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aszkorbét (aszkorbinsav anionja)

(ascorbic acid)

aszkorbéat-peroxidaz

bioldgiailag effektiv UV dozis

(biologically effective UV dose)

fényspektrum bioldgiai stlyozasara szolgald fliggvény
(biological spectral weighting function)
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dehidroaszkorbéat-reduktaz

endoplazmatikus retikulum

elektrontranszfer
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ferredoxin

vasion-redukal6 képesség

(ferric ion reducing antioxidant power)

glutation (redukalt forma)

glutation-peroxidaz

glutation-reduktaz

glutation-diszulfid (oxidalt forma)
glutathion-S-transzferaz

hidrogénatom-transzfer

a reakciot 50%-ban gétlo koncentracid

(half inhibition concentration)
monodehidroaszkorbat-reduktéz
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (oxidalt forma)
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (redukalt forma)
nem-fotokémiai kioltas

(non-photochemical quenching)

fotoszintetikusan aktiv sugarzas

(photosynthetically active radiation)
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PS fotokémiai rendszer
(photosystem)
ROS reaktiv oxigénszarmazekok
SAC ROS-specifikus antioxidans kapacitas
SOD szuperoxid-dizmutaz
TAC teljes antioxidans kapacités
TEAC Trolox ekvivalens antioxidans kapacitas

(Trolox equivalent antioxidant capacity)
TFT teljes fenolosvegyulet-tartalom
uv ultraibolya (hulldmhossz)

(ultraviolet)



1. BEVEZETES

1. BEVEZETES

»Bizony, a josag és rosszasag, az irgalom és kegyetlenség ilyen furcsa viszonyban
allanak egymassal. Elvalaszthatatlanul egyiitt miikodnek, az egyik el se képzelheté a masik
nélkiil, akarcsak az, hogy valaki, akinek kitiind a szeme, ne lassa meg egyforman a kéket
és vorost, a pillangdt és gilisztat. Ellentétek, az igaz, két ellensarki vég, de mindig
természetes kolcsonhatdsban vannak, a korilmények szerint valtakoznak, egymas nevét
veszik fol, keringenek, atalakulnak, mint a pozitiv és negativ villamosaram.”

Kosztolanyi Dezs6 (1927) szavaival igy foglalhatnank ossze azt az éllaspontot,
ahova a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) tanulményozasa Ota mara eljutott a
(névény)bioldgia. A ROS-okat sokaig elsésorban karos molekuldknak tekintették, amik
kedvezétlen koriilmények vagy fertézés hatasara lancreakcidszeriien tovabbterjednek a
Ezzel szemben az antioxidansok — azok az enzimek és vegyuletek, amelyek az oxidativ
formékat semlegesiteni képesek — mint jotékony szerepl6k voltak elkonyvelve a
szervezetek élettorténetében. De ahogy méra mér latjuk, a ROS-ok és antioxidansok
viszonya a sejtben valdjaban finom egyensulyi rendszert alkot, a redox homeosztazist,
amely folyamatos szabéalyozas alatt tartja a sejt anyagcsere- és fejlédési folyamatait, és a
valtozd kornyezeti feltételekhez valé alkalmazkodés kulcsa.

A novények alkalmazkodasa a fluktudlé kornyezeti viszonyokhoz elsdsorban a
fotoszintetikus kapacitasuk meg6érzésén alapul, mivel az energiaétalakitési folyamatok
telitbdése esetén a feldolgozatlan fényenergia karos hatdsd lehet, fotoinhibiciéhoz, a
fotokémiai rendszer degradalodésahoz vezethet. Ebben a folyamatban kiemelt szerepet
jatszanak a ROS-ok, azonban a Vvéaltozd fényviszonyokhoz valé akklimécios vélaszok
elinditasaban is ezeké a foszerep, a védelmi Utvonalak, s féként az antioxidans rendszer
indukcidjaval.

Vizsgalatainkban azt tiiztiik ki célul, hogy elemezzik a levelek altalanos

crer

fényintenzitasu lathato fény és UV-B sugarzas esetén.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A ndvények és az abiotikus kdrnyezet — stresszvalasztol az akklimatizacioig

A novenyi szervezetek valtozd kornyezeti hatdsok kozott élnek és nagyfokd
alkalmazkodési képesseggel rendelkeznek. Egy cserepes ndvényre ranézve a fiziologidban
jartas ember azonnal sok mindent meg tud allapitani a kdrnyezetrél, amelyben az adott faj
természetes korilmények kdzott élhet. Példaul egy aprd termetli pozsgas kovirdzsa hisos
levelei arulkodnak vizraktdrozd képességérél, s igy arrdl, hogy csapadékkal csak
id6szakosan ellatott teriiletr6]l szarmazik, levelei viaszos feliilete pedig azt mutatja, hogy
magas fényintenzitasokhoz, tiiz6 naphoz alkalmazkodott. S ha egy kaktuszfajra vagy egy
6serdei fan ¢él6 broméliafélére tekintlink, ezek a jellegzetességek a szélsGséges
klimaviszonyok vagy eéletmdd miatt még inkdbb szembetiinéek. Ezek a ndvenyfaj
egyedeire egységesen jellemzd, foképp morfologiai jegyek a hosszutavu, generdciokon at
megvalosuldé  alkalmazkodas, az adaptacid jegyei, amelyek erés genetikai
meghatarozottsdggal rendelkeznek. Azonban az egyes ndvenyegyedek Kkiszakitva
természetes kornyezetiikbél bizonyos - olykor egészen jelent6s - mértékben képesek
alkalmazkodni az adott kdrnyezeti viszonyokhoz, f6képp biokémiai, s részben anatémiai,
illetve morfologiai szinten: ezt a fajta alkalmazkodast akklimatizdcionak nevezzik
(Lichtenthaler 1998; Gaspar es mtsai. 2002). Erre a ndvénynek természetes kdrnyezetében
is szilksége van, ahol a fény- és hémérsékletviszonyok igen gyorsan fluktualhatnak, mig
példaul a szervesanyag-, vizellatottsagi és egyéb koriilmények lassabban véltakoznak. Az
egyes szakirodalmakban ezeken kivil hasznalt akklimacio kifejezést az egyféle kornyezeti
valtozdhoz val6 alkalmazkodas jel6lésére vezették be.

Az alkalmazkodas eldidéz6je mindig az optimalistol eltéré kornyezeti viszony, ami
a novényi szervezetben stresszorként jelenik meg (Lichtenthaler 1998). A stressz a
szervezetnek a stresszorra adott nem specifikus szindroméban (tlinetcsoportban)
megnyilvanulé allapotét jelenti Selye Janos eredetileg orvosi biol6giai meghatérozasa
alapjan. Igy a novényi szervezet révid- vagy hosszdtavl, egyed- vagy populacioszintii
alkalmazkodésa (akklimécitja illetve adaptacidja) a stresszre adott valaszreakcio.
Hagyomanyos felosztas szerint elkildnithetiink abiotikus és biotikus stressztényezoket
(Levitt 1972). Az el6bbi csoportba sorolhatok a fény-, homérséklet- és vizviszonyok
optimalistol eltéré valtozasai vagy a kiilonboz6 tdpanyagok és vegyi anyagok el6fordulasa

(vagy hidnya) a noveny kornyezetében, az utdbbiak kozé pedig a korokozok, kartevok
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hatasa. Ezek a kiilonboz6 hatdsok, illetve kombinacioik eltérd valaszreakciokat valtanak ki
a ndvényekbdl, mégis legtobbiiknél van egy kdzos, altalanosan megfigyelhetd jelenség: a
sejtek redoxegyensulydnak eltolédasa, ami sejtszinten jellemzéen oxidativ stresszkent
nyilvanul meg (Mittler 2002).

Ennek oka, hogy a stresszorok megjelenése az eréforrasok atcsoportositasat kivanja
meg, igy azok korlatozhatjak a ndvényt életfolyamataiban, fotoszintetikus aktivitasaban.
Mivel a zdld ndvényi részek a fényenergia begytijtésére optimalizalodtak, amennyiben az
abszorbealt fényenergiat nem képesek fotokémiai reakcidikban hasznositani, a
tobbletenergiat a védekezd rendszerik segitségével életfolyamataikat nem veszélyeztetd
maddon kell elvezetniuk. Stresszorok jelenlétében azonban az energiakompartmentalizacio

reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) fokozott termelédéséhez vezethet.

2.2. Reaktiv oxigénszarmazékok és oxidativ stressz novényi rendszerekben

A reaktiv oxigénszarmazékok az aerob légzés és a fotoszintézis természetes
velejaroi, igy a novényi metabolizmus elkertlhetetlen melléktermékei. A molekularis
oxigén erds oxidaloszer, amelynek teljes redukcidja (4 € és 4 H" atadasaval) vizmolekula
(H20) képzodéséhez vezet, azonban részleges redukcids allapotai reaktiv intermedierek
létrejottét eredményezik. Az oxigénbdl elektronatadassal szuperoxidgydk-anion (O"),
illetve hidrogén-peroxid (H,O;) és hidroxilgyok (‘OH) keletkezhet. Mas (ton,
energiadtadassal is keletkezhet ROS molekularis oxigénb6l, ami ennek hatasara triplett
(CAgO,) &llapotbdl a sokkal reaktivabb szinglett (*AgO2, a tovabbiakban '0,) allapotba
kerdl.

Oxigén a fotoszintetikus vizbontds termékeként, illetve a gazcserenyilasokon
keresztil bedramolva mindig jelen van a Kkloroplasztiszok tilakoidmembranjanak
kornyezetében, ahol a fotoszintetikus elektrontranszportlanc is elhelyezkedik (1. abra). A
tilakoidokba &gyazott két fotokémiai rendszeren (photosystem, PS) keresztiil a fényenergia
kémiai energidva alakul at, mikozben az elektronok donorok és akceptorok sorozatén
keresztlilhaladva végul a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADP™) redukalasara
(NADPH), illetve a viz oxidaldsara haszndlodnak fel. Emelett a fényenergia
protonmozgatd er6t is general a membran két oldala kozott, ami adenozin-trifoszfat
szintézisehez vezet. A PS | elektronsztranszport-lancanak tultelitédésekor a ferredoxin (Fd)
elektronja atadodhat a kdzelben 1évé O, molekulaknak, ami O," keletkezéséhez vezethet a
Mehler-reakcion keresztul (Mehler 1951). A PS 1l e™-akceptorainak (feofitin, Qa, Qs, PQ)
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autooxidacidja is eredmeényezheti az oxigén redukciojat, de az altalanosan elfogadott nézet
szerint a szuperoxidgyok keletkezésének elsddleges helye a PS | (Asada 1999; Asada
2006). Ezen kivil a PS 1l donor oldalan a viz részleges oxidacidja H,O, képzédéséhez
vezethet, illetve az elektrontranszport-lancban keletkezett O,” tovéabbi redukcidja is
vezethet H,O, megjelenéséhez, ami tovabb alakulhat hidroxilgydkké a Fenton-reakcio
soran (I. pl. Pospisil 2009 dsszefoglaléjat). A masik fontos ROS-képzddési modnal a PS 11
triplett &llapot( reakciokozpont klorofilljarél (3P6807) energiaatadassal 'O, keletkezik
(Vass és mtsai. 1992). A potencialis ROS-keletkezési helyeket a kloroplasztiszmembran

fotokémia reakciosorozataban az 1. &bra illusztralja.
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1. &bra: Potencidlis ROS keletkezési helyek a kloroplasztisz tilakoidmembranjaba agyazott
fehérjekomplexek fotoszintetikus elektrontranszport-Gtvonaldban. A kék pontozott nyilak az elektron- (e7)
dtadésok irdnyat jelzik, mig a sarga szagatott vonal az energia (E) 4tadasanak irdnyat mutatja. A PS 1l donor
oldalan a viz oxidacidja hidrogén-peroxid (H,0O,) kialakulasadhoz vezethet; a PS Il akceptor oldalan a feofitin
(Phe), a kinonmolekuldk (Qa, Qg), vagy a plasztokinon (PQ) oxidacidja vezethet szuperoxidgyok (O,")
képzddéséhez; a PS | akceptorai, az A,, illetve a ferredoxin (Fd) oxidaci6ja O," - képz6dését eredményezheti;
a triplett allapotti P680 klorofillrél energiaatadassal *O, keletkezhet. A O," spontan médon vagy szuperoxid-
dizmutdz enzim kozremiikodésével H,0,-da alakulhat, ami Fe(Il) molekula segitségével Fenton-reakciéban
hidroxilgyokot ((OH) képezhet. Az eredeti dbra forrasa: Dr. Jon Nield , © Wolfson Laboratories, Department

of Biological Sciences, Imperial College London, 2003.
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A leirt gydkds (0,7, ‘OH), illetve nemgydkds (H:02 'O,) természetii
oxigénszarmazékok ko6zOs jellemzbje a rovid életidd és az erds reaktivitds, bar ezen
tulajdonsdgaikban nagy eltérések talalhatok kdzottik (Halliwell és Gutteridge 1999). Ezek
a reaktiv oxigénformdk képesek egymadsba is atalakulni kiilonb6zé utakon, enzimek
segitségével (pl. szuperoxid-dizmutéz katalizalt O,” — H,0, atalakulds) vagy spontan
médon (pl. 027 — H,0y), illetve kelacids fémek kozremiikddésével, példaul a Fenton-
reakci6 soran ( Fe(ll) + H,O, — Fe(lll) + 'OH + "OH). A legreaktivabb a ROS-ok kdziil a
hidroxilgyok (Mgller és mtsai. 2007). Terjedésuket viszont rovid életidejik korlatozza:
meg a nagy in vitro stabilitasu H,O is csak néhany mikrométeres tavolsagra tud eljutni az
¢l6 szervezetben (Halliwell és Gutteridge 1999). Viszont a ROS-ok kdnnyen reakcidba
lépnek a sejt kiillonboz6 vegyiileteivel, a fehérjékkel, a membrannal (lipidperoxidacio) és
egyéb sejtalkotokkal, amelynek eredményeképpen az elsédleges ROS keletkezési helyekt6l
tdvolabbi sejtrészekben is tovabbi gyokds természetli anyagok keletkeznek, mint a
peroxilgydk (ROQ"), alkoxilgydk (RO") vagy a hidroperoxilgyék (HOO"). Mindezek a
reaktiv. formék Ilancreakcioszeriien tovabbterjedve oxidativ stressz kialakuldsdhoz
vezethetnek (Mittler 2002; Halliwell 2006). A folyamatban szerepet jatszanak a nitrogén-
monoxid (NO) szabadgyokok, illetve a NO és ROS-ok reakcidjabol keletkezé reaktiv
(OONO") (Vandelle és Delledonne 2011). A membrénlipid-peroxidécio és a sejtalkotok
oxid&cioja végul a sejt halaldhoz vezethet (Mgller és mtsai. 2007).

A ROS-képzddés tobb helyszinen is zajlik a novényekben, a kloroplasztisz mellett
két jelent6s keletkezési helylik a mitokondrium és a peroxiszéma. A mitokondriumban a
légzési elektrontranszport-lanchan résztvevé 1-es és Ill-as komplex a O, keletkezésének
f6 szinterei. A peroxiszomakban oxidativ tipusu anyagcserefolyamataik melléktermékeként
jelenik meg a O;", egyrészt a xantinnak a xantin-oxidaz altal katalizalt urinsavva valo
alakulasa soran, masrészt membranjuk elektrontranszport-lancaban. H,O, is keletkezhet itt
nagyobb mennyiségben, elsdsorban a fotorespiracié soran a glioxalat-oxidaz enzim
miikodésével, a zsirsavak B-oxidacidjakor, vagy a flavin-oxidazok katalizalta reakcioban
(del Rio és mtsai. 2006).

A harom emlitett sejtorganellumban lezajlé ROS-képzédésen kivil egyéb (itt nem
részletezett folyamatok) eredmeényeképpen szabélyozott, katalitikus médon is keletkeznek
a novenyi sejt tobb részében ROS-ok, pl. az endoplazmatikus retikulumban (ER), a
citoplazméban és az apoplasztban is (Mittler 2002; Apel és Hirt 2004; Gill és Tuteja 2010),

amelyeknek szerepe lehet a patogének elleni védelemben, stresszvalaszhoz kapcsol6dd

10
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jelatviteli atvonalak indukéaldsaban és méas szabalyoz6 folyamatokban is (l. pl. Apel és Hirt
2004, vagy Foyer és Noctor 2009 &ttekint6 tanulmanyait).

Az, hogy a ROS-ok nem csak mint kéros, sejtalkotokat oxidalé dgensek 1épnek fel,
és alkalmasak lehetnek jelatviteli szerepekre, védelmi Gtvonalak indukéléséara is, egy
el6fordulasukat és mennyiségiiket tobb szinten szabalyozo, tébbkomponensii antioxidans-
rendszer mitkodésének koszonheté. Ez a rendszer a sejteket egyfajta egyensulyi allapotban,
az un. redox homeosztazisban tartja (Halliwell 2006; Foyer és Noctor 2009). Err6l a

rendszerrdl és alkotoelemeirdl szol a kovetkezo fejezet.

2.3. A ndvényi antioxidans rendszer

Antioxiddns minden vegyulet, ami egy oxidalhatd szubsztratndl alacsonyabb
koncentracioban jelen léve képes jelentdsen késleltetni vagy gatolni annak oxidaciojat
(Halliwell és Gutteridge 1999). Egy adott antioxidans gyodkkiolto-képessége figg annak
reaktivitasatol és koncentraciojatol, illetve sejten beliili eléfordulasatol. Az antioxidansokat
legaltalanosabban enzimekre és nemenzimatikus, alacsony molekulasulyd vegyiletekre
oszthatjuk, bar valéjaban a két rendszert nem lehet élesen elvélasztani egymastol, hisz tobb
enzim kofaktorként hasznalja az ut6bbi csoport tagjait, més antioxidans enzimek szerepe
pedig épp ezen vegyiletek regeneréciojaban van.

A ROS-ok kozil a O,” és a H,0, els6sorban enzimek kozremiikodésével
eliminalodik, mig a "OH és a 'O, semlegesitésére nem ismeriink enzimes reakciokat.
Fontos megjegyezni azt is, hogy a ROS-képz6dés elkeriilésére, illetve megelézésére is

szamos mechanizmus ismert a ndvényekben, amelyekr6l a késébbiekben még sz6 esik.

2.3.1. Az enzimatikus antioxidans rendszer és komponensei

A kovetkez6kben a legfontosabb antioxidans enzimeket, sejten bellli lokaliz&cidjukat, és a
reakcio termékét a célzott ROS alapjan csoportositva mutatom be.

A szuperoxidgyok elleni védelem elsé vonalat a szuperoxid-dizmutdz (SOD)
metalloenzimek csalédja alkotja (Alscher és mtsai. 2002). A fém kofaktor szerint harom
fajtajat kulonboztetjiik meg: Cu/ZnSOD, MnSOD és FeSOD. Ezek megtalalhatdak a
kloroplasztiszban (Cu/ZnSOD és FeSOD), a mitokondriumban (MnSOD), a
peroxiszbméban (CuzZnSOD és MnSOD), a glioxiszomakban, az apoplaszthan

(valoésziniileg Cu/ZnSOD) és a citoszolban (Cu/ZnSOD) is, igy minden olyan helyen
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lehetévé teszik a O, gyors eliminalasat, ahol az megjelenhet. Kézremiikodéstikkel a
szuperoxid-gyokbsl H,0, és O, képzddik. Erdemes megemliteni, hogy két O,"
molekulabdl spontdn modon is keletkezhetnek a fenti termékek, bér sokkal kisebb
hatékonysaggal, mint az enzimkatalizalt reakcioban.

A hidrogén-peroxid, amely legnagyobb mennyiségben a SOD enzim mitkodése
soran keletkezik, kiilonboz6 utakon keresztiil kertilhet semlegesitésre, részben a keletkezés
helyének fliggvényében. A kloroplasztiszban az aszkorbéat-peroxidaz (APX) enzimek
jatszak a f6 szerepet hatékony eliminaciojaban. Ezek az enzimek az aszkorbatot (AsA), az
aszkorbinsav (C-vitamin) anionjat hasznaljak kofaktorként a H,O, vizzé torténd
redukcidjahoz,  mikdzben  azt  monodehidroaszkorbat-gyokké  alakitjak. A
monodehidroaszkorbat Ujraredukélasa egy komplex folyamat, amelyben olyan enzimek
vesznek részt, mint a NAD(P)H kofaktorral mi{ik6d6 monodehidroaszkorbat-reduktaz
(MDHAR), a glutation (GSH) kofaktorral miitkodé dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR),
illetve a szintén NADPH kofaktorral miikodé glutation-reduktaz (GR). Ezeknek az
enzimeknek és kofatoraiknak egytittmiikodése alkotja az aszkorbat-glutation ciklust, amely
a kloroplasztiszok f0 antioxidans védekezési rendszere (Asada 1999). Ezen kiviil a
citoplazméban, a mitokondriumokban, glioxiszoméakban és a peroxiszOmakban is
taldlhatok APX enzimek.

A katalazok (CAT) vastartalmd enzimek, amelyek a H,O, vizzeé és oxigénné valo
atalakitasat katalizaljdk. A peroxiszomakban képz6d6 H,O, semlegesitésében van
meghataroz6 szerepuk. A glutation-peroxiddzok (GPX) a H,O, mellett szerves és lipid
hidroperoxidok redukcidjat is katalizaljak és GSH-t (vagy tioredoxint) hasznalnak
elektrondonorként. A sejten belil tobb helyen is megtaldlhatéak (kloroplasztisz,
mitokondrium, citoplazma, ER). A fentieken kiviil szamos peroxiddz hat&st enzim ismert
még, valtozatos sejten bellili lokalizacioval, amelyeknek a H,O, redukcidjanak katalizalasa
csak egy, a sok fontos funkcidjuk kdzil (Veitch 2004).

