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ROVIDITESEK ES JELOLESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES

A ndvények a napok tobbségében ki vannak téve a fényintenzitds dinamikus valtozasanak, és
gyakran tobb fényenergiat nyelnek el, mint amennyit hasznositani tudnak a fotoszintézis
soran. Az elnyelt tobblet gerjesztési energia kdrosithatja a fotoszintetikus apparatust
(szingulett oxigén, reaktiv oxigén fajtak képzddése altal). Ezért a fény fotokémiai hasznosulési
folyamata mellett olyan fotoprotektiv mechanizmusoknak is ki kellett alakulniuk, amelyek az
elnyelt energiatdbbletet veszélytelen modon elvezetik a rendszerbdl. Egy ilyen folyamat a
nem-radiativ energia disszipacid (hddisszipacid). Ezt a mechanizmust a klorofill
fluoreszcencia fényfiiggd, nem-fotokémiai kioltasaként (NPQ) definidljuk. Az NPQ
legnagyobb komponense a gyorsan relaxalédd, ApH-fiiggé qE komponens. Az NPQ
mechanizmusa csak részben ismert, de kialakuldsanak feltételei az tilakoid lumen alacsony
kémhatésa, de-epoxidalt xantofillok képzddése, PsbS és fénybegyiijtd komplex (LHC)
fehérjék protonacidja.

Az ez idaig vizsgalt atrazin-rezisztens (AR) gyomnovényekben (Chenopodium album,
Epilobium adenocaulon, Erigeron canadensis, Senecio vulgaris, Solanum nigrum) kimutattak
a csokkent mértékli NPQ kapacitast, ezen belill a csokkent qE komponenst (Varadi et al.,
2003). Eddigi ismereteink szerint az NPQ kialakulasat nuklearisan kodolt faktorok hatarozzak
meg, habar a kettes fotokémiai rendszer (PSII) reakciocentrum D1 fehérjét kodold psbA gén —
amely a rezisztens novényekben a mutdciot hordozza — a kloroplasztisz genom része. Ezért
nem vilagos, hogy a D1 fehérje milyen hatdssal van az antennaban végbemend hddisszipacio
kialakulaséra.

Reciprok keresztezéseket végeztiink a Solanum nigrum vad-tipusu és atrazin-rezisztens
biotipusai kozott, és az ebbdl szarmazd hibridekkel (F1, F2 egészen az F6-ig) vizsgalatokat
folytattunk annak érdekében, hogy kozelebb jussunk annak a kérdésnek a megvalaszolasahoz,
milyen kapcsolat van a D1 protein mutacié és a PSII antenndjadban elnyelt fényenergia
allokacigja kozott: ezen belill tanulmanyoztuk a qE komponens és az allokacids mintazat
oroklodését.

Ismeretes az atrazin-rezisztens ndvények eltéré homérséklet-érzékenysége és
adaptacios képessége (Ducruet & Lemoine, 1985), illetve fokozott fényérzékenységiikrdl
egyarant beszamoltak (Hart & Stemler, 1990). Napjainkban a vizhidny (szarazsag) az egyik



legfontosabb kornyezeti tényezd, amely a ndvény nodvekedését/produktivitasat limitalja.
Természetes koriilmények kozott a vizdeficit gyakran egyiitt jar a magas homérséklettel
¢s/vagy a magas fotondram-siiriséggel (fénygatlds). Tudomasunk szerint a vizdeficit
(szarazsag) fotoszintézisre gyakorolt hatdsait ez iddig nem vizsgaltdk még D1 protein mutans
novényekben. Ezért a dolgozatom masik f0 témdjanak a vizdeficit hatdsanak tanulmanyozasat
valasztottam a Solanum nigrum gyomnovény kétféle biotiopusaban, annak a kérdésnek a

megvalaszolasara, vajon a vizdeficit befolyasolja-e a D1 protein mutans ndvények fitneszét.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Az elnyelt fényenergia sorsa a fotoszintézis soran

2.1.1. A fény fotokémiai hasznosulasa

A fotoszintézis folyamata a fény elnyelésével veszi kezdetét, amely kiilonb6z6é pigment
molekuldk segitségével valosul meg. Novényekben az elsédleges fényelnyeld pigment a
klorofill @ (Chla). A fény elnyelése altal a gerjesztett Chl molekula négy lehetséges uton
veszitheti el a gerjesztési energidjat: alapallapotba keriilhet fotonkibocsatassal
(fluoreszcencia); hd formdajaban; részt vehet energiatranszferben, amikor is atadhatja az
energidjat egy masik molekulanak; vagy a gerjesztési energia kémiai reakciot eredményez (1.

abra).
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1. abra Egymassal versengd folyamatok a PSII-ben, amelynek sordn egy
gerjesztett dllapotban 1évo klorofill molekula visszatérhet az alapallapotba.



A levelek altal elnyelt fényenergia eloszldsanak kvantifikdldsa a fotoszintézis kutatis egyik
fontos aspektusava valt. A kiilonféle folyamatok, pl. fotoszintézis, fotorespiracio, viz-viz és
xantofill ciklus, melyek hozzajarulnak a fotoszintetikus apparatus fotoprotekcidjahoz, két
kategoriaba sorolhatok: a fotokémia és a termalis disszipacid folyamatai. Miutan ezek
kompetitivek, a Chl fluoreszcencia hatdsfokanak véaltozésa alapjan kovetkeztethetiink az
emlitett folyamatok hatasfokdban bekdvetkezd valtozdsokra (Schreiber et al., 1994), melyet a
PSII (2. 4dbra) fotokémiai hatasfokaval (®@psyp) €és az NPQ paraméterrel jellemeznek (Genty et
al., 1989; Bilger et al., 1995).
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2. abra A PSII f6bb alkotorészei, a D1/D2 reakciocentrum proteinek az elektrontranszportlanc
komponenseivel és a fénybegyiijté antenna komplexek a tilakoid membranba agyazodva J.
Nield (Imperial College London, UK) nyoman.

A fotoszintézis soran a novények, algak és egyes baktériumok a Napbol szarmazd
fényenergiat atalakitjdk és azt energidban gazdag, szerves vegyiiletekben taroljak. A

fotoszintézis folyamata két szakaszra bonthaté: az un. fényszakaszban a linearis



elektrontranszport soran keletkezik az adenozin-trifoszfat (ATP) és a redukalt nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH), mely molekuldk a sotétben is lejatszodd un.
sOtétszakaszban a széndioxid szénhidratokkd torténd biokémiai atalakitasanak feltételei. A
NADPH legfébb fogyasztdja a CO, asszimilacio, de ezen kiviil a szulfat és a nitrat redukciod
folyamataiban is felhasznalasra keriil.

Léteznek nem asszimildciot eldidézd elektrontranszport folyamatok is, melyek
lejatszodasanak valoszinlisége megnovekedhet bizonyos koriilméyek kozott. Példaul a
szarazsdg hatdsa napjainkban egy igen fontos koOrnyezeti tényezévé valt, melynek
kovetkeztében a fokozodd sztomazarddas csokkenti a kloroplasztiszok CO, ellatasat, és az
oxigén felé iranyuld nem-asszimilacios elektrontranszport (fotorespiracio, Mehler-reakcio)
valoszinlisége megnovekszik. Ezek a mechanizmusok a tobbletenergidnak egy biztonsagos
modon torténd disszipacidjat teszik lehetdvé (Osmond & Grace, 1995). A fotorespiracid
(glikolat-ciklus) (Cornic et al., 1989; Renou et al., 1990; Tourneux & Peltier, 1995; Flexas &
Medrano, 2002), mely folyamat a Cs tipusu novényekre jellemzd, a fotoszintézis egy
lehetséges alternativ utjaként jelentds linedris elektrontranszportot képes fenntartani, igy
nagymértékben biztosithatja a tobblet gerjesztési energia elvezetését. Az oxigén egyes
fotokémiai rendszer (PSI) altali fotoredukcioja (Mehler-reakcio, Asada, 1999) ugy tlinik, csak
elenyész6 mértékben jarul hozza az energia-disszipacid folyamatahoz. Haupt-Herting és Fock
(2002) fejtegetései alapjan a Mehler-reakcid folyaman bekovetkezd fotoredukcid egy nem-
enzimatikus folyamat, mely fiigg az elektrontranszport sebességétol, ¢és tényleges
hozzajarulasa a gerjesztési energia felhasznalasahoz valoszintlileg abban az esetben csokken,
amennyiben pl. szarazsag hatasara csokken az elektrontranszport sebessége.

A PSII-n beliili Gn. ciklikus elektrontranszport esetében is felvetddott az a lehetdség,
hogy hozzajarulhat a tobblet gerjesztési energia eltavolitdsahoz (Chow, 1994; Whitmarsh et
al., 1994), jollehet in vivo 1étezése meggy6z0 modon nem bizonyitott. Ebben a folyamatban
valoszinlileg részt vesz a D1/D2 reakciocentrumhoz (RC) szorosan kotddd citokrom bsso
heterodimer fehérje, ami feltevések szerint aktudlis redoxpotencialjatol fiiggéen a RC Chl
(P680") donoraként vagy a feofitin akceptoraként funkcionalhat, ekképpen védheti a PSII-t a
fénykarosodastol (Whitmarsh et al., 1994). A PSI koriili ciklikus elektrontranszport sordn a
redukalt ferredoxin (Fd) molekula elektront ad at a citokrom (Cyt) bg/f komplex Kkitiintetett

helyén kotddo kinon vagy szemikinon molekuldnak, melynek eredményeként a Cyt bg/f részt
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vesz a tilakoid membrdanon keresztiili ApH létrehozasiaban ¢és fenntartdsdban. E
mechanizmusr6l ugyancsak feltételezik, hogy fontos szerepet tolt be a fotoprotekcidban
(Heber & Walker, 1992). Minthogy a ciklikus elektrontranszport soran NADPH nem

keletkezik, a tilakoid membranon keresztiili proton gradiens masfeldl ATP szintézist indukal,

