HY'S fotomorfogenezist serkentd funkcioi jobban érvényesiilnek (Huang és mtsai. 2013). Az
UVRS fotoreceptorok képesek inaktivalodni, tehat inger hidnydban visszatérnek az
alapéllapotukba. Ebben a folyamatban a RUP 1 ¢és 2 (REPRESSOR OF UV-B
PHOTOMORPHOGENESIS) fehérjék jatszanak szerepet (Ulm és Jenkins 2015).

Az UVRS miikddése alatt kb. 70 olyan gén létezik amelyet az UV-B stimulal (Brown és
mtsai. 2005). A legtobb ilyen gén kulcsfontossagu szerepet tolt be a ndvények UV elleni
védelmében, beleértve a DNS fotolidzokat és tobb enzimet melyek a flavonoid bioszintézisben
jatszanak fontos szerepet, illetve kiemelt szerepiik van az oxidativ stressz €s a fotooxidativ
karsosodasok okozta problémdk enyhitésében. Ez bizonyitja, hogy az UVRS8 fontos szerepet
jatszik a karosito UV-B-nek kitett novények védelmében (Jenkins 2009), azonban a szerepe
nem csak erre korlatozodik, mivel az UV-B-re adott morfoldgiai valaszokat is kozvetiti (Robson
és mtsai. 2015). Az UV-B-sugarzas kozvetlen és kozvetett modon is képes befolyasolni a
novények egyedfejlodését. A flavonoidok bioszintézise az egyik legjellemz6bb UV-B-re adott

fotomorfogenikus valasz (Jenkins 2014).

Az UV képes kozvetleniil befolyasolni a novények fejlddését, novekedését ¢és
keresztiil egyéb jelatviteli utvonalaknak is fontos szabalyozoja lehet (Czégény és Racz 2023).
Természetes koriilmények kozott UV-sugarzashoz kothetd stresszvalasz csak abban az esetben
figyelhetd meg, ha a hatdsa egyéb kornyezeti stresszorokkal egyiittesen (szinergikusan)
jelentkezik (Hideg, Jansen és Strid 2013) Ebben az esetben képes lehet a DNS-, fehérje- vagy
lipidmolekulak direkt, vagy indirekt karositasara (Jansen, Gaba és Greenberg 1998).



1.3 A novényi redox rendszerek

Kedvezétlen fényviszonyok hatasara a novényi szovetekben fokozodhat a ROS-ok
keletkezése, amelyek befolyasolhatjak a névények novekedését, fejlodését és morfologiajat is.
A ROS-ok kulcsszerepet jatszanak a ndvények abiotikus stresszhez (pl.: szarazsagstressz,
héstressz stb.) vald alkalmazkodasukban. A Kloroplasztiszban, a peroxiszomaban, a
mitokondriumban és az apoplasztban is keletkezhetnek ROS-ok: pl.: szinglet oxigén (*Oy),
szuperoxid gyok-anion (O2"), hidrogén-peroxid (H202) és hidroxilgyok ("OH) (Navari-Izzo és
mtasi. 1999). A ROS-ok keletkezése lehet enzimreakciok terméke, illetve elektrontranszport
eredménye is. O2" keletkezhet a mitokondridlis és fotoszintetikus elektrontranszport soran az
oxigénmolekuldhoz torténd elektronatadassal. Az egyes fotokémiai rendszer (PSI) akceptor
oldalan O™ alakulhat ki a Mehler-reakciéo soran, mivel a ferredoxinrdl (Fd) redukalhatod
reakciopartner nélkiil az elektron az Oo-re keriil (Mehler 1951). Szuperoxid-dizmutaz (SOD)
enzim hatasara a O2"-bol H20: keletkezik. A H202, mint a leghosszabb ¢életidejit ROS allandéan
jelen van a ndvényi sejtekben, igy jelatviteli molekulaként is funkcional (Cheeseman 2007). A
kettes fotokémiai rendszer (PSII) donor oldalan levd vizbonté komplex funkcionalis
karosodasat kovetden, a viz nem képes teljesen oxidalodni, igy H20. keletkezhet, amely
redukcidja soran pedig "OH alakulhat ki. A PSll-ben triplet klorofill (3Chl) keletkezhet, ha a
parositatlan klorofill molekula mellett nincsen karotin, ami képes lenne a plusz energia
elvezetésére. Ezt kdvetden a PSII antennaban 1O, keletkezhet, triplet-szinglet atadassal 3Chl-
r6l a molekularis oxigénre (Barber és Andersson 1992). A ROS-ok elleni védelem
haromféleképpen valosulhat meg: 1. a ROS keletkezés megelézése (hatékony
elektrontranszport és energiaelvezetés); 2. a ROS semlegesitése (antioxiddnsokkal); 3. a
keletkezett karosodas kijavitasa/potlasa. Az antioxidansok képesek mas biologiai molekulak

oxidativ karosodasat megeldzni. Két csoportjat kiilonithetjiik el:

1. A generalista nem enzimatikus antioxidansok, pl.: aszkorbinsav, Be-vitamin, E-
vitamin, glutation, tokoferolok, karotinoidok vagy fenolos vegyiiletek (Halliwell és
Guteridge 2015).

2. A specialista antioxidans enzimek, pl.: aszkorbat-peroxidaz (APX), katalaz (CAT),
glutation-peroxidaz (GPX), harmas tipusti novényi peroxidaz (POD) vagy szuperoxid-
dizmutaz (SOD) (4hmad és mtsai. 2010, Sharma és mtsai. 2012).

A polifenolok sokoldali masodlagos metabolitok, melyek antioxidans tulajdonsaggal
rendelkeznek (Di Ferdinando és mtsai. 2014). A polifenolok csoportjaba tartozo

hidroxifahéjsav szarmazékok ¢€s flavonoidok a sejtfal megvastagodasaban vesznek részt, ami
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altal a novényi szovetek ellenallobbak lesznek a szarazsagstressz ellen (Gunnaiah és mtsai.
2012). Novényekben a polifenolok bioszintézisét tobb tényezd is fokozhatja, mint példaul az
erds napfény, az UV-sugarzas, a nitrogén- vagy vizhidny, és a homérséklet valtozasa (Agati és
mtsai., 2012, Fini és mtsai., 2011). Feladatuk a tobbi masodlagos anyagcserctermékhez
hasonldéan a ROS-ok keletkezésének megeldzése, illetve a keletkezett ROS-ok semlegesitése
Agati és Tattini 2010). A polifenolok nem csak az UV-, hanem a révid hullamhosszasagu
fotoszintetikusan aktiv sugarzas sziirdjeként is mikodhetnek, pl.: antocianinok (Tattini és

mtsai. 2007).