A felsoroltakon kivill még szamos enzim vesz részt kdzvetett mddon a ROS elleni
védelemben, ilyenek a glutation-S-transzferazok (GST), amelyek a citotoxikus
vegyuleteket glutationhoz kotik, ezzel megjeldlve Gket a membranon at torténd
elszallitashoz, vagy a peroxidaz aktivitassal rendelkez6 peroxiredoxinok (Dietz és mtsai.
2006) illetve az ezeket redukal6 tioredoxinok (Lemaire és mtsai. 2007); ezek részletes

bemutatasa tulmutat e disszertacio témakorén.
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2.3.2. Nemenzimatikus antioxidansok

Ahogy azt mér emlitettiik, két nagyon fontos ROS, a "OH és a 'O, semlegesitésére
alkalmas enzimek nem ismertek, igy ezek detoxifikdlasa csak a nemenzimatikus
antioxidansok révén valésulhat meg. Az "OH semlegesitéséért elsésorban a aszkorbat, a
tokoferolok és a glutation felelések, de csak amennyiben a keletkezés helyéhez kozel
vannak jelen, hisz ez a legnagyobb reaktivitasi a ROS formak kozil. Val6jiban in vivo
kortlmények kozott a "OH hidrogén-peroxidbdl valo kialakulasanak elkeriilése jelent6sebb
meg. A 'O, keletkezését elsésorban a triplett allapotd klorofill képz6désének
megakadalyozasaval lehet elkerilni. A karotenoidok, a tokoferolok és az aszkorbét (illetve
a plasztokinon) is részt wvehet a szinglett oxigén energidjanak kioltdsdban a
kloroplasztiszban, ahol ez a ROS megjelenik (Triantaphylides és Havaux 2009).

A glutation és az aszkorbét a legfontosabb és legtdbbet tanulményozott antioxidans
hatdsu vegytiletek (Noctor és Foyer 1998; Smirnoff 2000; Foyer és Noctor 2011; Noctor és
mtsai. 2012). Szerepiikr6l mar az enzimatikus védekezésnél volt sz, hisz ezek a
molekulak a kulcsfontossagu viz-viz ciklusban szereplé antioxidans enzimek kofaktorai
(Asada 1999). Azonban mindkeét vegytlet 6nmagéaban is hatékony vizoldékony antioxidans
(Foyer és Noctor 2011). A GSH egy tripeptid, amelynek jelent6sége cisztein aminosavanak
tiol (-SH) csoportjaban rejlik. Ennek segitségével a GSH redukald &dgensként tud szolgélni
diszulfid-hiddal rendelkezé vegylletek szdméra, mikdzben két molekuldja glutation-
diszulfidda (GSSG) oxidalodik. Az Gjraredukdlast a glutation-reduktdz (GR) enzim végzi
NADPH kozremiikodésével, nagy hatékonysaggal. A GSH:GSSG arany szabélyozasa a
novényi sejtek redox &llapotanak egyik legfontosabb komponense és egyben az oxidativ
stresszt jelz6 paramétere is (Noctor és mtsai. 2012). Az AsA hasonl6 szerepet tolt be, és
egészséges novényi szovetekben, stresszmentes allapotokban oxidalt forméja csupén
nyomokban van jelen (Foyer és Noctor 2011). Egyik oxidalt formaja a méar emlitett
monodehidroaszkorbat, melynek két molekuldja spontdn maddon aszkorbéatra és
dehidroaszkorbatra bomolhat. Az aszkorbat regeneralasét a ferredoxin, vagy a MDHAR és
DHAR enzimek végzik, NADPH mint kofaktor kézremiikodésével. Az AsA ezen kiviil

A BG6-vitamin - ami hat kiilonb6z6, egymasba atalakulni képes vizoldékony

vegyiilet csoportjat jelenti - 'O, és O," semlegesitésére is képes (Bilski és mtsai. 2000;
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Denslow és mtsai. 2005). Csak Ujabban sikeriilt kimutatni a piridoxin 'O,-kiolté szerepét in
vivo is, B6-deficiens novények segitségével (Havaux és mtsai. 2009).

A karotenoidok lipidoldékony vegytiletek, amelyek els6sorban mint fotoszintetikus
fénybegylijté pigmentek ismertek. Két f6 csoportjukat a karotinok és a xantofillok képezik.
Az utdbbiak kozé tartoznak a xantofill ciklusbdl ismert violaxantin, anteraxantin és
zeaxantin, amelyek sorozatos egymasba valé atalakulésat a violaxantin-deepoxidéz, illetve
violaxantin-epoxiddz enzimek végzik a fényviszonyoknak megfeleléen (Demmig-Adams
és Adams 1993). A kloroplasztiszokban a fotokémiai rendszerek védelmében jatszanak
szerepet, egyrészt a triplett klorofillok tobbletenergidjanak atvételével és hd formdjaban
torténé leadésaval, mésrészt a mér keletkezett 'O, semlegesitésével (Triantaphylidés és
Havaux 2009). In vitro kisérletekben kimutattak mas, gyokos természetii ROS-ok
semlegesitésére valé alkalmassagukat is (Miller és mtsai. 1996), azonban ennek
novényélettani jelentéségét in vivo kdrilmények kozott nem ismerjuk.

A tokoferolok (E-vitaminok) szintén lipidoldékony —membranlokalizalt
antioxidansok, lipidperoxilgydkok és 'O, semlegesitésére alkalmas vegyiiletek, igy
els6sorban lipidperoxidacio-gatlokként ismeretesek, bar emellett élettani szerepiik is van,
példaul a membrén stabilizalasdban (Munné-Bosch 2007). A tokoferol regeneracioja
antioxidans mitkodése soran képz6dé gydkos formajabol az AsA segitségével torténik.

A fenolos vegyiletek a ndvények masodlagos anyagcseretermékei, aromas
gyuriivel és egy vagy tobb hidroxilcsoporttal rendelkeznek. ROS-semlegesitd és
fémkelator hatasu vegyuletek, amelyek f6képpen az oxidacios lancreakcié megtorésében
jatszanak szerepet. A keletkez6 fenoxilgyOk-intermedierek viszonylag stabilak, igy ujabb
lancreakcid nehezen indul el, illetve képesek a lancreakci6 terminacidjara is (0sszefoglalo
munka Dai és Mumper 2010). Az ebbe a csoportba tartozo, szerkezetileg kiilonb6z6 kb. 8-
10 ezer vegyilet abban kozos, hogy a fenilalaninbdl kiinduldé anyagcserelton keresztil
termel6dnek (fenil-propanoid Utvonal). Szerepet jatszanak az ultraibolya (UV) fény elleni
védelemben, termesek, viragok szinének kialakitdsaban és a novények kartevok elleni
védekezésében is. A fenolos vegyuletek kozé tartoznak a fenolos savak, flavonoidok,
tanninok, sztilbének és a lignanok.

A fenolos vegyiiletek legnagyobb ¢és legjelentésebb csoportjat a flavonoidok
alkotjadk. A flavonoidok flavanvédzas vegyuletek, amelyek szerkezetlik szerint harom
gyiriibe (C6-C3-C6) rendezddnek. A kdzponti gylirii oxidacios allapota alapjan hat
alcsoportba oszthaték: flavonok, flavonolok, flavanolok, flavanonok, izoflavonok, és

antocianinok. A flavonoidok a novényekben féként gliikozilalt formaban vannak jelen és
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elsésorban a mezofill sejtek vakudlumaban halmozoédnak fel, de a kloroplasztiszbeli
lokalizacidjukat, illetve szintézisiiket megerdsité eredmények is vannak (Saunders és
McClure 1976; Agati és mtsai. 2007; Zaprometov és Nicolaeva 2003). A vegyliletcsoport
in vitro antioxidans hatdsat szdmos tanulményban kimutattdk (Ratty és Das 1988;
Tournaire és mtsai. 1993; Rice-Evans és mtsai. 1995), azonban él6 szovetekben jatszott
gyokfogo szerepiik jelent6ségérél megoszlanak a vélemények (Hernandez és mtsai. 2009).

A fentieken kivil még szdmos olyan vegyiletet talalunk a ndvényi sejtekben,
amiknek antioxidans hatdsa in vitro korulmények kozott bizonyitott, de jelent6ségiik a
novényi sejtekben elsésorban mas funkcidiknak koszonhetd, ilyenek példaul a poliaminok,

a cukrok és a prolin.

2.4. Fotoszintézis valtoz6 fényviszonyok kozott
2.4.1. Fotoinhibicio: a lathat6 fény mint stresszor

A ndvényelettani kutatok a XIX. szdzad végén fedezték fel, hogy a fotoszintetikus
aktivitas fényfliggése telitési gorbét mutat, vagyis egy pont utdn a fotoszintetikusan aktiv
fény (photosynthetically active radiation, PAR) intenzitdsanak novekedése mar nem noveli
tovabb a CO,-megkotést, sot, aktivitascsokkenést eredményez (Ewart 1896, I. Adir és
mtsai. 2003 torténeti visszatekintését). A fotoinhibici6 a fotoszintézis fény altali gatlésa, a
fotoszintetikus apparatus oxidativ kdrosodasan keresztil.

Azota a fotoinhibici6 jelenségét, fiziologiai korulményeit, molekuléris
mechanizmusait szamos kutaté tanulmanyozta (Powles 1984; Aro és mtsai. 1993; Vass és
mtsai. 1992; Keren és mtsai. 1997). A ma altaldnosan elfogadott nézet szerint a PS Il
érzékenyebb a fotoinhibiciora, mint a PS | (Keren és Krieger-Liszkay 2011). A
fotoinhibici6 kiilonb6z6, a szakirodalomban megtalalhatd mechanizmusainak (I. pl. Keren
és Krieger-Liszkay 2011 dsszefoglaléjat) kozos jellemzdje a ROS formak, nevezetesen a
'0,, 0,7, H,0, és "OH fokozott képzédése (a mar bemutatott Gtvonalakon, I. 1. 4bra). A
ROS-ok keletkezése a PS 1l karosodasahoz vezet, valdsziniileg kozvetlen modon (Song és
mtsai. 2006; Krieger-Liszkay és mtsai. 2011). A PS Il javitd mechanizmusai ugyan
gyorsan ¢és hatékonyan mitkodnek (foképp a D1 protein cseréje altal, Aro és mtsai. 1993),
de amennyiben a karosodas mértéke meghaladja a javitbmechanizmusok kapacitasét, a
fotoinhibicié eredményeképp a fotoszintetikus elektrontranszport hatékonysaga jelent6s

mertékben lecsokkenhet. A ROS-ok pedig egyrészt a fotoszintézis tovabbi csokkenését
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okozzdk,  maésrészt  tovébbterjedve  megkezdhetik  karositd  lancreakcidikat,
membréndegradaciot, lipidperoxidéciot, illetve a sejtalkotok bomlasat okozva (oxidativ
stressz). llyenkor az antioxidansok normal (készenléti) szintje mar nem tudja féken tartani

a ROS-indukalt karosodasi folyamatokat.

2.4.2. A magas fényintenzitisra adott névényi valaszok

A fentiek szerint a feldolgozhat6 (fotoszintézisre hasznalhato, illetve biztonsdgosan
elvezethetd) mennyiséget tartdsan meghaladé PAR képes gatolni a fotoszintézist és ROS
produkcion keresztul oxidativ stresszt okozni. Ez az &llapot mind magas fényintenztasu
megvildgitassal, mind a metabolikus utak hatékonysagat csokkent6é kornyezeti hatasokkal
eléidézhetd gyakori stressz jelenség, aminek elkertilésére kiilonbozo stratégiak fejlodtek ki
a névényekben.

A fotoszintézis rovidtavu akklimacioja elsésorban molekularis szinten zajlik le a
fotoszintetikus apparatus elemi gsszetételének valtozésai révén, agy mint a PS 1lI/PS I, a
citokrom bg/f komplex, a Calvin-ciklus enzimei, vagy a fénybegyiijté6 komplexek
ardnyainak valtozésai révén (Anderson és mtsai. 1995). A tobblet abszorbedlt energia
atcsoportositisa alternativ fotokémiai folyamatokba (ciklikus elektrontranszport, foto-
illetve klororespiracio), vagy szabalyozott elvezetése megel6z6 védelmet jelenthet a ROS
képzbédése ellen a fotoszintetikus rendszer szdméra (Niyogi 1999; Foyer és mtsai. 2009;
Peltier és Cournac 2002).

Az abszorbedlt fényenergia kéros hatéasai elleni védelem egyik legfontosabb eleme
a tobbletenergia hé formajaban torténd leadasa, vagyis a nemfotokémiai kioltds (non-
photochemical quenching, NPQ) (Bilger és Bjorkman 1990; Miiller és mtsai. 2001). A
mechanizmus elnevezése arra utal, hogy az NPQ folyamatokat a fluoreszcencia kioltasa
jelzi, annak csokkenésével lehet nyomon kdvetni. Az abszorbeélt fény szinglett allapotba
gerjeszti a klorofillmolekulakat (*Chl*), ami a kovetkezd utakon térhet vissza az
alapéllapotba: (1) fény (fluoreszcencia) kibocsatasaval, (2) fotokémiai Gton, vagy (3)
fénysugarzas nélkiili energiakibocsatassal. Tovabbi lehetdség a triplett gerjesztett allapotba
torténé 4tmenet, ami a 'O, lehetséges forrasa. Mivel a fenti folyamatok egyméssal
kompetitiv médon jelentkeznek, a névények gy tudjak minimalizalni a 3Chl* képzodését,
hogy a fotokémiai fényhasznositast és a szabalyozott energiadisszipacios folyamatokat

magas hatékonysaggal végzik, ezzel a fluoreszcencia minimalis mértékdi marad. Igy a
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klorofill fluoreszcencia analizis segitségével informéaciot nyerhetiink arrél, hogy az elnyelt
fény milyen aranyban hasznosul a fotokémiai Gtvonalakon (Ypsy), illetve kerll alternativ
utakra. Az 0Ossz-fluoreszcencia kibocsatds ugyan nagyon kicsi (az abszorbedlt
fényenergidnak csupan 1-2%-a), mégis jOl koOvethetd6 az emittalt fény jellemz6
hullimhosszan torténd méréssel (Kautsky és Hirsch 1931; Maxwell és Johnson 2000;
Baker 2011). Bar ez a mérés csak relativ értékeket, ardnyokat tud adni, mégis sz&mos
informéacidval szolgalhat a levél (és az egész novény) allapotardl, ami a fotoszintézis
hatasfokat illeti.

A fel nem hasznélt gerjesztési energia elvezetésének jellemzésére tobbféle
paraméter hasznalatos. Ezek kozll a fentiekben leirt NPQ elsésorban a szabalyozott
héleadast képviseli, ami a xantofill ciklus karotenoidjain keresztul valésul meg (Demmig-
Adams és Adams 1993). Ebben a folyamatban a tdil magas fényintenzitast a sejtek a
kloroplasztisz tilakoidmembranjnak két oldala kdzott megndvekedett pH-kilonbségen
keresztill érzékelik, aminek hatdsara aktivizalédik a violaxantin zeaxantinna valo
atalakitasat katalizalo deepoxiddz enzim (Ort 2001). Tehat az NPQ soran a zeaxantin a
kloroplasztiszban felhalmozddik, ha az abszorbedlt féenyenergia mennyisége meghaladja
azt, amit a fotokémiai rendszerek hasznositani tudnak, és segiti a tobbletenergia hé
forméajaban valé leadésat.

Egy alternativ modell, melyet a dolgozatban szereplé fotokémiai mérési
eredmények kiértékelésében hasznaltunk, megkulénboztet szabdlyozott (tehat a fenti
folyamatokat is magaban foglald) és szabalyozatlan (a ROS képzddéshez vezetd utakat
képvisel6) kioltasi folyamatokat, melyek hozamat Klughammer és Schreiber (2008)
munkdja alapjdn Yneg, illetbleg és Yno szimbolumokkal jeldljik. Ezek véaltozd
fluoreszcencia mérésekkel torténd meghatarozasat az Anyagok és modszerek fejezet
részletezi.

A preventiv védekezési utak tanulményozésa tajékoztatast adhat a fotoszintézis
valtozd fényhez torténd akklimécidjardl. Azonban ezen ttvonalak mitkodése mellett is
szamolni  kell a fokozott ROS-képzddéssel. Igy az akklimacios valaszok
tanulmanyozasanak masik fontos része a ROS-semlegesitésnek, mint a védelem mésodik
vonaldnak tanulményozdsa (Logan és mtsai. 2006). Raadasul a ROS-ok a magas
fényintenzitas érzékelése uténi jelatviteli utakban is szerepet jatszhatnak. Az egyes ROS-
ok kozvetlen génregulacids szerepérdl keveset tudunk, de a ROS-indukalhatd gének kdzott
talalhatjuk a védekezésben szerepet jatszé peroxidazokat, mint pl. az APX enzimeket is (Li

és mtsai. 2009). Mivel a magas fényintenzitsra és az abiotikus stresszorok hataséara
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induk&lodo jelatviteli utak nagyban atfednek és sok keresztkapcsolatot tartalmaznak,
elkilonitésik nehéz. Az antioxidans enzimek transzkripciojanak serkentése és az
antioxidans hatasu vegyiletek felhalmozodasa &ltaldnos oxidativ stresszvalasznak
tekinthetd (Mittler 2002; Gill és Tuteja 2010). Osszességében elmondhat6, hogy a valtozd
fényhez val6 akklimécié egy homeosztatikus mechanizmus, melynek soran a novény
igyekszik fenntartani a hatékony fotoszintézisét a valtozd kornyezeti viszonyok kozott
(Walters 2005).

2.4.3. Az UV-sugérzas hatasai a ndvényekre

Az ultraibolya (UV) a lathatonal rovidebb hullamhosszu és nagyobb energidju
sugarzast jelent, ami a Napbdl érkez6 elektromagneses sugarzas 100 és 400 nm kozotti
hullamhossztartoményéba esik. Ebb6l az UV-C (100-280 nm) részt csaknem teljesen
elnyeli az 6zonréteg, azonban az UV-B (280-315 nm) sugarzas nagy része eés az UV-A
(315-400 nm) sugérzas eléri a foldfelszint, igy ezek hatdsdval szamolni kell. A ngvények
képesek érzékelni mind az UV-B mind az UV-A hullamhosszokat, el6bbicket a
nemrégiben felfedezett UV fotoreceptor (Fehér és mtsai. 2011; Heijde és Ulm 2012),
utdbbiakat a fototropinok es kriptokromok segitsegével (Franklin és mtsai. 2005). Az UV-
sugarzds karos hatdsait a novényekre mar évtizedek Ota ismerik és tanulményozzak a
kutatok, f6képpen amidta az 6zonréteg vékonyodasat megfigyelték (pl. Caldwell és mtsai.
1989). A magasabb energidju UV-B képes kozvetlenul kéarositani a DNS molekulét, a
fehérjéket és a membranokat (Jansen és mtsai. 1998), azonban Ujabb kutatasok szerint
fontos szabalyozo szerepe van a novekedésben és fejlddésben (Jansen és mtsai. 1998).
Izolalt, PS Il tartalmi membrénrészek UV-B besugarzasa alapjan kimutathat6 volt az
elektrontranszport gatlasa, amit els6sorban a vizbontd-komplexet ért kozvetlen UV-
kéarositasnak tulajdonitottak (Vass és mtsai. 1996). UV-B kezelt spendtlevelekbdl izolalt
tilakoidmembranan tébbféle gyokos termék kimutathat6 (hidroxilgyok, peroxilgydk, egyéb
szénkozponti  gyokok), ami tobbszinti oxidativ stresszhatdst jelez. Természetes
rendszerekben az UV fotoszintézist karosito, illetve novekedésgatld hatasat foképp a ROS-
kozvetitett oxidativ stressznek tulajdonitjak (Agrawal és mtsai. 2009).

A kutatdsi eredmenyek igen sokféle, néha egymésnak ellentmondd hatésrol is
beszamoltak, aminek oka (a kiilonbozd faju és korti novények hasznalata mellett) az
lehetett, hogy az Uveghazi és szabadfoldi, mesterséges UV-fényt hasznalé modszerek mind

mas-mas dodzissal, illetve UV-B/PAR arannyal torténtek. A természetes napfényben
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megtalalhatohoz kozelibb UV doézisokkal és UV/PAR aranyokkal végzett kisérletek
megmutatték, hogy az UV csak részben karositd, és els6sorban inkabb szabalyozé hatassal
rendelkezik, ami a génexpresszioban és metabolizmusban okozhat jelentés valtozasokat
(Middleton és Teramura 1993; Jansen 2002; Brosché és Strid 2003; Brown és mtsai. 2005;
Frohnmeyer és Staiger 2003; Jenkins 2009). S6t, az alacsony dozist UV-B sugarzas
szabéalyozd hatasénak jelétviteli Gtjat és magat a fotoreceptort (UVRS) is azonositottak
(Brown és mtsai. 2005; Heijde és Ulm 2012; Wu és mtsai. 2012). Valdjaban természetes
vagy ahhoz kdzeli UV-szinteken ritka a novekedést vagy fejlodést ért karositd hatas (Ziska
és mtsai. 1993; Hectors és mtsai. 2007; Ballaré és mtsai. 2011), ami arra utal, hogy ilyen
koriilmények kozott nem beszélhetiink oxidativ stresszrél. Ez azonban nem jelenti azt,
hogy a ROS-oknak ne lenne szerepe a kdrnyezeti UV hatasiban (Hideg és mtsai. 2013).
Mig a magas UV-B dozisok kozvetleniil mérhetd6 ROS keletkezéséhez és oxidativ
stresszhez vezetnek, addig az alacsonyabb dozist, kronikus UV-szintek feltehet6en
akklimécios vélaszok indukcidjaban (Brosche és Strid 2003). Ehhez a szabalyoz6 hatishoz
tartozik a fenil-propanoid Gtvonal génjeinek aktivalasa, a flavonoidok és antocianinok
akkumulécidja, az aszkorbat- és glutationszint novekedése, illetve egyes antioxidans
enzimek aktivicidja (Jansen 1998). A fenolos vegylletek felhalmozddésat UV-sugarzas
hatasara sokaig els6sorban fénysziird, UV-abszorbedld funkcidjuknak tulajdonitottak
(Caldwell és mtsai. 1983; Kolb és mtsai. 2001), azonban a flavonoidok antioxidansként is

szerepet jatszhatnak az UV elleni védelemben (Agati és Tattini 2010).