crer

2.1.2. A tobblet elnyelt fényenergia sorsa és karos hatdsai a névények leveleiben

A novények a természetben gyakorta ki vannak téve a fényintenzitds rapszodikus
valtozasanak, igy olykor tobb fényenergiat nyelnek el, mint amennyit hasznositani képesek
fotoszintézisiik soran. Az elnyelt fényenergia mennyiségének novekedésével a fotoszintetikus
teljesitmény — amelyet a genetikai adottsdgon til az adott él6helyen a ndvényt érd
fényintenzitds-maximumok hatdroznak meg — egy telitési fazisig képes ndvekedni, mig a
beesd fény elnyelése tovabbra is linearisan ndvekszik. A leveleket éré napsugarzas kb. 80%-4t
nyelik el a fotoszintetikus pigment molekulak (Bjorkman & Demmig, 1987), mig az energia
kisebb hanyada reflektalodik a levelek felszinérdl, vagy ateresztik azt a levél szovetei. Az
abszorbcid révén a pigment molekuldkban kialakult gerjesztett allapot energidja a
toltésszétvalasztast kovetden fotokémiai reakciot eredményezhet. A fotoszintézis soran nem
hasznosul6 tobblet energia frakcid a ndvényekben kialakult fotoprotektiv mechanizmusok
miikddése soran eliminalodik. A gerjesztési energiatobblet ezek utan is megmaradd része
kronikus karosodast okozhat a fotoszintetikus apparatusban, amihez az is hozzajarul, hogy a
PSII miikodése sordn molekularis oxigén fejlodik, ami a megndvekedett mennyiségi,
hosszabb élettartamu triplett gerjesztett allapotd Chla molekulakkal (*Chla”) kélcsonhatasba
Iépve szingulett oxigén képzddést eredményez. Kimutattdk ezenkiviil més reaktiv oxigén
formak, mint példaul a szuperoxid-gyokanion, hidroxil-gyok, hidrogénperoxid, illetve egyéb
szerves gyokok képzodését is. Mindezek a tilakoid membran irreverzibilis, oxidativ
karosodasahoz (fénygatlas) vezethetnek (Hurry er al., 1996), valamint pigment-, ill. fehérje-
degradaciot okozhatnak (Andersson & Barber, 1996; Aro et al, 1993). Hatastalanitasuk
érdekében szamos antioxidans molekula és enzimrendszer miikodik a kloroplasztiszban,
amelyek képesek befogni a fotoszintézis altal sziikségszeriien termelt reaktiv oxigén formakat

(Asada, 1994; Foyer et al., 1994; Polle, 1997).
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2.1.3. A fény karos hatasaival szemben kialakult fotoprotektiv mechanizmusok

A természetben a ndvényeknek alkalmazkodniuk kell a fény intenzitdsanak és spektralis
tulajdonsagainak gyakori valtozasihoz. Az evolicid sordn tObbszintli adapticiés halozat
alakult ki, amelynek segitségével a fotoszintetizaldé organizmusok megbirkoznak a
fényviszonyok fluktuacidjaval. Ezek két csoportba sorolhatok: (i) a fényelnyelés
szabalyozasaval ¢és (ii)) a befogott fényenergia sorsdval kapcsolatos adaptéacios
mechanizmusok. A teljes egyed szintjén megvalosuld adaptacio példaul a levél-orientacid
szabalyozasa (Bjorkman & Powles, 1987). Ez néhany, arnyék tipusu, alacsony fotoszintetikus
kapacitassal bir6 novény esetében igen hatékonyan mukodik, melyek egyszer-egyszer ki
vannak téve a kdzvetlen napsugdrzasnak. A sivatagi ndvények egy része szervetlen anyagokat
(pl. sokristalyok) halmoz fel a levélfelszinen, vagy levegdével toltott szoroket fejleszt, hogy
novelje a levél reflexidjat, ezaltal csokkentve az elnyelt fény mennyiségét. Sejtszinten a
fényelnyelést a kloroplasztiszok mozgésa szabalyozhatja (Chow et al., 1988), mely relative
gyorsan, percek alatt valésul meg, de csupan kb. 10-20%-kal csokkenti azt (Brugnoli &
Bjorkman, 1992).

A molekuléris szintli adaptacidos mechanizmusok gyakran Osszetett, fényfliiggd
génexpresszid szabalyozas eredményei, melyek transzkripcids, transzlacidos ¢és poszt-
transzlacios szinteken valdsulnak meg (Kloppstech, 1997). E folyamatok napokat, heteket
vehetnek igénybe ¢és a tilakoid membran szintjén jelentds Osszetételbeli és szerkezeti
valtozasokat foglalnak magukban. Egy ezek koziil a PSI és PSII antenna méreteinek fény altali
modosuléasa, mely egy igen konzervalt jelenség (Anderson et al., 1995). Magas fényintenzités
mellett nétt novényekben az antennaméret mindig kisebb, mint az arnyékndvényekben. A
fényviszonyoktol fliggéen megvaltozik az egy RC-ra jutd, kiilsé fénybegyiijté komplexek
(LHC) mennyisége, ezaltal megvaltozik az adott fotokémiai rendszer abszorpcids
hataskeresztmetszete. Egy masik, hosszatava akklimatizaciés moddosulas a PSI és PSII
1988; Melis, 1991). Példaul az erd6 lombkorondja altal megsziirt fényben (tobb tavoli vords
fény) nott arnyékndvények nagyobb PSII/PSI arannyal birnak, ezzel kompenzalva a voros

fény kisebb mennyiségét, mely a PSII gerjesztéséhez sziikséges (Anderson & Osmond, 2001).
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A rovidtava adaptaciok, melyeket génexpresszido valtozasok nem kisérnek,
masodperceken és perceken beliill mennek végbe, és semlegesitik a fényviszonyok gyors
valtozasainak hatasait, igymint a diurndlis valtozasok a fény mennyiségében és mindségében,
az iddjaras altal eldidézett pillanatnyi fluktuaciok, és a lombozat altali fénysziirés (Anderson
& Osmond, 2001). A legjobban dokumentalt adaptacid, amely “state” atmenetként (qT) ismert
(Bonaventura & Mayers, 1969), perces iddskalan mozog, miikddése alacsony/kdzepes
fényintenzitdsok mellett hatékony, pl. akkor, amikor a fényintenzitds nem limitdlja a
fotoszintézist (Horton & Hague, 1988). A plasztokinon (PQ) készlet (Horton, 1981; Allen et
al., 1981) és a Cyt b (Gal et al., 1987) redoxallapotai mintegy szenzorként/jelatalakitoként
mikddnek és egy protein kindz aktivaciojaban vesznek részt (Bennett, 1977; 1979). A PSII-
nek a PSI-hez képest mutatkozo viszonylagos tulgerjesztése sordn ez a kinaz néhany LHCII
komplexet foszforial (in. mobil LHCII) (Mullet, 1983), melyek ledisszocialnak a PSII-rél,
csokkentve az antenna tényleges méretét, és az elnyelt energiat a PSI felé tovabbitjak.

A PSII hatékonysaganak szabalyozasa (Weiss & Berry, 1987; Genty et al., 1989)
reverzibilisen, nem-linedrisan fiigg a fényintenzitastol, holott a nyitott RC-ok szdma és a PSII
hatasfoka kozott linedris Osszefiiggést feltételeztek. A linearitastol valo eltérés legésszeriibb
magyarazata az, hogy a PSII antenndban megnyilik egy csatorna, mely a tobblet gerjesztési
energia disszipacidjat lehetové teszi. Ez Chl fluoreszcencia mérésekkel, az un. fluoreszcencia
kioltas analizis modszerével nyomonkovethetd, pl. pulzus amplituddé modulaciés (PAM)
technikéval (Schreiber, 1986). Az analizis egyik paramétere, az NPQ, a tdbblet energia
disszipaciojanak nagysagat méri a PSII-ben zart RC-ok esetében. A PSII hatdsfoka forditott
linearis Osszefliggést mutatott az NPQ-val (Genty et al., 1989). Eszerint a PSII hatasfokat egy
nem-radiativ energia disszipacio, NPQ-alapt folyamat kontrolldlhatja, melyet a tilakoid

membranon keresztiil felépiild proton gradiens (ApH) valt ki (Oxborough & Horton, 1988).
2.1.4. A nem-fotokémiai kioltas és lokalizacidja magasabbrendii névényekben

Tobblet fényenergia elnyelése esetén a csokkent fotokémiai kioltas a szingulett gerjesztett
Chla ('Chla") életidejének ¢és a triplett Chla (*Chla’) keletkezés valoszinliségének

megnovekedéséhez vezet a spinvalté tmenet soran. A ° Chla" reakcioba 1ép az alapallapotban

triplett oxigénnel (°O,) és reaktiv oxigén formakat hoz létre, amelyek eldsegithetik a
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fotoinhibici6 ¢és az oxidativ stressz kialakulasat (Barber & Andersson, 1992). E karositd
folyamatok ellensulyozédsara fotoprotekcids mechanizmusok inicializdlédnak, melyek
eliminaljdk a reaktiv oxigén formakat (Asada, 1999) vagy a 'Chla” disszipaciojan keresztiil
megakadalyozzak ezek létrejottét (Niyogi, 2000; Kiilheim et al., 2002). Ez utobbit a Chla
fluoreszcencia fényfiiggd, nem-fotokémiai kioltasaként definialjuk.

Altalaban az NPQ-t technikailag harom kompenensre osztjék a relaxacids kinetikaikat
alapul véve: a relaxacio gyors (qE), kozepes (qT), és lasst (ql) fazisai szerint (Horton &
Hague, 1988), melyek az energiafiiggd kioltasnak, a “state” atmenetnek, és a fotoinhibicios
kioltasnak tudhatok be (Quick & Stitt, 1989). Az els6 komponens, a visszacsatolasos
gerjesztési energia lecsengetés (qE) reverzibilis, gyorsan aktivalodik a novekvd
fényintenzitassal, és gyorsan, tiz perc, relaxdlodik a s6tétben, amely mind koziil a legjobban
tanulmanyozott folyamat. E folyamat lehetdvé teszi a tobblet gerjesztési energia hoként vald
disszipaciojat, ezaltal védelmet nyujtva a fotoszintetikus pigmentek, fehérjék és lipidek
fotooxidacidja ¢és karosoddsa ellen, mely folyamat kiilonben a fotoszintézis
fotoinhibicidjat/fotoinaktivaciojat okozhatna, illetve, mely folyamat a ndvények
produktivitasara, fitneszére jelentds befolyassal bir természetes koriilmények kozott
(Krivosheeva et al., 1996; Ogren & Rosenqvist, 1992; Ogren & Sjdstrom, 1990). A kioltas e
tipusa egy finoman szabalyozott folyamat, amelyben a f6 szabalyozo6 tényezdk a kloroplasztisz
tilakoid membranon keresztiil kiépiilé proton gradiens (ApH) (Wraight & Crofts, 1970;
Briantais et al., 1979), a xantofill ciklus, azaz a violaxantin (Vio) konverzi6ja anteraxantinna
(Ant) és zeaxantinnd (Zea) (Demmig et al., 1987; Demmig-Adams, 1990; Demmig-Adams &
Adams, 1992; Niyogi et al., 1997), és a PsbS fehérje, amely a két, lumen feldli protonalhato
csoportja (E122 és E226) révén érzékeli az alacsony lumendlis pH-t (Funk et al., 1995; Li et
al.,, 2000; 2004; Niyogi et al., 2005). Chlb illetve Lhc fehérje hidnyos mutansok, vagy
olyanok, melyekben modosult a PSII antenna struktira szervezddése, erdteljes NPQ
csokkenést mutatnak, amely bizonyitja az antenna fehérjék szerepét az NPQ aktivalasaban
(Briantais, 1994; Kovacs et al., 2006; de Bianchi et al., 2008).