A novények flavonoid tartalma eldsegiti a karositd UV-sugarzas elleni védelmet. Képesek
a membranokban talalhat6 foszfolipidekkel kdlcsonhatasba 1épve megdvni a kloroplasztiszok
burkolomembrénjait a fotooxidaciotol (Erlejman és mtsai., 2004). UV-B sugarzésra valaszul a
levelek fels6 epidermalis sejtjeiben flavonoidok fognak felhalmozodni (Landry, Chappel és
Last 1995). A flavonoidok a novényi sejtfalban, vakuélumokban, mezofil sejtekben (Agati és
mtsai. 2009), a Kloroplasztiszban (Agati és mtsai. 2007) és a mirigyes, illetve nem mirigyes
trichomakban is megtalalhatbak (Tattini és mtsai. 2007). Az epidermalis sejtekben
felhalmozodott flavonoidok képesek megakadalyozni a nagy energiajd UV-sugarzas
behatolasat a mélyebb szovetekbe, ellenben a PAR eléri a novények fotoszintetikus apparatusat
(Hectors és mtsai. 2014). A sejten beliili lokalizaciojukk a ROS-ok termelddési helyein kiemeli
fontos antioxidans kapacitasukat. Példaul a B-gytiriis flavonoidok csoportjaba tartoz6 kvercetin
a sejtmagban is eléfordul, ami arra utal, hogy szerepet jatszhat a DNS oxidativ karosodastol

val6 védelmében (Feucht, Dithmar és Polster 2004).

Antocianinok a flavonoid fotopigmentek egyik tipusa, melyek vizben jol oldodnak, illetve
szamos virdag és gylimélcs piros, lila és kék szinét adjak. Az antocianinok termelése
stresszhelyzetben (Li és mtsai. 1993), vagy korokozokkal vald fert6zés esetén megindul
(Lorenc-Kukula és mtsai. 2005), ami altal védelmet nyujthat a novényeknek az oxidativ
kéarosodassal szemben. Az antocidnok a ndvények fotoszintetikus szoveteit képesek megvédeni
az altal, hogy elnyelik a l4thatd tartomanyban 1évé fényt, igy csokkentve a novényeket érd
oxidativ stresszt, illetve antioxidans funkciojuk is kiemelkedd (Zhang, Butelli és Martin 2014).
A leggyakrabban el6fordulé aglikon formai az antocianidinek: cianidin, delfinidin, peonidin,
petunidin, malvidin és a pelargonidin. Alacsony pH-n mindegyikiik bazikus flavylium-kationos
szerkezettel rendelkezik, abban kiilonboznek egymadstol, hogy a B-gyliriiben kiilonb6z6
szubsztituensek vannak (Kdhkonen és Heinonen 2003). Az antocianok teljesen konjugalt

szerkezete, amely lehetévé teszi az elektronok delokalizacidjat, stabil gyoktermékeket
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eredményez, ami kedvezd az antioxidans képességiiket tekintve (Van Acker és mtsai. 1996).
Stabilitasukat, reaktivitasukat és ez altal antioxidans hatasukat is a hidroxilalas és metoxilalas
mértéke és annak a B-gylriiben vald helyzete befolyasolja (Pereira, Donate és Galembeck
1997). A munka soran hasznalt modellnévényben, a dohanyban (Nicotiana tabacum L.) a
dominans polifenolok a klorogénsav, a kvercetin rutinozid és a kévésav, ¢és kisebb
mennyiségben eléfordulhat benniik ferulasav vagy kvercetin glilkuronid is (Wang és mtsai.

2008, Racz és mtsai. 2020).

A 02" semlegesitését az aktiv centrumban fém kofaktrort tartalmazd szuperoxid-
dizmutazok (SOD) végzik (Cheng és mtsai. 2015). A O molekularis oxigénné torténd
atalakulasat katalizaljak, a folyamat soran melléktermékként H.O> keletkezik. A SOD-oknak
haromféle izoforméjat kiilonithetjiik el attol fliggden, hogy milyen fémet tartalmaz az aktiv
centrumban. A mangan kdzpontt formaja (MnSOD) a mitokondriumban és a peroxiszomaban,
Cu/ZnSOD a citoszolban, kloroplasztiszban, peroxiszomakban és apoplasztban, a vastartalmu
FeSOD pedig a kloroplasztiszban van jelen legnagyobb mennyiségben, de el6fordulhat az

apoplasztban vagy a peroxiszomaban is (Corpas és mtsai. 2000).

A harmas tipust ndvényi novényi peroxidazok osztalya (POD) a vakuélumban megjelend
H20:2-ot semlegesiti. EQy jellemzden fenolos szubsztratot egyelektronos uton oxidalva képesek
a H202-ot vizzé redukalni (Zipor és Oren-Shamir 2013). A peroxidazok képesek gatolni a
hipokotil megnytlast UV-sugarzas esetén, mivel auxin-oxidazként is funkcionalhatnak (Jansen

és mtsai. 2001).

2 Célkituzések

A munka soran vad tipusu dohany (Nicotiana Tabacum L. cv. Wisconsin38)
modellndvénnyel dolgoztunk, célunk a kiillonbozd természetes UV-kitettség soran kialakulo
alkalmazkodasi véalaszok 6sszehasonlito vizsgalata volt. A kutatas fokuszaban a fotoreceptorok
altal vezérelt pigment-bioszintézis utvonalak vizsgalata, illetve a részben ezekhez kapcsolodod

H20s-antioxidans mechanizmusok alltak. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszokat:

1. Hogyan szabdlyozza a két, UV-sugarzast érzékeld fotoreceptor az alkalmazkodasi
vélaszokat?
2. Mely kornyezeti UV-tartomanyok befolyasoljdk a dohanyndvények kiilonbozo

antioxidansainak aktivaldédasat?



3. A polifenolok mennyisége/mindsége, illetve a peroxiddz (POD) enzimek aktivalodasa
kozott fennall-e valamilyen kapcsolat?
4. Milyen mechanizmusokon keresztiil szabalyozza a természetes napfény UV komponense a

levelek H202 haztartasat?

3 Anyagok és modszerek
3.1 Novénynevelés

A kisérlet soran vizsgalt modellnovénylink vad tipust dohany (Nicotiana Tabacum L. cv.
Wisconsin38) volt. A ndvényeket 15 cm atmérdji cserepeken, természetes koriilmények alatt
tartottuk Pécsett (E 46.07, K 18.18) a 2020. julius kdzepén tortént vetéstdl egészen a mintavétel
napjaig (2020. szeptember 11.) (n = 5), kizarélag az ket elérd fény ultraibolya komponensét
manipulaltuk kiilonb6z6 tivegsziirdk haszndlataval (GG395, N-WG324, N-WG316, N-WG295,
N-WG280, Schott AG, Mainz, Németorszag). A kisérlet soran a kiilonb6z6 {ivegecsempék alatt
egy-egy kb. 35 x 35 cm-es kisérleti teriiletet alakitottunk ki. Az ivegcsempéket tarto allvanyok
keleti, déli és nyugati oldaldt UV-kizaré foliaval fedtiik le, az északi oldalt a megfeleld
légmozgés érdekében nyitva hagytuk. A magas homérséklet okozta esetleges kiszaradas
elkertiilése érdekében a cserepeket a foldbe astuk. A kisérleti elrendezést az 1. dbra mutatja be.