2.5. Stressztolerancia és a redox homeosztazis

Mivel az antioxidans rendszer a szdmos kornyezeti faktor altal el6idézett ROS-
okozta karosodas elleni f6 védelmet jelenti, a novények stressztoleranciajanak novelésében
gyakran alkalmazott stratégia a rendszer egyes komponenseinek megerdsitése. Ennek
modja foként antioxidans enzimek taltermeltetése transzgénikus ndvényekben. A SOD,
APX, CAT, GR vagy GST enzimeket fokozottan expresszalé névényekkel valoban sikerult
egyes esetekben megndvekedett toleranciat elérni (I. példaul Allen 1995, Kuzniak 2002
vagy Gill és Tuteja 2010 dsszefoglaldjat). Mas esetekben a tultermelt célfehérje a kelacios
fémek semlegesitésében (pl. ferritin, Zok és mtsai. 2010), vagy a mar kialakult reaktiv
aldehidformék elleni védelemben (pl. aldehid-dehidrogendz, Sunkar és mtsai. 2003)

jatszott szerepet. GSH- vagy AsA-taltermeld novényeknél is ki lehetett mutatni ilyen
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hatdsokat, bar az eredmények igen ellentmondédsosak voltak (I. Kuzniak 2002
osszefoglalojat). Mindez nem meglepd, tekintettel arra, hogy a ROS molekuldknak fontos
jelatviteli szerepuk van, igy képzésuk teljes blokkolasa akadélyozhatja tovabbi
stresszvalasz ~ Gtvonalak indukcidjat. Ugyan bizonyos (&ltaldban  mesterséges,
laboratoriumi) kérulmények kozott ezek a transzgénikus ndvenyek valdban mutattak
egyfajta ellenallésagot oxidativ stressz okozta fotoszintézis- és ndvekedésgatlassal
szemben, azonban mind nyilvanval6bb, hogy a stressztolerancia nem egyféle (vagy akar
egyszerre tobb) enzim vagy antioxidans megndvekedett koncentraciojan malik, hanem az
egész antioxidans haldzat és a sejt redox homeosztazisdnak komplex szabélyozasan.

A stresszvalaszokat alapvet6en a potencialisan oxidativan karositd vegylletek (az
osszefoglalé néven prooxidansoknak nevezett, reaktiv oxigén- és nitrogénszarmazékokat is
magéban foglal6 csoport) és az antioxidansok viszonya, egyensulya hatdrozza meg (Dat és
mtsai. 2000; Foyer és Noctor 2009; Suzuki és mtsai. 2012). Normal fizioldgias viszonyok
kozott (stresszmentes allapotban) a pro- és antioxidans rendszer egyfajta egyensulyi
allapotban van, amelyet a sejt redox homeosztézisanak nevezhetiink (Dietz 2003; Foyer és
Noctor 2005). A 2. &bran a magas fényintenzités, illetve egyéb abiotikus kornyezeti
stresszorok hatasat lathatjuk vézlatosan a cellularis redox homeosztazis alakuldsénak
figgvényében. Magas fényintenzitds esetén az abszorbealt fény mennyisége meghaladja a
fotoszintézis feldolgozoképességét, ami fokozott ROS-keletkezéssel jar és oxidativ stresszt
indukdl, illetve fotoinhibicios hatést valt ki. A redox egyensuly a prooxidansok felé tolodik
el, ugyanakkor az oxidativ stressz vagy a ROS-ok kodzvetlenul olyan jelatviteli utakat
inditanak be, amik védekezési mechanizmusok aktivalasahoz vezetnek (ezekben a
jelatviteli utakban a hormonok jelentés szerepet jatszanak). A kornyezeti faktorok
optimalistol eltérd jelenléte kozvetleniil (pl. toxikus elemek, herbicidek, nehézfémek), de
legtobbszor inkdbb kozvetve (vizhidny, sdstressz, &rasztas, magas- vagy alacsony
hémérséklet) okozza a prooxidansok fokozott termel6édését a sejtekben. Ahol a hatds nem
kozvetlen, ott leginkdbb a sejtek ionhomeosztazisa felborulasénak, illetve hiperozmotikus
viszonyainak eredménye és a hormonok hatasa (féképp etilén, abszcizinsav) a ROS-ok
fokozott keletkezése. A magas fényintenzitds és a szuboptimalis kornyezeti tényezOk
egymas hatasat felerésitve fokozzdk az oxidativ stresszt. Az abiotikus stresszhatasok
eredmeényeképpen képz6dott ROS-ok egyrészt a fotoszintetikus rendszer elemeinek
Calvin-ciklus enzimeit6l elvonjak, ezzel fényre ,.érzékenyitik” a ndvényt, azaz mar kisebb

fényintenzitasnal is telitddik a fotoszintetikus kapacitas, igy jelentkezik a fotoinhibicio
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(Foyer és Shigeoka 2011). A kialakul6 oxidativ karosodasok kdzvetlenil, vagy kozvetett
maddon (hormonok) sejthalalhoz vezethetnek. Maésrészt a ROS-ok, vagy az oxidativ
karosodas termékei jelként szolgalhatnak a védekez6 mechanizmusok beinditasahoz (Van
Breusegem et al. 2001; Apel és Hirt 2004; Foyer és Noctor 2005; Suzuki és mtsai. 2012).
Ezek lehetnek az adott abiotikus stresszre specifikus, vagy olyan altalanos reakciok is, mint
az antioxidans enzimek vagy vegylletek produkcidjanak serkentése, illetve akér tovabbi
ROS-képzés indukalasa. Mivel a kiilonboz6 ROS-0k a védekezésben is szerepet jatszanak -
amit fOképpen a patogének elleni védelmi utakndl tanulméanyoztak (Wojtaszek 1997) -, a
sejtek rendelkeznek sajét, endogén ROS-el6allitd vagy -felszaporit6 mechanizmusokkal is
(pl. NADPH oxidaz enzimek, I. Sagi és Fluhr 2006). A homeosztatikus egyensuly
helyreéllasa akklimaciohoz vezet, amennyiben viszont ez nem torténik meg, a sejt(ek),

illetve a szervezet pusztulasa kdvetkezhet be.

magas fényintenzitds «——p abiotikus stresszor

fotoszintézis =7

.
’

» A sejt redox homeosztazisa \
H r " \
sejthalal  védekez6 v
mechanizmusok O
akklimacié

2. abra: A fotoszintézis 6sszefliggései a sejt redox homeosztazisaval stresszhelyzetben, vazlatosan. A redox
egyensuly felboruldsaval kialakul6 oxidativ stressz sejthalalhoz, vagy a védekezd mechanizmusok
indukciojahoz vezethet. A sarga korok a nem kodzvetlen Utvonalakat jel6lik, egyéb jelatviteli anyagok,
legjellemz8bben hormonok koézremiikddését jelzik. Az abra Foyer és Shigeoka (2011) dbrajanak médositott

véltozata.

A sejtek redox homeosztazisa, amely a redukal6 és oxidalé agensek dinamikus
egyensulyi aranyat jelenti a sejtben, valdjaban nem csak a stresszvalaszok fé szabalyozasi
pontja, hanem egy sokkal ltaldnosabb és &tfogdbb szabalyozo szerepet télt be a ndvények

életében, mint a ndvényi metabolizmus és a kdérnyezeti ingerek kozotti ,.kapcsoldpont”
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(Foyer és Noctor 2009). Maga a szeneszcencia, a levelek szabalyozott, természetes
Oregedési folyamata is egy ROS-kOzvetitett jelenség, ami a pro-/antioxidans egyensuly
eltolodasanak eredménye (Zentgraf és Hemleben 2008).

Erdemes megemliteni azt is, hogy a prooxidans-antioxidans elkiildnités nem is
mindig annyira egyértelmi, mivel példaul az aszkorbéat vagy a tokoferol prooxidans hatasd
is lehet, amennyiben vasredukald képességiik elésegiti a Fenton reakciot (Halliwell és
Gutteridge 1999). Ezen kivil a fenolok is viselkedhetnek prooxidansként, fenoxilgyokok
kialakulasaval (Sakihama és mtsai. 2002). A ROS-képz6dés és egymasba vald atalakulas
finom- és tobbszintli szabalyozasa, a keresztkapcsolatokon at torténé kommunikacid
(cross-talk), és a célzott, regulalt megsemmisitésik teszi a proxidans-antioxidans hal6zatot
egy olyan komplex rendszerré, amelyben a ROS vegylletek alacsony szintje fontos

jelatviteli szerepeket tolthet be.

2.6. Mérések a ndvényi prooxidans/antioxidans rendszer allapotanak

meghatarozasara

Amikor a ndvények sulyos stresszhatds alatt &llnak, a pro- és antioxidans
viszonyaik  egyértelmiien  felborulnak, oxidativ  stressz, membrankarosodas,
lipidperoxidécid és tovabbi szabad gyokok toxikus felhalmozddésa indul meg (Mittler
2002). Ez a folyamat jol kovethetd az oxidalt molekulak detektalasara alkalmas
maodszerekkel, példaul a malondialdehid, a membranon keresztiil torténé ion-kiaramlas,
illetve a lipidperoxidacio termékeinek kovetésevel (Shulaev és Oliver 2006; Jambunathan
2010). Maguk az els6dlegesen kialakuld6 ROS molekuldk is detektalhatéak kozvetlenul
kolorimetrikus, elektron paramagnetikus rezonancids méréssel, vagy fluoreszcens riporter
molekulak segitségevel (pl. szuperoxid: Barta és mtsai. 2004; hidrogén-peroxid:
Snyrychova és Hideg 2007). Azonban ezek a mddszerek csak akkor alkalmasak ROS-
detektalasra, ha nagy mennyiségii, karositd hatasa ROS van jelen (Hideg és mtsai. 2013).
Amennyiben csak akklimaciés folyamatrél van szd, vagyis amikor az antioxidansok
mennyiségi vagy aktivitsbeli ndvekedése lépést tart a ROS-produkcidval (. 2. &brat),
maguknak az antioxidansoknak a vizsgalata adhat tajékoztatést a rendszer allapotarol.

Az antioxidans enzimek expresszids szintjének valtozadsa viszonylag konnyen
kovethetd, igy ez egy gyakran alkalmazott modszer stresszhatasok vizsgalatara (I. Gill és
Tuteja 2010, illetve Karuppanapandian és mtsai. 2011 6sszefoglaloit és a benniik szerepld

hivatkozéasokat). llyenkor altalaban enzimaktivitas-novekedést lehet megfigyelni, mind az
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els6dleges védelmi vonal enzimeinél (pl. SOD, peroxidazok), mind az oxidalt
genexpresszios valaszok, illetve az enzimproteinek mennyiségének mérése mellett az
enzimaktivitasbeli valtozasok is kovethet6ek jol ismert biokémiai maddszerekkel, példéaul
szinreakciokon alapulé fotometrids méréssel vagy nativ gélelektroforézis segitsegével.
Akklimacios valaszok esetében azonban sokszor nem egyértelmiiek a valtozasok, egyes
antioxidans enzimek expresszidja csokkenhet, mig méasoké novekedhet (l. pl. Sharma és
mtsai. 2012 dsszefoglaldjat a témaban), igy az enzimatikus védelmi rendszer vizsgalatabol

nem mindig kovetkeztethetlink a ROS-viszonyokra.

2.6.1. Teljes antioxidans kapacitas (TAC) paraméterek

A ROS-specifikus enzimek mellett nagy szamu, nem specializalt funkcidju
antioxidans is jelen van, igy a kutatasok az enzimatikus antioxidansok egyedi azonositasa
helyett sokszor egy méasik megkdzelitést, az antioxidans kapacitdsok vizsgalatat
hasznéljak. Ez igen széleskortien alkalmazott madszer, mind novényi eredetti élelmiszerek
élelmezésugyi szempontbdl hasznosnak tartott antioxidans-tartalménak vizsgélatara (Sun
és Tanumihardjo 2007; Wu és mtsai. 2004), mind fiiszerek és gydgyndveny-kivonatok
hasonl6 célu elemzésére (Hossain és mtsai. 2008; Cai és mtsai. 2003; Katalinic és mtsai.
2006). A novénykivonatok teljes antioxidans kapacitasat (total antioxidant capacity, TAC)
mér6 modszerek hasznalata olyan orvosi biokémiai vizsgalatokbol ered, amelyek a
vérplazma, illetve testfolyadékok antioxidans jellemzdit voltak hivatottak elemezni (Young
2001). A céljukban azonos, de modszereikben kiilonb6z6 TAC probaknak mara széles
vélasztéka, és egy-egy modszernek is kiillonbozo, tovabbfejlesztett valtozatai allnak a
kutatok rendelkezésére. Kozos ezekben, hogy egyszerli eszkozokkel (fluoriméter,
fotométer) és viszonylag olcson €s gyorsan, nagy mintan is hatékonyan elvégezhetoek, igy
sorra sziiletnek nagyléptékii analiziseket felvonultatd tanulmanyok, mikozben sok kutatod

kritikai hangvételii irasai ravilagitanak a modszerek kiilonboz6ségébol eredd, vagy az

crcr

Young 2001).

A TAC egy olyan integrélt paraméter, ami egy tobbféle kiilonb6z6 antioxidans
vegyllet komplex 0sszességét tartalmazd mintét jellemez (Ghiselli és mtsai. 2000). Az
alapul szolgél6 kémiai reakciok szerint a TAC probékat két csoportra szokas osztani: a

hidrogénatom-transzfer (HAT) reakciokon alapulé és az elektrontranszfer (ET) reakcidkon
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alapuld6 modszerekre (Huang és mtsai. 2005; Apak és mtsai. 2007). A két modszerben
koz0s, hogy altalaban egy ismert antioxidéns vegyiletre mint tiszta hatdanyagra (pl. AsA,
Trolox, galluszsav) torténik a kalibracio, és ehhez viszonyitva szamszeriisithetd a minta
antioxidans kapacitdsa. A HAT-alapli megkozelitések kozos jellemzdje, hogy a mintat
(vizes vagy szerves oldoszeres kivonatban) mesterségesen Kkeltett szabadgyokkel
reagéltatjdk, és annak antioxidans-tartalmat a detektilhatd szabadgydk mennyiség
csokkenésével jellemzik. Az altalaban peroxil- vagy alkoxil-szerkezetii gyokok kioltasat az
antioxidans vegyilet és a fluoreszcens proba kompetitiv. mdédon végzi, és a minta
antioxidans kapacitasara a fluoreszcencia csokkenésébol lehet kovetkeztetni. Ebbe a
csoportba taroznak a széles korben alkalmazott ORAC (oxygen radical absorbance
capacity) és TRAP (total radical trapping antioxidant parameter), illetve a kevésbé ismert
CBA (crocin bleaching assay) technikak.

Az ET-alapl technikak esetében az oxidald potencial megszintetésenek
képességét, vagyis redukéloképességet mériink, ami a proba szinének (abszorpcidjanak)
vagy fluoreszcenciajanak valtozasaval kovetheté nyomon. A redukéloképesség iranyulhat
prooxidansként hatékony fémionokra, illetve mesterséges gyokvegyuletek redukcié Gtjan
torténd semlegesitésére. Ebbe a csoportba tartozik a TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity), a teljes fenolosvegyiilet-tartalom meghatérozasa Folin-Ciocalteu reagens
segitsegével (TFT), a vasion-redukaloképesség (ferric ion reducing antioxidant power,
FRAP), a rézion-redukéaldképesség (cupric reducing antioxidant capacity, CUPRAC), és a
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) modszer. A reakciok kémiajan alapuld kildnbségek
nyilvanvalova valnak, ha attekintjik a szakirodalmat az azonos mintdn mért TAC
paraméterek kozotti korrelacidkat keresve. A redukaloképességet méré ET-alapu tesztek
gyakran mutatnak korreléciot, pl. a TEAC és FCR (Kirca és Arslan 2008) vagy a FCR és
FRAP (Katalinic és mtsai. 2006) esetében, de a két kiilonbozé modszercsoporttal mért
eredmények kozotti korrelacio ritka eés nincs is elméleti megalapozottsaga (I. Apak és
mtsai. 2007). A fenti HAT és ET modszerek részletes leirasat Ghiselli és mtsai. (2000) és
Huang és mtsai. (2005) 6sszefoglalé munkai tartalmazzak.

Konnyl kivitelezhetdségiik és automatizalhatosaguk (pl. plate-reader segitségével)
mellett a TAC paraméterek hasznalatdnak hatranya, hogy csak az alacsony molekulasulyu,
oxidativ lancreakciot megtord hatast antioxidansokat kvantifikaljak, és nem mérik a
fémkotd fehérjék és enzimek hatasat. Ezen kiviil egyes modszerek csak a vizoldékony (pl.
TFT), mig mésok csak a lipidoldékony antioxidansok (pl. DPPH) mérésére alkalmasak, a

modszerekben alkalmazott oldoszerekt6l fiiggéen (Pérez-Jiménez és Saura-Calixto 2006).

24



2. IRODALMI ATTEKINTES

Emellett egy komplex bioldgiai mintaban el6fordulhatnak interferencia-hatasok is, amik
miatt a kapott antioxidans aktivitdsok nem eredeztethetéek kozvetleniil a mintat alkotd
egyes antioxidansok hat&sabol (Pérez-Jiménez and Saura-Calixto 2006; Apak és mtsai.
2007).

2.6.2. Specifikus antioxidans kapacitas (SAC) merések

A fentiekben bemutatott TAC prébdk mellett ismertek olyan eljarasok is, melyek a
szintetikus szabad gyokok helyett a minta specifikus, egyetlen ROS-ra szelektiv kioltd-
kapacitasdt mérik. A ROS-ok kozott csak két olyan van, amit specifikus enzimek
semlegesitenek: a SOD a O,7, illetve a peroxidazok a H,O, esetében. Fontos megjegyezni,
hogy specifikus gatloszerekkel végzett kiegészitd mérések hianyaban még a ,klasszikus”
enzimaktivitds-mérd eljarasok eredményei is magukban foglaljak a mintakban jelen levd
nemenzimatikus utak okozta kioltasokat, bar ezek mértéke altalaban sokkal kisebb mint az
enzimatikus utaké. A O, és H,0, azonban kivételesek, mert ezeken kiviil mas ROS-ok
semlegesitését nem célozzak specifikus enzimek. A "OH, '0,, RO, vagy a OONO’
semlegesitése ltaldban tobb vegyilet egyiittes hatdsa. Az antioxid&ns-kapacitas mérések
specifitasa azon mulik, hogy talaljunk egy megfeleldé ROS-képz6 rendszert, illetve egy
olyan probat, ami az adott ROS-sal szelektiven és a minta antioxidansaival kompetitiv
maddon reagal (kdzvetlenul, vagy reakcid intremediereken keresztill), és a reakcio
bekovetkezéset fluoreszcencia- vagy szinvaltozéssal jelzi. A reakciot az antioxidans-
tartalmd  novényi kivonatok hianyaban, illetve jelenlétében méréssel kovetve
meghatarozhat6 az a kivonat-koncentracid, ami a reakciot 50%-ban gatolja (half inhibition
concentration, 1Csp).

A legismertebb és legtdbbet alkalmazott ilyen médszer a SOD-aktivitas mérés, ami
egy kompetitiv kinetika alapu technika, ahol a préba szinének vagy fluoreszcenciajanak
valtozasa nyoman kovetkeztethetiink a hozzaadott kivonat antioxidans kapacitasara. A O,”
képzésére leggyakrabban a xantin/xantin-oxidadz rendszert hasznaljadk (McCord és
Fridovich 1969), de nemenzimatikus forrasok is ismertek (Ewing és Janero 1995). Ez a
mérés a fent leirtak alapjan alkalmas az enzimatikus és a nemenzimatikus O,"-kiolt6
képesség meghatarozasara is. A hidroxilgyok-kioltd képesség meérésekor a gydkot
altalaban a Fenton-reakcié segitségével képzik (I. a 2.2. fejezetet). A "OH-reaktiv
antioxidansok mérésére az egyik legkordbban alkalmazott technika a dezoxirib6z

tesztmodszer volt (Gutteridge and Halliwell 1988), de mi a laborunkban kifejlesztett

25



2. IRODALMI ATTEKINTES

pontosabb és novényi rendszerekben jobban alkalmazhat6 mdédszert alkalmaztunk
(Snyrochova és Hideg 2007). A 'O,-t altalaban fényérzékenyitett reakcioban képzik, egy
festék megvilagitasaval, ami tébbletenergiajat a molekularis oxigénnek tovabbitja. A 'O,
képzbédése és kioltasa a molekulara jellemz6 1270 nm-es foszforeszcencia detektaldsaval
kozvetleniil is mérheté (Macpherson és mtsai. 1993), vagy kozvetett médon 'O,-
szenzitizlt proba alkalmazaséaval (Kraljic and EI Moshni 1978; Fu és mtsai. 1993). A jelen
munkéban alkalmazott moddszerek részletes leirdsdt az Anyag és modszer fejezet

tartalmazza.
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Vizsgélataink soran kiilonbozo, liveghdzban mesterségesen megvalasztott, vagy
szabadfdldi fényviszonyok kozt nevelkedett névények antioxidansait térképeztiik fel, hogy
megvizsgaljuk ezek szerepét a valtozd fényviszonyokhoz torténd akklimacidban.
Els6sorban az alacsony, természeteshez kozeli dézisu UV-sugarzashoz torténd
alkalmazkodési  folyamatokat vizsgaltuk, a természetben mindig jelen levd
fotoszintetikusan aktiv fény (PAR) hattérrel. Mivel az UV alkalmazkodasi folyamatokban
nem jellemz6 nagy mennyiségii ROS jelenléte a levelekben, legalabbis ezek kodzvetlen
kiserleti kimutatdsa a rendelkezésre all6 kiserleti madszerek érzékenységi kiiszobe ala esik
(Hideg és mtsai. 2013), az akkliméciot a levelek antioxidans viszonyainak tiikrében
vizsgaltuk. Ehhez a kivonatok teljes és ROS-specifikus antioxidans kapacitasait (TAC és
SAC) méré modszereket hasznaltunk fel. A széles kdrben hasznalt altalanos, kivonatok
teljes antioxidans kapacitdsat leir6 paraméterek (TEAC, FRAP, TFT) mellett a
szuperoxidgyok kioltasat, illetve a hidroxilgyok és szinglett oxigén elleni szelektiv
antioxidans kapacitas-mér6 probak laborunkban tovabbfejlesztett valtozatait alkalmaztuk.
Elemeztik tovdbba az UV-B abszorbeal6 pigmentek és karotenoidok szerepét is. A
vizsgalatokat kiilonb6zé novényeken (sz616, dohany, hars) és meglehetosen eltérd kisérleti
beallitaisokon (liveghdzi, szabadfoldi) keresztil végeztik, hogy &tfogobb képet
nyerhessiink az antioxidans valtozasok és a kornyezeti alkalmazkodas &sszetett
viszonyarol. Kutatasaink f6 célja annak elemzése volt, mennyire jellemzi az ezekkel a
a kovetkezd kérdésekre kerestlik a valaszokat:

1. Mennyire reagalnak érzékenyen a kiilonb6z6 TAC és SAC probék a levelek eltérd
fiziologiai allapotat kisérd antioxidans valtozasokra?

