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Bevezeto

A novények ki vannak téve a kdrnyezetben tapasztalhatd folyamatos valtozasoknak, ezért
ezekhez alkalmazkodniuk kell. Az egyik legfontosabb kornyezeti tényezé a fény, mivel a novények
energiaforrasként hasznositjak, azonban a napfény, éppen magas energiatartalma miatt, akar komoly
karokat is okozhat. Annak érdekében, hogy a névények a fényviszonyokhoz alkalmazkodni tudjanak,
kiilonb6z6 hullamhosszusagu fényben miikodé fotoreceptorokat hasznalnak a fény mennyiségi,
mindségi, idobeli, illetve iranyaban bekovetkezd valtozasainak kovetésére.

A természetes napfény része az UV-B sugarzas, aminek érzékelése kiemelten fontos, ugyanis
a napfényben az UV-B sugarak rendelkeznek a legnagyobb energiatartalommal, ami miatt kdnnyen
karosithatjak a novények makromolekulait. A névények a védekezésiik érdekében jelként is képesek
az UV-B sugarakat érzékelni. A jelként szolgaldo gyenge UV-B sugarzas érzékelésében az UVRS
(UV RESISTANCE LOCUS 8) fotoreceptornak van a legfontosabb szerepe. Az UV-B altal aktivalt
UVR8 a COP1 E3 ubiquitin ligaz inaktivalasa révén a HYS (fotomorfogenezisben kulcsszerepet
jatszo) transzkripcids faktort felszabaditia a COP1 altali gatlas aldl, ennek kovetkeztében
fotomorfogenikus valaszok indulnak el a névényben. Az UVRS aktivalodas hatisara szamos egyéb
folyamat is elindul, ilyen példaul az UV-B sziir6 flavonoidok felhalmozodasa. Az UVRSE szertedgazo
hatasa annak koszonhetd, hogy jelatviteli rendszere szorosan dsszefonddik mas fotoreceptorokéval és
sokféle hormonalis jelatvitel mitkodésével is kapcsolatban all.

A fényhez kotott jelatviteli rendszerekben sok példat talalhatunk szerv-, illetve
szovetspecifikus részfolyamatokra, amelyek 6sszehangolt miikodésiik révén, akar szoveti autonomiat
nem mutatd egyéb részfolyamatokkal egyiitt, kialakitjak a sziikséges Osszetett valaszreakciot. Eppen
ezért, ha atfogd képet szeretnénk kapni egy adott valaszreakcio lefolyasardl, érdemes a részfolyamatok

jellegzetességeire koncentralni.

Célkituzeések

Mivel az UVRS8-cal kapcsolatban eddig nem vizsgaltak a jelatviteli folyamatok
szovetspecificitasat, célul tztik ki, hogy YFP-UVRS8 fehérjét bizonyos szovetekben termeld
transzgenikus Arabidopsis novények segitségével megvizsgaljuk a legismertebb UVRS8-fiiggd
valaszok szdvettipusoktol fliggd, vagy figgetlen lefolyasat.

A kis intenzitasi UV-B sugarzas szamos novekedési és fejlédési folyamatot szabalyoz
anélkiil, hogy komolyabb karosodast okozna, viszont kivaltja a ndvények akklimacio érdekében
bekovetkezd védekezd valaszait. Az UVR8 UV-B fotoreceptor azonositasa ota kifejezetten erdsen
kutatott teriiletté valt az UV-B altal irdnyitott jelatviteli utak felderitése. Tobb fotoreceptorral
kapcsolatban szamos adat all rendelkezésre kiillonb6z6 szdvetekben lejatszodo jelatviteli

folyamatokrol. Az UVRS8 fotoreceptorral kapcsolatban eddig nem alltak rendelkezésre



szovetspecifikus mitkodésre vonatkozo adatok, raadasul az UVRS jelatviteli folyamataira vonatkozo
informaciok is hianyosak. Ezek vizsgalatara az UVRS sajat promoterével és egyéb, széles korben
hasznalt szovetspecifikus promoterek segitségével kifejeztettik az YFP-UVRS8 kimérafehérjét
transzgenikus uvr8 mutans novényekben. Ezekkel a novényekkel, illetve mas, az UVRS iranyitotta
jelatviteli utakban szerepet jatszo6 komponenseket kifejezé transzgenikus novények vizsgalataval célul

tliztiik ki, hogy:

1. felderitsiik az UVR8 mennyiségének eloszlasat a kiilonboz6 szovetekben;

2. megvizsgaljuk az UVRSE szovetspecifikus hatasait fotomorfogenikus, akklimacios €s
fototropikus valaszokra;

3. felderitsik az UVRS8 funkcidira vonatkozd, csirandvényekben ¢és felndtt ndvényekben
mutatkozo esetleges kiilonbségeket;

4. riporter konstrukciok segitségével megvizsgaljunk néhany, az UVRS irdnyitotta jelatvitelben
szereplo gén kifejezodésének mintazatat;

5. megfigyeljik a felndtt névények UV-B indukalta fototropikus valaszat és a mogotte allo

molekularis szintt valtozasokat.

Anyagok és modszerek

Novénynevelés és fénykezelés

Kisérleteinkhez (és transzgenikus vonalaink el6allitasahoz) Arabidopsis thaliana L (Heynh.)
uvr8-6, uvr8-7, hy5-ks50, photlphot2amiUVR8 mutans, Wassilewskija (Ws) és Columbia (Col)
novényeket hasznaltunk, utobbi kettot vad tipusu kontrollként.