A munka soran hasznalt 6tféle tivegszlirot harom csoportra oszthattuk:

a) Kizarolag a fotoszintetikusan aktiv sugarzas (PAR) szamara transzparens sziiro:

GG395 — A 395 nm-nél nagyobb hullamhosszisagu fotonok szamara transzparens.

b) A PAR és az UV-A fotonok szamara transzparens szirék:
N-WG324 — A 324 nm-nél nagyobb hullamhosszusagu fotonok szdmara transzparens.

N-WG316 — A 316 nm-nél nagyobb hullamhosszusagu fotonok szdmara transzparens.

€) Mind a PAR, mind a kérnyezeti UV-sugarak (UV-A és UV-B) szamara transzparens

szlirok:
N-WG295 — A 295 nm-nél nagyobb hullamhosszusagu fotonok szdmara transzparens.
N-WG280 — A 280 nm-nél nagyobb hullamhosszusagu fotonok szdmara transzparens.

Az egyes szlir6k alatt a kornyezeti koriilmények megegyeztek, kivéve a sziir6k altal

befolyasolt, a ndvényekre esé fény mennyiségét és mindségét illeti. A ndvények mintavétel
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idején hat hetesek voltak. Minden névényrdl a 4. ndduszon 1évo, teljesen kifejlett leveleket

valasztottuk ki a mintavételhez.

1. abra: A kisérlet soran hasznalt elrendezés. A dohanyndvények szabadf6ldon egy 4 darab, azonos tipusu
ivegszlirobol allo platform (35 x 35 cm) alatt nevelkedtek a vetést6l a mintavétel napjaig (n = 5). A tilzott

kiszaradast megeldzendo, a cserepeket bedstuk a foldbe és naponta ontodztiik.

3.2 AKklorofill-fluoreszcencia paraméterek meghatarozasa

A novények fotokémiai paramétereit az Imaging PAM MAXI (tipusu klorofill
fluorométerrel Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Németorszag) hatdroztuk meg. A mintavételi
helyszinen begytijtott leveleket 30 percig sotétadaptaltuk, majd meghataroztuk a fluoreszcencia
hatasfokukat egy telité fényimpulzus elétt (Fo) és utan (Fm). A miiszerbdl kinyert adatok
segitségével kiszamolhattuk a novények fotoszintetikus teljesitményének jellemzéséhez
sziikséges értékeket. Késobb 40 masodpercenként emelkedd fényintenzitas (110, 280, 610, 800,
1075 és 1250 PAR) mellett Gjra meghataroztuk a minimalis (F’) és a maximalis (F’m)
fluoreszcencia hozamot. A paraméterek segitségével kiszamoltuk a fényadaptalt levelek PSII
fotokémiai hatékonysagat Y(II) = (F'm — F’) F’'m és a nem fotokémiai kioltasat NPQ =
(Klughammer és Schreiber 2008).
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3.3 Alevelek CO2-asszimilaciojanak meghatirozasa

A vizsgalt ndvényeink Calvin-ciklusanak miikodését az L1-6800 infravords gazanalizator
(IRGA, LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) altal mért adatok segitségével jellemeztiik.
Az IRGA eldnye, hogy noninvaziv mérések kivitelezésére alkalmas. A miiszer a levegdben 1évo
vizgdz €s szén-dioxid molekuldk abszorpcids karakterisztikajat hasznalja a mérés soran: az
infravoros transzmisszio csokkenése alapjan szdmolja ki a levél transzmisszios paramétereit. A
vizsgalt leveleken meghataroztuk a CO2 asszimilacid mértékét (nettd fotoszintetikus aktivitas ,
A) és a transzspiraciot (E) (Farquhar és Sharkey 1982) az alabbi képletekkel: CO2 asszimilacio
= légaram * (minta CO; — referencia CO») / levélfeliilet, és H20 transzspiracio = légaram *
(minta H20 — referencia H20) / levélfeliilet. Tovabbi paraméterek segitségével meghataroztuk
a sztomakonduktanciat (gsw) is, illetve ennek az A/gsw képlettel megkaptuk az egységnyi

sztomafeliiletre esé CO2 asszimilacio értékét.

3.4 Pigmenttartalom mérések

A novények klorofill, antocian és flavonoid tartalmat Dualex (ForceA, Orsay,
Franciaorszag) segitségével hataroztuk meg. A miszer egy non-destruktiv mérési modszert
alkalmaz, ami azt jelenti, hogy a mérés soran nem roncsolja a leveleket, illetve egy levél akar

tobbszor is mérheto.

A levelek feliiletére a klorofill tartalom méréséhez a fényforrasbol 710 €s 850 (referencia
fény) nm hullamhosszusagu fény érkezik. A vords tartomanyban taldlhaté 710 nm-es fényt a
klorofillok elnyelik, ellentétben a 850 nm-essel, amit nem. Minél tobb a levélben a klorofill
annal nagyobb abszorbanciat, illetve annal kisebb transzmittanciat tapasztalunk 710 nm-en. A

levelek klorofill tartalmérol a két hullamhossz k6zotti abszorbancia kiilonbség ad informaciot.

A klorofill méréshez hasonldan a flavonoid tartalom mérés is két hullamhosszon torténik,
375 és 650 nm-en. Itt a 375 nm-es fény jelentds részét nyelik el a flavonoidok, mig a 650 nm-
es fényt nem. A klorofillt viszont mindkét hulldmhossz gerjeszti, fluoreszcenciat valt ki. A két
fény hatdsara bekovetkezd fluoreszcencia valtozasban 1évo kiillonbség egyenesen aranyos lesz
a levél flavonoid tartalmaval. Minél nagyobb a levél flavonoid koncentracigja, annal kevesebb

lesz a 375 nm-re vonatkoztatott klorofill fluoreszcencia.

Az antocianok mérése a flavonoidokéhoz hasonloéan zajlik. A 650 nm-es referenciafény

mellett az antocianok abszorbancia maximumat hasznalja a miiszer: 520 nm (Cerovic és mtsai.

2012).
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A késobbi vizsgalatokig a leveleket cseppfolyos nitrogénben fagyasztottuk, majd -60 °C-

on taroltuk.