2. Milyen 0Osszefuggések vannak a levelek TAC és SAC értékei és természetes
(szeneszcencia, kor) illetve mesterseges (a nevelési fényhez képest magasabb
fényintenzitas, UV-sugarzas) hatdsokra megvaltozo fiziologiai allapota kdzott?

Ezt a  kérdést két  megkozelitésben  vizsgaltuk, egyrészt  hogy

a) eltérnek-e a levelek vélaszai az Uveghazi korilmények kozott alkalmazott

kiegészit6 UV sugarzasra korukbodl eredd antioxidans-tartalombeli kiilénbségeinek

figgvényében,
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b) mésrészt hogy javithato-e a névények UV akklimécios valasza az antioxidans-
tartalom elézetes megvaltoztatasaval?
3. A természetes napfényhez vald alkalmazkodasban milyen szerepe van a ROS-

kioltasnak illetve a flavonoidoknak?
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4.1. Novénynevelés és kezelések

41.1. A levelek antioxidans-tartalma és fiziologiai éallapota kozti Osszefliggések

vizsgalatara hasznélt dohanyok nevelési kdrtlményei

A levelek koranak antioxidans-tartalom méréséhez hasznélt dohany (Nicotiana
tabacum L. cv. Petite Havana) novényeket altalanos virdgfoldbe (Florimo, Matécsa
Kertészeti Kft. Magyarorszag) vetettiik és (16 cm atmér6jii cserépbe valo) atiiltetést
kovetden tiveghdzban neveltiik napi 16 6ras megvilagitassal 200 umol foton m? s* PAR
fényen (L1-250 radiométer, LI-COR Environmental, Lincoln, NE, USA) és 25/20 °C
(nappali/éjszakai) hdmérsékleten. A vizsgalatokhoz a 4-12 hetes novények kiilonboz6 kort
leveleit hasznaltuk (a levelek azonosit6i: L1-L7, kor szerint novekvd sorrendben). A
klorofill fluoreszcencia valtozdson alapu fotokémiai jellemzok mérését (4.3. fejezet)
kovetden a levelekbdl 10 mm atmérdji korongokat vagtunk ki és hasznaltunk fel a tovabbi

merésekhez.
4.1.2. Sz616 iiveghazi nevelési koriilményei és az UV-kezelés

A sz0616t (Vitis vinifera L. cv. Chardonnay) 20 cm atmér6jii mianyag zsakokban,
viragfold és vermikulit keverékébdl allo talajban kaptuk Dr. Véaradi Gyulatol (Budapesti
Corvinus Egyetem, Kecskeméti Kutato Allomas), majd iiveghazi korilmények kozott,
természetes fényviszonyok mellett (max. 200 pmol foton m? s PAR, UV-mentes)
neveltik. A ndvekedés soran a hajtasokat vizszintes kardkra futtattuk fel, ugy, hogy a
levelek tobbsége ugyanazon a szinten és szinével felszinével felfelé helyezkedjen el. A
kezelésekhez a ndvényeket két csoportra osztottuk. Az egyik csoport tovabbi 4 napon &t
napi 12 o6ras, 50 pmol foton m? s* PAR mellett ndtt, mig a masik ugyanekkora
megvilagitas mellett napi 6 6ran keresztiil 0,84 W m? UV-B dézissal (97503-00 Cole-
Palmer radiométer, Cole-Parmer Instrument Co. Ltd., London, UK) volt besugarozva. A
megvilagitdshoz Q-Panel UVB-313EL (Koninklijke Philips Electronics N.V.)
fénycsoveket hasznaltunk, amit cellul6z-acetat filterrel (Courtaulds Chemicals, Derby,
UK) takartunk a 290 nm alatti hullamhosszok kisziiréséhez. Az alkalmazott UV-Sugarzas

spektrélis eloszlasat Newport OSM-400UV/VIS spektrométerrel Dr. Andreas Albert
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merései alapjan (Helmholtz Zentrum, Minchen, No.) a 3. dbra mutatja. A 4 napos kezelés
soran alkalmazott biolégiailag effektiv UV-dézis (BED) napi 8,95 kJ m™ (290-400 nm)
volt (amelynek nagy része, 8,04 k] m? az UV-B tartomanyba esett). A BED szamitasat a
Flint és Caldwell (2003) altal javasolt spektrum bioldgiai stlyozésara szolgalo flggveny
(biological spectral weighting function, BSWF) felhasznalasaval végeztik.

A leveleket ezutdn két csoportra elkilonitve vizsgaltuk: fiatal levelek (FL), a
csucstol szamitott elsd 3 teljesen kifejlett, 1-3 hetes levél); idds levelek (IL), a csticstol
szamitott 4-9. kifejlett, de még a szeneszcencia jegyeit nem mutatd 4-6 hetes levelek. A 4
kezelési csoportban (FL-PAR, FL-UV, IL-PAR, IL-UV) csoportonként 3-9 levelet
vizsgaltunk. A gazcsere ¢és klorofill fluoreszcencia mérések utan a levelekb6l 10 mm

atmérdji korongokat vagtunk ki és hasznaltunk fel a kivonatok elkészitéséhez.

3. dbra: A kiegészito UV-

il sugarzasos kisérletekben a
>0 megvilagitas spektralis eloszlasa. Az
E w \ UV-fényt a Q-Panel UVB-313EL

“E i . .e e .
% N . J/ t\\ (Koninklijke  Philips  Electronics
N Al | N.V.) fénycsovek adtak, a 290 nm
E Gl alatti hullamhosszokat celluldz-acetat
_,lN filterrel  (Courtaulds  Chemicals,
ok e - : - Derby, UK) sziirtiik ki. A mérést

300 400 a00 00 oo 00

Hullamhossz (rm) Newport OSM-400UV/VIS

spektrométerrel Dr. Andreas Albert

végezte.

413. A magas fényintenzitisu eldkezelés UV-akklimacioban jatszott szerepének

vizsgalatara hasznalt dohanyok nevelése és a UV-kezelés korilményei

A dohény (Nicotiana tabacum L. cv. Petite Havana SR1) ndvényeket altalanos
viragféldbe (Florimo, Matécsa Kertészeti Kft. Magyarorszég) vetettiik és (16 cm atmérdji
cserépbe valo) atiiltetést kovetden liveghdzban neveltiik, napi 12 6rds megvilagitassal 200
umol foton m? st PAR fényen (LI-250 radiométer, LI-COR Environmental, Lincoln, NE,
USA) ¢és 25/20 °C homérsékleten. A 6 hetes ndvényeket két csoportra osztottuk az
elékezelésekhez. Az egyik csoportot napi 12 6rén at 200 pmol foton m™? s PAR fényen
tartottuk tovabbra is, mig a méasikat 1000 pmol foton m™? s™* PAR fényre helyeztiik 5 napra,

szintén napi 12 6ras megvilagitassal. Ezutan tovabbi 2-2 csoportra osztva a ndvényeket, az
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egyik 200 pmol foton m? s PAR mellett 6 napon at, napi 8 oraban kiegészité UV-
sugarzast kapott, mig a méasik nem. Az UV-megvilagitas korilményei a 4.1.2. pontban
leirtakkal egyez6ek voltak.

Mind a négy kezelési csoport 3 ndvényt tartalmazott, és minden novényrdl egy, a
tobbivel azonos magassagban 1évo és kort levelet hasznaltunk fel a mérésekhez. Géazcsere-
analizis ¢s klorofill fluoreszcencia mérést kovetéen a levelekb6l 10 mm atméréji

korongokat vagtunk ki és hasznaltunk a tovabbiakban.

4.1.4. A szabadfoldon nétt harsfa novekedési koriilményei és a levelek begyiijtése

A levelek (ép, teljesen kifejlett allapot) begyiijtése Szegeden (E 46,25°, K 20,179),
egy nagylevelii harsfa (Tilia platyphyllos Scop.) csaknem egész nap napfénynek Kkitett,
illetve arnyékban 1év6 részeirdl tortént 2010 juliusaban, reggeli idépontban, egy hosszabb
széraz és napos id6jarasu periodus utan. Felhdmentes napokon a maximalis jellemzé PAR
értékek a fényleveleeknél (FL) 1700-1800 pumol foton m™? s™ PAR, mig az arnyéklvevelek
(AL) esetében 80-100 pmol foton m? s PAR kériil alakultak (97503-00 Cole-Palmer
radiométer, Cole-Parmer Instrument Co. Ltd., London, UK). A jellemz6 biologiailag
effektiv UV-B dézis ezen a teriileten atlagosan napi 7.5 kJ m™ (Bassman és mtsai. 2001).

Az 5 FL és 5 AL klorofill fluoreszcenciajat a begyiijtést koveté 30 perces
sOtétadaptacio utdn mértik, majd a leveleket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és
fagyasztva taroltuk. Felhasznélds elétt a levélmintakatat -85 °C hémérsékleten és 0.060
mbar nyoma4s alatt liofilizaltuk (Christ Alpha 2-4 LD Freeze dryer, SciQuip Ltd, UK).

4.2. Fotoszintézismérés gazcsere-analizator segitségével

A CO,-megkétés alapjan jellemzett fotoszintézist (CO, pmol m? st) és a

2

sztdmakonduktaciat (H,O pmol m™ s™) intakt leveleken hatéroztuk meg a nevelési

fényintenzitason és hémérsékleten, LI-6400 hordozhatd gézcsere-analiztor segitségével
(LI-COR Environmental, Lincoln, Nebraska, USA).

4.3. Fotokémiai jellemzok meghatarozasa klorofill fluoreszcencia méréssel

A klorofill fluoreszcencia méréséhez a levagott (vizzel atitatott vattaba csavart nyelii)

leveleket el6szor 30 percig sotétben tartottuk, majd az Imaging-PAM (Heinz Walz GmbH,
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Effeltrich, Németorszag) miiszer MAXI-méréfejének segitségével végeztik a mérést. A
sotétadaptélt leveleknek meghataroztuk a minimalis fluoreszcencia (Fo), és egy telité
fényimpulzos segitsegével a maximalis fluoreszcencia (Fnm) paramétereit, majd az F és Fy,’
paramétereket 5 percig tartd 55 pmol m? s’ PAR megvilagitas utan. A kovetkezd képletek
alapjan szdmoltunk (Genty és mtsai. 1989; Schreiber és mtsai. 1986):
e PS Il maximélis fotokémiai hatékonysaga
Fu/Fm= (Fm-Fo) / Fm
o effektiv’ vagy fényadaptalt fotokémiai hatékonysag
Yesiss = (Fm' -F) / F' .
A harsleveleken torténd klorofill fluoreszcencia mérésnél az F és Fr' értékeket tobb,
lépésenként novekvé fényintenzitasokon (20-1050 pmol m? s PAR) alkalmazott telité
fényimpulzus el6tt (F) illetve utan (Fy') is felvettik, és ezekb6l Klughammer és Schreiber
(2008) leirésa alapjan alapjan minden fényintenzitdson kiszamitottuk az abszorbedlt feny
fotokémiai hasznositasara jellemz6 harom paramétert Y(I1) + Y(NO) + Y(NPQ) = 1, ahol
az Osszetevok a kovetkezoképp szamolhatok:
o effektiv” vagy fényadaptalt fotokémiai hatékonysag,
Ypsiu= (Fm'-F) / F'

o szabdlyozatlan energia leadési frakcid,
Yno=F/Fn

o szabdlyozott energia leadési frakcio
Yneo=F/Fn' — Yo

4.4. Pigmenttartalom meghatdrozésa
4.4.1. Karotenoidtartalom mérése

A karotenoidtartalom meghatérozasahoz a kivagott levélkorongok pigmentjeit a friss
suly lemérése utan 80%-o0s acetonban vontuk ki 4 °C-on sotétben 24 6ran at, majd
homogenizalast és centrifugalast (3000 x g, 5 perc, 4 °C) kovetéen mértikk a feliiluszd
abszorbancijat spektrofotométer segitségével (Shimadzu UV-1601). Az OD értékeket a
735 nm-en mért értékkel korrigaltuk. A friss levélsulyra meghatérozott karotenoidtartalmat
a kovetkez6 képlet alapjan szdmoltuk (Yang és mtsai. 1998):

o Kar=4,69  ODy45- 0,267 - Kl, ahol a Kl a klofilltartalom,

e KI=17,76 - ODgss 6+ 7,34 - ODgs3.6.
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4.4.1. UV-B abszorbeal6 pigmentek meghatarozasa

Az UV-B abszorbeal6 pigmentek méréséhez a kivagott levélkorongokat a friss stly
meghatarozasa utan savas metanolban (79 v/v% metanol, 20 viv% H,0, 1 viv% HCI)
inkubaltuk 4 °C-on s6tétben 24 6ran at, majd homogenizalés és centrifugélas (3000 g, 5
perc, 4 °C) utan mértuk a feluliszd abszorbancidjat spektrofotométer segitségével
(Shimadzu UV-1601). Az UV-B abszorpciot a 280-315 nm hullamhosszon toérténé OD
értékek integralésa adta, amit friss levélsilyra meghatarozva adtunk meg: £ODago-315 g™
(Mirecki és Teramura 1984).

4.5. Teljes antioxidans kapacitas paraméterek meghatéarozéasa

A teljes antioxidans kapacitds prob&khoz a levélkorongok vizes Kkivonatait
hasznaltuk fel. Ehhez a levélkorongokat silyuk meghatarozéasa utan folyékony nitrogénben
fagyasztottuk, majd eldorzsoltik. A kivonatokat semleges (pH 7,0) 1 mM EDTA tartalmu
50 mM Na-foszfat hozzaadasaval, majd a pufferben val6 homogenizalassal keszitettiik. A
sejttormeléket eldészor egy alacsony sebességii centrifugalassal (3000 g, 5 perc, 4 °C)
eltdvolitottuk, majd a felliluszékat djracentrifugaltuk (30.000 g, 25 perc, 4 °C), hogy

fotometrids mérésekhez alkalmas, tiszta kivonatokat kapjunk.
4.5.1. Teljes fenolosvegytlet-tartalom mérése

A teljes fenolosvegyulet-tartalom meghatérozésa a Folin-Ciocalteu (FC) reagenssel
(Ferak Berlin) tortént Veliglu és mtsai. (1998) leirasa szerint. A levélkivonatokat (40-100
ul) az elézéleg 10-szeresére higitott 500 pl végtérfogat FC reagenshez adtuk, majd 5 perc
eltelte utan tovabbi 500 pl Na,COs (60 g I'* tdménységii) oldatot adtunk a keverékhez. A
90 perces szobah6mérsekleten torténd inkubacié utan mértiik az abszorbanciat 725 nm
hullamhosszon (Shimadzu UV-1601). Ugyanilyen moédon kiilonb6zé toménységii
galluszsav (gallic acid, GA) oldatok esetén is meghataroztuk az abszorbanciaértékeket, és a
novényi Kkivonatok teljes fenolosvegyllet-tartalmanak értékét levél friss sulyra

vonatkoztatott galluszsav ekvivalensekben fejeztiik ki (ug GA ekv. g™).

4.5.2. Trolox ekvivalens antioxidans kapacitas teszt
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A TEAC a kivonatok antioxidans képességét méri egy mesterséges gyokkel (2,2-
azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav, ABTS®"") szemben. A modszert eredetileg
Miller és mtsai. (1993) fejlesztették ki vérplazma vizsgélatira, de azdta szamos
tovabbfejlesztett valtozata is ismert. A pontosabb, szintelenitésen alapul6 technikék esetén
eldszor a szines (kék) gyokos anyag eldallitasa torténik, majd a levélkivonat hozzdadasa
utan 730 nm-en mért abszorpcid csokkenése alapjan hatarozhaté meg a minta antioxidans
kapacitasa.

Az éltalunk alkalmazott teszben az ABTS-gyokét 0,1 mM ABTS (Sigma-Aldrich),
0,0125 uM peroxidaz (Sigma-Aldrich) és 1 mM H,0, (Merck) tartalmd 50 mM-os savas
(pH 6,0) Na-foszfat pufferben képeztiik (Rice-Evans és Miller 1994). A keésleltetésen
alapul6 eljaras soran (Re és mtsai. 1999) a levélkivonatokat (40-100 pl) a gyokképz6dés
maximumanak elérése (15 perc) utan adtuk az oldathoz (1 ml), majd tovéabbi 2 perc utén az
abszorbanciat 730 nm-en mértiik spektrofotométerrel (Shimadzu UV-1601). A kalibracio
ugyanilyen médon tortént, kiilonb6z6 toménységli Trolox, egy szintetikus vizoldékony E-
vitamin szarmazék (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboxilsav, Sigma-Aldrich)
hozzdadasival, és ez alapjan a ndvényi kivonatok TEAC értékét levél friss sulyra

vonatkoztatott Trolox ekvivalensekben fejeztiik ki (ug Trolox ekv. g™).
4.5.3. Vasion-redukaloképesség teszt

A FRAP tesztet az eredeti biokémiai eljaras (Benzie és Strain 1996) SzO6lldsi és
Sz6116si-Varga (2002) altal tovabbfejlesztett valtozata szerint végeztik. A proba a Fe(ll)-
TPTZ (2,4,6-tripiridil-S-triazin) komplex alacsony pH-n torténé redukcidjanak [Fe(lll)-
TPTZ] és az ezzel jar6 szinvaltozdsnak a spektrofotometrias kovetésén alapul. A FRAP
reagens képzéséhez eldszor 25 ml savas acetat pufferhez (300 mM, pH 3,6) adtunk 2,5 ml
TPTZ oldatot (10 mM TPTZ 40 mM-os HCIl-ben) és 2,5 ml FeCl; oldatot (20 mM
desztillalt vizben). Az oldat 1 ml-éhez valtozd6 mennyiségii (10-100 pL) levélkivonatot
adtunk, majd 30 perc szobahémérsékleten torténd inkubacidé utan mértiik az abszorpcid
novekedését a kivonat hozzaadasa nélkili oldathoz viszonyitva, 593 nm hullamhosszon
(Shimadzu UV-1601). A kalibracié ugyanezen a modon tortént, kiillonbozé toménységii
AsA (Reanal) oldatok hozz&adéasaval, és ez alapjan a novényi kivonatok FRAP értékeit

levél friss stlyra vonatkoztatott AsA ekvivalensekben fejeztiik ki (ug AsA ekv. g™).

4.6. Specifikus antioxidans kapacitas parameterek meghatérozésa
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A specifikus antioxidans kapacitds probakhoz a levelek vizes (dohany, szdl6),
illetve vizes-metanolos (hars) kivonatait hasznaltuk fel. A vizes kivonatok elkészitéséhez a
levélkorongokat sulyuk meghatérozésa utén folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd
eldorzsoltiik. A kivonatokat semleges (pH 7,0), 1 mM EDTA tartalmt 50 mM Na-foszfat
hozzaadasaval, majd a pufferben torténd eldorzsdléssel készitettiik. A sejttormeléket egy
alacsony erGsségii centrifugalassal (3000 g, 5 perc, 4 °C) eltavolitottuk, majd a
feltluszokat Gjracentrifugaltuk (30000 g, 25 perc, 4 °C), hogy fotometrias mérésekhez
alkalmas, tiszta kivonatokat kapjunk. A fagyasztva szaritott harslevelekbdl a szinglett
oxigén Kkioltasanak méréshez 50%-0s metanolos oldatban kivonatot készitettlink

dorzsoléssel, majd centrifugalassal (30.000 g, 25 perc, 4 °C).
4.6.1. Szuperoxid-kioltd képesség mérése

A SOD-aktivitds teszt néven ismert (az enzimatikus és a nemenzimatikus
hozzajarulast is méré) modszer a levélkivonatok antioxidansainak azon képességét
hatarozza meg, hogy megakadalyozzak az NBT (nitro blue tetrazolium) O, -indulalta
formazanna val6 atalakulasat (Beuchamp és Fridovich 1971; Giannopolitis 1977). Az
eljaras soran a O,"-képzés xantinbél enzimes Uton, xantin-oxidaz hatdsara torténik. A
reakcidelegy Na-foszfat pufferben (50 mM, pH 7,2) a kovetkezOket tartalmazta: 0,015 U
xantin oxidaz, 0,2 mM xantin, 0,3 mM EDTA és 1 mg ml* NBT (Sigma-Aldrich). Az
oldat 1 ml-éhez kiilonb6z6 mennyiségii (10-100 pl) kivonatokat adva kovettiik a formazén
kialakulasanak gatlasat az 540 nm hulldmhosszon mért abszorbancia alapjan (Shimadzu
UV-1601). A gorbe kezdeti (kivonat hozzaadasa el6tti) novekedése (slope 0, S0), illetve a
kivonat hozzdadasa utani novekedési rataja (S) alapjan szamoltuk az 50%-os inhibicids
koncentraciot (a hidroxilgyok-kioltd képesség mérésénél aldbbiakban leirtak szerint). A
merést szuperoxid-dizmutéz enzim (Sigma-Aldrich) kiilonb6z6 koncentracidival hasonld
maddon elvégezve szintén meghatéroztuk az 50%-os inhibiciéjahoz tartoz6 I1Cs, értéket,
majd a levelek O,” antioxidans kapacitasat friss sulyra vonatkoztatva SOD
ekvivalensekben fejeztiik ki (ICso U SOD ekv. g™).