A magok 72 oras duzzasztdson estek at, sotétben, 4 °C-on (csirazas indukcio).
A mikroszkopos kisérletekhez a csirandvényeket 12 6ra fehér fény (80 zmol m? s1)/12 6ra sotét
ciklusban neveltiik 22 °C-on 6 napig, ezutan UV-B fénnyel (1,5 zmol m? s™) kiegészitett folyamatos
fehér fény (10 umol m? s™) ala tettiik Sket. A hipokotilhossz- és sziklevél felilletmérésekhez a
csirandvényeket 3 napig novényneveld kamriban tartottuk, miel6tt megkaptak az UV-B fénnyel
kiegészitett folyamatos fehér fényes kezelést 4-, vagy 5 napon keresztiil. A morfogenikus, tulélési,
valamint a klorofilltartalom-meghatarozas kisérletekhez a novényeket 8 oOra fehér fény/fehér
fény-+kiegészité UV-B sugarzas (fehér fény: 120 umol m? s, UV-B: 2/12 umol m? s)/16 éra sotét
periddusban neveltiik 22 °C-on 7 hétig. Flavonoid eloszlas meghatarozas kisérleteinkhez 16 o6ra fehér
fény (65 umol m? s™)/8 ora stét ciklusban neveltiik a ndvényeket 5-6 hétig 22 °C-on. Mikroszképia
el6tt a novényeket 1,4 umol m? s UV-B-vel kiegészitett 2,5 umol m?s™ intenzitasa fehér fénnyel
kezeltiik (12 ora), mig a szarelhajlas kisérlethez 1,5 umol m? s intenzitasu, egyiranya UV-B

sugarzast alkalmaztunk egész éjszakan keresztiil.



Felhasznalt Kisérleti modszerek

e Molekularis klonozas (0j riporter-konstrukciok eléallitdsdhoz);

o ndvényi fehérjekivonat készités és fehérje szint meghatarozas Western blot modszerrel;

e transzkript szint meghatarozasa QRT-PCR modszerrel;

¢ hipokotilhossz és sziklevél feliilet vizsgalatok;

o egyoldali UV-B felé térténd szarelhajlas vizsgalata automatizalt, web-kamera alapt
képrogzité rendszerrel,

o Klorofillszint meghatarozas;

o metszetkészités ndveényi szovetekbdl vibratdbmmal mikroszkdpos vizsgélatokhoz;

o flavonoid felhalmozdodas vizsgalatok csirandvényben/viragzati szarban konfokalis 1ézer-
szkennel6 mikroszkop (CLSM) segitségével;

o YFP/GFP jel analizise CLSM segitsé¢gével.

Eredmények osszefoglalasa

Az UVRS8 kifejezodési mintazatanak vizsgalata

Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk az UVRS fehérje kifejez6désének mintazatat a
kiilonboz6 szovetekben, eléallitottunk egy olyan transzgenikus vonalat, amely az YFP-UVRS fuzios
fehérjét az endogén UVRS8 promoéter (ProUVRS) iranyitasa alatt termeli uvr8 mutans hattérben
(ProUVRS vonal). A kifejez0dés mintazatat CLSM segitségével vizsgaltuk. Az YFP-UVRS8
termelddését megfigyeltiik csirandvények hipokotiljanak, valamint sziklevelének epidermiszben és
mezofill/szubepidermdlis szoveteiben, valamint felnétt novények epidermiszében és kortexében.
A széllitoszovetekben nem tudtuk detektdlni az YFP-UVRS jelenlétét, de ennek oka lehet, hogy a
ProUVRS vonalunk a vad tipusban mérhet6 UVRS mennyiséghez képest csak hozzavetdlegesen
tizedannyi YFP-UVR8-at termel, emiatt nem zarhatjuk ki a lehetdségét, hogy vad tipusi névények
szallitészovetei tartalmazhatnak UVR8-at. Mindezek ellenére valdszinii, hogy ha van is UVRS a
szallitoszovetekben, fotoreceptor szerepe ott elenyész0, hiszen az UV-B sugarzas alig jut el a mélyebb

névényi szovetekhez.



Az YFP-UVRS8 fehérjét kiilonb6z6 szovetekben Kifejez6 transzgenikus

novényi vonalak jellemzése

Meg szerettiik volna vizsgalni az UVRS szerepét kiilonbozo szovetekben, ezért eldallitottunk
olyan ndvényi vonalakat, amelyek az YFP-UVR8-at a ProML1, ProCAB3, vagy ProSUC2 promoter
iranyitasa alatt fejezik ki (ML1=MERISTEM LAYER 1, CAB3=CHLOROPHYLL A/B BINDING
PROTEIN 3, SUC2=SUCROSE-PROTON SYMPORTER 2). Ezeket a promotereket széleskdrben
alkalmazzak fehérje-termeltetésre az epidermiszben (ProML1), mezofill/kortex szdvetekben
(ProCAB3), és a szallitoszoveti kisérosejtekben (ProSUC2). A Iétrehozott vonalak elnevezése:
ProML1, ProCAB3 and ProSUC. Vizsgalataink alapjan a ProML1 csirandvények valoban az
epidermiszben (a sziklevélben és hipokotilban és a szarban egyarant), a ProCAB3 csirandvények
mezofilljikben, valamint szubepidermalis/kortex sejtjeikben tartalmaznak kimutathat6 mennyiségii
YFP-UVR8-at. A vérakozasoknak megfeleléen nem észleltiik ezeknek a promoétereknek az aktivitasat
a szallitoszovetekben. A ProSUC2 viszont nem csak a hipokotil és a sziklevelek szallitoszoveteiben,
hanem a szubepidermalis/kortex sejtekben is mutatott aktivitast.