3.5 Antioxidans enzimaktivitisok meghatarozasa

Az antioxidans enzimaktivitds mérésekhez a novények leveleibdl kivonatokat készitettiink.
A leveleket cseppfolyds nitrogénben poritottuk, majd 1 mM EDTA-t tartalmaz6 50 mM Na-
foszfat puffert (pH 7.2) adtunk hozza, 4°C-on 30 percig (24 400 x g) centrifugaltuk. A mintak
fehérjetartalmat Bradford (1976) modszere alapjan hataroztuk meg.

A szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzim aktivitasat Multiskan FC plate reader (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével hataroztuk meg. Az altalunk hasznalt médszer
alapjan riboflavint (B2-vitamin) és nitro blue tetrazoliumot (NBT) alkalmaztunk. Mivel a
riboflavin egy rendkiviil fényérzékeny vegyiilet, ezért 1 percen keresztiil LED Light Source SL
3500 panellal (Photon System Instruments, Drasov, Cseh-Koztarsasag) vilagitottuk meg. A
folyamat soran keletkezé szuperoxidgyok-anionok az NBT-t formazanna oxidaljak. Ezen
oxidacid okozta abszorpciovaltozast pedig 540 nm-en mértiik. A kisérlet soran alkalmazott K-
foszfat pufferhez (50 mM, pH 7.5) 0,3 mM EDTA-t, 0,5 mM NBT-t és 1,33 mM riboflavint
adtunk hozza. A levélmintak SOD aktivitasat protein-egységekben (unit, U) adtuk meg (Cheng
és mtsai. 2015).

A héarmas tipust peroxidaz enzimcsalad (POD) aktivitdsanak meghatarozasat Shimadzu
UV-1800 spektrofotométerrel (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) végeztiik. A reakcidelegy
2,06 mM gvajakolt, illetve 400 uM H202-ot (foszfat-citrat 50 mM, pH 5.0 pufferben oldva)
tartalmazott, a reakciét a ndvényir minta hozzaadéasa inditotta be. A gvajakol egy POD
szubsztrat, melyet az enzim képes oxidalni, mikozben a H202-ot semlegesiti. A gvajakol
oxidacidja altal detektalhatdo abszorpcid emelkedést 450 nm-en kovettik nyomon 90
masodpercen keresztiil. A mintdk POD aktivitasat protein-egységekben adtuk meg (Fielding és
Hall 1978).

3.6 A levelek hidroxilgyok semlegesité képességének meghatirozasa

A mintaink hidroxilgydk semlegesitd képességének mérése azon alapul, hogy a minta

crer

hidroxitereftalsav (HTPA) kialakulasat. A HTPA fluoreszcencia intenzitasat Hitachi F-7000
spektrofluoriméterrel hataroztuk meg (Hitachi High-Technologies, Tokio, Japan), 312 nm-es
fénnyel torténd gerjesztés soran az emissziot 413 nm-en detektaltuk. A méréshez, Na-foszfat

pufferben (50 mM, pH 7.2) oldottunk 500 uM TPA-t, 10 uM EDTA-t, 10 uM vas(I1)-szulfatot
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(Fe(INSO4), 100 uM aszkorbatot és 100 uM H.Oz-ot. Kalibraloszernek 0,5%-0s etanolt
hasznaltunk. A mintak "OH antioxidans kapacitasat pedig mM etanol ekvivalens g? levél

frisstomeg egységekben adtuk meg (Snyrychova és Hideg 2007).

3.7 A levél polifenol tartalmanak meghatarozasa folyadékkromatografiaval

A fenolos tulajdonsagt vegyiiletek folyadékkromatografids analizise soran (HPLC) 30
mg széaraz anyaghoz adtunk 400 pL MeOH (70%) oldatot majd ultrahangos vizfiirdét hasznélva
30 percig szonikaltuk. Az elsé extrakciot kovetéen 10 perc (12 100 X Q) centrifugalas
kovetkezett melynek végeztével a feliiluszot egy 1j mintatartoban 0sszegyljtottiik. A csapadék
frakciok tovabbi masodik és harmadik extrakcidjat 300 uL. MeOH (70%) oldattal végeztiik el,
majd az 6sszegyjtott feliiluszot 0,2 um PTFE filteren atsziirtiik.

A vizsgalt vegyiiletek HPLC analizise egy Shimadzu LC-20 rendszer segitségével tortént, C18
oszlopot (Kinetex 2,6 um XB-C18 100 x 4,6 mm) hasznalva 0,9 mL/perc aramlasi sebesség
mellett 50 °C-on. A szétvalasztashoz két oldoszert (A — 99,5% H20 és 0,5% HCOOH, B —
99,5% MeOH ¢és 0,5% HCOOH) és az alabbi gradienst alkalmaztuk. Eluens B szazalékos
Osszetételének valtozasa a mérés folyaman, 0-2 perc 0%, 2-6 perc 10%, 6-30 perc %, 30-35
perc 80%, 35-37 perc 100%, 37-39 perc 100%, 39-43 perc 0%perc és 43-45 perc 0%. A

diddasoros detektor pasztazd hulldmhosszai 320 és 345 nm hulliamhosszusagra voltak beallitva.

3.8 Statisztika

A mérések soran kapott értékeinket az MS Office Excel szoftverben gytijtottiik dssze, majd
a PAST szoftver segitségével végeztiik el a statisztikai kiértékeléseket (Hammer és mtsai. 2001)
egyutas ANOVA statisztikai probat alkalmazva, Dunn’s post hoc teszttel. A kiilonbségeket p <
0,05 esetén tekintettiik szignifikansan kiilonbdzOnek. A mintaelemszam minden esetben n = 5

volt. A dolgozat abrait MS Office Excel programban készitettem el.

4 Eredmények és megvitatasuk
4.1 A levelek fotoszintetikus hatasfoka

A novények UV-sugarzasra adott valasza fiigg a dozistol, hullamhosszasagtol €s a kiilso
kornyezeti koriilményektdl (pl. id6jaras, évszakok) (Verdaguer és mtsai., 2017). Az UV-A a
levelekben sokkal mélyebbre képes hatolni, mint az UV-B-sugarzas, mivel a hullamhossz
novekedésével az UV-penetracio is novekszik a levélszovetekben (Bornman és Vogelmann
1988). Az UV-A-sugarzast a novények fotoszintetikus teljesitményére karos hatassal biro

komponensnek tekintik, legfoképpen a kettes fotokémiai rendszert (PSII) veszi célba
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(Verdaguer és mtsai. 2017). Annak ellenére, hogy az UV-A altal kozvetitett fotoinhibitorok
kéros hatésai alacsonyabbak, mint amit az UV-B okoz, mégis azt feltételezik, hogy az UV-A
lehet a fotoszintetikus reakciok legnagyobb karositdja, mivel a napsugérzas sokkal tobb UV-
A-t tartalmaz, mint UV-B-t (Takahashi és mtsai. 2010). Ellenben bizonyos kornyezeti
koriilmények kozott az UV-A-sugarzas novelheti a novények fotoszintetikus aktivitasat (Stroch

eés mtsai. 2015).