Az NPQ tényleges molekularis mechanizmusa nem ismert, jollehet szamos hipotézis €s
feltételezett kioltd (quencher) l1étezik: energia transzfer Chl-rol Zea-ra az LHCII-ben (Frank et
al., 2000); elektrontranszfer egy karotinoidrol Chl-ra létrehozvan egy Zea-Chl vagy lutein
(Lut)-Chl toltés transzfer allapotot (Holt et al., 2005; Avenson et al., 2009); direkt vagy
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indirekt kioltas a PsbS fehérje altal (Li et al., 2000; Niyogi et al., 2005); energia transzfer Chl-
6l Lut-re az LHCII-ben (Horton et al., 1991; Ruban et al., 2007) az LHCII aggregacié vagy
konformacid valtozasahoz kapcsolddva; valamint az LHCII aggregacidja altal kialakult tavoli
voros fényt kibocsatd kioltdé Chl-Chl toltés transzfer allapot (Miloslavina et al., 2008).
Egyesek feltételezik a PSII RC kioltas meglétét (Finazzi et al., 2004; Ivanov et al., 2008), amit
a Zea-fiiggetlen kioltds egy tovabbi tipusaként tartanak szamon. Néhdnyan ugy vélik, hogy a
Lut altali kioltas a Zea-fliggd kioltas kiegészitdjeként funkcionalhat (Niyogi et al., 2001; Li et
al., 2009). Johnson és munkatarsai (2009) munkéja azt az elképzelést tiamogatja, hogy mind a
Zea-figgetlen, mind a Zea-fliggd kioltds a PsbS-fliggd mechanizmusbdl ered, amelyet a Zea
modulal (Crouchman et al., 2006).

Mig a gyorsan relaxalodd qE jol jellemzett, a lassabb qT és ql fazisok még mindig
vitatottak, és gyanitjadk, hogy talan tobb, mint egy mechanizmus is hozzajarulhat a
kialakulasukhoz. A ql-t hagyomanyosan a PSII fotoinhibiciojanak tulajdonitottdk (Somersalo
¢s helyreallitasaval (Powles & Bjorkman, 1982; Kyle, 1987; Krause, 1988; Aro ef al., 1993;
Long et al., 1994; Murata et al., 2007). Késobb széles korben elfogadotta valt, hogy a legtobb
esetben a fotoinhibicié alacsony mértékil, és a ql a qE-hez hasonléan a gerjesztési energia
hdédisszipaciojabol szarmazik. Kiilonb6zoé hipotézisekkel probaltak magyarazatot talalni a ql
latszolagos irreverzibilitasara: tartdos transzmembran ApH (Gilmore & Yamamoto, 1992),
stabil fehérje protonacié (Horton et al. 1994), inaktiv PSII RC-ok felhalmozo6dasa (Briantais et
al., 1992; Schansker & van Rensen, 1999), vagy a Zea stabil kotédése a CP29 proteinhez
(Farber et al., 1997).

A qT komponens “state” atmenettel valé6 kapcsolatat néhanyan szintén
megkérddjelezik, és manapsag ugy vélik, hogy a PSI-r6l PSIl-re torténd, az energia
ujracloszlasa magas fényintenzitas esetén elhanyagolhaté (Walters & Horton, 1991; 1993),
illetve a qT-nek més eredetet feltételeznek (Schansker et al., 2006).

Az NPQ mechanizmusét tekintve szdmos ellentmondésos bizonyiték létezik. Még
tisztazasra var, hogy vajon a fényindukalt, reverzibilis NPQ a de-excitacid egyetlen
mechanizmusat képviseli-e egyetlen helyen, melyet a PsbS és a Zea kombinalt mikddése idéz
elé (Johnson et al., 2009), vagy tobb parhuzamos €s nagyrészt fliggetlen mechanizmust foglal

magaban, melyek a PSII antenna kiilonb6z6 részein miikddnek. Kiilonb6z6 antenna
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komplexek szisztematikus eliminacidja az NPQ kapacitas csokkenéséhez vezet (Andersson et
al., 2001; 2003; Kovécs et al., 2006), jollehet az NPQ még a megszakitott (intermittent) fény
koriilmények mellett nevelt, Chld hidnyos mutans ndvényekben sem tiint el egészen, amikor
csupan a PSII “core” komplex felhalmozodésa figyelhetd meg (Hartel & Lokstein, 1995;
Hartel et al., 1996). Egy tjabb modell szerint az NPQ-nak legalabb harom fiiggetlen
mechanizmusa vagy helye 1étezik (Lambrev et al, 2010). Betterle és munkatarsai (2009)
feltételezik, hogy egy antenna hetero-oligomer fényindukalt disszocidcioja sziikséges az NPQ
kialakuldsdhoz, mely két monomer Lhcb fehérjét (CP29 és CP24) és a trimer LHCII-M
(kdzepesen kotott, M) komplexet tartalmazza.

Altalanosan az a nézet terjedt el, hogy az NPQ az LHCII-ben lokalizalédik (Horton et
al., 1996). Ezt tamasztjak ald a kovetkezd megfigyelések: a kioltas dsszefiiggésben van az
antenna fluoreszcencia szignifikans csokkenésével, mikozben valamennyi RC nyitott
allapotban van (F,) (Horton & Ruban, 1993), amely folyamat 77K hémérsékleten tovabb tart,
¢s az LHCII-bol szarmazé kioltott fluoreszcencia savokkal van kapcsolatban (Ruban et al,
1991); leveleken mért idéfelbontasos fluoreszcencia adatok is alatamasztjadk az antenndban
végbemend kioltast (Genty et al, 1992); héemisszid direkt mérésével NPQ koriilmények
mellett kimutattak, hogy ez 1,4 ps-on beliil megy végbe, mely sokkal gyorsabb, mint a PSII-
ben bekovetkezd rekombindcids folyamatok becsiilt sebessége (Mullineaux et al., 1994);
keresztkotd vegyiiletek blokkoljak az NPQ-t, valamint az izolalt LHCII komplexek
atszervezOodését, ami eldsegiti a hddisszipacio kialakulasat (Ilioaia et al., 2008); az NPQ ¢és az
LHCII azonos mddon reagal szamos tényezd esetében: antimicin A, tercier aminok és
magnézium ionok hatasara (Noctor et al, 1993; Ruban et al, 1994); az NPQ igen
nagymértékben fligg a kizardlagosan LHCII-k6tott xantofilloktol, a Lut-tdl és a Zea-tol
(Ruban et al., 1994; Niyogi et al., 2001). Horton és munkatérsai (2005) hipotézise szerint az
LHCII-ben lokalizal6d6 qE Chl-Chl és/vagy xantofill/Chl kolcsonhatasokat foglal magaban. E
modell az LHCII négy kiilonb6z6 strukturalis/funkcionalis allapotat irja le — nem-protonalt és
protonalt allapotok, Vio vagy Zea kotddése mellett. E jelenlegi aggregacidos modell allitasa
szerint az NPQ a PSII antenna makrostruktirdjatol fliigg, semmint egyetlen fehérjétél. Az
LHCII fehérjék egzakt szupramolekularis rendezettsége mintegy eldfeltétele lehet az
energiafliggo kioltasnak. A xantofill ciklus pigmentek nagyobb része inkadbb gyengén kitodhet
a trimer LHCII-hoz. A xantofill ciklus karotinoidokat allosztérikus szabalyozoknak vélik,
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melyek a fénybegylijté komplexek periferialis allosztérikus oldalaihoz kotédnek (L2, V1
helyek) (Horton et al., 2005).

2.1.5. A xantofillok szerepe a hédisszipacio folyamataban, a xantofill ciklus-fiiggo és fiiggetlen

nem-fotokémiai kioltas

A PSII antenna egy magasan szervezett, dinamikusan miikodo rendszer, mely képes a RC-hoz
érkez6 gerjesztés mennyiségét Osszehangolni a fizioldgiai sziikséglettel (Horton er al., 1996).
Az energiadramlas szabalyozasa a tobblet gerjesztés hodisszipacidjan keresztiil valosul meg a
PSII antenndjaban. Az in vivo kialakulé maximalis qE kapcsolatban van az epoxi-xantofill
violaxantin anteraxantinon keresztiili zeaxantinnd vald enzimatikus de-epoxidacidjaval a
xantofill ciklus miikodése soran (3. 4bra) (Demmig-Adams, 1990). A fotokonvertibilis
xantofill ciklus pigmentek legnagyobb része a trimer LHCII-h6z kapcsolodik a kiilsé V1
kotéhelyen (Ruban et al., 1999; 2002a; Caffarri et al., 2001; Liu et al., 2004). A trimer LHCII
két, mas tipust xantofillt is kot interndlisan: két luteint az L1 és L2 helyeken és egy neoxantint
az N1 helyen (Liu et al., 2004).

Ugy tartjak, két eltéré kioltasi mechanizmus 1étezik, az egyikben (I. tipus) a Zea, a
masikban (II. tipus) a Lut a kozremiikodd. Ugy gondoltak, hogy az 1. tipusii mechanizmusban
a qE obligat modon fligg a Zea-tol, mely mintegy a gerjesztett Chl kioltdjaként miikodik a
toltés transzfer allapot kialakuldsa soran. Az I. tipus meglétére az a megfigyelés szolgalt
bizonyitékul, hogy egy, kb. 1000 nm-nél elnyeld, karotinoid gyok kation kialakuldsa
kolesonos Ossszefiiggést mutatott a qE mértékével (Holt ef al., 2005). Ujabban tgy tartjak,
hogy a Zea gyok kation kialakuldsa kizarolagosan a minor antenna komplexek L2 k&tOhelyén
megy végbe (Ahn et al., 2008; Avenson et al, 2008), a kioltashoz igy a Zea reverzibilis
beillesztése sziikséges ebbe a belsd kornyezetbe. Mivel ugy talaltak, hogy e kation igen
csekély mértékben hat a minor antenna komplexek gerjesztett-allapot €letidejére, felmeriilt az,
hogy in vivo a komplexek nagyszamban vehetik fel azt a konformaciot a ApH kialakuldsanak
eredményeként, amelyben ez a kation képes kialakulni (Avenson et al, 2008). Igazoltak
tovabba azt is, hogy a Zea gyok kation a trimer LHCII-ben is 1étrejohet (Amarie et al., 2007).