Western blot analizissel megallapitottuk, hogy a vad tipusu csirandvényben mérhet6 endogén
UVRS szinthez képest a ProML1 vonalban az 6sszes YFP-UVRS fehérje szintje hozzavetdlegesen 5%,
a ProSUC2-ben 25%, mig a ProCAB3 vonalban 75%. Ezzel a modszerrel csak a csirandvényekben
eléforduld 6sszes YFP-UVR8 mennyisége hatarozhatdé meg, kiilon-kiilon az egyes szovetekben
termelodott mennyiségek nem, ezért a fehérjeszinteket CLSM-mel is megmértik. Ezzel a
megkdzelitéssel vizsgalva a kiillonbozo szovetekben talalhato YFP-UVRE mennyiségek egymassal
Osszehasonlithatéak a mikroszkopos képeken lathatdé YFP jelek lemérése alapjan. Az YFP-UVRS8
fehérje mennyisége az epidermiszben hasonlonak mutatkozott a ProUVRS és a ProML1 vonalakban, a
ProUVRS mezofilljéhez képest 4-5-szor tobb fehérje van a ProCAB3 vonal mezofill sejtjeiben, mig
ugyanott a ProSUC2 vonal a ProUVR8-ban mérthez hasonld szintet mutat. Ezzel a modszerrel a

mélyebben elhelyezkedd szallitoszovetekben a jelek intenzitasat nem tudtuk vizsgalni.

Az YFP-UVR8-at Kkiilonb6z6 szovetekben termel6 csiranévények

UV-B-fiiggo valaszainak vizsgalata

Munkank soran célunk volt felderiteni, milyen funkciokat lat el az UVRS fehérje a kiilonboz6
szovetekben: vannak-e specifikus, szovettipusokra jellemzé UVRS8-fiiggé valaszok, jelatviteli
folyamatok. A fOlmeriilt kérdések megvalaszolasa érdekében transzgenikus csirandvényeinkben
megvizsgaltuk az UV-B hatasara adott legfontosabb fotomorfogenikus valaszokat: a hipokotil nyulas

gatlasat, valamint a sziklevelek novekedését. Az altalunk hasznalt gyenge UV-B-kezelés hatasara a



hipokotil megnyulas gatlasa er6sodott a vad tipust csiranévények esetében, mig az uvr8 mutansok
elhanyagolhatdo mértékii valaszt adtak. Mindegyik transzgenikus vonalunk (kivéve a ProSUC2-t) jol
mérhetd hipokotil megnyulas gatlas valaszt mutatott, de egyik sem volt képes teljes mértékben
helyreallitani az uvr8 mutans fenotipust.

Megvizsgaltuk azt is, hogyan valtozik a sziklevelek feliiletének mérete UV-B besugarzas
hatasara: az uvr8 mutans, a ProCAB3 és a ProSUC2 csirandvények szikleveleinek csokkent a feliilete,
ezzel szemben a ProUVRS, ProML1 esetében a vad tipusu novényekhez hasonld, kismértékii sziklevél
feliiletnovekedést tapasztaltunk.

Az eredményeket dsszesitve kijelenthetjiik, hogy az YFP-UVRS fuzios fehérje funkcioképes
UV-B fotoreceptorként miikddik a transzgenikus vonalainkban. Ezen kiviil megallapithatjuk, hogy az
epidermiszben és a mezofill/szubepidermalis sejtekben taldlhatdé UVRS fotoreceptor egyarant
hozzajarul az UV-B indukalt hipokotil megnyulas gatlasahoz. Az eredmények arra is ravilagitanak,
hogy UV-B fényben a megfelelé sziklevél felilletndvekedéshez nélkiilozhetetlen az epidermiszben
kifejezett UVRS, mivel ezt a funkciot csak az epidermalis UVRS képes ellatni, igy ez a szabalyozasi
mod szoveti autonomiat mutat. Kideriilt tovabba, hogy a szallitdszovetekben talalhatdé UVRS8-nak

valoszintileg nincs szamottevo szerepe a vizsgalt fotomorfogenikus valaszok szabalyozasaban.

UV-B-fototropizmus felnott névények esetében

A csirandvények UV-B sugarzas iranyaba torténd hipokotil elhajlasat mar koriilbeliil 30 éve
megfigyelték, de az a felfedezés, hogy ez a fototropinok és az UVRE miikodése révén valosul meg, a
kozelmultig varatott magara. Eddig nem allt rendelkezésre adat arra vonatkozoan, hogy vajon a felnott
novények virdgzati tengelye (szara) is elhajlik-e a csirandvények hipokotiljahoz hasonldéan az egy
iranybol érkez6 UV-B sugarzas felé. Ennek vizsgalatara olyan ndvényeket vilagitottunk meg
egyoldalrél UV-B-vel, melyek viragzati tengelye legalabb 5 cm magas volt (5-10 cm) és kovettiik a
bekovetkezo elhajlast egy web-kamera alapt automatikus rendszerrel.