4.6.2. Hidroxilgyok-kiolto képesség mérése

A specifikus hidroxilgyok-kiolté képesség mérésenek alapelve a levélkivonatok

antioxidansainak azon képessége, hogy megakadalyozzak a tereftalatsav (TPA) és az "OH

crcr
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2007). A "OH képzése a Fenton reakci6 alapjan torténik (Halliwell és Gutteridge 1999). A
2,5 ml reakcioelegy a kovetkez6 anyagokat tartalmazta Na-foszfatban (50 mM, pH 7,2)
oldva: 500 uM TPA, 10 uM EDTA, 10 pM FeSOa, 100 pM AsA és 100 pM H,0, (Sigma-
Aldrich illetve Reanal). A HTPA képzédése a fluoreszcencia intenzitds ndvekedes alapjan
kovethetd, 315 nm-en torténd gerjesztés mellett 420 nm hullimhosszt emisszid alapjan
(Quanta Master QM-1 spektrofluoriméter, Photon Technology Inc., Birmingham, NJ,
USA). A mérés soran eldszor egy kezdeti HTPA fluoreszcencia novekedési gorbét vettiink
fel (slope 0, SO), majd a névenyi kivonatok hozzaadasaval mertik a gorbe alakulasat (S). A
szoftveres kiértékelés soran lineéris egyenest illesztettiink a log[koncentracid] - log[SO/S-
1] adatparokra és kiszamitottuk a fluoreszcenciandvekedés 50%-0s inhibici6jahoz tartozd
koncentraciot (ICsp) az egyenlet extrapolalaséval, ahol log[S0/S-1] = log[l] = O
(Stephanson és mtsai. 2003). A mérést egy er6s "OH kioltd hatast vegyilettel, etil-
alkohollal hasonlé médon elvégezve szintén meghataroztuk az ICso értéket, majd a levelek
*OH antioxidans kapacitasat friss sUlyra vonatkoztatva etil-alkohol ekvivalensekben
fejeztiik ki (WM EtOH ekv. g). Fontos megjegyezni, hogy az etil-alkohol *OH kiolt6

hatdsa miatt ez a modszer csak vizes levélkivonatok mérésére alkalmas.
4.6.3. Szinglett oxigén kioltd képesseg mérése

A méréshez a '0,-t fényérzékenyitett reakcioban allitjak el6, a metilkék (methylene
blue, MB) festék megvildgitdsanak hatdsara Il. tipusu fotodinamiés reakcioban, ahol a
triplett gerjesztési &llapott festék az energidjat a molekularis oxigénnek adja at (Halliwell
és Gutteridge 1999). A fenti reakcioban keletkezé "0, mennyiségét egy indikatorvegyiilet
szinvaltozésa alapjan mérjik, majd az antioxidans-tartalmd névényi kivonat specifikus
szinglett oxigén kioltoképességét a kifakitasos reakcid gatlésa alapjan hatarozzuk meg.

A fenti, altaldnos eljards tobbféle indikatorfestékkel is megval6sithato. Vizes
levélkivonatok meérésére Kraljic és El Moshni (1978) szinglett oxigén detektélasi
maddszerét alkalmaztuk, melyben a festék kifakitdsa egy koztiterméken keresztiil valosul
meg. Az RNO (p-nitrozo-dimetilanilin) nevl festék kifakitasa egy transz-gylriis peroxid
koztitermékkel valé szelektiv reakciojan alapul, ami a 'O, és egy imidazol gyiiriis vegyiilet
(itt a hisztidin) reakciojabol képzodik. *O,-kioltd antioxidans (vagy ilyet tartalmazo
novényi kivonat) hozz&adasdval az RNO kifakuldsa gatolhatd, ami a festék
abszorpciojanak mérésével (440 nm) kovetheté nyomon. Alkoholos kivonatok vizsgalatara

egyszeribb modszer a DFBF (1,3-difenil-izobenzofurdn), egy vizben korlatozott
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oldhat6sagu festék hasznélata. A DFBF kdzvetlenul és specifikus modon lép reakcioba a
szinglett oxigénnel, endoperoxid-gytirtit képezve (Carloni és mtsai. 1993), mikdzben
abszorpcidja csokkenése 410 nm-en ko vethetd.

A reakcidelegy a vizes kivonatok esetében 50 pM MB-t, 25 uM RNO -t és 10 mM
L-hisztidint tartalmazott (Sigma-Aldrich) semleges kémhatasu Na-foszfat pufferben (50
mM, pH 7,0). 1 ml reakcioelegyhez kiilonb6z6 mennyiségti (10-100 pL) levélkivonatokat
adva KL 1500 LCD lampaval (voros sziiré alkalmazasaval, 2500 pmol m? s* PAR) 8
perces megvilagitas eldtt és utan is mértiik az abszorpciét (Shimadzu UV-1601). Alkoholos
kivonatok (harslevelek) esetében 50%-os metanolban tortént a mérés, ami 200 pM MB-t és
1 mM DFBF-et tartalmazott.
kisz&mitottuk az 50%-o0s inhibicios koncentraciot. Ugyanilyen mddon jartunk el a flavonol
vegylletek (kvercetin, kempferol, miricetin, kvercetin-3-glikozid és kempferol-3-
glukozid, Sigma-Aldrich) esetében is. A mérést kilonbozé Trolox koncentraciokkal
(Sigma-Aldrich) ugyanigy elvégezve az ICsp-et meghatéroztuk, és a szinglett oxigén
antioxidans kapacitast levél friss vagy széaraz stlyra vonatkoztatott Trolox ekvivalensekben

fejeztiik ki (ICso Trolox ekv. g™).

4.7. Harslevél-kivonatok és flavonolok abszorpcios spektruménak felvétele

A fagyasztva széritott hérsleveleket 50%-0s metil-alkoholban homogenizaltuk,
majd centrifugaltuk (10.000 g, 10 perc). A flavonoid vegyuleteket (kvercetin, kempferol,
miricetin, kvercetin-3-3-D-glukozid és kempferol-3-glukozid, Sigma-Aldrich) 50%-0s
metil-alkoholban oldottuk és szirtiik. A feliiliszok abszorpcids spektrumat Shimadzu UV-
1601 spektrofotométer segitsegével hataroztuk meg.

4.8. Harslevelek flavonol agliikon tartalmanak meghatérozésa

A levelek flavonol agliikon tartalmat HPLC-DAD-ESI-MS/MS maodszerrel mértik
Schmidt és mtsai. (2010) leirasa szerint. A fagyasztva szaritott levelekbdl a flavonolok és
glikozid-részik elvalasztasahoz savas hidrolizissel készitettik a kivonatokat, 0,5 mg
mennyiséget 50%-0s metanolban oldva, majd 2 6ran 4t 1,6 M HCI hozzaadésaval 90°C
hémérsékleten torténd forralassal. Az oldatokat 100 ml-re egészitettiik ki 50%-0s metanol

hozzéadasaval, majd 5 perces szonikalast kovetden 0,45 pm PTFE filteren at sztrtiik.
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A flavonol agliikon koncentracié meghatarozasat HPLC készlékkel (1100 modell,
Agilent, Waldbronn, No.) végeztiilk. A metanolos kivonatokat Prodigy oszlopon (ODS 3,
150 x 3,0 mm, 5 pm, 100 A, Phenomenex, Aschaffenburg, No.) valasztottuk el, 25°C
hémérsékleten, viz/acetonitril gradiensen. Az A oldat tartalma 99,5% viz és 0,5% ecetsav,
a B oldaté 100% acetonitril volt. A kdvetkez6 gradienst hasznaltuk: 30-35% B (5 perc), 35-
39% B (12 perc), 39-90% B (5 perc), 90% B izokratikus (5 perc), 90-30% B (5 perc), 30%
B izokratikus (5 perc). Az dramlés percenkent 0,3 ml nagyséagu volt, a DAD detektor altal
mert hullamhossz pedig 370 nm. A kvercetin, kempferol és miricetin flavonoidokat
deprotondlt ionjaik és jellemzd fragmentumaik alapjan azonositottuk HPLC-DAD-ESI-
MS/MS modszerrel, Agilent 1100 MSD iocsapda segitségével, ESI ionforras
felhasznal&saval negativ ionizaciés modban. Nitrogént hasznaltunk széraz (12 l/perc,
350°C) és porlasztd gazként (40 psi). Az ioncsapdédban hélium alkotta a robban6gazt. A
tdmegmeghatérozast kvercetinre optimalizaltuk [M-H] - m/z 301. A cstcsokhoz tartozo
koncentraciok meghatarozasdhoz a kalibréciokat a kereskedelmi forgalomban kaphato,
HPLC tisztasagl flavonoid standardok oldataival (0,5-10 mg 100 ml™?, kvercetin,
kempferol és miricetin, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, No.) végeztik. A méréseket két

technikai ismétléssel végeztik.
4.9. Felhasznalt statisztikai modszerek

Az étlagok és szorésok kiszdmitdsa Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft
Corporation) szoftverrel tortént. A grafikonok elkészitéséhez és a Paerson-féle korrelacios
egyutthatok kiszamitasahoz a SigmaPlot 12 szoftvert vettiik igénybe (Systat Software Inc.,
San Jose, CA, USA). A t-probék elvégzéséhez a GraphPad QuickCalcs online programot
hasznaltuk (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA), ahol a p < 0,05

konfidenciaszinten vald atlag killonbségeket tekintettiik szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1. Altalanos és ROS-specifikus antioxidans kapacitas probak alkalmazhatdsaga a

levelek fizioldgiai &llapotanak leirasara

A Kkisérletben, amely mintegy el6kisérletill szolgalt az antioxidans-tartalom mint
novényi akklimaciot jellemzé paraméter kérdéskorének vizsgélatdhoz, Uveghazban
stresszmentes kortlmények kozott nevelt dohdnyrdl valasztottunk ki kiilonbozé kort
leveleket (L1-L7), majd ezeket elemeztik fotoszintetikus teljesitmény és &ltalanos,
valamint ROS-specifikus antioxidans kapacitasok tekintetében. Az eredményeket a 4. abra
mutatja. A klorofill fluoreszcencia méréssel meghatérozott effektiv fotokémiai
hatékonysag (Yesiis5) — ahogy az varhatd volt — fokozatos csokkenést mutatott a levelek
koraval: a legfiatalabb levélé (L1) az aktiv fotoszintézisii novényi részekre jellemzé 0,6
volt, mig a mar a szeneszcencia el6rehaladott stadiumaban levé legidésebb levélé (L7,
teljesen megsargult levél alig detektalhatd klorofilltartalommal) csak 0,1 korili (4.A &bra).
A karotenoidok fokozatosan lebomlottak a levelek koranak el6rehaladtaval (4.B &bra). A
vizes kivonatokb6l mért harom TAC paraméter (TEAC, FRAP, TFT) hasonl6 tendenciakat
mutatott: a fiatalabb levelekben alacsony volt az értékik, majd egy maximalis értéket
elérve (L4 és L6 kozott) méar nem ndvekedtek tovabb a levelek kordval (4.C-E &bra). A
ROS-specifikus antioxidans kapacitasok kozil itt a levélkivonatok ‘OH és O, semlegesitd
képességét vizsgaltuk. Ahogy a 4.F és G abrén lathato, ezek a paraméterek nem kovettek
semmilyen jol lathato tendenciat a levél koraval 6sszefiiggésben.

A szeneszcencia mint egy természetes, ROS-képzddéssel és oxidativ stresszel jard
fiziologiai &llapot (Zimmermann és Zentgraf 2005) kivald rendszerul szolgélt szdmunkra,
hogy azonos novény kiilonbozé antioxidans-tartalmu levelei segitségével az egyes
antioxidans kapacitdsok egyméssal és a fiziologiai allapottal valo 0Osszefliggéseit
vizsgalhassuk. A paraméterek korrelacidit a Pearson-féle korreldcios koefficiens (Rp)
segitsegével elemeztiik, ahogy azt az 1. tdblazat mutatja. Szorosabb Osszefiliggést csak
néhany paraméter kozott taldltunk (ahol az Re abszollt értéke nagyobb mint 0,8 a
tablazatban vastag betlis kiemelés jelzi). A fotokémiai hatékonysadg, mint a levelekre
jellemz6 fontos fiziologiai mutato, szoros korrelaciot csak a karotenoidtartalommal, illetve
a TEAC parameterrel mutatott. Mig a karotenoidtartalommal a lineéris dsszefiiggés pozitiv
volt (Re = 0,85), addig a TEAC paraméterrel forditott 6sszefiiggést talaltunk (Rp = -0,91).
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4. dbra: Uveghdzban nevelt dohany kiilonbdzd kora leveleinek (L1-L7, koruk szerint novekve
sorrendben) fotokémiai hatékonysag (A), karotenoidtartalom (B) és TAC (C-E), valamint ROS specifikus
antioxidans kapacitas (F-G) értékei (N=3, £SD).
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1. téblazat: Osszefiiggések iiveghazban nevelt dohdny kiilonbdzd kort leveleinek fotokémiai
hatékonysaga, karotenoidtartalma, valamint TAC és SAC értékei kozott (N=3, +SD). Az Osszefiiggések
erGsségét a Pearson-féle korrelacios egyitthatéval (Rp) jellemeztik. Ahol | Rp | > 0,8, a tabldzatban vastag

betlis kiemelés jelzi.

Re Vs Kar  TEAC FRAP  TFT ICs O, ICs, ‘OH

Yesii 1 085 -091 -078 -0.76 -0.25 0.18
Kar 1 -094 -074 -0.59 0.10 -0.12
TEAC 1 0.84 0.72 0.02 0.14
FRAP 1 0.95 0.44 0.18
TFT 1 0.67 -0.01
ICs0 O;” 1 -0.29
ICs "OH 1

Maga a karotenoidtartalom és a TEAC igen szoros negativ lineéris kapcsolatban

allt egymaéssal a vizsgalt rendszerben (Rp = -0,94). A TAC paraméterek egymassal vald

a TFT mutatott Osszefliggést, az utdbbi szorosabbat (Rp = 0,95). A ROS-specifikus
antioxidans paraméterek nem Korreldltak ebben a kisérleti rendszerben egyetlen tovabbi
mért jellemzdvel sem.

Eredeményeink dsszhangban vannak azzal az ismert megfigyeléssel, mely szerint a
szeneszcencia soran az antioxidansok aktivitdsa nodvekszik, viszont ez a novekedés
rendszerint nem tud Iépést tartani a prooxidansokéval, és ez okozza az abiotikus kdrnyezeti
hatdsokhoz hasonl6 oxidativ k&rosodast (Zimmermann és Zentgraf 2005; Khanna-Chopra
2012). A mi eredményeink is azt mutatjak, hogy a levelek koraval csak a szeneszcencia
egy bizonyos fokaig (L4-L6) ndnek a kiilonbozé TAC paraméterek értékei, mikozben a
mutatja. Egyes 0sszefliggések tovabbi elemzését segitendd, ezeket grafikusan is abrazoltuk
(5. abra). Ebbd] lathatjuk, hogy a FRAP és TFT parameterek nem line&ris médon fuiggtek
0ssze a Ypsy élettani mutatoval (5.A-B &bra). Habar a TEAC értékeinek szorosabb
(lineédrisabb) negativ korrelécidja volt a fotokémiai hatékonysaggal (5.C abra), az ezzel a
modszerrel mérhetd antioxidans vegyiiletek gy tlinik, mégsem voltak képesek elég
védelmet nyljtani az oxidativ stresszel szemben a szeneszcencia elérehaladtaval.

A karotenoid pigmentek — amelyek mind fotoszintetikus, mind védépigmentek
szerepét betdltik (Demmig-Adams és Adams 1993) és egyben antioxidans hatdsd

molekulak is (Norman és Krinsky 1989) — mennyiségének szoros korrelacidja a fotokémiai
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hatékonysaggal (1. tablazat) utalhat antioxidans szerepukre, azonban a TEAC paraméterrel
valé negativ dsszefligges arra mutat ra, hogy a karotenoidok szerepét a levelek korénak
elérehaladtaval mas, a TEAC probaval a karotenoidoknal reaktivabb antioxidansok vették
at. Masrészr6l, ahogy Miller és mtsai. (1996) kimutattdk, az egyes karotenoidok is
kiilonb6z6 TEAC értékekkel rendelkeznek, pl. a karotinoké magasabb mint a xantofilloké.
A szeneszcencia soran kimutathatd, hogy a karotinok gyorsan lebomlanak, mig a (*O-
védelemben is szerepet jatsz6) xantofill-ciklus vegylletei kisebb mértékben és lassabban
degradélodnak (Keskitalo és mtsai. 2005). Ezen kivil azt is érdemes megjegyezni, hogy a
vizes levélkivonatokkal végzett TEAC teszt valdjaban a karotenoidoknak csak egy részét
mutatja ki (Arnao 2000).
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5. dbra: Osszefliggések iiveghdzban nevelt dohany kiilénbzd kora leveleinek (L1-L7) fotokémiai

hatékonysaga és TAC értékei kozott (A-C), illetve két TAC paramétere kdzott (D).
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A kiilonb6z6 TAC paraméterek egymassal vald viszonylag jo korrelacioja
megerdsitette azt a megallapitast, hogy az ET-alap( antioxidans tesztek altaldban hasonld
eredményeket adnak, mivel lényegében mind egy kivonat redukéaloképességét mérik
(Huang és mtsai. 2005). Masrészt a TEAC és a FRAP (vagy a TFT) értékei (5. D &bra)
nem linearis mddon fuggtek dssze. A TEAC teszt nagyobb érzékenységét az antioxidans
véltozasokra mutatja az, hogy a legfiatalabb (L1) és az L6-L7 levelek értékei kozott
csaknem 5-sz0ros kilonbségeket tudtunk kimeérni ezzel a médszerrel. Ahogy Apak és
mtsai. (2007) 6sszefoglal6 tanulményukban felhivjak ré a figyelmet, még az azonos alapon
mitkodo (ET) tesztek eredményei kozott is lehetnek nagy kiillonbségek a redoxpotencialtol
¢s az oldattol fliggden, igy valdjaban mindig hasznos lehet megvizsgélni a korrelaciokat a
kiilonb6z6 TAC paraméterek kdzott.

A mi Kkisérleti rendszeriinkben, vagyis a természetes szeneszcencia
Osszefuggésében, nem mutattak a vizsgalt specifikus antioxidans kapacitdsok semmilyen
mintazatot. Ez egyrészt jelentheti azt, hogy az adott folyamatban nem a O;™, illetve a "'OH a
legfontosabb mediatorok, masrészt eredhet az antioxidansok miikodésének mar fentebb
emlitett redundans jellegébol. Az elobbi feltételezést erdsiti a SAC paraméterek TAC
mutatokkal vald Osszefliggéseinek hidnya is. Zentgraf ¢s Hemleben (2008) elsdsorban a
H.O, jelent6ségét hangstlyozzak, mint a szeneszcencidban legfontosabb szereppel bir6
(jelatvive) ROS format, de a folyamatban valosziniileg mas ROS-ok (O,", "OH, *0y) is
részt vesznek (Van Breusegem és Dat 2006)

Miutan kiilonb6z6 kora €és fiziologiai allapoti dohanylevelekkel —mint
modellrendszer segitségével megmutattuk, hogy a kiillonb6z6 TAC probak parhuzamos
alkalmazédsa érzékenyen mutatja az antioxiddnsok valtozasait, attértink ezek UV-
akklimacioban jatszott jelent6ségének felderitésére. A kovetkezd kisérletben a kiilonbozi

kord, szeneszcencia jegyeit még nem mutatd (azonos Kklorofilltartalmd) és eltérd

V4

5.2. Eltéré6 antioxidans-tartalmu fiatalabb és idésebb levelek akklimacios valaszai

kiegészité UV-sugarzasra Uveghazi kisérletben

Az UV-sugérzdshoz valé akkliméacié antioxidans alapjainak vizsgélatéhoz egy
nemes sz6l6fajta, a Chardonnay kiilonb6z6 koru leveleit valasztottunk modellként. Ebben
a kisérletben a szeneszcencia jegyeit még nem mutaté kifejlett leveleket vizsgaltuk (ahol a

fiatal és id6s levelek kozott nem volt klorofilltartalom tekintetében killonbség). Ez az indas
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kiszonovény idealis volt arra, hogy vessz6it egy vizszintesen fekvé racsra hajtatva
fiatalabb és idésebb (mér kifejlett de még nem szeneszcens) szintkkel egyarént felfele
mutat6d leveleit azonos dozisi UV-besugarzasnak tegylik ki. A novények egy része az
iiveghazi lathaté fény (50 pmol foton m™? s PAR) mellett 8,95 ki m? d™ kiegészité UV
(UV-B kodzpontl) sugarzast is kapott a kisérlet négy napjan keresztul. Ezutan az UV-kezelt
és kezeletlen novények fiatalabb és idosebb levelein is elvégeztik a fotoszintézis (CO,-
megkotés) és fotokémiai hatékonysdg méréseket, majd a levelek kivonataibdl
meghataroztuk a TAC és SAC értékeket.

Ahogyan az 6. dbra mutatja, a csak lathatd fényen tartott (PAR) ndvényeknél a
fotokémiai hatékonysag (Yesiss) tekintetében az iddsebb levelek (IL) magasabb értékeket
mutattak, mint a fiatal levelek (FL). Az UV-kezelés (PAR+UV) viszont eltér6en hatott a
két csoportra: az elébbinél 44, az utobbinal 22%-kal csokkentve a fényadaptalt fotokémiai
hatékonysagot (6.A &bra). A potencialis (maximalis) fotokémiai hatékonysag (F./Fnm)
kezelés nélkiil a fiatal és id6s leveleknél azonos volt, de az UV-besugarzasra ennek a
mutatonak az esetében is az id6és levelek reagaltak érzékenyebben (20 illetve 37%-0s
csokkenés, 6.B abra). A ndvények levelein a nevelési fénynél magasabb (300 umol foton
m? s?) PAR-on végzett gazcsere analizis megmutatta, hogy az alkalmazott UV-dézis
megfeleld erdsségli volt ahhoz, hogy szignifikins mértékli csdokkenést okozzon a
fotoszintetikus CO,-megkdtésben, mind a FL, mind az IL esetében (6.C abra). A
sztobmakonduktancia az UV hatdsara szintén hasonl6an szignifikdnsan lecsokkent (az
adatok itt nincsenek bemutatva).