A fényadaptalt levelek PSII kvantumhatasfoka (Y(II)) minden fényintenzitas mellett,
iivegszlirdtol fiiggetleniil azonos volt. Ez arra utal, hogy a fotoszintetikus elektrontranszport
nem karosodott a kisérlet soran, azaz sem a kifejezetten magas intenzitasu nyari napfény (kb.
2600 - 3000 PAR) sem a kornyezeti ultraibolya-sugarzas nem okozott fotoinhibiciot a
levelekben.

1. tablazat: A fényadaptalt levelek PSII kvantumhatasfoka (Y(II)) emelked6 fényintenzitas fiiggvényében. A
szlir6k altal befolyasolt beesé fény mennyiségekbdl adddo kiilonbségeket egyutas ANOVA-val vizsgaltuk.
melyeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak. Az egyes csoportok kozott nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget.

Fényadaptalt levelek PSII kvantumhatasfoka (Y (I1))

PAR N-WG280 N-WG295 N-WG316 N-WG324 GG395
(umol foton m? s)

110 0,655+ 0,099 | 0,687 +0,068 | 0,667 +0,037 | 0,713+0,016 | 0,668+ 0,061
280 0,519+ 0,099 | 0,551+0,078 | 0,536+0,05 | 0,575+0,031 | 0,534+ 0,07
610 0,466 + 0,083 | 0,485+0,076 | 0,468+0,03 | 0,500+ 0,025 | 0,455+ 0,06
800 0,448 + 0,079 | 0,467 +0,073 | 0,446 +0,025 | 0,481+0,03 | 0,420+ 0,059
1075 0,428 £ 0,075 | 0,443+0,072 | 0,417 +0,024 | 0,442+0,02 | 0,402+ 0,052
1250 0,411+0,073 | 0,425+0,072 | 0,395+ 0,027 | 0,413+0,013 | 0,381+ 0,047

Az eltér6 fényviszonyok alatt tapasztalt azonos Y(II) azonos energiadisszipalo utakkal
jart egyiitt (NPQ) (2. tablazat), amely arra utalhat, hogy a kornyezeti ultraibolya-sugérzas
xantofill ciklus elemeinek eloszlasara és mennyiségére, vagy a PSII antennakomplex
szerkezetére gyakorolt hatdsa ilyen intenzitdsu fotoszintetikusan aktiv fény mellett

elhanyagolhato.
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2. tablazat: A fényadaptalt levelek nem fotokémiai kioltasa (NPQ) emelkedd fényintenzitas fliggvényében. A
szlir6k altal befolyasolt beesdé fény mennyiségekbdl adodé kiilonbségeket egyutas ANOVA-val vizsgaltuk.

melyeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak. A szignifikans kiilonbségeket *-al jeloltem.

Nem fotokémiai kioltas (NPQ)

PAR

N-WG280 N-WG295 N-WG316 N-WG324 GG395
(wmol foton m™2 51
110 1,067 +£0,482 0,922 + 0,405 | 0,996 +0,290 | 0,896 +£0,153 | 0,831 +0,164
280 2,691 +£0,728 2473+0,701 | 2,485+0,624 | 2,493+0,48 | 2,260+ 0,401
610 3,590 + 0,810 3,533+0,839 | 3.556+0,432 | 3,726+ 0,503 | 3,477 + 0,383
800 3,934 + 0,946 3,862+ 0,847 | 3,954+0,326 | 4,067+0,671 | 3,852+ 0,428
1075 4,390 +1.138 4,363 +0,936 | 4,578+0,303 | 4,949 +0,505 | 4,568 + 0,497
1250 4,797 +1.333* 4,801 +1.048 | 5,123+0,49 | 5,703 +0,38* | 5065+ 0,617

A gazcserenyilasok (sztomak) konduktancidja (gsw) a novények szén- és vizhaztartasanak

szabalyozbja, mivel ez szabalyozza a levelek COq-asszimilacidjat (nettd fotoszintetikus

aktivitas, A) és vizveszteségét (transzspiracios rata, E) is (Farquhar és Sharkey 1982).

Infravords gazanalizatorral (IRGA) végzett méréseink sordn mindharom paraméter az UV-B

sugarzasnak is kitett levelekben volt a legalacsonyabb, és az ultraibolya-d6zisok csokkenésével

egyenesen aranyosan detektaltunk egyre magasabb értékeket (jellemzbéen 2-8x magasabb

értekeket az UV-dozis fuggvényében) (2-4. abra).
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Sztdmakonduktancia mol m2 s (gsw)

o
-
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2. abra: A természetes UV-sugarzas kiilonboz6 tartomanyainak hatasa a levelek sztdmakonduktancia (gsw)
értékeire. Az oszlopok szinei az livegsziirdk harom csoportjat jelzik az alapjan, hogy az ultraibolya-tartomany
mely részei szamara transzparensek. Kék: UV-B + UV-A + PAR, narancs: UV-A + PAR, arany: PAR (Id. 3.1
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fejezet). Az x tengelyen az ilivegsziirok tipusait jeloltem. Az egyes sziir6k alatt nevelkedett névények kozotti
kiilonbségeket egyutas ANOVA-val vizsgaltuk, az eredményeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansan
kiilénbozoének. A kiilonbségeket eltérd betiikkel jeloltem.
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0,01 d
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0,006

0,004

0,002

Q

Levél teljes transzspirdciéja mol m2 s (E)

N-WG280 N-WG295 N-WG316 N-WG324 GG395

3. abra: A természetes UV-sugarzas kiilonboz6 tartomanyainak hatasa a levelek teljes transzspiraciojara (E). Az
oszlopok szinei az iivegszlir6k harom csoportjat jelzik az alapjan, hogy az ultraibolya-tartomany mely részei
szamara transzparensek. Kék: UV-B + UV-A + PAR, narancs: UV-A + PAR, arany: PAR (Id. 3.1 fejezet). Az x
tengelyen az iivegsziirdk tipusait jeloltem. Az egyes sziir6k alatt nevelkedett novények kozotti kiilonbségeket
egyutas ANOVA-val vizsgaltuk, az eredményeket p < 0,05 esetén tekintettilk szignifikansan kiillonbozének. A
kiilonbségeket eltérd betiikkel jeloltem
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4. abra: A természetes UV-sugarzas kiilonbozo6 tartomanyainak hatasa a levelek netto fotoszintetikus aktivitas (A)
értékeire. Az oszlopok szinei az livegsziirok harom csoportjat jelzik az alapjan, hogy az ultraibolya-tartomany
mely részei szamara transzparensek. Kék: UV-B + UV-A + PAR, narancs: UV-A + PAR, arany: PAR (Id. 3.1
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fejezet). Az x tengelyen az ilivegsziirok tipusait jeloltem. Az egyes sziir6k alatt nevelkedett nvények kozotti
kiilonbségeket egyutas ANOVA-val vizsgaltuk, az eredményeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsan
kiilonbozének. A kiilonbségeket eltérd betlikkel jeldltem.