Erdekes modon, mig az uvr8 csirandvények vad tipusra jellemzd elhajldst mutatnak UV-B
iranyaba, addig a feln6tt uvr8 novények csak elhanyagolhatdo mértékii elhajlas valaszt adtak. Ezek
alapjan kidertilt, hogy a csirandvény fézissal ellentétben a fototropinok nem jatszanak fontos szerepet
felnott novényekben a fototropikus elhajlas szabalyozasaban, igy az altalunk hasznalt novények
alkalmasak az UVR8-fiiggd szarelhajlas vizsgalatokra. A vad tipuséhoz hasonld elhajlast mutatott az
YFP-UVR8-at a sajat promoterével kifejez6 ProUVRS, valamint az YFP-UVR8-at a kortexben
termeld ProCAB3 vonal is. Az YFP-UVRS8 fehérjét a szallitoszovetben és kis mennyiségben a
kortexben is termelé ProSUC2, valamint az epidermiszben alacsony szinten termelé ProML1 vonal
csak részlegesen reagalt az UV-B kezelésre. Az eredmények alapjan arra kovetkeztetiink, hogy felnott

novényben az egyoldali UV-B sugarzas iranyaba megfigyelhetd elhajlast leginkabb



a mezofillben/kortexben talalhatdé UVRS8 szabalyozza, de az epidermalis UVRS is hatékonyan részt
vesz a folyamatban, hiszen nagyon kevés epidermalis YFP-UVRS is elég volt egy jol mérhetd valasz
kialakitasahoz. A szallitoszovetekben 1év6 UVRS fotoreceptor nem jarul hozza jelentOsen a
szarelhajlas kivaltasahoz, mivel a ProSUC2 vonal esetében tapasztalt valasz valdsziniileg a kortexben
talalhatd UVR8-nak volt kdszonhetd. Az eredmények tovabba arra utalnak, hogy bizonyos mértékig az

UVRS8 mennyisége is befolyasolja a szar elhajlasat.

Flavonoid felhalmozoédas

A novények UV-B sugarzas hatasara aktivalodd védekezo reakcidi kozé tartozik az UV-B
szlird flavonoidok felhalmozodasa. Célunk volt vizsgélni, hogy ez a folyamat szovetautonom-¢, vagy
sem. A DPBA nevii vegyiilet fluoreszkald komplexet képez a flavonoid molekulakkal, amit CLSM
segitségével tobb kiillonb6zd ndvényi rendszerben vizsgaltak kordbban. Csirandvényeken végzett
kisérleteink soran olyan mértékti UV-B sugarzassal kiegészitett megvilagitast alkalmaztunk, ami az
uvr8 mutansokban nem, a vad tipusi csirandvényekben viszont kimutathaté mértékii flavonoid
felhalmozodast valtott ki. Az UV-B hatasara a vad tipusu és az YFP-UVR8-at termeld transzgenikus
névényi vonalaink esetében is kimutathatd volt a flavonoidok UVR8-fiiggé felhalmozodasa, bar a
transzgenikus vonalainkban ennek mértéke alacsonyabb volt a vad tipusban tapasztalthoz képest.
Eredményeink alapjan a ProML1 vonalban sokkal kevesebb epidermalis UVRS is elég volt
ugyanolyan szintli flavonoid szint eléréséhez, mint amilyet az erds taltermelé ProCAB3 vonalunk
esetében tapasztaltunk, ami arra utal, hogy az epidermiszben talalhato UVRS hatékonyabban miikodik
ebben a folyamatban.

Feln6tt ndvényekben is vizsgaltuk a flavonoidok felhalmozddasat. Az 5-10 cm-es szarral
rendelkezd felndtt ndvényeket egy oldalrél UV-B-vel (1,4 umol m? s™) vilagitottuk meg, DPBA
festéssel tettiik lathatova a szarban felhalmozodott flavonoidokat. Vibratom késziilékkel metszeteket
készitettiink, amiket azutan CLSM-mel vizsgaltunk. Az altalunk megfigyelt flavonoid-felhalmozodas
is UVR8-fiiggének bizonyult. Azt tapasztaltuk, hogy az epidermiszben felhalmozott flavonoidoké a
legfontosabb szerep, ami nem meglepd, hiszen az UV-B elleni védekezésben a ndvények epidermisze
képzi az elsé védelmi vonalat. Ennek ellenére a mélyebb rétegekben termel6dé flavonoidok is fontos
szerepet jatszanak, f0leg erdsebb UV-B sugarzasban: ha er6s az UV-B sugérzas, nagyobb eséllyel jut
el a mélyebb szovetekbe is, ebben az esetben sziikséges a kortexben, nagy mennyiségben
felhalmozhato flavonoidok UV-B sziiré szerepe. A kortexben UVR8-at termel6 vonalakban valdban
nagy mennyiségben halmozodott fel flavonoid a mélyebb szoveti rétegekben. Az erés UVRS termeld
ProCAB3 vonalhoz képest a gyengébben termel6 ProUVRS vonal kortexében kevesebb a flavonoid,
ami arra utal, hogy az UVR8 nem csak jelenlétével (szOveti autonomidt mutatéan), hanem

mennyiségével is befolyasolja ezt a védekezo valaszt.