Mivel azonban a Chla gerjesztett-allapot ¢életidejére ez a hatas igen csekélynek bizonyult, arra
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jutottak, hogy az 1. tipusi mechanizmus nem lehet felelos a qE kialakulasaért (Amarie et al.,

2007; Dreuw & Wormit, 2008).
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3. abra A xantofill ciklus komponensei. A fotokémiai telitési fényintenzitist meghalado
erdssegii megvilagitas hatasdra a de-epoxidaz enzim miitkédésbe lép és két lépésben eltavolitja
a lanc végi oxigén atomokat, ezaltal megnévelve a konjugalt kettos kotések szamat (9-rol 11-
re). A de-epoxidacio percek alatt lezajlik, mig a forditott iranyu folyamat (epoxidacio) ennél
lassab, tobb percet, esetleg orat vesz igénybe.

A 1I. tipusi mechanizmus esetében a qE az LHCII fehérjék egy belsé sajatsaga; a
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L1 helyen kotott xantofill (rendes koriilmények kozott Lut) hatékony kioltova valdsat
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eredményezi (Ruban et al., 2007; Ilioaia et al., 2008). A II. tipust mechanizmus létezése a
trimer LHCII aggregatumok tanulmanyozasa révén nyert bizonysagot (Ruban et al.,, 2007),
melynek folyaman arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az energia disszipacio a Chla-rél az
L1 helyen kotédé Lut felé torténd energiatranszferrel valosul meg. Ez a kioltasi mechanizmus
olyan mértékben csokkenti a Chla gerjesztett-allapot életidejét, mely teljes egészében
magyarazatul szolgalhat a qE-re in vivo. Egy masik LHCII kotott xantofill (neoxantin)
konformacié valtozas olyan sebességgel megy végbe in vivo, amely a qE nagysdgaval
korrelaciot mutat. A Horton €s munkatarsai (1991; 2005) altal javasolt II. tipusu kioltasi
modellben a Zea nem kioltoként, hanem mintegy allosztérikus regulator miikddik, amely e
belsé LHCII kioltasi folyamat ApH érzékenységét szabalyozza.

Habéar az I. és II. tipust mechanizmusok az LHCII-n beliil eltérd helyeken talalhatd
xantofillokat foglalnak magukban, hasonlosagok is vannak kozottik: Ggy hiszik, mindkét
folyamat magéaban foglal egy ApH altal kivaltott, PsbS fehérje altal medialt konformacié
valtozast (Ruban et al., 2007; Ahn et al, 2008). Valdszinlileg mindkét mechanizmus
hozzéjarulhat az in vivo qE kialakuldsdhoz, mivel a folyamat végbemegy mind Zea
jelenlétében, mind hidnyaban (Adams et al., 1990; Crouchman et al., 2006). A sotétadaptalt
levelek megvilagitasa sordn kialakulo NPQ kinetikdja két komponensbdl all: az elsé gyorsan
kialakul és Zea fliggetlen; a masodik, lassabb komponens korreldl a Vio de-epoxidacidval és
ezért Zea-fliggébnek mondhatjuk (Adams et al, 1990; Ruban & Horton, 1999). Az NPQ
mindkét komponense qE tipust: gyorsan relaxalodnak a sotétben (Adams et al., 1990),
mindkett6 fligg a PsbS-t6l (Li et al., 2000), és mindkettdt fokozza a PsbS tulexpresszioja (Li et
al., 2002b; Crouchman et al., 2006).

Az 535 nm-en mért abszorbcio valtozasrol (AAsss) ugy tartjak, hogy a PSII antennaban
végbemend konformacié valtozasbol ered, mely a kioltott allapot kialakulasat kiséri (Ruban et
al., 1993b; Bilger & Bjorkman, 1994). Johnson €s munkatérsai (2009) ugy talaltak, a AAsss
¢érzékeny mind a monomer minor, mind a trimer LHCII fehérjék elvesztésére. Tehat a AAs3s
Osszefliggést mutatott mind a Zea-fliggd, mind a Zea-fiiggetlen qE komponensekkel, ez
utoébbiban a rovidebb hulldmhosszak fel¢ vald elmozdulasban a xantofillok részvétele
tikkr6zodik. Ezek az eredmények (Johnson et al, 2009) a korabbiakkal egylitt, bizonyitani

latszanak a Lut fontossagat a maximalis, teljes qE kialakulasaban (Pogson et al., 1998; Pogson
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& Rissler, 2000). Feltételezik, hogy a Lut hidnyaban a PSII antennafehérjék szerkezetében
bekovetkezd destabilizacio (Lokstein et al., 2002; Havaux et al., 2004), az egyes monomerek
szintjén, hatranyosan befolydsolja a kioltott allapot kialakuldsdhoz vezetd konformacid
valtozasok l1étrejottét. Az npg2 és lut2npq? mutans Arabidopsis thaliana (A. thaliana)
novényekben a Zea konstitutiv jelenléte a AAsss amplituddjanak novekedését eredményezte,
mikozben /ut2npq2 mutansokban ezt a ndvekményt a qE csokkenése kisérte (Johnson et al.,
2009). Ez az eredmény, egyetértésben masok megfigyelésével (Kalituho et al., 2006), arra
enged kovetkeztetni hogy az abszorpci6 valtozas nem tiikrozi kozvetleniil egy kioltd6 molekula
kialakulasat. Ezért a AAsss abszorpcid valtozasrol Johnson €s munkatarsai (2009) ugy tartjak,
hogy az azokat a szerkezeti valtozasokat jeleniti meg, melyek Osszefiiggésben vannak a qE
Zea altali feler6sodésével. Igazoltnak latszik tehat, hogy mind a Zea-fiiggetlen, mind a Zea-
fiiggé qE komponens egyazon mechanizmusbol szarmazik a PSII antenndjaban. Mindkettd
preferencialisan az LHCII fluoreszcencia emmisszios savokat oltja ki (Ruban ef al., 1991),
valamint mindkét qE komponens amplitudoja kisebb volt Lut hianyaban (Pogson et al., 1998;
Niyogi et al., 2001). A monomer minor ¢és a trimer LHCII fehérje-0sszetétel modositasa
befolyassal bir mindkét mechanizmusra, és mindkét folyamatot konformacio valtozasok
kisérték, melyek hatasara nagyon hasonld abszorpcid valtozasokat tapasztaltak a Soret
régidban (Johnson et al., 2009). Ugy hiszik, hogy ezek a megfigyelések megfelelnek a II.
tipust mechanizmusnak, amely magéaban foglalja az LHCII konformécié véaltozasa altal
aktivalt L1 helyen kot6d6 xantofillt, mely valtozas a neoxantin eltorzulasahoz vezet (Ruban et
al., 2007), valamint a V1 hely de-epoxidacids allapota ezt mintegy allosztérikusan szabalyozza
(Horton et al., 2005). Ez a folyamat feltételezések szerint néhany vagy minden Lhcb tartalmu
antennakomplexben bekovetkezhet (Ruban et al., 1996; Mozzo et al., 2008). Johnson ¢és
munkatarsai (2009) lehetséges alternativdja értelmében az 1. tipusi mechanizmus eléfordulhat
mind a trimer LHCII, mind a monomer minor antennaban, illetve a Zea hidnyaban a Lut

kation foglalhatja el a helyét kioltoként.

2.1.6. A PsbS fehérje szerepe a hodisszipacio folyamataban

A sejtmagi npg4 gén altal kodolt PsbS fehérje egy 22 kDa tomegti PSII alegység, amely a

fénybegyiijtd komplex csalad tagja, és ami Zea-kotod tulajdonsaggal is rendelkezik (Jansson,
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1999). A PsbS fehérjének, a legtobb LHC fehérjétdl eltéréen, melyek harom transzmembran
hélixet tartalmaznak, négy transzmembran hélixe van, valamint pigmentkotd tulajdonsagai is
eltérnek mas LHC fehérjékétol.

Az npg4 delécios mutans A. thaliana novényekben a PsbS fehérje teljesen hidnyzik.
Ezekben a mutansokban a qE nem alakul ki 5-10 perc megvilagitas utdn, azonkivil a
jellegzetes AAsss szintén hidnyzott e mutansokbdl (Li et al., 2000; Ruban et al., 2002b). E
novények megndvekedett fényérzékenységét fotoinhibicids koriilmények kozott (Li er al.,
2002a), valamint csokkent novekedésiiket és magprodukcidjukat (Kiilheim et al., 2002) a qE
latszolagos hianyéanak tudtak be.

A PsbS fehérjérdl feltételezték, hogy a tilakoid membranban, a qE kialakulasdnak
helyén kulcsfontossagu, fotoprotektiv szerepet tolt be (Li et al., 2000; 2004), késébb pedig azt,
hogy mind a ApH érzékeldjeként (Dominici ef al., 2002; Li et al., 2004), mind a vélelmezett
karotinoid Zea kiolté kotdhelyeként miikodik (Li et al., 2004). Azonban ez a tedria késObb
megkérdojelezddott, mivel a PsbS protein Zea hianyaban is betoltotte funkcidjat (Crouchman
et al., 2000), és a rekonstitualt fehérje nem kotott semmilyen pigmentet (Dominici ef al., 2002;
Bonente et al., 2008). Az npg4 A. thaliana mutansok levelein ¢€s izolalt kloroplasztiszain
végzett kisérletek alapjan Horton és munkatarsai (2000) azt az alternativ magyarazatot
javasoltdk, hogy a PsbS fehérje indirekt modon, mintegy a konformacié valtozasok
modulatoraként miikodik, eléidézve az LHCII-n beliili kioltast. Egyesek azt feltételezik, hogy
a ApH kialakuldséanak kovetkeztében a PsbS oligomerizacios allapota megvaltozhat és ezaltal
athelyezddhet a tilakoid membranban (Bergantino et al., 2003; Teardo et al., 2007). Masok
szerint a PsbS hatadssal lehet a tilakoid membran dinamikéra, Osszefiiggésben a granum
szerkezet kialakulasaval (“stacking”) és a PSII-LHCII komplexek makroorganizacidjaval
(Kiss et al., 2008; Betterle et al., 2009). Tehat az elmtlt évek kutatisai alapjan ugy tlinik, a
PsbS fehérje szerepet jatszhat a ApH-érzékeny NPQ beinditasaban, lehetové téve egy vagy
tobb LHCII antennafehérje szerkezeti valtozasat, amely az NPQ allapot indukciojahoz
sziikséges (Horton et al., 2000; 2008; Dominici et al., 2002; Teardo et al., 2007; Kiss et al.,
2008; Betterle et al, 2009; Johnson et al., 2009). Legujabban Johnson és Ruban (2010)
kimutattdk, hogy az mnpg4 novények kompetens fotoprotektiv energia disszipacios
mechanizmussal birnak, azonban ez joval lassabban alakul ki és relaxaldédik, mint a vad

tipusban. E mutansok leveleiben a meghosszabbitott megvilagitds/sotétség hatasara a vad