A levelek vizes kivonataiban mértik a TAC és SAC paramétereiket. Az UV
kezelés hidnyaban (PAR ndveények) a TFT és a TEAC nagyjabdl feleakkora (57 illetve
51%) volt a fiatal levelek esetében az idésekhez viszonyitva, mig a FRAP értékében nem
volt szignifikdns kilonbség a level koranak hatdsara. Az UV-kezelésben részesilt
novények FL mintadiban mindhdrom TAC paraméter megndvekedett (leghangstlyosabb a
TEAC esetében megfigyelt 3-szoros ndvekedés volt), mig az UV-kezelt IL értékei a
kezeletlen IL-éhez kozeliek maradtak (6.D-F abra). A specifikus ROS-kioltést itt a
hidroxilgydk és szinglett oxigén vonatkozasaban vizsgaltuk. Elobbit az indokolja, hogy
‘OH kozvetleniil is megfigyelhetd volt a jelenleg alkalmazottnal nagyobb dozisa UV
kezelés hatasara (Hideg és Vass 1996). A 10, keletkezés ugyan nem jellemzd UV-B kezelt
levelekre kozvetlen hatdsként, az UV altal meggyengitett fotoszintézisii mintakban
azonban megjelenhet (Hideg és mtsai 2000). A TAC paraméterek valaszaihoz hasonldan az

UV-kezelés szintén csak a FL esetében okozott novekedést: a hidroxilgyok-kioltashan
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kisebb (30%-0s, 7.A ébra), mig a 'O, semlegesitésben igen jelentds (7-szeres) mértékiit
(7.B abra). Az "OH antioxidans kapacitas a kezeletlen IL esetében magasabb volt a FL

értékeihez képest.
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6. dbra: Uveghazi kisérletben lathatd fényen nétt (PAR) és kiegészitd UV-sugarzas kezelésben
(PAR+UV) részesiilt sz6lo fiatal (FL) és id6s leveleinek (IL) fényadaptalt (A) és maximalis fotokémiai
hatékonysdga (B), fotoszintézise (C), valamint TAC értékei (D-F). Az oszlopok feletti azonos betilk az
atlagok egyezését mutatjak p < 0,05 konfidenciaszinten (N=3-9, +SD)
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Mivel az UV-kezelésre adott valasz gyakran magaban foglalja az ezen a
hullamhosszon abszorbeald fényvédd pigmentek megemelkedett mértékii szintézisét is
(Jansen és mtsai. 1998), megmértiik a kivonatok 280 és 315 nm kodzotti abszorpcidjanak
véltozasait (7.C. &bra). A mérés azt mutatta, hogy a FL esetében a 4-napos UV-kezelés
hatdsara valdban tortént egy nagymértéki, 74%-0s ndvekedés, azonban az IL esetében nem
figyeltiink meg ilyet. Az UV-kezelés hidnydban az IL-t a FL-hez képest egy magasabb
szintli UV-B abszorpci6 jellemezte, ami nagyjabol megegyezett az UV-kezelt levelek (FL
és IL) ezen értékeivel. Karotinoidok tekintetében a FL és IL kdzo6tt nem volt killénbség, és
az UV csak az IL esetében okozott egy kis mértékii (15%-0S) ndvekedést ezekben a
pigmentekben (7.D. abra). Ebben a kisérletben is vizsgaltuk a kiilonb6z6 paraméterek
Osszefuggéseit (2. tablazat). A szorosabb korrelaciokat ( |Re| > 0,8) a tdblazatban vastag

betiis kiemeléssel jeloltem és az aldbbiakban targyalom.
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7. &bra: Uveghazi kisérletben lathatd fényen nétt (PAR) és kiegészité UV-sugarzas kezelésben
(PAR+UV) részesiilt sz616 fiatal (FL) és id6s leveleinek (IL) SAC paraméterei (A-B), UV-B abszorbeéld
pigmentjei (C) és karotenoidtartalma (D). Az oszlopok feletti azonos betlik az atlagok egyezését mutatjak p <
0,05 konfidenciaszinten (N=3-9, £SD).
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2. thblazat: Osszefiiggések lathato fényen nétt és kiegészitd UV-sugarzas kezelésben részesiilt sz616
fiatal és idds leveleinek fotokémiai hatékonysdg jellemzdi, fotoszintézise, karotenoidtartalma, UV-B
abszorbedlé pigmentjei, valamint TAC és SAC értékei kozott. Az Gsszefliggések erdsségét a Pearson-féle

korrelacids egyutthatéval (Rp) jellemeztiik. Ahol | Rp| > 0,8, a tablazatban vastag betiis kiemelés jelzi.

Re Yesi  FulFm Fot Kar  TEAC FRAP TFT ICs'0, .'gf_‘; U;/b' B

Yesii 1 098 087 -041 -049 0.00 -0.31 -040 -0.36 -0.61
FulFim 1 08 -041 -046 0.00 -0.22 -040 -0.23 -0.53
Fot 1 007 -085 -047 073 -076 -0.74 -0.92
Kar 1 -059 -091 -0.68 -0.67 -0.54 -0.43
TEAC 1 08 095 098 088 0.97
FRAP 1 0.87 092 0.73 0.74
TFT 1 0.90  0.97 0.94
'0,AC 1 077 0.90
‘OH AC 1 0.93
UV-B ab 1

A fenti eredmények megvitatdsakor fontos megjegyezni, hogy bar az alkalmazott
UV dozis csak kevéssel volt magasabb, mint a foldrajzi szélességiinknek megfeleld atlagos
napi dozis nyaron (7,5 kI m? BED UV-B, Bassmann és mtsai. 2001), a kezelés mégis
jelentdsen limitalta a levelek fotoszintézisét. Ennek magyarazata egyrészt az, hogy
Uveghazban, UV-mentes kornyezetben nevelt ndvényt vizsgaltunk, mésrészt az, hogy a
PAR:UV arény a kisérletben a természetesnél sokkal alacsonyabb volt. A PAR szintek
madositod hatasat az UV-B valaszokra tobb tanulmany is targyalja (pl. Berkelaar és mtsai.
1994; Sicora és mtsai. 2003; Krizek és mtsai. 2004). Azonban még ez a 4-napos UV-
kezelés okozta stressz sem jart fotoszintetikus pigmentveszteséggel és a hatésa
visszafordithatd volt (az adatok itt nincsenek bemutatva). A maximalis (F./Fr) és effektiv
(Ypsiiss) fotokémiai hatékonysag kozotti erés korrelacid (Rp = 0,98), illetve a két értéknek
a CO,-fixécioval valo Osszefliggései) arra utalnak, hogy az UV-indukélta fotoszintézis-
gatlasért csak részben a sztodmakonduktancia csokkenése volt a felelés (amely folyamatban
szintén szerepet jatszanak a ROS-0k), és részt vehettek benne a PS Il kdzvetlen gatlasi
folyamatai (feltehet6éen ROS-indukalt degradéciodja) is. Az UV-B sugéarzasrdl kimutattak,
hogy elsdsorban a sztomanyitas gatlasan keresztiil fejti ki fotoszintézis-gatld hatasat
(Nogues és mtsai. 1999; Jansen és van den Noort, 2000), de bizonyitott az UV indukalta
gatlds az elektrontranszportban (Vass és mtsai. 1996) és a Rubisco-szintézisben is

(Takeuchi és mtsai. 2002; Choi és Roh 2003). A Chardonnay sz6l6fajta fotoszintézisének
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csokkenését UV-B besugérzas hatdsara kordbban Béalo és mtsai. (1998) kimutattak. A mi
kisérletinkban az UV-kezelés eredményeképp az IL esetén a fotokémia jelentGsebb
mértékben csokkent, mint a FL esetében. A levelek koranak befolydsat az UV-B
vélaszokra mér korabban is kimutattdk, példaul keresztesviragu (Reifenrath és Miuller
2007) vagy citrus fajok (Ibafiez és mtsai. 2008) esetében, a levelek eltéré UV-abszorbeéld
pigmentmennyiségének tulajdonitva a hatast. Sz616 levelekben az UV-B abszorbeald
pigmentek (fenolos vegyiletek) szintézisének ndvekedését és az antioxidans védekezési
rendszer indukcidjat is kimutattdk UV-B hatasra (Pontin és mtsai. 2010; Berli és mtsai.
2010), azonban kiilonb6z6 koru levelek 6sszehasonlitasara nem ismertek irodalmi adatok.

A TAC paraméterekben UV indukélta novekedest csak a FL esetében figyelhettlink
meg. Mig a a PAR novényeknél TEAC, a TFT, a FRAP, a "OH-kioltas és az UV-B
abszorbancia értékei magasabbak voltak az IL, mint a FL esetében, addig az UV-kezelés
hatdsara csak a FL mutattak megemelkedett szinteket. Ugyanakkor fotoszintézis méréseink
rendelkeztek jobb UV-sugarzas tliréssel, sot, a fotokémiai hatékonysagukban jelentGsebb
csokkenést mutattunk ki, mint ami a FL esetében jellemz6 volt. Ebben a kisérletben a
harom mért TAC mutatd hasonldan viselkedett, igy korrelaciojuk is viszonylag szoros volt
(Re > 0,8, 2. tAblazat). A TEAC mutatta a legszorosabb korrelaciot a két vizsgalt SAC
paraméterrel, ami arra utalhat, hogy az antioxidans kapacitasbeli novekedés itt foként a
"OH- és '0,-reaktiv vegyiiletek felhalmozodéséanak volt tulajdonithat6. Erre utal az is, hogy
a FL esetén jelentés mértékii (7-szeres) 'O, antioxidans-aktivitasbeli kiilénbséget
mérhettiink az UV-fény hatasara. A "OH jelenlétét izolalt tilakoidmembranokban magas
UV-B dozissal torténd besugdrzas hatasara Hideg és Vass (1996) kimutattdk, ezzel
szemben 'O,-produkciot kdzvetleniil csak magasabb hullamhosszi UV-A  sugarzas
hatasara tudtak kimutatni (Hideg és mtsai. 2002). A 'O, produkcidja azonban
megnovekedhetett a fotoszintetikus kapacitas UV-indukalta korlatozasanak hatdsara. A
karotenoidok - amelyek koziil sok hatékony 'O,-kioltd vegyiilet - mennyisége az IL-ben
kis mértékben megnétt az UV hatasara, de nem mutatott korrelaciot a specifikus 'O
antioxidans kapacitassal (2. tablazat). Az elsdsorban nem UV, hanem PAR okozta stresszel
osszefiiggésbe hozhat6 'O, semlegesitésének és az UV valaszok osszefiiggéseinek
vizsgalatara a késObbiekben természetes napsugarzasnak kitett levelek vizsgalataival
tértlink vissza (I. 5.4. fejezet).

A kiilonb6z6 korU levelek esetében az UV-B abszorbealé pigmentek szintjének

emelkedése és az UV-tolerancia kozott 0sszefuggést mutattak ki keresztesviragu-, illetve
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citrusfajok esetében (Reifenrath és Miller 2007, Ibafiez és mtsai. 2008). Berli és mtsai.
(2010) sz616nél is kimutatta az UV-sugarzas hatasat az ezen a hullamhosszon abszorbeald
pigmentek mennyiségének emelkedésére. Kolb és mtsai. (2001) vizsgalatai szerint sz616nél
az epidermiszben elhelyezked6 fénysziiré pigmentek a PS 1l fotokemiat meg tudtak védeni
UV-B sugéarzés karos hatéasaitol, viszont a levelek CO,-megkdtési képessegében csokkenés
mutatkozott. A mi kisérletiinkben az UV-B abszorpci6 csak a FL esetében nétt meg UV-
hatésra, és az IL-nél mar eleve egy magasabb szinten volt. A TEAC, TFT és a két SAC
paraméterrel val6 szorosabb 6sszefliggés, illetve az a tény, hogy UV hatdsara sem
halmozoédtak fel nagyobb mennyiségben, mint amit az idésebb PAR leveleknél
mérhettiink, arra utal, hogy ezek a pigmentek nem elsésorban az UV-sugarak
abszorpcidjan keresztll megval6sulé fényvédelemben, hanem inkabb antioxidans hatasuk

miatt lehetnek jelentdsek.

5.3. Magas fény elokezeléssel kivaltott eltéré antioxidans-tartalommal rendelkezo

levelek UV-akklimécioja Uveghdzi kisérletekben

Tovabb vizsgalva a levelek eltéré antioxidans-tartalménak szerepét az UV-
vélaszokban, egy olyan kisérletet A&llitottunk be, ahol a kiegészité UV-kezelés
megkezdésekor fennallé antioxidans kapacitasbeli eltéréseket nem egy belsé faktor (a
levelek kora), hanem egy kiilsé tényez6 okozta. Ennek eléréséhez a 200 umol foton m?s?
PAR fényen nevelt dohanyok egy részét 6 hetes korban 5 napra magasabb (1000 pmol
foton m? s PAR) fényre helyeztilk, mig a t6bbi ndvényt tovabbra is az alacsony
fényintenzitason tartottuk. Ezutan mind a magas (1000) mind az alacsonyabb fényen nevelt
(200) csoportot 200 pmol foton m™ s PAR megvilagitas ala helyeztiik, de azokat tovabbi
2-2 részre bontva csak az egyiknél alkalmaztunk 8,95 kJ m? BED napi dézisu kiegészitd
UV-sugarzast. 6 napon at. A kezelések részletes leirasat az Anyagok és maddszerek fejezet
tartalmazza. A kiegészit6 UV kezelés utolsd napjan mind a négy (200-PAR, 1000-PAR,
200-UV és 1000-UV) csoporton elvégeztik a gazcsere és Klorofill fluoreszcencia analizist,
ezutdn azok kivonataibdl meghatdroztuk a pigmenttartalmat és az antioxidans
kapacitasokat.

Az eredményeket a 8. dbra mutatja. A magas fényen torténé el6kezelésnek nem
volt negativ hatdsa sem a CO,-megkdtésre, sem a potencialis fotokémiai hatékonyséagra

V4

kezelés viszont kiilonb6z6 mértékben csokkentette a fotoszintetikus CO,-megkotési ratat
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az elbkezelés fliggvényében: a 200-UV levelek fotoszintézise a 200-PAR levelekhez
képest 60%-kal volt alacsonyabb, mig az 1000-UV leveleknél az UV nem eredményezett p
< 0,05 szinten szignifikdns csokkenest (8.A d&bra). A sztdmakonduktancia valtozasa
ugyanezt a mintdzatot kovette, a 200-PAR leveleknél 85%-0s csokkenéssel (az adatok az
abran nincsenek bemutatva). A maximalis fotokémiai hatékonysadg (F./Fn) a 200-UV
novényekben szignifikansan kisebb volt a 200-PAR levelekhez képest, mig az 1000-UV
leveleké az 1000-PAR levelekével megegyez6 volt (8.B. abra). Az effektiv fotokémiai
hatékonysagban (Ypsii-s5) az UV hatasara nem lattunk csokkenést egyik csoportban sem,
s6t még egy kisebb novekedést is tapasztalhattunk az 1000-UV névényeknél (az adatok itt
nincsenek bemutatva).

A TAC paraméterek kozil a TFT értékeiben nem lehetett szignifikéns eltéréseket
kimutatni a négy csoport novenyei kozott (8.C abra). A TEAC értékeinél a magas fényen
torténd eldkezelés 3,5-sz0r6s novekedést eredményezett maradandd hatasként (mivel a
novekedés a 6 napos alacsonyabb fényintenzitasra torténd visszahelyezés utan kimutathatd
volt, 8.D &bra). A TEAC étlagok killonbsége nem volt szignifikdns a 200-UV és 200-PAR
levelek kozott. A FRAP szintekben a magas PAR nem okozott szignifikdns valtozast,
viszont a 200-UV levelek masfélszeres antioxidans kapacitassal rendelkeztek, mint a 200-
PAR levelek (8.E abra).

Ebben a kisérletben két ROS-specifikus antioxidans kapacitas értékét hataroztuk
meg, a hidroxilgydk és a szuperoxid-gyok kioltasi képességet (8.F.-G abra). Az elbbi
paraméternél nem talaltunk szignifikans kiillonbségeket a négy csoport kozott. A O, -kiolto
kapacitas mértékében a magas fény nem okozott valtozast. A 200-UV levelek ezen értéke
a 200-PAR leveleknek csaknem négyszerese volt, mig a magas fényen el6kezelteknél nem
tudtuk kulonbséget kimutatni.

Ebben a kisérletben is mértik a levelek kivonatainak UV-B hulldmhosszakon val6
Osszesitett abszorborbancidjat (8.H abra). Azt taldltuk, hogy mig a magas lathatd fény
nagyobb mértékii, csaknem kétszeres novekedést eredményezett ebben a paraméterben,
addig az UV-kezelés hatdsa nem volt szignifikdnsan kimutathat6 egyik csoportnél sem. A
levelek karotenoidtartalmdt az UV-kezelés nem befolyasolta. A paraméterek kozotti
osszefliggéseket ebben a kisérletben is a Pearson-féle korrelacids koefficienssel
jellemeztilk (csak a szignifikdns valtozast mutatd paraméterek esetében), melynek értékeit

az 3. tblazat mutatja és aminek elemzésére késdbb térek vissza.
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mutatjak p < 0,05 konfidenciaszinten (N=3, £SD).
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A fenti kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy az liveghazban nevelt levelek UV-
akklimaciodja javithato volt az antioxidans kapacitas novelésével. A magas fényen elokezelt
novények fotoszintézise az alkalmazott UV-kezelés hatdsara nem csokkent szignifik&nsan,
mig az eldkezelés nélkiilli novényeké igen. Az elektrontranszport mérések alapjan
feltételezhetjiik, hogy az UV hatasara bekovetkez6 kisebb CO,-felvételben megnyilvanuld
fotoszintézis hatékonysagbeli csokkenést az elékezelés nélkiili novények esetében nagyobb
részben a sztdmazarddas, kisebb részben pedig belsd tényezék, a PS I
hatékonysagcsokkenése okozhattak.

A magas nevelési fényre valo athelyezés antioxidans rendszert aktivald hatésat
példaul orokzoldek (Grace és Logan 1996) és I6bab csirak (Younis és mtsai. 2010)
esetében mar kimutattak kiilonb6zé enzimatikus (APX, SOD) és nemenzimatikus (AsA,
GSH) komponensek esetében. A mi kisérletiinkben a 1000 pmol foton m? s* PAR
elékezelés jelentésen megndvelte a dohany levelek TEAC értékét és az UV-B abszorbeald
komponenseinek mennyiségét. Fontos megjegyezni, hogy ezek a valtozadsok a magas
fénnyel torténd elokezelés utan 6 nappal is megfigyelhetdek voltak, annak ellenére, hogy
az 1000-PAR ndvények az el6kezelés utani 6 napban tjra az alacsonyabb fényen voltak
tartva. Masik Iényegi megfigyelésiink, hogy a magas fény eldkezeléssel megnovelt
antioxidans kapacitasok megfeleléen elharitottdk a Kkiegészité UV-kezelés kéros (az
el6kezelés nélkiili csoportban megfigyelhet6) fotoszintézist gatld hatasait, és ezeknek a
paramétereknek tovabbi emelésében megnyilvanuld akklimativ valaszokat mar nem
lathattunk. A kisérlet soran végig 200 pmol foton m? s* PAR fényen nétt leveleknél
viszont a 6 napos UV-besugérzas jelentds novekedést okozott a FRAP értékében, és
stimulalta a O;"-kiolt6 antioxidans kapacitast is, ami az akklimativ valaszok megindulasat
jelzi, mégha azok nem is voltak elégségesek a fotoszintézis csokkenésének
megakadalyozasara. Ebbol arra kovetkeztethetlink, hogy a fentebbi paramétereknek lehet
leginkabb szerepe az UV elleni védelemben, vagyis a magas fény el6kezelés a vizsgalt
paraméterek kozil elsésorban az UV-B abszorbeald 6sszetevok mennyisége és a TEAC
teszttel mérhetd antioxidans kapacitas novelésén keresztiil védte meg a leveleket. Erdekes
azt is megfigyelni, hogy ebben a kisérletben (bizonyos paraméterek tekintetében)
fontosabb szerepik volt az UV-kezelés kezdetén mar meglevé magasabb antioxidans
szinteknek, mint ezek UV-indukalt novekedésének. A magas fény el6kezelés altal
eldidézett, és az ezekben a levelekben a kiegészité UV hatasara mar nem ndévekedé UV
abszorbeald pigmentmennyiséget az alacsony fényen nétt levelek is tartalmaztak az UV

kezelés végére. Ez a kisérlet azt mutatta, hogy az UV kezelés sordn induk&lhat6
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

antioxidansoknak nem volt olyan jelentds védd szerepe, mint a kezelés kezdetén mar
meglévoknek.

Ez a megallapitas latszolag ellentmond a fiatal és idds szololevelekkel végzett
kiserlet eredményeinek, ahol a kezdeti magasabb antioxidans szintek nem voltak
alkalmasak az UV-sugarzashoz valé akklimacio elésegitésében. Azonban, mig abban az
esetben egy természetes fejlodési folyamat hatdsara varialtak az antioxidans szintek, addig
itt a magas feny eredmeényeképpen specifikusan megndvekedett antioxidans kapacitasokat
figyelhettink meg, amik jelenléte az UV ellenallosiagra kereszttolerancia jellegli
hatdsukban nyilvanulhatott meg. A forditott iranyd akkliméciot, vagyis az UV-B
el6kezelés fotoinhibiciot csokkentd hatasat kimutattak mar bab és borso levélkorongokon
(Bolink és mtsai. 2001), illetve tiveghazban nevelt duglaszfenyé magoncokon (Poulson és
mtsai. 2002). A fellép6 kereszttolerancia jelenségét magyaradzhatja, hogy az alacsonyabb
UV-B sugarzésra adott valaszok egy része is ROS-medialt Gtvonalakon keresztil
generalddik (Brosché és Strid 2003; Jenkins 2009), amiben pl. a katalitikusan képz6d6
szuperoxid vedelmi Utvonalakat kozvetlen modon, vagy hidrogén-peroxidon keresztil
induk&ld szerepét bizonyitottak (Mackerness és mtsai. 2001).