Erdekes jelenség, hogy az epidermiszben YFP-UVR8-at nem termel transzgenikus vonalak
(ProCAB3, ProSUC2) epidermiszében is sikeriilt flavonoidokat detektalni, amit vagy az UVRS altal
elinditott jelek terjedése, vagy a flavonoidok transzportja okozhat, tovabba az epidermisz UV-B elleni
védekezésben betoltott kiemelt szerepére utal. Az YFP-UVRS8-at epidermiszben termelé ProML1
vonal szaraban viszont csak az epidermiszben talaltunk nagy mennyiségii flavonoidot, ami alapjan az
UVRS jel és/vagy a flavonoid transzport csak az epidermisz felé iranyul, onnan visszafelé nem

A vad tipusban és az Osszes transzgenikus vonalunkban jol lathato kiilonbség alakult ki a
megvilagitott oldal és az arnyékos oldal flavonoid felhalmozodasa kozott: minden esetben a
megvilagitott szarfélben halmozodott fel tobb flavonoid. Ez arra utal, hogy (legalabbis ebben a
folyamatban) az UVRS ott fejti ki hatasat, ahol az UV-B sugarzas miatt aktiv allapotba keriil, vagyis
az UVRS jel nem terjed el a ndvény arnyékos részei felé. Ez a mintdzat nagyon hasonlit a HYS
(és a HYH) fehérje felhalmozodasara és a CHS (CHALCONE SYNTHASE) flavonoid bioszintézis-gén
expresszioemelkedés-mintazatara is: az UVRS hatasara megemelkedik a HYS szint, ami pedig fokozza

a CHS gén miikodését. Ez lehet a kulcsa a szarban megfigyelhet6 egyenldtlen flavonoid eloszlasnak.

Felnott novények akklimacidjanak és tulélésének vizsgalata

Az UVRS fontos szerepet jatszik a felndtt névények UV-B-hez torténd alkalmazkodasaban
is. A kisérletekben hasznalt alacsony intenzitasu kiegészit6 UV-B sugarzas a vad tipusi novények
télevélrozsainak novekedését és a levélnyél megnyuldsat gatolta. Ezzel ellentétben az uvr8 mutdns
novények télevélrozsainak ndvekedését alig befolydsolta, ezen kiviil a mutansok levelei vilagoszoldek
voltak (kevesebb Kklorofill), tehat ezekben a novényekben az UV-B érzékelés valoban sériilt.
Az YFP-UVR8-at kiilonb6z6 szovetekben expresszald transzgenikus vonalaink hasonléan valaszoltak
az UV-B sugarzasra, mint a vad tipusu novények. Télevélrozsaik mérete €s struktirdja a vad tipuséhoz
hasonlo volt, kivéve a kisebb méretii tolevélrozsaval rendelkezé ProCAB3 novényeket, ami az UVR8
erds tultermelésének kdszonheto.

Az UVRS sziikséges a fotoszintézis hatékonysaganak fenntartdsdhoz UV-B sugarzasban,
ezért megmértiik a novények klorofilltartalmat is, ami alapjan err6l a szabalyozasi Utvonalrél
kaphatunk képet. Minden ndvényben hasonld klorofill-mennyiséget mértiink UV-B kezelés nélkiil,
UV-B hatdsara azonban az uvr8 mutans kivételével minden vizsgalt ndvényben (legnagyobb
mértékben a ProCAB3 névényekben) nétt a klorofill mennyisége.

Az el6zéekben leirt vizsgalatokban gyenge kiegészit6 UV-B sugarzast alkalmaztunk,
azonban ha nagyobb dézisban adunk kiegészit6 UV-B sugarzast a fehér fényhez, vizsgalhatjuk a
névények UV-B toleranciajanak kialakulasat is. Ezekhez a vizsgalatokhoz tgy valasztottuk meg a
kiegészit6 UV-B sugarzas dozisat, hogy ahhoz a vad tipusi névények még képesek legyenek

alkalmazkodni, mig az uvr8 mutans novényekre nézve mar letalis legyen. Ilyen koriilmények kozott



a vad tipusi névények mellett képesek voltak tulélni a ProUVRSE és a ProML1 névények is, bar
tolevélrozsajuk kisebb volt, mint a vad tipusé. A ProCAB3 és a ProSUC2 noévények viszont erds
UVRS tultermel6 fenotipust mutattak. Ez 0sszefligg azzal, hogy ezek a ndvények, a csiranovényekhez
hasonléan, feln6tt korukban is magas szinten termelték az YFP-UVRS8 fehérjét. Utdbbi eredmények
alatamasztjak a mezofillben/kortexben talalhatdo UVRS szerepét, valamint azt, hogy ezt a folyamatot is
befolyasolja az UVRE mennyisége.

A kapott eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy hasonldé korlilmények kozott az
epidermalis és mezofillben/kortexben talalhatd UVRS8 fotoreceptor egyarant hatékonyan képes
elésegiteni az UV-B tolerancia kialakulasat, kovetkezésképpen a felnétt ndovények talélését.
Valoszintsitjiik, hogy er6s UV-B sugarzas alatt a kortexben/mezofillben talalhatdé UVRS-¢ a fészerep
a védekez6 valaszok tekintetében: korabbi eredmények alapjan valdsziniileg az UVRS sziikséges az

erds fényre érzékeny D1 és D2 fehérjeszint fenntartasahoz, ami nélkiilozhetetlen a fotoszintézishez.