21



tipushoz rendkiviil hasonld valtozasokat figyeltek meg a kulcs fluoreszcencia kioltasi
paraméterek és a AAs;s abszorpeid valtozas tekintetében. Ezenfeliil masok gy talaltdk, hogy
tipushoz képest (Crouchman et al., 2006). Kimutattak, hogy a AAsss, mely a voros-eltolddott
Zea szubpopulacio kialakuldsabol szarmazik az NPQ alatt (Ruban et al., 1993a; 2002), nem
igényel PsbS-t. A Zea szubpopulacid lehetséges eredete azonban ma még egy nyitott kérdés.
Johnson és Ruban (2010) kutatasi eredményei ravilagitottak arra, hogy a kioltd6 nem a PsbS-en
lokalizalodik; az NPQ a fehérje hidnyaban is kialakul, ekképpen a ApH-t a tilakoid membran
még mindig érzékeli, valdsziniileg bizonyos LHCII fehérjék savas csoportjai altal, melyeket
diciklohexilkarbodiimid kd&tohelyekként azonositottak (Walters et al, 1994; 1996). Ezek
szintén azt a nézetet tamogatjak, mely szerint az LHCII és/vagy a minor antenna fehérjék az
NPQ helyeként funkcionalhatnak (Ruban et al, 2007; Ahn et al., 2008). A PsbS fehérje qE
kialakulasaban betoltott kinetikai szerepének pontos mechanizmusa jelenleg még nem ismert.
Johnson és Ruban (2010) az npg4 novényekben a megvaltozott NPQ kinetika elsddleges
okanak a rigidebb és kevésbé flexibilis PSII makroorganizacidjat (Kiss et al., 2008; Betterle et
al., 2009) tekintik, mely tdmogatja azt az elképzelést, hogy a PsbS egy dimanikai szerepet
jatszik a tilakoid membran szervezddésében (Teardo ef al, 2007). E nézet szerint a PsbS
lokalizacioja megvaltozhat az NPQ allapotban, eléidézvén bizonyos obligat valtozast a PSII
makroorganizacidjaban (Betterle et al., 2009), mely ellenkezd esetben inkabb lassu lenne;
avagy a PsbS mintegy vektor mikodhet, amely a protonokat az LHCII fehérjék feliiletén

koncentralja, ezzel eldsegitve azok NPQ allapotba vald gyors atkapcsolasat.

2.2. A vizdeficit hatasa a magasabbrendii névények fotoszintézisére

2.2.1. A vizhiany fokozatainak jellemzése, a sztomatikus és a nem-sztomatikus limitdcio

értelmezeése

A novények életiik sordn gyakran ki vannak téve a szarazsidgnak, ami az alacsony
talajviztartalom vagy az atmoszférikus vizhiany kovetkezménye. A fotoszintézis valamint a
sejtnovekedés azok koz¢ a folyamatok kozé tartoznak, amelyek a szdrazsag altal elsédlegesen

érintettek (Chaves, 1991). A szarazsag hatasai lehetnek kozvetlenek, mint példaul a sztomakon
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vagy a mezofillumon keresztiili diffuzid6 limitacidja, amely csokkenti a széndioxid
elérhetdségét (Flexas ef al, 2004; 2007), vagy a fotoszintetikus metabolizmus modosuldsa
(Lawlor & Cornic, 2002), avagy mint masodlagos hatasok jelentkezhetnek oxidativ stresszként
(Chaves & Oliveira, 2004). Ez utobbi a tobbszords stresszkoriilmények alatt javarészt
bekovetkezik (Chaves & Oliveira, 2004) és sulyosan befolyasolhatja a fotoszintézist (Ort,
2001).

A gazcserenyildsok zarodasa figyelhetd meg a levelek turgordnak csdkkenésekor, az
atmoszféraban a relativ paratartalom csokkenése esetén, vagy a gyokér altal termelt kémiai
jelmolekulak hatasara. Az atmoszférikus széndioxidnak a kloroplasztisz sztromaba, vagyis a
fotoszintézis helyére vald bejutasanak szamos limitalo faktora van (sztomatikus és nem-
sztomatikus limitacio). A CO, eldszor a kiils6 kornyezetbdl a levelek sejtkozotti jarataiba
diffundal a sztdémdakon keresztiil, melyek nyitottsdga szabalyozza a légudvarba juté CO,
mennyiségét (Farquhar & Sharkey, 1982; Assmann ef al, 1988). A gazcserenyildsok e
szabalyozd szerepét sztomatikus limitacionak nevezziik. A sztomatikus limitacid relativ
mértéke a vizdeficit erdsségétdl fiigg. Enyhe szdrazsag alatt a sztomazarddas az elsd 1€pés,
amelyet sziikségszeriien a fotoszintetikus széndioxid asszimilacid csdkkenése kovet (Chaves,
1991; Cornic & Briantais, 1991). Enyhe stressz esetén az alacsony sztoma vezetoképességnek
(gs) protektiv hatasia lehet, eldsegitve a vizmeglrzést és ndvelve ezzel a ndévény
vizhasznositdsi képességét. Rendszerint a sztomdk valaszreakcidi szorosabb Osszefiiggést
mutatnak a talaj nedvességtartalmanak mint a levél vizallapotanak megvaltozasaval. Ezek
alapjan feltételezik, hogy a sztomak reagdlnak a dehidratalt gyokerek produktumaira (pl. az
abszcizinsav), mint kémiai jelmolekuldkra (Davies & Zang, 1991). Lawlor (2002) kutatasai
szerint a ndvényi sejtek szénmetabolizmusdnak megvaltozasa valdsziniileg szintén eléfordul a
dehidracio korai szakaszaban. A szarazsagtlird fajok a sztomamiikodésiik szabalyozasa révén
bizonyos mértékii szén-asszimilaciot képesek fenntartani szarazsag alatt, vagy a vizhiany
megsziintekor gyorsan nyitjak sztomaikat. A vizdeficit korai biokémiai hatdsai magukban
foglaljak a fotofoszforilacioban bekdvetkezd valtozdsokat (az ATP mennyiségének
et al., 1999), amelynek mértéke fajfiiggd (Lawlor & Cornic, 2002).

Ahogyan a sztomak =zarddnak, a CO, molaris frakcidja csokken a levelek

kloroplasztiszaiban. Ezaltal a ribuléz 1,5-biszfoszfat karboxilaz oxigendz (Rubisco) enzim
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CO, ellatasa meggyengiil, amelynek kovetkezményeként a C; tipusu novények RuBP
oxigenacioja emelkedik és a fotoszintetikus elektronok 6 fogyasztojava valik. Megfigyelték a
fotoszintetikus aktivitas csokkenését magas fényintenzitads és homérséklet mellet, és vizhiany
hataséra az energia disszipacido mértékének fokozodasat a fotoszintetikus apparatusban. Az tn.
nem-sztomatikus limitaci6 elemei kozé tartozik a mezofillum limitaci6. A mezofill
konduktancia (gn) (Flexas et al., 2004; 2007) megvaltozasa kapcsolatban lehet a sejtkozotti
jaratok szerkezetének fizikai modosulasaval a levél fonnyadasakor (Lawlor & Cornic, 2002),
vagy a biokémiai valtozasokkal (bikarbonit — CO, konverzid), és/vagy a membran
permeabilitdssal (akvaporinok). Genty ¢s munkatarsai (1998) kutatasai azonban arra
vilagitottak ra, hogy a CO, diffizidval szembeni internalis rezisztencia javarésze a sejteken
beliili folyadékfazisban taldlhatd. Ezt a nézetet tdmogatjadk mésok is (Flexas et al, 2006;
2008), a gm ezek alapjan inkabb biokémiailag szabalyozott, semmint egyszeriien a levél
anatomiai tulajdonsagai altal. Vizmegvonasos kisérletekkel demonstraltdk, hogy a CO,
asszimildcido intenzitdsanak szignifikans csokkenése a szdmottevéen megnovekedett
metabolikus limitacidnak, semmint a sztdmalimitacionak tudhaté be (Lawlor, 2002; Flexas et
al., 2006). A lecsokkent fotoszintetikus elektron felhasznélds egy kozvetlen kdvetkezménye
annak, hogy a szédrazsag az elérhetd CO, mennyiségének csokkenését idézi eld, ill. noveli
egy¢b alternativ elektrontranszport utak kialakuldsanak valoszinliségét, ugymint a
fotorespiracid és a Mehler-reakcid (Cornic & Freseau, 2002). A metabolikus limitacid
biofizikai és biokémiai folyamatok kovetkezménye, melyek miikodése C; ndvényekben
bizonyos mértékben tisztazott (Lawlor, 2002; Flexas et al, 2006). A Rubisco tartalmanak
(Tezara et al, 2002) és aktivitdsanak (Tenhunen et al., 1984) megvaltozasat; az ATP
klorofill tartalom lecsdkkenését ill. az alacsonyabb fotokémiai hatasfokot (Ogren & Oquist,
1985; da Silva & Arrabaca, 2004; Flexas et al, 2006) a metabolikus limitaci6 elemeinek
tekintik.