A korrelaciok elemzése (3. tablazat) is segit abban, hogy ennek a feltételezett
kereszttolerancianak a kialakitdsaban szereplé faktorokat azonosithassuk. A O,"-kioltas
szoros negativ korrelacidja a CO,-asszimilacidval (Rp = -0,96) és az F./Fn, paraméterrel
(Rp = -0,92) ennek a ROS-nak a kiemelt szerepére utal a vizsgélt korilmények kozott. A
FRAP paraméter ennél a kisérletnél j6 dsszefliggést mutatott a O, -kioltassal (Rp = 0,95),
ami utalhat arra, hogy a teljes antioxidans kapacitas jelentds része itt ennek a ROS-nak a
semlegesitésére forditodott. A TEAC paraméter, aminek értéke a legnagyobb mértékii (3,5-
sz0rgs) emelkedést mutatta a magas fény el6kezelés hatasara, az UV-B abszorbeald
vegylletek felhalmozddéasaval szorosan osszefigg (R = 0,94), ami - a magas fény
elokezelés indukald hatasa mellett - meger6siti, hogy ezen vegyiiletek els6dleges szerepe
az antioxidans hatasukban lehet. Az UV-B hullamhosszon torténd abszorpcidért felelés
novényi komponensek nagyrészt a fenolos vegylletek kozul kertilnek ki (Levizou és
Manetas 2002). A levelek fenolos vegyiletei kdzétt a legjobban tanulméanyozottak a magas
PAR illetve UV-besugarzasra egyarant indukalodo flavonoidok (Winkel-Shirley 2002;
Zhang és Bjorn 2009). A flavonoid deficiens mutansok fokozott UV-B érzékenysége (Li és
mtsai 1993; Reuber és mtsai. 1996) is utalhat e vegyiiletcsoport meghataroz6 szerepére az
UV tolerancidban, amit elsdsorban az alacsony hulldmhosszii sugarzast kisziird

szerepuknek tulajdonitanak (Caldwell és mtsai. 1983). Viszont a flavonoidok els6dleges
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

szerepenek termeszete a fényakklimécioban vitatott, mert UV-sziir6 jelentdségiik mellett
antioxidans hatasaikra is vannak bizonyitékok (I. Agati és Tattini 2010 dsszefoglaldja).
Ezért a kovetkezOkben ismertetendd kisérletlink a flavonoid vegytiletek levelek fényhez
szerepére iranyultak. Ehhez az el6z6ekben bemutatott laboratoriumi kisérletek helyett
természetes fényviszonyok kozott vizsgalatuk napon illetve arnyékban nétt levelek ezen

jellemzéit.

3. tablazat: Osszefiiggések iiveghazi kisérletben kiilonbdzd kezelésekben részesiilt dohdnyok
leveleinek maximalis fotokémiai hatékonysaga, fotoszintézise, UV-B abszorbeal6 pigmentjei, valamint TAC
és SAC értékei kozott. Az Osszefliggések erdsségét a Pearson-féle korrelacids egyditthatdval (Rp) jellemeztiik.

Ahol | Rp| > 0,8, a tablazatban vastag betils kiemelés jelzi.

Re FJ/Fm Fot TEAC FRAP ICs0,~ UV-Bab
FulFm 1 098 019 -0.88  -0.92 -0.09
Fot 1 000 -096 -0.96 -0.29
TEAC 1 025 0.19 0.94
FRAP 1 0.95 0.54
ICs O~ 1 0.42
UV-B ab 1

5.4. Kiilonboz6é napfényviszonyokhoz alkalmazkodott levelek fényakkliméacidja és a

flavonoidok lehetséges szerepe a folyamatban

Az elézdekben ismertetett laboratoriumi kisérletek mar jelezték a rovid idejii
(néhany napos) magas fényintenzitashoz torténé akklimacio UV-sugarzas okozta oxidativ
stressz elleni védelemre is kiterjedd szerepét, igy a tovabbiakban a hosszabb tavon, a
levelek teljes fejlodési ideje alatt kialakulo antioxidans védelem szerepét is megvizsgaltuk.
Az tiveghazi koriilmények kozott alkalmazott nagy intenzitasu (a nevel6fény négyszeresét
képvisel6) PAR hatasa mar jelezte, hogy az irodalomban altaldban UV-abszorbeald
pigmentek névvel jelzett vegylletek mennyisége a levelekben a magas PAR
alkalmazkodassal megné, igy feltételeztlik, hogy a lathatd fény stresszhatdsai elleni
védelmet is szolgalhatja. Az Irodalmi attekintésben (2.4.2.) ismertetett fotoinhibicio
védelem két legfontosabb médja a megelézés, vagyis a fotokémiailag fel nem hasznlt
energia szabalyozott elvezetése, illetve a ROS-kioltason alapuld védelem (Jung és Niyogi
2006). A PS I fotoinhibicioja soran keletkez6 egyik legfontosabb ROS a 'O, melynek
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keletkezését mér kisérletileg is bizonyitottak, az izolalt reakciocentrumtol a levelekig
terjed6 szinteken végzett vizsgélatokban (6sszefoglalé munka Fischer és mtsai. 2013).

Az (veghdzi kisérletek hatrdnya, hogy nem, vagy csak koltséges technikai
apparéatussal lehetséges a természetes napfény PAR intenzitasat és spektrumat is szimulalo,
kontrollalhaté megvilagitasi viszonyokat teremteni. Egy el6kisérletben, ami atmenetet
jelentett az Uveghazi és szabadfoldi munka kozott, megvizsgéltuk a szabadtérihez képest
alacsony fényintenzitison nétt (AFI, 200 pmol foton m™? s™ PAR), iiveghazban nevelkedett
¢s az ugyanilyen koriilmények kozt ndtt, de 7 napra szabadtéri fényviszonyokra (UV-sziird
folia ald) kihelyezett (magas fényintenzitashoz akklimalodott, MFI, max. 1500 pmol foton
m?2 s PAR) dohany novények leveleit. A természetes napfényhez a 7 nap alatt a novények
alkalmazkodtak, nem csokkent le fotokémiai hatékonysadguk. A fenti el6készitd kezelés
utan az egy oras fotoinhibiciot indukald erés mesterséges megvilagitas (2000 pmol foton
m? s PAR) hatésat vizsgaltuk a kétféle ndvénycsoportban. A kisérletben egy 'O,
specifikus fluoreszcens jelz6 (DanePy, Kalai és mtsai. 1998) segitségével kimutattuk, hogy
a 'O, csak az AFI levelekben volt megfigyelheté, mig a MFI levelekben nem, vagy csak a
mérémodszer érzékenységét el nem éré mennyiségben keletkezett (Hideg és Majer 2010).
A 'O, keletkezést csokkentd preventiv védelem szerepét klorofill fluoreszcencias
merésekkel, Klughammer és Schreiber (2008) modellje alapjan vizsgaltuk. A modellben az
abszorbedlt fény megoszlasdnak vizsgalata tajékoztatdst ad az energia fotokémiai
hasznositasanak (Ypsy), illetve a szabalyozott (Yweq) €s szabalyozatlan (Yno)
energialeadasi folyamatoknak az aranyarol (b6vebb leiras az Anyagok és modszerek
fejezetben talalhatd). Ez alapjan azokon a magas fényintenzitasokon, ahol a fotokémiai
folyamatok fotoinhibicio fellépése miatt mar nem mukodoképesek, a szabalyozott illetve
szabalyozatlan formékban val6 energialeadas, illetve -vesztés ardnya mutatja a levelek
fizikai fényvédelmének kapacitasat a tobblet fényenergia elleni védelemben. A kisérletben
azt tapasztaltuk, hogy a magas fényintenzitason torténé akklimacio hatdsaként az
abszorbedlt fényenergia csak kisebb része veszett el szabalyozatlan folyamatokban (Yno),
mint az AFI leveleknél. A laboratériumi fotoinhibicié utdn mert fotokémiai hatékonysag
(Yesi) mind az AFI, mind a MFI leveleknél joval alacsonyabb volt, de az AFI novények
levelei mar 200 pmol foton m? s PAR fényintenzitason sem tudtdk a fényenergiét
fotokémiailag hasznositani, mig az MFI levelek képesek voltak magasabb fényen is
fenntartani az elektrontranszportot, illetve az energiaveszteségiiknek nagyobb részét tettek
ki a szabalyozott nem fotokémiai disszipacios folyamatok (Yneg) (9. &bra). A fenti

merések ugyan bizonyitottdk a preventiv folyamatok szerepét a fotoinhibicié elleni
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

védelemben, de nem ez volt a MFI levelek egyetlen védelmi Gtja. Az antioxidans ut
hozzéjarulésat is kimutattuk: a MFI levelek vizes kivonatanak 'O, antioxidans kapacitasa

egy nagysagrenddel nagyobb volt, mint az AFI leveleké (Hideg és Majer 2010).
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9. abra: Uveghazban alacsony fényintenzitason nétt (AFI) és 7 napra szabadfoldre, magas
fényintenzitasra (MFI) helyezett dohanyok leveleinek klorofill fluoreszcencia paraméterei kezelés nélkil és
egy 6ras 2000 umol foton m? s* PAR fénnyel torténd megvilagitas utan (MFI + 2000, illetve AFI + 2000)
(N=3, +SD). A paramétereket Klughammer és Schreiber (2008) leirasa alapjan szamoltuk, ahol minden

fényintenzitéson Ypsu+Y NpQ t Yno = 1.

Ezek az eredmények mindkét védelmi utvonal, a megel6z6, és a keletkezé 'O,
semlegesitéseén alapulé utak szerepét is alatdmasztjak, viszont csak egy rovid, egyhetes
napfényen torténd akklimaciot jellemeznek. Ezért vizsgéalatainkat e kérdésben tovabb
vizsgaltuk, amelyek kifejlédésiik teljes idétartamaban mind lathat6-, mind UV-sugarzas
tekintetében eltérd fényviszonyokhoz alkalmazkodtak

A Kkisérlethez egy nagylevelii harsfarél Szegeden, juliusban gyijtottink be
napfényen (fénylevél, FL), illetve arnyékban nétt leveleket (arnyéklevél, AL), majd mértiik
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azok fotokémiai jellemzéit, a levélkivonatok 'O,-kioltd képességét, flavonoidtartalmat és
abszorpcids spektruméat. A preventiv védelem szerepét itt is a Klughammer és Schreiber
(2008) modell alapjan becsultik fel. Vizsgalataink szerint a magas fényintenzitashoz
alkalmozkodott harslevelek az abszorbeélt energia nagyobb részét tudtak fotokémiai Gton
hasznositani (Yesi), és kulonbsegeket figyelhettiink meg a tobbletenergia megoszlasat
illetéen is (10. abra). Mig alacsony PAR-on a fény- és arnyéklevelek az abszorbealt
energianak nagyjabol ugyanakkora részét tudtak szabéalyozott dton leadni, addig azokon a
fényintenzitasokon, ahol a fotokémiai hatékonysag mar teljesen lecsokkent a Pl hataséara
(FL esetében 880 pumol foton m? s PAR, AL esetében pedig 620 pmol foton m™? s* PAR
felett), a fénylevelek meég mindig képesek voltak az elveszett energidt szabalyozott
disszipacios folyamatokba (Yneq) atcsoportositani, mig az rnyékleveleknél ez az energia
nagyobbrészt passziv vesztesegkent jelent meg (Yno). Hallik és mtsai (2012) ugyanezt a
tendenciat figyelték meg kiilonbozé fényintenzitasokon nétt kislevelti hars (Tilia cordata
Mill.) leveleknél, levonva a kovetkeztetést, hogy a napon nétt harslevelek a magas fény
indukélta kdrosodast a magasabb szinten tartott fotokémiai kioltds altal jobban elkerilik,
mint az arnyékban nevelkedettek. Klorofill fluoreszcencias jellemzdik alapjan tehat a
fényen nétt hars levelek megfelelé védelemmel vannak ellatva az oxidativ karosodas

elkeriilésére.
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10. dbra: Természetes napfényen fejlédott harsfa fénylevelek (FL) és arnyéklevelek (AL) klorofill
fluoreszcencia paraméterei. A paramétereket Klughammer és Schreiber (2008) leirdsa alapjan szamoltuk,
ahol minden fényintenzitdson Ypsu + Y g + Yno = 1. (A szorésok a kdnnyebb atlathatosag kedvéért

nincsenek feltlintetve, értékik kisebb, mint 5%).
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A specifikus ROS antioxidans kapacitéas vizsgalatok azonban azt mutattédk, hogy a
levelek kivonatainak 'O-kioltasa kozott mégis nagy kilonbségek mutatkoztak: a
fénylevelek 5,4-szeres antioxidans kapacitassal rendelkeztek az arnyéklevelekhez képest.
Mindez arra utal, hogy a napon nétt levelek az energiadisszipécié mellett mas modon is
védekeznek a magas fény ellen. A 'O, semlegesitésében szamos, az Irodalmi 4ttekintésben
ismertett vegyilet részt vehet. Mi ezek kozil a fenolos vegyiletekre forditottuk
figyelmiinket, mivel az el6z0 kisérletek kimutattdk az antioxidans hatasu UV-B
abszorbedld anyagok kiemelt jelentéségét a fényhez (magas PAR és UV) torténd
akkliméciéban. A fenolos vegylletek nagyon széles csoportjabol a jol jellemzett és a
héarsfajokban nagy koncentracioban jelenlévé (kb. 1%, Toker és mtsai. 2001) flavonoidokat
vélasztottuk ki tovabbi elemzésre. A  napon és arnyékban nevelkedett levelek
flavonoidtartalmat HPLC-DAD-ESI-MS/MS mddszerrel elemeztiik. Mivel tdbb ezer
flavonoid vegyiiletet ismeriink (Jager és Saaby 2011), s maga a vizsgalt faj, a nagyleveli
hars is szamos kiilonb6z6 ilyen vegyiiletet tartalmaz, melyek egy része még
beazonositatlan is (Toker és mtsai. 2009), mi a flavonoidok aglikonjainak (flavonolok)
meghatarozésat és kvantifikalasat tiiztik ki célul.

Harom kiilonb6z6 flavonolt azonositottunk a mintakban: kempferolt, kvercetint és
miricetint (a vegylletek szerkezetét a 11. &bra mutatja). Ahogy a 12. dbran lathat6, mind
mennyiségét, mind Osszetételét tekintve jelentds kiilonbségeket lathattunk a két tipusu
levél flavonoidprofiljaban. Az arnyékevelek széarazsulyra vonatkoztatva 5,1 mg g, mig a
fénylevelek 21,5 mg g™, vagyis tobb, mint négyszeres mennyiségii flavonoid vegyiiletet
tartalmaztak. Az &rnyeklevelekben legnagyobb aranyban, 86%-ban a kempferol volt jelen
(4,3 mg g*), mig a kvercetin aranya 14%-ot tett ki (0,7 mg g™), a miricetin pedig csak
nyomokban volt detektalhaté (0,1 mg g). A napfényen nétt levelekben ezzel szemben a
kvercetin aranya 71% volt (15,2 mg g™), mig a kempferol 22%-ot tett ki (4,7 mg g™,
illetve a miricetin képezte a levél dsszes flavonoidtartalménak 7%-at (1,6 mg g*). Az
Eurdpai Gyogyszerligynokség (EMA 2011) a harom harsfajbol készilt virdgdrogban
ugyanennek a harom flavonolnak a jelenlétét irta le, azonban a levelek, és foképp az adott
faj, a Tilia platyphyllos levelének flavonol-6sszetételérél nem sziiletett sok tanulmany
eddig. Toker és mtsai (2011) szintén HPLC segitségével 9 kiilonboz6 flavonoidot talaltak a
nagyleveldi hars levelében (koztiikk 3 beazonositatlan), amelyek kvercetin- és kempferol-
glukozidok voltak. A kvercetin vegyiletek a teljes flavonoidtartalomnak kb. 62%-at tettek
ki, ami kozel &ll az &ltalunk a fénylevelekben megfigyelt aranyhoz (71%). Méréseink

alapjan a kvercetin mennyiségének kiilonbsége volt a legkiugrobb a két kiilonbozo
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levéltipus kozott: a fénylevelek tébb, mint 20-szoros koncentraciéban tartalmaztak ezt a

flavonolt a a levelek szarazanyag tartalmara vonatkoztatva.

kempferol

kvercetin

miricetin

11. abra: Flavonoidok altalanos szerkezete, illetve a kempferol, a kvercetin és a miricetin

szerkezete. A harom flavonol vegyiilet csak a hidroxilcsoportok szamaban és elhelyezkedésében kiilonbézik

egymastal.
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12. &bra: Természetes napfényen fejlédott harsfa arnyéklevelek és fénylevelek flavonoltartalma és a

flavonolvegyiiletek aranya (N=5, +SD).
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Az UV-sugérzas, illetve napfény hatasara bekovetkoz6 kvercetin:kempferol arany
novekedése méas fajoknal is gyakran megfigyelt jelenség (Ryan és mtsai. 1998, 2001;
Hofmann és mtsai. 2000; Jaakola és mtsai. 2004; Reifenrath és Miller 2007). Bidel és
mtsai. (2007) tanulménya szerint fafajok napleveleiben a kvercetin-glikozidok
felhalmozddasa altalanos valasznak tekinthetd. Azzal a céllal, hogy értékelhessiik ennek az
aranyeltolodéasnak a jelentdségét a levelek fotoinhibici6 elleni védelmében, a flavonolok
10,-kioltd képességét és UV-fénysziiré szerepét vizsgaltuk a tovabbiakban.

A vegytiszta, kereskedelmi forgalombdl szarmazé flavonolvegyiiletek 'O,
antioxidans kapacitasat a levélkivonatokéval egyez6 modon teszteltik. A harom
tanulményozott flavonol koziil a miricetin volt a legerdsebb ‘O, antioxidans (4,2 umol
Trolox ekv. umol™), ezt kivette a kvercetin (3,1 pmol Trolox ekv. pmol™), majd a
kempferol (2,7 pmol Trolox ekv. pumol™). Két harslevél mintainkban is jelen 1év6
glukozidos forma esetében is mértik ezt a paramétert: a kvercetin-3-gliikozid a
kvercetinnél joval gyengébb (2,1 umol Trolox ekv. pmol™), mig a kempferol-3-gliikozid
alig mérheté aktivitasu (0,2 pmol Trolox ekv. pmol™) volt.

A flavonoidok UV elleni védelemben jatszott fénysziiré szerepének
tanulmanyozasara a harsnal megmértiik a detektéalt flavonolok abszorpciojat is vizes-
metanolos kivonatukban. Ahogy a 13. A &bra mutatja, a harom vizsgalt flavonol
fényelnyelési maximuma a spektrum UV-A hulldmhosszain van (350-400 nm koz6tt),
kissé eltér6 csticsokkal. A glitkkozidok abszorpcids csucsa (itt a kvercetin-3-gliikozid és a
kempferol-3-glikozid abszorpcidja lathatd) a vonatkoz6 aglikkonos formakhoz képest kissé
(kb. 20 nm-rel) a rovidebb holldmhosszok iranydba tolodik el (13. B abra). Vagyis a
nagyobb energidjd UV-B hullamhosszokon (280-315 nm) a vizsgalt flavonoidok
fényelnyelése kevésbé jelentds, raadasul a két vizsgalt glitkkozid példaja azt mutatja, hogy
ebben a tartomanyban nincs abszorpcidjuk kozott jelentds kiillonbség, ami indokolhatnd a
kvercetinek fokozott szintézisét.

A fény- és arnyéklevelek kivonatainak is nagy mértékben kilonbozott az
abszorpcids spektruma (13. C é&bra). Az UV-B abszorbancia (ODago-315) mértéke a
fényleveleknel 2-szerese volt az &rnyékleveleknél mertnek. Habar a mérések a teljes
levelek kivonataibol torténtek, igy nem kilonithetjik el az epidermiszben lokalizalt
fényvédd pigmenteket, mégis azt lathattuk, hogy az UV-B elleni fizikai védelemnek a
fényleveleknél nem a vizsgalt flavonolok a f6 alkotoi. Mas fenolos vegyiiletek, példaul a

hidroxi-fahéjsav sz&rmazékai abszorpcios spektrumuk alapjan alkalmasabbak lehetnek erre
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a szerepre (Harborne és Williams 2000). Arabidopsisnal a kvercetintermelés
fényfuggesének vizsgalata azt mutatta, hogy a vegyulet akkumulécidja valoban fokozddik
az UV-ddzis novekedésével, és természetes UV:PAR aradnyok mellett hullamhossz-fluiggést
is mutat (vagyis az UV-B sugarak jobban indukéljak, mint az UV-A), viszont a a lathat6
fény intenzitasa szinergetikus hatassal bir az indukcioban (Gotz és mtsai. 2010). Raadésul,
kvercetinhidnyos Arabidopsis muténsoknal nagyobb UV-B érzékenyseget tapasztaltak,
mint a vad tipusnal, ami a kempferol kisebb hatékonysagat mutatta a védelemben (Ryan és
mtsai. 2001). Mindez megerdsiti azt az elképzelést, hogy a flavonoid vegyiileteknek mas,

antioxidans funkcioi is szerepet jatszhatnak az UV elleni védelemben.

~ — KEM-3-glu | |
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13. abra: (A) Flavonolok (kempferol, kvercetin, miricetin), (B) flavonol-gliikozidok (kempferol-3-
gliikozid és kvercetin-3-gliikozid) és (C) természetes napfényen fejl6dott harsfa fény- és drnyéklevelek

abszorpcios spektruma 280 és 500 nm kozdtt.
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A flavonoidok antioxidans szerepét mar régdta ismerik és bizonyitotték in vitro
tesztekben, szuperoxidgydk (Hu és mtsai. 1995), hidroxilgydk (Husain és mtsai. 1987), ‘O,
(Tournaire és mtsai. 1993) és mas szabadgyokok semlegesitéseben is (Rice-Evans és mtsai.
1995, 1996; Khanduja és Bhardwaj 2003). A flavonoidok szerkezetének és antioxidans
kapacitasinak viszonyarol szamos tanulmany sziiletett. A flavonoidok altalanos szerkezetét
és a harom vizsgalt flavonol struktdrajat a 11. dbra mutatja. Lathato, hogy ezek csupén a B-
gylirtin talalhaté hidroxilcsoportok (-OH) jelenlétében kilonbdznek egymastdl: a
kempferol esetében egy (4'-OH), a kvercetinnél kett6 (3'- és 4'-OH), a miricetinnél pedig
harom (3'- és 4'-, 5'-OH) taldlhat6. A vizsgélatok alapjan a B-gyiiriin talalhato
hidroxilcsoportok szama befolyasolja a szuperoxidgyokkel, vagy az ABTS-gyokkel
szembeni reaktivitast (Hu és mtsai. 1995; Heim és mtsai. 2002). A 'O elleni in vitro
kioltasndl ugyanezt, illetve a C-gyiirii szerepét emelte ki Tournaire €s mtsai. (1993)
tanulmanya. Rice-Evans és mtsai. (1996) egy kvercetin > miricetin > kempferol
aktivitasbeli sorrendet javasolt a TEAC mérések alapjan (4,7 mM > 3,1 mM > 1,34 mM,
ahol TEAC = 1, amikor az oldat aktivitasa 1 mM Trolox ekvivalensnek felel meg ). Masok
a DPPH probat haszndlva a miricetinre és kvercetinre egyezd, mig a kempferolra joval
alacsonyabb értéket kaptak (Khanduja és Bhardwaj 2003). A flavonoid glukozidok
antioxidans kapacitdsa gyengébb, mint az aglilkonos formaiké (Ratty és Das 1988;
Montoro és mtsai. 2005), ahogy ezt a mi méréseink is alatamasztottak a 'O, specifikus
antioxidans kapacitas tekintetében.