Ez a jelenség a rovid hulldmhosszisagu ultraibolya-fotonok sztdémazarddast indukald
hatasanak tulajdonithatdo (Cooley, Holmes, és Attridge 2000). Az UV-fotonok szamanak
novekedésével a levélmorfologia is megvaltozik, az UV-sugarzasnak tulajdonithaté levélméret-
csOkkenést (Jansen, Gaba, és Greenberg 1998) a kisérlet soran mi is tapasztaltuk. A csokkent
levélméret kevesebb sztomat, igy alacsonyabb nett6 fotoszintetikus hatasfokot feltételez, ezért
kiszamoltuk az egységnyi sztomafeliiletre esé CO- asszimilacid (A/gsw) mértékét a levelekben
(3. tablazat). Az igy kapott eredmények azt mutatjak, hogy az UV-B jelenlétében fejlodott
levelek fotoszintetikus hatasfoka a Calvin-ciklus soran is legalabb annyira magas, mint az UV-

B kizar¢ iivegek alatt 1évo leveleké.

3. tablazat: Az egységnyi sztomafeliiletre es6 CO2 asszimilécio értékei.

Egységnyi sztomafeliiletre es6 CO2 asszimilacio (A/gsw)
N-WG280 49,1
N-WG295 37,8
N-WG316 35,9
N-WG324 32

GG395 30,1

A levelek egységnyi sztomafeliiletre es6 CO2 asszimilacio értéke azt mutatja, hogy az
UV-B-sugarzast is kapott levelek szignifikdnsan jobban teljesitettek azoknal a leveleknél,
melyek nem kaptak UV-B-sugarzast. Ez azt igazolja, hogy az a csoport, ami mind a harom

mindségl fény jelenlétében fejlodott, nem karosodott.

4.2 Pigmenttartalom

A novényi polifenolok szerepének egy része a karos UV-sugarzas, illetve a kartevok és
korokozok elleni kémiai védelemmel kapcsolatos. A fenolos vegyiiletek két jelentds, UV-
sugarzas hatasara felhalmozodo csoportja a flavonoidok és az antocianinok (Julkunen-Tiitto és
késziilékkel vizsgaltuk meg. Az eredményeink azt mutatjak, hogy mind az antocianinok, mind
a flavonoidok mennyisége megemelkedik UV-sugarzas hatdsara a levelek mindkét felszinén.
Habar a flavonoid index a PAR + UV-A kornyezetben is magasabb volt, mint az UV-t kizaro
liveg alatt fejlodott levelekben (25, illetve 68%-kal), ezek az értékek UV-B jelenlétében
csaknem a duplajara emelkedtek (80, illetve 93%-o0s novekedés) (5. és 6. abra).
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5. dbra: A levelek flavonoid indexe novekvd UV-intenzitas fiiggvényében. Fekete szinnel jeloltem az adaxialis
flavonoid indexet, sziirkével pedig az abaxialis flavonoid indexet. A sziirke pontok az adott fényintenzitashoz
tartoz6 abaxialis flavonoid értékeket, a fekete korok pedig az adott fényintenzitashoz tartozo6 adaxialis flavonoid
indexet jelolik. A sziirke szaggatott vonal, illetve a fekete hosszu vonal és pont, az értékekre felvett trendvonalat

jelzi. A p értéket mindkét esetben linearis regresszié analizissel hataroztam meg.

Erdemes megemliteni, hogy mig a flavonoidok mennyisége az adaxialis, az antocianinok
koncentracioja az abaxidlis levélfelszinen volt magasabb. Ennek oka valoszintileg a kissé eltérd
funkcidjukbol ered: a flavonoidok hatékonyabb UV-sziiré6 molekulak, mig az antocianinok
eredményesebb antioxidansok (Csepregi és Hideg 2018). Az eredményeink alapjan levelek
antocianin koncentracioja kevésbé fiigg az UV-B sugarzastol, akkumulaciojuk inkébb a

rovidebb hullamhosszusagli UV-A sugarzas (< 324 nm) szabalyzasa ala esik (6. abra).
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6. abra: A levelek antocianin indexe névekvé UV-intenzitas fliggvényében. A sziirke pontok az adott
fényintenzitashoz tartozo abaxialis antocian értékeket, a fekete korok pedig az adott fényintenzitashoz tartozo
adaxialis antocian indexet jelolik. A sziirke szaggatott vonal, illetve a fekete hosszu vonal és pont, az értékekre

felvett trendvonalat jelzi. A p értéket mindkét esetben linedris regresszié analizissel hatdroztam meg.

Ugy tiinik, hogy annak ellenére, hogy a két rokon vegyiiletcsoport egy bioszintézis utvonal
keét allomasat jelenti, mégis két kiilon UV-tartomény, igy minden bizonnyal két kiilon
fotoreceptor szabalyozasa alatt 4ll. Az UV-B sugérzas az UVRS8 receptoron keresztiil dontéen
befolyasolja a levelek flavonoid tartalmat, mig az antocianinok inkabb tlinnek kriptokrém

(CRY1) vezérelt pigmenteknek (7. abra Tissot 2020 alapjan).
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7. abra: Az UVRS és a kriptokrom fotoreceptorokhoz kapcsolddo jelatviteli folyamatok. A fény altal aktivalt
UVRS és cryl a COP1-SPA E3 ubikvitin ligdz komplex gatlasdhoz vezet, amley ubikvitinacid és proteaszomalis
degradacid révén felszabaditja a HY5-6t a represszio alol. A HYS olyan gének kifejezddését indukalja, amelyek
az UV-B-sugarzashoz valo akklimatizacidval és toleranciaval kapcsolatosak (pl. fényvédd metabolitok
bioszintézise, DNS javitas). A HY5 tovabba kiillonbdz6 szabalyozo szerepet betdlto fehérjéket kodold géneket is
indukal, melyek egyidejilleg biztositjdk az UVRS8 és kriptokrom fotoreceptorok aktivitasanak visszacsatolt
szabalyozasat. A BIC1 és BIC2 feltehetden a cryl homodimerizaciojat blokkolja, mig a RUP1 és RUP2 az UVRS
ujra dimerizacidjat segiti el (azonban az UVR8 monomerizaciojanak blokkolasa nem zarhaté ki) (Tissot és Ulm

2020).