Az UVR8-fiiggd HY5 gén indukciodja és HY5 fehérje termelddése

A fény altal indukalt jelatviteli folyamatok kulcsfontossagu résztvevéje az ELONGATED
HYPOCOTYL 5 (HY5) transzkripcios faktor. A fotomorfogenikus valaszok elindulasa jol kdvethetd a
HY5 mRNS szintjének megemelkedésével, aminek kdvetkeztében a HYS fehérje felszaporodik a
sejtmagban. A HY5 felhalmozodast az aktiv UVRS fotoreceptor is kivaltja. Annak érdekében, hogy
vizsgalni tudjuk a HY5 indukciéo és a HYS felhalmozodas szovetspecificitasat, 0 transzgenikus
vonalakat allitottunk el6. A ProUVR8, ProML1, ProCAB3 vonalainkba bejuttattuk a
ProHY5:HY5-GFP, valamint a ProHY5:GUS-GFP-NLS konstrukciot, hogy CLSM segitségével
vizsgalhassuk a HYS fehérje akkumulaciojat, illetve a ProHY5 promoter mikodését
csirandvényekben. UV-B megvilagitds hatasaira megemelkedett a HY5-GFP szintje azokban a
sejtekben, amelyekben volt kimutathatdé mennyiségii YFP-UVR8 fotoreceptor, vagyis a folyamat
szovetautonom. A ProHY5 aktivitasa szintén szdvetspecifikusan emelkedett meg az YFP-UVRS8-at
tartalmazo szovetekben.

Egyoldali UV-B kezelést kovetéen megvizsgaltuk felnbtt novények szaraban is a HY5
(és a HYH) fehérje termelddésének UVR8-fiiggését is, valamint a termelddés helyét. Mutans hatterti
(hy5uvr8 és hy5), ProHY5:HY5-YFP transzgént hordozo ndvények szarabol egész éjszakas UV-B
kezelést kovetden metszeteket készitettiink, amelyeket CLSM segitségével vizsgaltunk. A HY5-YFP
mennyisége nott az UV-B sugarzas hataséara, rdadasul szinte kizardlag a szar megvilagitott oldalan,
rdadasul kimutattuk, hogy az UV-B sugarzas altal kivaltott HYS-YFP felhalmozodasa felndtt
ndvényben is UVR8-fliggd, mivel az UVRE hidnyos vonalban egyaltalan nem észleltik HYS5-YFP

jelenlétét.



Egyoldali UV-B sugarzas kovetkezménye, hogy a HY5 és a HYH fehérje
felhalmozodasanak szintje eltér a szar megvilagitott és az arnyékos oldalan. Meg szerettiik volna
vizsgalni, hogy a HY5 és a HYH gén indukciodja is ezt a mintat koveti-e: vad tipusu és uvr8 mutans
ndvények szarait hosszanti vagassal elfeleztiik, és a két félben meghataroztuk a HYS és a HYH mRNS
mennyiségét. Az UV-B-vel megvilagitott oldalrdl szarmazé szarfelekben a HY5 és HYH mRNS
magasabb szinten halmozodott fel, mint az arnyékos oldaliakban. Az mRNS szintek novekedése nem
figyelhetd meg az uvr8-6 mutans ndvények esetében.

Hasonl6 vizsgalatot végeztiik olyan novényekkel is, melyek a ProHYH:HYH-YFP transzgént
hyShyh ¢és hyh hianymutans ndvényekben fejezik ki. A HYS jelenléte nagyban hozzajarult a
HYH-YFP fehérje felhalmozodasahoz, mivel jelentésen tobb HYH-YFP jelet ado sejtmagot észleltiink
a hyh hatterti vonal metszeteiben, mint a hy5Shyh hatterii transzgenikus vonalbdl szarmazokban. A
HYH-YFP gradiens a szarban mar révid, 4,5 6ras UV-B kezelés hatésara is kialakult.

Ezek az eredmények bizonyitjdk, hogy az UVRS transzkripcios szinten is eldsegiti a
szarakban megfigyelhetdé HY5 és HYH gradiens kialakulasat. Kimutattuk tovabba, hogy a HY5-ra
(és a HYH-ra) hato UVRS jel nem terjed a megvilagitott szovetekbol az arnyékos oldaliak felé. Ez a
fototropikus elhajlas alapjaul szolgal, ugyanis a HY5 gatolja az auxin miikodését, ebben az esetben
sokkal inkabb a megvilagitott oldalon, mint az arnyékos szarfélben. Az egyenlétlen ndvekedés

kovetkezménye, hogy a szar a besugarzas irdnyaba hajlik.