Habar a kiillonb6z0 mérési modszerek mas €s mas eredményeket adnak az egyes
flavonoidok antioxidans kapacitasira az abszorpciés spectrum adatokkal egyttvéve
mindenképp meger6sitik, hogy a flavonoidtartalom novekedésével n6 a levél antioxidans

kapacitasa is. A mi méréseink alapjan a kvercetin és miricetin glikozidok

V4

crer
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Munk&nk soran kiilonboz6é, tveghazban mesterségesen szabalyozott, vagy
szabadfdldi fényviszonyok kozt nevelt ndvényeket vizsgaltunk, arra keresve a vélaszt,
hogyan befolydsojak az antioxiddnsaik a valtozé fényviszonyokhoz torténd
alkalmazkodast. Az alkalmazkodds mértékét fotoszintézis mérésekkel jellemeztik az
antioxidansokat pedig kiillonboz6 teljes- illetve egyes ROS-okkal szembeni specifikus

semlegesitd kapacitas (TAC illetve SAC) probakkal vizsgaltuk.

1. Megéllapitottuk, hogy az altaldnos, teljes antioxiddns kapacitasokat mérd
paraméterek alapvetden érzékenyek és jol kovetik a természetes folyamatokbél, mint
a szeneszcenciabdl vagy a levelek Kiilonbozé korabdl eredd, illetve az akklimacios
hatasokra vélaszul kialakul6 fiziologiai valtozasokat (Majer és mtsai. 2010). Bar a
szakirodalom a TEAC, a FRAP és a TFT probat ugyanazon jellemzo, vagyis a teljes
antioxidans kapacitas (elektrontranszfer reakcid alapjan miik6dd) paraméterének tekinti,
vizsgalataink azt mutattak, hogy az adott hatastol fiiggden (szeneszcencia, oxidativ stressz,
fényakkliméacid) ezek nem egységesen irjak le az antioxidéans valtozasokat. Az antioxidans
kapacitasok értelmezésekor is dvatosan kell eljarni: figyelembe véve a finomszabélyott
redox egyensulyt, az alacsony antioxidans kapacitas értékek egyarant jelezhetnek oxidativ
stresszhelyzetet (elégtelen antioxidans védelem), illetve akkliméacié soran beéllt 0j
egyensulyi Aallapotot. Ezért ezeket a paramétereket mindig fiziologiai mérésekkel
kiegészitve kell alkalmazni, hogy képet kaphassunk a névény allapotarél. Ugyan tobbszor
tortént probalkozas egy altalanosan hasznalhatd, standard maodszer kivalasztasdra mintak
antioxidans jellemzesére, a mi eredményeink inkabb azt tdmasztjak ala, hogy ne egy ilyen
egydimenziés mddszerrel, hanem inkdbb tobb TAC paraméterrel irjuk le mintainkat,

ezeket specifikus ROS antioxid&ns probékkal kiegészitve.

2. Kiilonbozé kora széldlevelek vizsgalatdval megéllapitottuk, hogy a fiatal

erer

leveleket e paraméterek eleve magasabb értékei nem védték meg az UV kérosito
hatasatol (Majer és Hideg 2012a). A TAC mellett a specifikus ROS-kioltasokat mérd
probak valaszait is kiilonbozonek talaltuk, pl. a szeneszcencia folyamatat egyaltalan nem

jellemezte hatarozott iranyl valtozasuk, viszont segitségiikkel kimutathaté volt O,” és
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"OH, illetve 'O, antioxidansok szerepe az UV-akkliméciéban. Ezen kisérlet tanulsagai
alapjan azt is megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé koru levelek természetes modon eltérd
antioxidans kapacitasai helyett ugyanolyan kora levelek el6kezeléssel mesterségesen

befolyasolt killénbsegei is kivalthatnak-e hasonldé UV védo hatast.

3. Megéllapitottuk, hogy dohany levelekben a néhany napos magas fény
elokezeléssel indukalhaté magasabb antioxidans kapacitas eldsegitette az ezutan
alkalmazott kiegészité UV-kezeléshez torténé akklimaciot (Majer és Hideg 2012b). Ez
az eredmény jelezte a lehetséges kereszt-tolerancia utak szerepét, ami feltételezi hogy az
UV-B fényhez és a nagy intenzitdsi PAR-hoz torténd alkalmazkodasban kozos,
antioxidans védelmet indukald utak jatszhatnak szerepet. Ezt a feltételezést erdsitette meg
az a megfigyelésink, hogy az UV-B abszorbeald6 komponensek magas fény altal is
indukélhatoaknak bizonyultak. Ezért figyelminket a flavonoidok, mint e vegyuletek

legjelentdsebb csoportjanak akklimaciot eldsegité szerepére forditottuk.

4. Megfigyeltik, hogy a napfényhez adaptélddott levelek esetében a preventiv
(szabalyozott energia disszipald) védelmi utak miikodése mellett is jelentés a 'O,
specifikus antioxidansok mennyiségének novekedése (Hideg és Majer 2010). Mivel a
magas fényhez torténd rovidtava, néhany napos alkalmazkodasban is kdzpontinak talaltuk
a 'Ox-kioltas szerepét, ezért a természetes napfényben fejlédé hars fény- és
arnyékleveleinek flavonoidtartalméat ennek a paraméternek a vizsgalataval 0sszefiiggésben

elemeztiik.

5. Megéllapitottuk, hogy a fény- és arnyeklevelek flavonoidtartalmanak nagy
mértékii kKulonbségét elsésorban a kvercetin és kempferol arany fénylevelekbeni
novekedése, illetve a miricetin fénylevelekbeni jelenléte jellemezte. Ezen flavonoidok
antioxidans kapacitdsanak és abszorbcids spektrumaik in vitro elemzése azt mutatta,
hogy szerepiik a a fényakklimacio soran inkabb fotoinhibicié ellen véd6 antioxidans,
mint UV-sziiré (Majer és mtsai. kézirat). Mindez azt mutatja, hogy az egyuttesen UV-B
abszorbedld pigmentek néven jelzett vegyuletcsoport szerepe az alkalmazkodasi
folyamatokban az eddigiekben feltételezettnél sokrétiibb és felveti annak lehetdségét, hogy
a napfényhez torténé akklimacioban UV-indukélhatd reakcidutak is segithetik a lathatd

(PAR) komponens &ltal okozott oxidativ stressz kivédését.
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A nbvényi szervezetek akklimécios folyamatok révén nagy mértékben képesek
alkalmazkodni a valtoz6é fényviszonyokhoz. Ez magéban foglalja mind a napfény nagy
intenzitasu fotoszintetikusan aktiv komponensének (PAR), mind pedig az ultraibolya (UV)
sugarzés Foldre eljuto részének (290-400 nm) lehetséges karos hatéasai elleni védelmet. Bar
mindkét napfény komponens sziikséges vagy hasznos a novények fejlodéséhez és életéhez
mint energiaforras (PAR) és informécidhordozd (PAR és UV), oxidativ stresszorkeént is
megjelenhetnek. Az akklimécids folyamatok egyik fontos eleme ennek elkerilése, a
prooxidans-antioxidans egyensuly fenntartdsaval. A lathatd fény magas intenzitasai a
fotoszintézis fény altali gatlasdhoz, fotoinhibicidhoz vezethetnek, amely soran kiilonb6zo
mechanizmusok hatdsara a ndvényi sejtekben megnd a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
koncentraciéja. A ROS-ok (szuperoxid-gyokanion, O,"; hidrogén-peroxid, H,O;
hidroxilgydk, ‘OH; szinglett oxigén, '0,) potencialisan veszélyes molekulak, amelyek
lancreakcioszerii terjedésiikkel tovabbi gydkods, vagy nem gyokods természetli reaktiv
stresszen keresztill végil a sejt pusztuladsahoz vezethet. A ROS-ok fokozott produkcioja a
novények eréforras-atcsoportositdsat igénylé mas abiotikus kornyezeti valtozasokra is
jellemzé folyamat, ami fokozhatja a fotoinhibiciét. Azonban a ndvényekben hatékony
mechanizmusok miikédnek a ROS-ok keletkezésének megelozésére és semlegesitésiikre.
Az el6bbi f6képp a preventiv (energia disszipacios) utakon, mig az utdbbi az antioxidans
rendszeren keresztil val6sul meg, amely enzimek és nemenzimatikus vegyuletek
tobbszintli, egylittmiikodé halozatat jelenti. Valdjaban (a ROS-okat és termékeiket
magaban foglald) prooxidansoknak és az antioxidansoknak egyfajta egyensulyi allapota,
vagyis a sejt redox homeosztazisanak fenntartasara val6 torekvés a kulcsa a kdrnyezeti
jelekre, mint stresszorokra adott valaszreakcionak. A  stresszorok kozvetett
(legjellemzébben hormonalis) utakon, illetve a ROS-ok maguk is képesek indukalni az
antioxidans védelmet, igy segithetnek egy Uj egyensaly beéllitasdban, ami a megvaltozott
kornyezeti feltételekhez valé akkliméaciéhoz vezet. A magas UV dozisok kdzvetlendl
mérheté ROS keletkezéséhez és oxidativ stresszhez vezetnek, mig az alacsonyabb d6zisu,

crer

utakon keresztul részt vehetnek az akklimécios valaszok indukcidjaban
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Kisérleteinkben ennek az antioxidans rendszernek a valtozd fényviszonyokhoz
torténd akklimacioban jatszott szerepét vizsgaltuk kiilonbozé novényeken (dohany, szolo,
hérs) és Uveghazi, mesterségesen megvalasztott, illetve természetes fényviszonyok kozott.
Az antioxidansokat a teljes antioxid&ns kapacitasok (TAC: Trolox ekvivalens antioxidans
kapacitas, TEAC; vasion-redukald képesség, FRAP; teljes fenolosvegyilet-tartalom, TFT)
merésével jellemeztilk, illetve alkalmaztuk a ROS-specifikus antioxidans kapacitas (SAC)
probak ismert (szuperoxidgyok-kioltds) és laborunkban tovabbfejlesztett (hidroxilgyok,
szinglett oxigén) valtozatait is. Elemeztik tovabba az akklimécidban az UV-B abszorbeéld
pigmentek és karotenoidok szerepét.

Céljaink kozott szerepelt annak elemzése, hogy ezek az antioxidans kapacitas
probdk mennyire reagalnak érzékenyen a levelek eltér6é fiziologiai allapotat kisérd
antioxidans valtozasokra, illetve hogy milyen dsszefuiggések taldlhatok a levelek TAC és
SAC értékei és természetes (szeneszcencia, kor) illetve mesterséges (a nevelési fényhez
képest magasabb fényintenzitas, UV-sugarzés) hatasokra megvaltozo fizioldgiai allapotuk
(fotoszintetikus hatékonysaguk) kdzott.

A valtoz6 fényhez valé alkalmazkodas vizsgélatakor a UV-sugarzést valasztottuk
akklimacios tényezéként (a fenti okok miatt), és el@szor azt elemeztiik, hogy a korukbol
eredden eltérd antioxidans-tartalommal rendelkez6 levelek valaszai tiveghazi koriilmények
kozott alkalmazott kiegészit6 UV-sugarzasra mennyire térnek el. Ezutan azt vizsgaltuk,
javithatd-e a ndvények UV akklimécids valasza az antioxidans-tartalom elézetes, célzott
megvaltoztatdsaval, amit magas fényen torténd elokezeléssel értiink el. Emellett a ndvényi
antioxidansok egy jol jellemzett, magas fény és UV-indukdlt csoportjanak, a
flavonoidoknak a szerepét becsiiltik fel a természetes napsugarzashoz torténd
alkalmazkodéasban.

Uveghdzban nevelt kiilonbdz8 kord, illetve eldkezeléssel —stimulalt —eltérd
antioxidans-tartalmi dohany és sz6l6 leveleinek elemzésével megallapitottuk, hogy a
TAC paraméterek alapvetden érzékenyek és jol kovetik a természetes folyamatokbol, vagy
az UV-akklimécids hatasokra valaszul kialakuld fizioldgiai valtoz&sokat. Vizsgalataink azt
mutattak, hogy az adott hatas természetétdl fliggden (szeneszcencia, oxidativ stressz,
fényakklimécid) a TAC paraméterek nem egysegesen irjak le az antioxidans valtozasokat,
¢s a méréseket mindig fontos fizioldgiai (fotoszintetikus aktivitdst mérd) modszerekkel és
a specifikus ROS antioxidans probakkal kiegésziteni (Majer és mtsai. 2010). A specifikus
ROS-kioltasokat mérd probak valaszai alapjan kimutattuk a O, antioxidansok szerepét az

UV-akklimacidban.
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VA

allapitottuk meg, hogy a fiatal levelek nagyobb alkalmazkodoképességgel rendelkeznek,
melynek alapja antioxidansaik indukcioja volt (Majer és Hideg 2012a). Ezzel szemben az
idds leveleket e paraméterek eleve magasabb értékei nem védték meg az UV karosito
hatasatol.

Az antioxidansok célzott indukcidjara irdnyuld magas fény eldkezelés utan is
vizsgaltuk az UV-akkliméciot (dohanyon), és megallapitottuk, hogy a kialakult magasabb
antioxidans kapacitas eldsegitette az ezutan alkalmazott kiegészité UV-kezeléshez torténd
akkliméciét Majer és Hideg 2012b). Ez az eredmény lehetséges kereszttolerancia utak
szerepét jelezte a lathatd fény és az UV-fény indukalt valaszokban, a ndvények ezekre
adott alkalmazkodasi folyamataiban. Ezt a feltételezést megerdsitette az a megfigyelésiink
is, hogy az UV-B abszorbeald pigmentek néven ismert csoportot alkotd, jellemzben a
fenolos vegyiiletek koziil kikeriild6 komponensek magas fény hatdsara is indukaldédnak.
Ennek hatdsara iranyitottuk figyelmiinket a flavonoidok, mint e vegyiiletek legjelentésebb
csoportjanak akklimaciot elésegitd szerepére.

A természetes fényhez valé hosszabb tavl alkalmazkodés elemzéséhez a preventiv,
energia disszipacios utak szerepét is vizsgaltuk néhdny napra napfényre helyezett
Uveghazban nevelkedett dohanyokndl, hogy valaszt kapjunk arra a kérdésre, ilyen
koriilmények kozott is jellemz6 lehet-e ROS vélaszok kialakulasa. Megéllapitottuk, hogy a
preventiv utak mellett is nagy jelentdségii a napfényhez adaptalodott levelekben a 'O
el6fordulasa és igy, az azt kioltd antioxidansok mennyiségének novekedése (Hideg és
Majer 2010). A természetes napfényben fejlodé hars fény- és arnyekleveleinek
flavonoidtartalmat ennek a a 'O, antioxidans képességének fiiggvényében elemezve a
flavonoidtartalom jelentés novekedését és specifikus megvaltozasat figyelhettilk meg a
napon nott leveleknél (megndvekedett kvercetin:kaempferol ardny, miricetin
felhalmozddésa). A flavonoidok antioxidans kapacitasanak és abszorbcios spektruménak in
vitro elemzése egylittesen arra a kvetkeztetésre vezetett, hogy szerepilk a fényakkliméacio
sordn inkadbb fotoinhibicié elleni antioxidans vegyiletként, mint UV-B abszorbeald

pigmentként jelent6s (Majer és mtsai. 2013).
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Plants have a high adaptive potential to acclimate to different light regimes, that involves
the protection against the potential hazardous effects of high photosynthetically active
radiation (PAR) and ultraviolet (UV) radiation reaching the Earth’s surface (290-400 nm).
Although these sunlight components are essential or beneficial for the development and
life of plants as energy (PAR) or information source (PAR and UV), these can manifest as
oxidative stressors. Acclimation processes are aiming at avoiding these harmful effects by
maintaining the prooxidant-antioxidant balance. High PAR intensities can lead to the light-
induced inhibition of photosynthesis, photoinhibition, a process characterized by the
accumulation of reactive oxygen species (ROS). ROS (superoxide anion, O,"; hydrogene
peroxide, H,0,; hydroxyl radical, ‘OH; singlet oxygen, '0,) are potentially harmful agents,
that can generate other reactive radical or non-radical species in a chain reaction, leading to
the degradation of cell components, lipid peroxidation and by provoking oxidative stress,
finally to cell death. Elevated ROS production is characteristic to changes in other factors
of the abiotic environment as well, that require the rearrangement of energy sources,
thereby enhancing photoinhibition. However, plants are equipped with efficient
mechanisms for preventing ROS formation or scavenging these species. The former is
mainly achieved by energy dissipation, while the latter is realized through the action of the
antioxidant system, comprising of a co-operative, multilevel system of enzymes and non-
enzymatic compounds. Indeed the balance between prooxidants (including ROS and
derived reactive substances) and antioxidants, i.e. the effort of maintening the redox
homeostasis of cells, is the key factor in acclimatory response to environmental cues.
Stressors directly or indirectly (mostly through hormone signalling pathways) or ROS
itself can induce antioxidative defense responses, thereby promoting the installation of a
new balance leading to acclimation to the changing environment. High UV-B doses lead to
detectable levels of ROS production and oxidative stress, while lower, chronic levels may
be involved in the induction of acclimatory pathways presumably mediated by lower ROS
concentrations.

In our experiments we were aiming at elucidating the role of this antioxidant
system in the acclimation of different plants (tobacco, grapevine, linden) to changing light
environment in artificially adjusted green-house or naturally occurring light conditions.

The antioxidants were characterized by total antioxidant capacities (TAC), like TEAC
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(Trolox equivalent antioxidant capacity), FRAP (ferric reducing antioxidant power) and
TPC (total phenolics content), and by ROS-specific antioxidant capacities (SAC),
including the widely used test for superoxide dismutase activity, and newly developed ones
for hydroxyl radical and singlet oxygen scavenging. We analysed the role of UV-B
absorbing compounds and carotenoids in the acclimation processes as well.

We were aiming at testing the sensitivity of the antioxidant capacity assays to the
antioxidant changes accompanying the various physiological conditions of leaves, and the
exploration of correlations between the TAC and SAC parameters of leaves in response to
natural (senescence, age) or artificially (high light, UV-radiation) induced changes in their
physiological state (photosynhetic efficiency).

UV-radiation was chosen as the abiotic acclimation factor (for the above reasons),
and first we studied how the responses of leaves at different ages with different antioxidant
contents vary for supplementary UV-radiation in a green-house experiment. Thereafter, we
investigated whether the UV-acclimation potential of leaves can be aided by stimulating
the antioxidant content by a high light pretreatment prior to the UV treatment.
Furthermore, we studied the role of flavonoids, a well-characterized group of plant
antioxidants that were shown to be induced both by high light and UV, in the acclimation
to natural sunlight.

By studying leaves of tobacco and grapevine with different antioxidant capacities
due to their age or to stimulation by pretreatment in green-house experiments, we
concluded that TAC parameters are sensitive enough to follow the physiological changes
deriving from developmental stage or altered in the UV-acclimation process. However, our
studies proved that based on the nature of the effect (senescence, oxidative stress, light
acclimation), TAC parameters do not describe antioxidant status uniformly, therefore these
assays should always be complemented with physiological (photosynthetic) measurements
and tests exploring ROS specific antioxidants (Majer et al. 2010). For example, based on
the responsiveness of SAC assays we could gain evidences on the role of O, antioxidants
in UV-acclimation.

Monitoring the UV-acclimation of grapevine leaves of different age lead us to the
conclusion that younger leaves have a greater ability to adapt to UV and that this is based
on the induction of antioxidants in these leaves in response to UV (Majer and Hideg
2012a). In contrary, old leaves were not protected from the damaging effects of UV by

their originally higher capacities.
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We studied UV-acclimation potential of (tobacco) plants following an antioxidant-
stimulating high light pretreatment, and concluded that the higher antioxidant capacities of
these plants supported their acclimation to the UV-radiation applied subsequently (Majer
and Hideg 2012b). This result indicated the existence of potential cross-tolerance
pathways between visible and UV-light induced acclimatory responses. This assumption
was further supported by our observation, that the components of the group generally
referred to as UV-B absorbing pigments, that are mainly phenolic compounds, are induced
by high light as well. Therefore we directed our attention to the dissection of the role of
flavonoids, the most outstanding group of phenolics, in acclimation to light.

In longer-term acclimation to natural sunlight irradiances, we studied the role of
preventive, energy dissipation pathways on tobacco plants grown in green-house and
placed outdoors under sunlight for a few days, to see whether ROS-mediated responses
play a role under these conditions. We stated that in acclimation to sunlight, besides
preventive pathways, the occurence of 'O, and therefore its antioxidants can be significant
(Hideg és Majer 2010). By dissecting the flavonoid content of natural grown sun and
shade linden leaves with the aspect of the 'O, antioxidant capacity, we could observe a
significant increase and a specific shift in flavonoid content of sun leaves (increased
quercetin:kaempferol ratio, accumulation of myricetin). The in vitro analysis of the
antioxidant capacity and the absorption spectra of flavonoids together lead to the
conclusion that their role in light acclimation is rather based on their antioxidant activity,

than their screening efficiency as a UV-B absorbing compound (Majer és mtsai. 2013).
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munkam megkezdtem, s akit6l szintén sokat tanulhattam szakmai fegyelme, irAnymutatésa

és logikus gondolkodésa révén.

Mindkét csoportom, a Molekularis Stressz- és Fotobiologiai Csoport és a NoOvenyi
Sejtosztodasi és Stressz Adaptacios Csoport minden volt és jelenlegi tagjanak haléds vagyok
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kedves szavuk vagy egy szelet csokijuk, hogy felderitsenek.

Kilon koszonettel tartozom Dr. Vass Imrének, csoportvezetomnek, s egyben a
Novénybiologia Intézet igazgatdjanak, amiért lehetdséget biztositott a munkavégzésre és

szakmai elhivatottsdgaval allandé példat mutat nekem.

Kdszonetet mondok az SZBK doktorandusz kutatdi 0sztondijaért is, amiben részestltem
2009 és 2011 kozott (és itt jar Arturnak egy koszonet, amiért annak idején tdmogatta a
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