A szakirodalomban korabban leirt adatok alapjan HPLC késziilékkel megvizsgaltuk a
dohany f6 fenolos komponenseit. A folyadékkromatografias vizsgalat elénye a Dualex-szel
torténd becsléshez képest, hogy kvantitativ, illetve nem csak jellemzden az epidermiszben
felhalmozodo vegylileteket képes detektdlni. Emellett lehetdségiink nyilt a Dualex altal
figyelmen kiviil hagyott, azonban a névényi UV-vélaszok sordn rendkiviil fontos szerepet

betoltd (Racz és mtsai. 2020) fenolos savak azonositasara is.

A HPLC eredményeink azt mutatjdk, hogy a vizsgalt fenolos vegyiiletek kozil a
klorogénsav a dominans levélkomponens (50% koriili érték minden fényviszony alatt) (8. abra).
A klorogénsav mellett annak egy szarmazéka, a kriptoklorogénsav és a kvercetin rutinozid
fordult még eld a levelekben nagyobb mennyiségben (6-10 pg/g). A névekvé UV-dozis
figgvényében emelkedett a klorogénsav, a kaempferol- és a kvercetin rutinozid, illetve
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csokkent a kripto- illetve neoklorogénsav koncentracidja a levelekben, a rokonvegyiiletek

egymasba torténd atalakulasai is valoszintisithetden UVR8-szabalyozas ala esnek.

Az eredmények ug/g értékben dbriazolva.

M neoklorogénsav

M klorogénsav

m kriptoklorogénsav
p-kumarsav

M kvercetin gliikuronid

M kvercetin rutinozid

M kaempferol rutinozid

1.8£03 - 1,5£0,6

B

02=002 L0
0,3+ 0,03

N-WG295

1,304

D

0,15+0,14
0.2£0,04

N-WG324

2,1=0,11,2%02

A

0,2 0,03
0,41 £0,04

N-WG280

15202 18405

C

02+£0,04 |
030,04

N-WG316

1702 12£03

E

0.2 0,03
03+0,1

GG395

8. abra: A levelek fenolosvegyiilet-tartalma. Az abran az egyes iivegsziirék (A, N-WG280; B, N-WG295; C, N-
WG316; D, N-WG320 és E, GG395) alatt fejlodott levelek jellemzé fenoljainak mennyisége lathaté pg fenolos
vegyiilet/g levéltomegben meghatarozva. Az egyes szlirdk alatt nevelkedett névények kozotti kiilonbségeket
egyutas ANOVA-val vizsgaltuk, az eredményeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansan kiilonbozonek.

4.3 A levelek antioxidans képessége

A novények szuperoxid dizmutaz (SOD) aktivitasa az UV-dozisok emelkedésével

o

egyenesen aranyosan nétt, a csak PAR alatt fejlodott levelekben (GG395 sziird) detektalt

o

aktivitas a napfény teljes spektrumanak kitett levelek (N-WG280 sziird) értékének 37%-a volt
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(9. abra). Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a természetes UV-B-kitettség fokozta a
02" keletkezést a levelekben, ami a SOD enzim miik6désébdl és detektalt aktivalodasabol
adododan fokozott H2O, keletkezéssel jart egyiitt az UV-B transzparens sziirdk alatt fejlodott

novények esetében.
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9. abra: A természetes UV-sugarzas kiillonb6z6 tartomanyainak hatdsa SOD-aktivitasra. Az oszlopok szinei az
iivegszlir6k harom csoportjat jelzik az alapjan, hogy az ultraibolya-tartomany mely részei szamara transzparensek.
Kék: UV-B + UV-A + PAR, narancs: UV-A + PAR, arany: PAR (ld. 3.1 fejezet). Az x tengelyen az tivegsziir6k
tipusait jeldltem. 100%-nak az N-WG280-as tipust sziir6 alatt fejlodott novényeket tekintettiik. mivel UV-B. UV-
A és PAR sugarzast is kaptak. A 100% értéke: 0,8148 U SOD/ug protein. Az egyes szlir6k alatt nevelkedett
novények kozotti kiilonbségeket egyutas ANOVA-val vizsgaltuk, az eredményeket p < 0,05 esetén tekintettiik

szignifikansan kiilonbozének. A kiilonbségeket eltérd betiikkel jeldltem.

A harmas tipusu ndvényi peroxidazok (POD) aktivitasa a SOD-dal ellentétes trendet
mutatott, azaz az UV-dozis emelkedésével egyenesen aranyosan csokkent: A GG395 sziir6 alatt

fejlodott levelekben tobb, mint haromszor magasabb POD-aktivitast detektaltunk (10. abra).
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10. abra: A természetes UV-sugarzas kiilonbozo tartomanyainak hatdsa POD-aktivitasra. Az oszlopok szinei az
livegsziirbk harom csoportjat jelzik az alapjan, hogy az ultraibolya-tartomany mely részei szamara
transzparensek.Kék: UV-B + UV-A + PAR, narancs: UV-A + PAR, arany: PAR (Id. 3.1 fejezet). Az x tengelyen
az livegsziir6k tipusait jeloltem. 100%-nak az N-WG280-as tipust szlird alatt fejlédott novényeket tekintettiik.
mivel UV-B. UV-A és PAR sugarzast is kaptak. A 100% értéke: 2,86 U POD/ug protein. Az egyes szlirék alatt
nevelkedett novények kozotti kiilonbségeket egyutas ANOVA-val vizsgaltuk, az eredményeket p < 0,05 esetén
tekintettiik szignifikansan kiilonbozoének. A kiillonbségeket eltérd betlikkel jeldltem.