Tartds stresszkoriilmények alatt megfigyelhetd a Rubisco enzim deaktivacidja alacsony
intercellularis CO, koncentracié (C;) esetén (Meyer & Genty, 1998). Amikor a szdrazsag
mellett a ndvényeket egyéb stresszhatdsok is érik, ugymint magas fényintenzitds ¢és
hémérseéklet, valoszintsithetd a fotoinhibicido bekdvetkezése is. A CO, megkdtést limitalo

kortilmények kozott a redukald erdk keletkezése gyorsabb, mint azok Calvin ciklus altali
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felhasznaldsa. A hosszantartd szaraz periodus alatt a levél viztartalma lényegesen visszaesett
bors6 novényekben, ami a PSII “core” komplexek mennyiségének jelentds csokkenéséhez
vezetett. A megmaradd PSII komplexek funkcionalisan miikod6képesnek bizonyultak, illetve
ujraszervezodtek. A vizsgalatok alapjan a CP43 komplex valamint a D1 protein fokozottan
degradalodtak szarazsag alatt (Girardi et al., 1996). Masok is alatamasztjak ezt a megfigyelést,
miszerint a nagyobb PSII fehérjék egyensulyi szintje, beleértve a D1 és a D2 proteineket, a
szarazsag eldrehaladtdval csokken, ami feltehetdleg a megndvekedett degradacionak
koszonhetd. A vizdeficitnek a PSII proteinek metabolizmusara gyakorolt hatdsa indokolhatja,
kiilonosképpen a RC fehérjék esetében, a PSII fotokémidjanak karosodasat (He et al., 1995).
Tovéabba kimutattdk, hogy a vizmegvonas hatasara nagyobb mértékben emelkedik a PSII-f
inaktiv centrumok mennyisége a szarazsagra érzékeny borsé valtozatokban, mint a szdrazsagra
tolerdnsakban (Yordanov et al, 1997; Gonzales et al., 2001). A membranlipideknek
kulcsfontossagu szerepiik van a ndvényi sejtek szintjén a rezisztencia kialakulasaban a
kilonféle kornyezeti faktorokhoz torténd akklimatizacid sordn (Kuiper, 1980; Suss &
Yordanov, 1986). Erds vizhiany esetén zavart szenved a membranlipidek és proteinek kozotti
asszociacio, valamint enzimaktivitds csokkenés ¢és a membran kettdsréteg transzport
kapacitasanak csokkenése tapasztalhatd (Caldwell & Whitman, 1987). A szarazsagra érzékeny
novényekben szamottevéen nagyobbnak bizonyult a zsirsavbontas stimuldcidja, mint a
szarazsadgra toleransabb valtozatokban (Sahsah e al, 1998). A neutralis lipidek
mennyiségének csokkenése a levélben fOként a monogalaktozil-diacil-glicerol (MGDGQG)
tartalom csokkenésének koszonhetd, és az MGDG/digalaktozil-diacil-glicerol (DGDG) arany
ugyancsak lecsokkent (Benhassaine-Kesri et al., 2002).

2.2.2. A védekezb/szabalyozo folyamatok szerepe a vizhiany kivédésében

A ndvények szamos protektiv mechanizmust fejlesztettek ki fotoszintetikus apparatusuk
védelme érdekében a kornyezeti faktorok karosito hatdsaival szemben. Bohnert és Shen (1999)
kutatdsai szerint csaknem univerzalis valaszreakcionak tekinthetd stresszkoriilmények alatt,
beleértve a szarazsagot is, az ozmotikus szabdlyozds révén kiilonféle kompatibilis
ozmotikumok felhalmozasa. Az ozmoregulacid a névény szdmara kedvezdbb vizpotencial

gradiens kialakulasat teszi lehetévé, ezaltal hozzajarul a sejt turgoranak fenntartdsdhoz (Zhang
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et al, 1999). fgy a vizhiany bizonyos mértékig elkeriilheté vagy jelentés mértékben
csokkenthetd. Ezek a vegyiiletek foként alkilaminok vagy polihidroxil vegyiiletek, valamint
szacharidok és ezek polihidroxil szdrmazékai. A stresszfiziologidban altaldnosan elfogadott
szerepik az ozmoregulacio, ezen kiviill mas funkcioval is rendelkezhetnek, nevezetesen az
enzimek és a membranszerkezet védelmét biztositjak, valamint a reaktiv oxigén gyokok
eliminélésaban is részt vehetnek.

Szérazsag alatt a tobblet redukald erd elleni fotoprotektiv mechanizmusok igen
fontosak. Ezek a fotokémiaval versengenek az elnyelt energiaért, amely a PSII hatasfokanak
csokkenéséhez vezet (Genty et al., 1989). Az egyik legfontosabb fotoprotektiv mechanizmus a
novényekben, hogy elkeriiljék vagy csokkentsék a fotoszintetikus apparatusuk karosodasat, a
klorofill fluoreszcencia nem-fotokémiai kioltdsa (Ruban & Horton, 1995), melynek soran a
gerjesztési tobbletenergia hoként disszipalodik a PSII antenna komplexében. Golding és
Johnson (2003) vizsgalataik soran azt a megfigyelést tették, hogy az ‘aktiv’ PSI centrumok
aranya megemelkedett a szaraz periodus alatt. Feltételezéseik szerint ezek elsddlegesen a
ciklikus elektrontranszportban vesznek részt, amely a ApH fokozédsaval hozzdjarul a nem-
fotokémiai kioltds fenntartdsdhoz, és megvédi a PSII-t. A reguldlt termalis disszipacid
valamiképpen magaban foglalja a xantofill ciklust (Demmig-Adams & Adams, 1996) és a
lutein ciklust (Matsubara et al., 2001), jollehet utobbi szerepe nem teljesen vilagos még. A
levelek alacsony viztartalma mellett a CO, asszimildcid és ezdltal az ATP felhasznalas
csokken, mikozben a funkcionalis elektrontranszport muikddése proton akkumuléciot
eredményez a tilakoid lumenben, ami a Zea és az Ant képzédésének kedvez. Ugy vélik, hogy
a fotoprotektiv folyamat mitkddése altal elvezetddik az energia a reakcidcentrumokbol (Ruban
& Horton, 1995). Vannak azonban olyan kisérleti adatok is, amelyek nem tadmasztjak ala azt a
megallapitast, miszerint a xantofill ciklus jelentds vagy specifikus szerepet jatszik az elnyelt
fényenergia kozvetlen energia disszipacidjaban (Schindler & Lichtenthaler, 1994). Tambussi
¢s munkatarsai (2002) kutatasai szerint a fluoreszcencia nem-fotokémiai kioltasa, valamint a
Zea+Ant tartalom a kozepes vizhidny kovetkeztében szignifikdnsan megemelkedett. Jollehet,
az erds szarazsag altal indukalt xantofillok mennyiségének tovabbi novekedése nem hozhato
kapcsolatba a hddisszipacid6 mértékének emelkedésével. Kimutattdk tovabba a B-karotin
tartalom erds szarazsadg altal kivaltott szignifikdns emelkedését, amely az antioxidans

védekezés fokozodasat jelezheti.
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A fotorespiracio szintén részt vehet a fotoszintetikus apparatus védelmében a magas
fényintenzitas kdrosité hatdsaval szemben, ahogyan ez a jelenség szérazsdg alatt néhany faj
esetében megfigyelhetd (Chaves et al, 2003). A fotorespiracio altal termelt
hidrogénperoxidnak szerepet tulajdonitanak a jelatvitelben ¢és az akklimatizacid
folyamataiban, amikor a CO, hozzaférése limitalt (Noctor et al., 2002). Az antocianinok
felhalmozodasa, melyek a fotooxidativ kérosodast védik ki a sejtekben, kiilondsen fontosak
lehetnek 6regedd levelekben, melyekbdl igy hatékony tapanyag visszanyerés folyik a névény

raktarozé kompartmentumaiba (Feild ef al., 2001).

2.2.3. Stratégiak a vizhiany toleraldsdra

A novény tuléloképessége az egész ndvényre jellemzé mechanizmusoktdl fiigg, melyekkel
megfelelden tud reagalni a sejtszintli vizhianyra. A szdarazsagtlirési stratégidk kiilonbozéek
lehetnek. A szarazsagot tolerdld novények a dehidrataltsag ellenére képesek az élettani
funkcidik megtartasara. Az elkeriild stratégia esetén a ndvények még a nedves évszakban
befejezik az életciklusukat, a szaraz peridodus eldtt. A vizpotencial csokkenését kivédd
novények képesek fenntartani a szovetek hidrataltsagat, ezen belill vagy vizmeg6rzo stratégiat
kovetnek, vagy a vizet tovabbra is nagy mennyiségben fogyasztjak, de gondoskodnak annak
potlasardl, példaul mélyebb gyokérzet segitségével. A CAM (Crassulaceae Acid Metabolism)
novények adaptacids eldnyben vannak, mivel azok nappal zarva tarthatjdk a sztomaikat,
csokkentve ezzel a parolgasi veszteséget, és lehetové téve ezzel tulélésiiket erésen vizhianyos,
sokszor félsivatagi, sivatagi koriilmények kozott is.

A zarvatermOk egy csoportja, melyeket ujra¢ledd ndvényeknek neveziink, képesek a
sz€lsdséges vizvesztést is elviselni (Bernacchia & Furini, 2004); a hosszu szdraz periodus alatt
nyugalomban maradnak, majd a rehidracid utdn ujra¢lednek. A dehidracid szamos
rendelkezd géntermékek koziil azonositottak a LEA (Late Embryogenesis Abundant)
fehérjéket, melyek a citoplazmaban magas szinten fejezddnek ki a dehidracio és/vagy a

vegetativ novényi szovetek abszcizinsav-kezelésének kovetkeztében. Altalaban a cukrok
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novényekben, ezek hatasosak Ilehetnek az ozmotikus szabalyozasban, vagy a

membranstruktarat és a fehérjéket stabilizalhatjak.

2.3. Az atrazin rezisztencia

A herbicid-rezisztens gyomnovények felbukkandsa foként a miivelés alatt allo
terliletekhez kapcsolodik. A triazin-tipusi gyomirtoszerek reguléris €s intenziv haszndlata a
kiilonboz6 gyomndvények esetében rezisztens biotipusok felszaporodasat eredményezte. A D1
fehérje, ami a PSII RC alkotdja, nem csupan a PQ redukcidjanak a szintere, hanem herbicidek
kotohelyeit is tartalmazza. A PSII-t gatlo herbicidek specifikusan és hatékonyan blokkoljak a
PQ redukciojat azaltal, hogy kompetitiven kiszoritjdk a Qg kinon formajat a kotShelyérdl
(Velthuys, 1981; Arntzen et al., 1982; Vermaas et al, 1983). A Qg kiszoritdsa utdn az
inhibitorok szerkezetiiktdl fiiggéen elfoglaljak a Qp kotohelyének kiilonbozd, de atfedd
részeit, meggatolvan a Q, feldli elektronaramot a PQ készlet iranyadba. A gyomndvényekben
eléforduld 2-kloro-4-(etilamino)-6-(izopropilamino)-triazin (atrazin) rezisztencia a PSII RC 32
kDa moltomegli, DI fehérjéjét kodolo, psbA  kloroplasztiszban lokalizalt gén
pontmutacidjanak tulajdonithatdé (Hirschberg et al, 1984; Gressel, 1985), melynek
jelenik meg (Hirschberg & Mclnthosh, 1983; Hirschberg et al, 1984). Ez nemcsak az
atrazinnak a Qp kotOhelyhez valo affinitasat csokkenti drasztikusan, ami a rezisztencia okénak
tekinthetd, hanem a Qg kotddését is modositja (Pfister & Arntzen, 1979). Ezaltal lelassul a Qa
¢és Qp kozotti elektronatadas sebessége, ugyanis a kotddési affinitas erdsen fiigg a D1 protein
szerinjének hidroxil csoportja és a Qg karbonil csoportja (4. A dbra), és az atrazin aminoetilén
csoportja kozotti hidrogénhidas kotéstdl (4. B abra) (Arntzen et al., 1979; Pfister & Arntzen,
1979; Trebst, 1991). Az atrazin rezisztenciat kiséré szamos, un. pleiotrép hatas kozott a
lassubb PSII elektrontranszport sebességet, a PSII-hoz kotédd fotokémiai folyamat kisebb
hatékonysagat ¢s az AR ndvények gyengébb produktivitasat is altalanosan megfigyelték (Holt
et al., 1981; Ort et al., 1983; Ireland ef al., 1988). Szamos szerzd ugy tartja, hogy a tilakoid
membranok lipid és zsirsav Osszetételében észlelhetd kiilonbségek okozhatjdk az AR
biotipusok magas hodmérsékletekkel szembeni kisebb tolerancidjat (Ducruet & Lemoine, 1985,