UV-B indukalt HYS5-fiiggo és HYS-fiiggetlen gének transzkripcidja

Az EARLY LIGHT INDUCED PROTEIN 2 (ELIP2) fehérje a tilakoid membranok
fotoprotekcidjaban jatszik szerepet ezért az UV-B sugarzas hatdsara megndvekedd szintje a
fotoszintetikus apparatus védelmét szolgalja. Az UV-B sugarzas serkenti az ELIP2 gén miikodését, és
ehhez sziikség van UVRS8 ¢s HYS fehérjére. Miutan megfigyeltikk, hogy a HY5 UVRS-t6l fliggd
expresszio-indukcidja szovetspecifikus titon miikddik, meg szerettiik volna vizsgalni, hogy az UVRS
altal elinditott jelatviteli utak HY5 utdn kovetkezo 1épései is szovetautonomok-e. Ennek eldontésére a
ProELIP2:GUS-GFP-NLS transzgént bejuttattuk a ProUVRS, ProML1 és a ProCAB3 vonalainkba, a
vizsgalatokat pedig CLSM-mel végeztiik. A ProELIP2 aktivitas fehér fényben alacsony, az UV-B
viszont drasztikusan megemeli, de csak azokban a sejtekben, amelyek tartalmaznak detektalhato
mennyiségli YFP-UVRS fehérjét. Az eredmények alapjan az UVRS a HY5-fliggé ELIP2 kifejezddést
szovetspecifikusan szabalyozza, nem tapasztaltunk szovetek kozotti jelterjedést.

A PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 9 (PRR9) a no6vényi cirkadian ora eleme.
Kifejez6dése mindamellett, hogy napi ritmust mutat, UV-B sugarzas altal is szabalyozott.
Promoéterének aktivitasa UV-B hatasara megemelkedik. Ez a jelenség fligg az UVRS8-t6l, de fliggetlen
a HY5-t6l. A HY5 és az ELIP2 prométereivel ellentétben a ProPRR9 aktivan miikodott a fehér
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fényben nevelt transzgenikus csiranévények szikleveleinek mezofill sejtjeiben. Ezt a PRR9 aktivitast
az UV-B sugarzas szamottevéen megemelte, de csak a mezofill sejtekben, ha tartalmaztak kimutathato
mennyiségii YFP-UVRS fehérjét. Erdekes, hogy nem tapasztaltuk sem a ProML1, sem a ProUVRS
vonal epidermiszében a ProPRR9 promoéter kimutathatdé mértékii aktivitas emelkedését, annak ellenére
sem, hogy ezeknek a novényeknek van YFP-UVR8 az epidermisziikben. Ez a ProPRR9 sajatos
mikddésének a kdvetkezménye.

Ezek a megallapitasok tovabb erdsitik a korabbi eredményeket, miszerint az UV-B hatasara
UVRS altal vezérelt jelatviteli utak lehetnek szovetspecifikusak, raadasul az egyes jelatviteli
utvonalakat egyéb faktorok is befolyasolhatjak egyedi mikodési modjaik altal. Azt is
megallapithatjuk, hogy az UVRS jelatvitelben el6forduld szdvetspecifikus folyamatok nem mind

eredeztethetoek a HY5S szovetautondm miukodésébol.

Kovetkeztetések

A fényérzékelés soran sok szovetspecifikus és szoveti autonémidt nem mutatd folyamat
jatszodik le, elosegitve a megfeleld Osszetett valaszreakciok kialakulasat. Ilyen folyamatok példaul a
fotomorfogenikus novekedés gatlasa, a fototropikus szarelhajlas, vagy a flavonoidok akkumulécioja.
Eléallitottunk olyan ndvényi vonalak, melyek az YFP-UVRS fuzios fehérjét kiilonbozo szdvetekben
termelik uvr8 hattérben, ezek felhasznalasaval vizsgaltunk UVR8-fiigg6 UV-B valaszreakciokat.

Kisérleti eredményeink alapjan a kdvetkezd kovetkeztetéseket tehetjiik:

e Az UVRS sajat promoterével kifejeztetett YFP-UVRS fehérje a csirandvények epidermisz és
mezofill sejtjeiben biztosan termelddik.

e A mutans komplementacidos tesztek alapjan megallapithatd, hogy csirandvényekben a
hipokotil megnytlds gatlasdban az epidermalis és a mezofillben taldlhato UVRS
egylittmiikodve vesz részt, mig a sziklevél novekedését kizardlag az epidermiszben talalhato
UVRS fotoreceptor képes eldsegiteni. Eredményeink alapjan a hipokotil hosszara és a
sziklevelek méretére a szallitoszovetben termeltetett YFP-UVRS (nagy valoszinliséggel) nincs
hatassal.

o A fehér fénnyel egyiitt alkalmazott kiegészit6 UV-B sugarzas hatasara bekovetkezo
fotomorfogenikus és UV-B akklimaciés valaszokat leginkabb a feln6tt novények
kortexében/mezofilljében 1évé UVRS képes elinditani, de a teljes valaszok kialakulasahoz
szlikséges az epidermiszben talalhato UVRS is.

e A Kklorofilltartalom emelkedését szintén leginkabb a kortex/mezofill sejtekben talalhato UVRE

inditja el, az UVR8 mennyiségével aranyos mértékben.
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Csirandvényekben és felnétt novényekben egyarant megfigyelheté az UVRS-fiiggd flavonoid
felhalmozo6das. Legnagyobb mennyiségben azokban a szovetekben termelédnek flavonoidok,
amelyekben az UVR8 megtalalhato, a teljes értékii védelem kialakulasahoz viszont sziikség
van a kiilonb6z6 szovetekben lejatszodo jelatviteli mechanizmusok 0sszességére.