A kutatocsoport korabbi, ndvénynevelé kamrakban végzett kisérletei alapjan a POD-0k
megfeleld aktivalodasa, és igy a szoveti H2O: effektiv szabdlyzasa UV-kitettség sordn
kiemelkedden fontos (Czégény és mtsai. 2019, Czégény, Matai, és Hideg 2016, Majer és mtsai.
2014). A jelen munkaban azonban a névények természetes napsugarzasra adott valaszait
vizsgaltuk, ami pedig jelentdsen eltérd PAR-UV aranyokat jelent, a kdrnyezeti UV-sugarzas a
vizsgalt levelekben nem valtott ki stresszhatast (1d. azonos fotoszintetikus aktivitds minden
szird alatt). Az UV morfologiat, védelmi utakat vagy sztomamozgast szabalyozd hatasa
azonban erésen H2O2 kdzponta (Czégény és Racz, 2023), igy az N-WG280 és N-WG295 sziirdk
alatt fejlodott levelekben feltételezett magasabb szoveti H202 koncentréacio a jelatviteli utak
hatékony miikddése szempontjabdl tiinik fontosnak. UV-kitettség soran a magasabb szdveti
H20, koncentracio fokozott kockazattal jar egyiitt, mert az egyéb abiotikus faktorokkal
szinergikusan egyiitthatva (Hideg, Jansen, és Strid 2013), stressz esetén a kornyezeti UV-B
fotonok képesek a H202-ot *OH-ké alakitani (Czégény és mtsai. 2014). A levelek hidroxilgyok

antioxidans képessége kizarolag az N-WG280 sziird alatt fejloddve tért el a tobbi ndvényben
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detektalhatotol (20-32%-kal) (11. abra), azonban ez az érték alacsonyabb volt, mint a tobbi

csoport esetében
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11. abra: A természetes UV-sugarzas kiilonb6z6 tartomanyainak hatasa a levelek hidroxilgyok (‘OH) semlegesito
képességére. Az o0szlopok szinei az {ivegsziir6k harom csoportjat jelzik az alapjan, hogy az ultraibolya-tartomany
mely részei szamara transzparensek. Kék: UV-B + UV-A + PAR, narancs: UV-A + PAR, arany: PAR (ld. 3.1
fejezet). Az x tengelyen az iivegsziir6k tipusait jeloltem. 100%-nak az N-WG280-as tipusu szird alatt fejlodott
novényeket tekintettiik. mivel UV-B. UV-A és PAR sugarzast is kaptak. A 100% értéke: 5,56 mM etanol
ekvivalens g levél frisstomeg. Az egyes sziir6k alatt nevelkedett ndvények kozotti kiilonbségeket egyutas
ANOVA-val vizsgaltuk, az eredményeket p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansan kiilonb6zének. A
kiilonbségeket eltérd betiikkel jeloltem.

Ez az eredmény megerdsiti azt, hogy a kezelés soran a magas 4tlagos napi
kozéphodmérseklet (kb. 30 °C, weatherspark.com) és a magas fényintenzitas ellenére sem érte a

novényeket karosito mértékii stresszhatas.

5 Osszefoglalas

Az ultraibolya-sugarzas (UV) a ndovények szamara fontos szabalyozo faktor, illetve
informacio forrasa. A kutatdocsoport korabbi, novényneveld kamrakban végzet kisérletek soran
kapott eredményeire alapozva kijelenthetd, hogy a levelek hidrogén-peroxid (H20)
haztartasanak hatékony szabalyzasa dontd mértékben befolydsolja a novények UV-kitettség

soran kialakul6o alkalmazkodési vélaszait. A ndvényneveld kamrdk el6nye, hogy benniik
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kontrollalhatoak a névénynevelési €s kezelési koriilmények, hatranyuk azonban, hogy a benniik
alkalmazhatd fotoszintetikusan aktiv fény intenzitdsa jelentésen elmarad a nyari

napsugarzasétol, és ezaltal a kornyezeti koriilmények modellezése kamrakban nem lehetséges.

gy annak érdekében, hogy természetben lejatszodd, UV-sugarzas altal szabalyozott
folyamatokat megvizsgalhassuk, a modellnovényeinket a természetes napsugarzas alatt
neveltiik fel, annak kiilonb6z6é ultraibolya-komponenseit pedig specialis iivegcsempék
segitségével sziirtiik ki. A dohany modellndvényeink az livegsziirdk alatt fejlodtek a kezelés 6
hetében, igy a teljesen kifejlett leveleik vizsgalataval a hosszu tava alkalmazkodasi valaszaikat

jellemezhettiik.

A Kklorofill fluoreszcencia paraméterekkel és a sztomavizsgalatokkal a fotoszintetikus
folyamatok tobb szakaszat is jellemezhettiik. A minden szlird alatt azonos fluoreszcencia
paraméterek (PSII hatasfok és nem fotokémiai kioltas) és a korrigalt, egységnyi sztomafeliiletre
es6 szén-dioxid (CO2) asszimilacid6 meghatarozasa utan kijelenthetjiik, hogy az intenziv
abiotikus hatdsok (magas hémérséklet, kevés csapadék, magas fényintenzitds) ellenére a
novényeink az Oket ért koriilményekhez sikeresen alkalmazkodtak és benniik oxidativ

kéarosodasra utalo jeleket nem tapasztaltunk.

Az oxidativ karositds megeldzése ¢és ezaltal a kornyezeti viszonyokhoz torténd
alkalmazkodas sikere a megfeleld antioxidans valaszok kialakuldsan mulik. A munka soran
megvizsgaltuk tobb nem enzimatikus antioxidans és antioxidans enzim mennyiségének vagy
aktivitasanak a valtozasat a kiilonbozd fényviszonyok kozott. Két fontos specialis metabolit
csoport, a flavonoidok és az antiocianinok non-invaziv vizsgalata soran kimutattuk, hogy annak
ellenére, hogy ez a két vegyiiletcsoport a szintézisiiket tekintve meglehetosen kdozel all
egymashoz, a koncentraciojuk dontd mértékii szabalyzasat két kiilon fénytartomany, igy kiilon
fotoreceptor tipus végzi. A flavonoidok szabalyzasaért inkabb az UVRS protein, a ndvényi UV-
B fotoreceptor tiinik feleldsnek, mig az antocianinok mennyisége inkabb az UV-A, és igy a
kriptokrom (CRY 1) mtikodésének fiiggvénye. A folyadékkromatografias vizsgalataink (HPLC)
soran megmutattuk, hogy a dohdnylevelek f6 fenolos vegyiiletei a klorogénsav, a
kriptoklorogénsav és a kvercetin rutinozid, amelyek mennyisége a leveleket ért ultraibolya-
dozistol fiiggben valtozik. A levelek hidroxilgyok ("OH) semlegesité képessége szamos nem
enzimatikus antioxidans hozzajarulasaval alakul ki. Az UV-B "OH general6 képessége a munka
soran nem realizalddott, olyannyira, hogy a teljes napsugarzasnak kitett ndvényekben
detektaltuk a legalacsonyabb ‘OH-antioxidans kapacitast. Az antioxidans enzimaktivitas
vizsgalatok (szuperoxid-dizmutaz, SOD és fenolos peroxidaz, POD) alapjan kijelenthetjiik,
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hogy a vizsgalt dohanylevelekben az emelkedd UV-sugarzas fokozta a szoveti HoO--
koncentraciot, ami az UV-sugarzas altal vezérelt jelatviteli folyamatok soran jatszik fontos

szerepet.
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