Havaux, 1989), amely magyardzhatja a gyengébb produktivitést is.
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4. dbra A Qg (A) és az atrazin (B) kélcsonhatdsanak sematikus dbrdzolasa a D1 fehérje QOp
kotohelyén (Fuerst & Norman, 1991). A hidrogénhid kétéseket szaggatott, a hidrofob
kélcsonhatast pontozott vonalak jelolik. Az atrazin bekotodése korlatozza a PQ kétodeset. A
mutdcio (Seryes—Gly) révén az alacsonyabb foku hidrogénhid kotés gyengiti az atrazin (és a
PQ) kotodeési tulajdonsagait.

Nevezetesen, az AR novény kloroplasztiszai toébb MGDG-t, viszont kevesebb DGDG-t ¢és
foszfatidil-gliceridet tartalmaznak az AS novényhez képest. A kloroplasztiszok Osszes lipidje
az AR biotipus esetében nagyobb mérvii telitetlenséget mutat, amely a glikolipid frakcio
nagyobb linolénsav és kisebb palmitinsav tartalmanak koszonhetd. A foszfolipidek zsirsav
Osszetétele a foszfatidil-glicerid kivételével nem kiilonbozott. Az AR novények tilakoid
membranjainak lipid matrixa a fluoreszcencia polarizacidés mérések tanusaga szerint nagyobb
fluiditast mutat az AS novényekéhez viszonyitva (Lehoczki ef al., 1985). Az AR biotipusok
nagyobb fényérzékenységérdl €s a fénygatlassal szembeni nagyobb érzékenységrdl egyarant
beszamoltak (Holt ef al., 1981, Hart & Stemler, 1990; Curwiel et al., 1993; Sundby et al.,
1993a; Varadi et al., 1994; Darké et al., 1996; 2000).

A sotétadaptalt triazin-rezisztens biotipusii ndvények levelei nagyobb mennyiségben
tartalmaznak redukalt Qa-t, mint a vad tipusé (Pfister & Arntzen, 1979), ami limitalhatja a

toltésszétvalasztasok szamat, csokkentve ezaltal a PSII hatasfokat. Fluoreszcencia kioltas
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meglétét (Curwiel et al, 1993; Sundby et al, 1993b; Darkd et al, 1995; 1996). Ez
feltételezhetden a muticioval Osszefiiggd lassabb Q4™ reoxidéacid kovetkezénye lehet (Varadi
et al, 1994). A Chla indukcids gorbe kezdeti szakaszdban a triazin-rezisztens novényekben
legtobbszor magasabb F; szintet mértek (Arntzen et al., 1979; Pfister & Arntzen, 1979;
Ducruet & Lemoine, 1985; Gressel, 1985; Schonfeld er al, 1987), ami a Qa prompt
fotoredukciojanak sebességét mutatja (Melis, 1985). A Varadi és munkatarsai (2003) éaltal
vizsgalt valamennyi AR novény egyértelmlien csokkent fotokémiai hatdsfokkal (qP)
rendelkezett valamennyi fényintenzitason.

Schonfeld et al, (1987) ATP szintézis vizsgalatai nem mutattak eltérést Phalaris
paradoxa ndvények vad és mutans biotipusai k6zott, nem tapasztaltak valtozast a tilakoid
membranon keresztiili protongradiens kiépiilésében, ekképpen a foszforilacié folyamata nem
kiilonbozott a két biotipusban. Vitathatd azonban az a tény, hogy a mutans novényekben a Qa-
Qp kozott megfigyelhetd 3-10-szer lassabb elektrontranszfer vajon hogyan korlatozhatja a
teljes fotoszintetikus elektrontranszportlancot allandésult koriilmények kozott megvilagitas
utdn, vagy vajon a mutacié hatdsa csupan kozvetetten jelentkezik az alacsonyabb
fotoszintetikus aktivitdsban (Ort et al., 1983; Ireland et al., 1988). A valasz nem nyilvanvalo,
mivel a fotoszintetikus elektrontranszport limitalé 1épése fiziologids koriilmények kozott
altalaban a PQ készlet Cyt by/f komplex altali oxidacidja (Genty & Harbinson, 1996).
Alacsony fényintenzitdsokon az AR tipusok CO, fixéaci6 sebessége alacsonyabb, mint a vad
tipusé. A fényintenzitas emelkedésével ez a kiilonbség csokken, és telitési fényintenzitasokon
a kétféle biotipus értékei hasonldéak (Holt et al., 1981; Ort et al., 1983; Varadi et al., 2003),
néhany esetben az AR mutans feliil is mulja a vad tipust (Schonfeld et al., 1987).

Elészor Varadi és munkatarsai (1994) bizonyitottak, hogy a Conyza canadensis AR
biotipusdban alacsonyabb a xantofill ciklus aktivitdsa. Kimutattdk tovabba, hogy az AR
biotipusokban nagyobb sebességgel mikodik a D1 protein degradéacios/helyreallitasi
folyamata (turn over) (Sundby et al., 1993a; Darké et al., 2000). Elképzelhetonek tartjak, hogy
a magasabb fényérzékenység a megemelkedett D1 protein turn over-nek (Sundby et al.,
1993a) és/vagy in vivo a xantofill ciklus alacsonyabb aktivitdsanak (Varadi et al., 1994; Darké
et al., 1995) kdszonhetd. Tovabba az NPQ alacsonyabb mértékét detektaltak AR ndvényekben
magas fényintenzitds mellett (Szigeti & Lehoczki, 2003). Nem talaltak szignifikdns ¢és

egyértelmii kiilonbségeket a xantofill ciklus készlet méretében a kétféle biotipus kozott
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(Varadi et al., 2003). E feltételezés szerint az alacsonyabb qE (az NPQ energiafiiggd frakcidja)
¢s az alacsonyabb mennyiségli Zea létrejottéért feleldssé tehetd egyik mechanizmus talan az
alacsonyabb sebességili fotoszintetikus elektrontranszport, amely a tilakoid membranon
keresztiili kisebb ApH 1étrejottét eredményezheti, mely alacsonyabb Vio de-epoxidaciot von
maga utan. Darké €s munkatérsai (2000) kimutattdk, hogy a Vio de-epoxidaz enzim kapacitasa
a Conyza canadensis kétféle biotipusabol izolalt tilakoidokban azonos.

Szamos gyomfaj AR biotipusa 4arnyékos nevelési kornyezetnek megfeleld
levélanatomiai jelleget és kloroplasztisz ultrastruktiradt mutat, beleértve a nagyobb mértékii
granumosodast. A mutaci6 kovetkeztében a fotoszintetikus apparatus szerkezete is valtozik: a
csokkent Chl a/b aranyt és a fénybegytijté Chl-fehérje komplexek nagyobb mennyiségét irtak
le D1 fehérje mutans novényekben (Burke et al., 1982; Holt & Goftner, 1985; Lemoine ef al,,
1986). A Varadi és munkatarsai (2003) altal tanulmanyozott valamennyi faj AR biotipusa
kovetkezetesen alacsonyabb Chl a/b arannyal birt a vad, atrazin-szenzitiv (AS) tipusokhoz
képest. Ez jelezheti a PSII/PSI arany eltolodésat és/vagy egy relative magasabb LHC antenna
méretet, ez utdbbi pedig eredményezheti egy nagyobb mennyiségli tobblet gerjesztési energia
kialakulésat a fotoszintetikus apparatusban (Varadi et al., 2003). Ez az arnyéklevél tulajdonsag
(Fedtke, 1979) a gyenge xantofill ciklus aktivitassal egyiitt jol magyarazhatja néhany faj AR
biotipusaban a magas fényérzékenységet €s a magas gerjesztési nyomast, kiilondsen alacsony
fényintenzitasokon (Varadi ef al., 2003).

Habér az atrazin rezisztencia molekuldris bazisa az eddigi kutatasok szerint a D1
Osszetett hatast a teljes novény szintjén. Miutan a D1 protein egy kloroplasztiszban kodolt
fehérje, az atrazin rezisztencia anyai Uton 6roklddik (Souza Machado et al., 1978). Ugyanazon
az ¢ldhelyen gylijtott AR és AS novények is kiillonbozhetnek egyes sejtmagban kodolt olyan
tulajdonsdgokban, amelyek bizonyos fokig kompenzéalhatjak az atrazin rezisztenciat kisérd
negativ fizioldgiai kdvetkezményeket (McCloskey & Holt, 1990). Izonuklearis biotipusokkal
— amelyek kizéarolag az atrazin rezisztencia tulajdonsagaban kiilonboznek — végzett kutatasok
eredményei azonban igazoltdk, hogy a megvaltozott kloroplasztisz mikodés az AR
biotipusban az egész ndvény szintjén korldtozza a fotoszintézist, a nodvekedést és a
produktivitast (McCloskey & Holt, 1990; Beversdorf et al., 1988; Darmency & Pernes, 1989;
Gressel & Ben-Sinai, 1985; Stowe & Holt, 1988; van Oorschot & Leeuwen, 1989).
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3. CELKITUZES

A tobblet gerjesztési energia fényindukalt termalis disszipacidja fontos szerepet jatszik a PSII
antennarendszerében megvaldsuld energia-aramlas szabalyozasdban. A termalis disszipacio
kapacitasat a klorofill fluoreszcencia nem-fotokémiai kioltdsaként (NPQ) hataroztuk meg.
Ismeretes, hogy az S264G D1 protein mutans AR gyomndvények alacsonyabb NPQ és qE
kapacitassal rendelkeznek, mint vad-tipusi AS parjaik (Varadi et al, 2003). Az NPQ
kialakulasdban ez idaig azonositott tényezok sejtmagi gének szabalyozésa alatt allnak. Nem
vilagos, hogy a PSII reakcid centrum D1 fehérjéje, amelyet a kloroplasztisz genomban a psbA
gén kodol, milyen hatdssal van az antenndban végbemend hddisszipacio kialakulasara. Ezért

munkam soran célul tliztem ki a kovetkezoket:

* Milyen kapcsolat van a D1 protein mutacié és a PSII antenndjaban elnyelt fényenergia
allokacigja kozott: a fotokémiai hasznositas és a termalis disszipacid?