Az egy iranybol megyvilagitott felndtt ndvények szaraban megfigyelhetd az UVRS8-fiiggd
flavonoid felhalmozo6das az UV-B-vel besugarzott oldalon. Ez arra utal, hogy az UVR8 ebben
az esetben helyspecifikusan, a megvildgitott szovetekben fejti ki hatasat, nincs jelterjedés az
arnyékos oldalra.

Feln6tt novények esetében tobb esetben talaltunk YFP-UVR8-at nem tartalmazé szovetekben
is flavonoidokat, ami a flavonoidok mozgasara, transzportjara utal, de csak az epidermisz felé.
Felnott korban is fontos az epidermiszben talalhaté UVRS a flavonoidok felhalmozasahoz,
viszont a kortexben talalhat6 UVRS8-nak sokkal fontosabba valik a szerepe, mint csirandvény
allapotban. Az UVRS8 fehérje mennyiségének is komoly hatdsa van a flavonoid felhalmozodas
mértékére.

Kimutattuk, hogy a flavonoid termelés egyik kulcsenzimét kodolo CHS gén UV-B indukcioja
csak azokban a sejtekben kovetkezik be, melyekben van aktiv YFP-UVRS.
Ez a génindukcid lehet a flavonoid felhalmozodas okozdja.

Felndtt novényeken megfigyeltik az unilateralis UV-B sugarzas iranyaba bekdvetkezo
szarelhajlast. Ez hasonlit a csirandvények hipokotiljanak korabban leirt reakciojara, azonban
mig a feln6tt novényekben a folyamatot dominansan iranyito fotoreceptor az UVRS, addig a
csirandvények valaszaban a fototropinok szerepe hangstilyosabb, vagyis valtozik a jelatviteli
mechanizmus. A szar elhajlasat UV-B  sugarzas felé az epidermiszben ¢és a
mezofillben/kortexben termeldd6 UVRS is kivaltja és az elhajlas mértékét befolyasolja az
UVRS8 mennyisége.

Az UVRS iranyitotta jelatvitelben kulcsszerepet jatszo HY'S fehérje felhalmozddasa, valamint
a HY5 gén indukcidja szovetautonom: a csirandvényeknek csak azokban a szoveteiben
kovetkezett be a génindukcié és a HYS szint emelkedése, amelyekben volt kimutathato
mennyiségli UVRS. Ez azt bizonyitja, hogy ezekben a folyamatokban nincs szovetek kozotti
jelterjedés.

Felnott novények szaraban a HYS ¢és a vele homolog HYH felhalmozdodasa is UVRS-fliggd
modon, csak az UV-B-vel megvildgitott oldalon figyelhetd meg. Mivel a HYS az auxin
névekedési hormon hatasat helyspecifikusan gatolja, ez a jelenség hozzajarul a megvilagitott
¢és az arnyékos oldal kozott megfigyelheté egyenetlen auxin valaszhoz, aminek egyenetlen

szarnovekedés, vagyis UV-B iranyba megfigyelhetd elhajlas a kovetkezménye.
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o A HY5-fiiggd ELIP2 és a HYS fiiggetlen PRR9 génexpresszio UV-B altali megemelkedését az
UVRS valtotta ki, de csak azokban a szovetekben, amelyekben volt kimutathaté mennyiségii
YFP-UVRS. (Ez aldl kivétel a PRR9 epidermalis indukcidjanak hianya, ugyanis ez a gén
ebben a szdvetben nem indukalodik, de ez a ProPRR9 sajatos miitkddése miatt torténik.) Ezek
alapjan az UVRS altal inditott jelatviteli 1épések szovetspecifitisa nem csak abbol eredhet,
hogy a jelatvitelben kiemelt szereppel bird6 HYS5 felhalmozdodéasa szoveti autonomidt mutat,

mivel a HY5-t6l fiiggetlen PRR9 szintén szovetspecifikusan indukalodik.

Osszesitve az eredményeket megallapithatjuk, hogy az UVRS jelatviteli rendszerében
szOvetautondm ¢€s szdveti specificitast nem mutatd folyamatok egyarant el6fordulnak, ezek sokszor
egyiittesen fejtik ki hatdsukat a megfeleld Osszetett valaszok kialakuldsa érdekében. Az UVRS
jelatviteli rendszerének egyre részletesebb ismerete ijabb és tjabb lehetoségeket biztosit a tovabbi
részfolyamatok autondémiajanak felderitésére, igy a jovoben szamos alkalom fog nyilni kisérletek
tervezésére az altalunk is alkalmazott megkdzelitéssel. Ha ezeket a folyamatokat felderitjiik, a
jelatvitelhez tartozé komplex valaszreakcidk manipulalhatosaga egy magasabb szintre keriilhet,
ugyanis UVRS8 (esetleg mas jelatvitelben szerepl6 receptorok), vagy egyéb faktorok adott
szovet(ek)ben torténd termeltetésével erdsithetdek, vagy gyengithetoek lennének egyes
részfolyamatok kiilon-kiilon is. Az UV-B jelatvitel alaposabb megismerése olyan tudassal ruhaz fel
vagy akar megfelel6, UV-B sugarzassal kiegészitett fénykezeléseknek koszonhetden erdsithetjiik a
novények kartevok elleni védekezését is. Ezeket az ismereteket természetesen a haszonndvények

hatékonyabb termelésével kapcsolatban is tudnank kamatoztatni.
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