= A klorofill a fluoreszcencia analizis és a fotoprotektiv folyamatok vizsgalata segitségével
az alacsonyabb NPQ, illetve a qE komponens értelmezése a DI protein muténs
novényekben.

* Ennek megvalaszolasara reciprok keresztezésekkel hibridek Iétrehozasa, melyeken
tanulmanyozhato a PSII allokaciés mintazata, a qE és a gyors Chl fluoreszcencia
paraméterek Oroklodése; sejtmagi és citoplazmatikus (kloroplasztisz) faktorok szerepe a

qE szabalyozaséaban.

Ismeretes az atrazin-rezisztens novények eltéré hémérséklet-érzékenysége és adaptacids
képessége (Ducruet & Lemoine, 1985), illetve fokozott fényérzékenységiikrél egyarant
beszamoltak (Hart & Stemler, 1990). Tudomdésunk szerint a vizdeficit (szarazsag)
fotoszintézisre gyakorolt hatasait ez idaig nem vizsgaltdk még D1 protein mutins
novényekben. Kivancsiak voltunk, vajon a vizdeficit befolydsolja-e a mutins ndvények

fitneszét. E kérdéskorben az alabbi célokat tiiztem ki:

= A progressziv vizmegvonas hatasdnak megfigyelése intakt ndvények leveleinek

vizéllapotara, gazcseréjére és fotoszintetikus hatékonysagara.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A vizsgalt névényi anyag

A kisérleti ndvényeim természetes koriilmények kozott természetes modon szelektalodott vad-
tipust, AS és D1 protein mutans, AR Solanum nigrum L. (fekete csucsor) gyomnovények
voltak. Az atrazin rezisztencia oka az altalunk vizsgdlt gyomndvényben a psbA gén
pontmutécidja a 264-ik kodonban, amely a Ser,qs—Gly aminosavcserét eredményezi a D1
fehérjén. (Hirschberg & Mclntosh, 1983; Gawronski et al., 1992). A laboratoriumunkban
elérhetd kiilonb6zé D1 protein mutans gyomnovények (Chenopodium album L. (fehér
libatop), Conyza canadensis L. (betyarkord), Epilobium adenocaulon L. (jovevény fiizike),
Senecio vulgaris L. (kozonséges aggofil) és Solanum nigrum L. (fekete csucsor)) kozil azért
esett a valasztasunk a fekete csucsorra, mert sikeresen nevelhetd laboratoriumi koériilmények
kozott, viszonylag rovid az életciklusa, jol kezelhetd levelei vannak a gazcseremérések
szempontjabol, valamint sziild vonalakbol (AS és AR) hagyomanyos keresztezési eljarassal
laboratériumi koriilmények kozott sikeresen produkaltunk hibrideket.

Osszehasonlité tanulmanyokat végeztem tovabba két, csokkent NPQ-val rendelkezd
Arabidopsis thaliana L. (A. thaliana) mutdns vonal felhasznaldsdval. Vad tipusként a
Columbia-0 dkotipust (Col-0) hasznaltam. A két mutans vonal az antiszensz /hch?2 és a psbS
delécios npg4-1 voltak. Mig az elébbiben a kettes fénybegytijté pigment-fehérje komplexek
(LHCII) f6 alkoto elemei, az Lhebl és Lheb2 fehérjék majdnem teljesen hidnyoznak az Lhch?2
antiszensz konstrukcio kifejez6dése miatt (Ganeteg et al., 2001; Andersson et al., 2003; Ruban
et al., 2003), az utobbiban a psbS gén delécidja kovetkeztében a PsbS fehérje teljesen hianyzik
(Li et al., 2000; 2002b).

4.2. Novénynevelés, vizmegvonas
A S. nigrum ndvények nevelésénél a magokat eldszor petricsészébe helyeztiik, amelyben
nedves szlrOpapiron, sotétben egy héten at csiraztak szobahdmérsékleten. A kicsirazott

magokat kertészeti foldbe helyeztiik, majd a kikelt novényeket tenyészedényekbe {iltettiik at.

A novényeket novényneveld kamrakban neveltiik, ahol a maximalis fotoszintetikusan aktiv
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radiacio értéke 350 pmol foton m™ s volt (16 h fényperiddus, 25/20°C nappali/éjszakai
hémeérséklet, kb. 50-60%-os relativ paratartalom mellett). A ndvényeket kétnaponta 6ntoztiik a
kisérletek alatt, a 35-40 napos ndvényeket tekintettiik j6 vizellatasu kontrollnak. A vetés utani
kb. 40-42. napon a novények egy részétél megvontuk az Ontozést, és gazcsereméréseket
végeztliink harom-négy naponta, hogy a vizdeficit hatdsait tanulmanyozzuk. A ndvények
vizallapotat és gazcseréjét jellemzd paraméterek alapjan harom szakaszt kiilonitettiink el a
vizdeficit idébeni vizsgalata sordn: enyhe szarazsag (5-7 nap vizmegvonast kovetden),
kozepes szarazsag (13-15 nap), €s erds szarazsag (18-19 nap), melyeket DH1 (dehydration
state 1), DH2 (dehydration state 2), és DH3 (dehydration state 3) jeloléssel illettiikk. A vizhidny
egyes szakaszaiban a novények egy részét a rehidracio utan 24 oraval tovabb vizsgaltuk, és
RH1, RH2 vagy RH3 (rehydration sate 1, 2 és 3) jeloléssel illettiik. A vizhiany periodusa alatt
gazcsereméréseket a DH2 allapotig folytattunk, mivel a sztomazarodas kovetkeztében a DH3
szakaszban mar a CO, asszimilaciés rata értéke alacsonyabb volt, mint 1 pmol m™ s.
Meéréseinket rendre a novények legfiatalabb, teljesen kiteriilt, azonos pozicidoban 1évo levelein
végeztik.

Az A. thaliana ndvények magvait kertészeti foldet tartalmazd tenyészedényekbe
helyeztiikk, novényneveld6 kamrakban csiraztattuk és neveltik, ahol a maximalis
fotoszintetikusan aktiv radiacié értéke 350 umol foton m™ s™ volt (16 h fényperiédus, 25/20°C
nappali/éjszakai hdmérséklet, kb. 50-60%-os relativ paratartalom mellett). Méréseinket rendre

a kb. hat hetes ndvények legfiatalabb, teljesen kiteriilt levelein végeztiik.

4.3. Reciprok keresztezések kivitelezése, genetikai analizis

Az AS és AR S. nigrum sziil6 biotipusok reciprok keresztezésével F1 hibrideket hoztunk 1étre.
A levélszél tipusat figyelmen kiviil hagyva, véletlenszertien kivalasztottunk 15 darab AS és 15
darab AR biotipusu novényt, melyek a néi (Q) sziildpopulacioul szolgaltak. Hasonloképpen,
15 darab AR és 15 darab AS novényegyedet vélasztottunk him (J) sziilépopulacioul a
reciprok keresztezésekhez. A 15-15 AS és AR anyaként szolgdld novényeken a bimbods
allapotban 1évo virdgok éretlen portokjait eltavolitottuk, miel6tt az onmegporzas végbement
volna, majd a vad-tipusi AS (&) pollent az AR (Q) ndvények bibéjére transzferaltuk, és az
AR (&) novények pollenjét a vad-tipust, AS (9) novények bibéjére vittiik at. A megporzast a
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novényneveld kamrakban végeztiik, ezzel kizarva a rovar altali megporzas lehetOségét. A
sikeres megtermékenyités aranya kb. 50%-os volt; atlagosan 20 virdg/novényt poroztunk meg,
¢s ebbdl kb. tiz darab virdg termékenyiilt meg, majd hozott magot, kb. 20-25 mag/termés
hozammal. Az elsé reciprok keresztezésbol szarmazo F1 hibrideket ARF1 és ASFI1-nek
definidltuk. Miutan e heterozigota F1 ndvényekben megtortént az dnbeporzas (a S. nigrum
onbeporz0), 1étrejottek az F2 nemzedékli magok, melyeket ASF2 és ARF2-nek neveztiink. Az
F2 novényeket hasznaltuk a levélszEl alak vizsgalathoz annak bizonyitdsara, hogy a mendeli
levélszél tulajdonsag szegregacidja megtortént-e. A sziilé populdcioban harom kiilonbozo
levélszél tipust talaltunk, melyek Hardy-Weinberg eloszlast mutattak. A kiilonb6zo levélszél
tipusok varhaté gyakorisdgat a Hardy-Weinberg szabdly alapjan szamoltuk ki. Tovabbi
keresztezéseket folytattunk, melyekben épszélit ASF2 (Q) és csipkézett AR (J) sziil6t vagy
csipkézett ARF2 (Q) és épszéli AS (&) sziil6t hasznaltunk, hogy létrehozzuk az F3
utddnovényeket (ASF3 és ARF3). Hasonloan, épszélit ASF3 (Q) és csipkézett AR (2) sziil6t
vagy csipkézett ARF3 (Q) és épszélii AS (&) sziilét kereszteztiink, mellyel 1étrehoztuk az F4
hibrideket (ASF4 és ARF4), és igy tovabb az F6 nemzedékig. A S. nigrum sziilo és hibrid
vonalakban az S264G muticid6 meglétét a pshb4d gén részleges megszekvenalasaval
bizonyitottuk. Valamennyi S. nigrum vonal esetében a csirandvényeket kdzvetleniil 8 kg aktiv
hatoanyag/hektar atrazinnal permeteztiik, illetve felhaszndlva a mutacido jol ismert
manifesztalodasait, vizsgaltuk a novények gyors Chla fluoreszcencia indukcios gorbéit. Az F2

crer

vizsgalataval igazoltuk.

4.4. A novény vizellatasanak vizsgalata

4.4.1. Sztomasiiriiség vizsgalata

A gazcserenyildsok szamat a levelek abaxidlis feliiletérdl késziilt lenyomatok felhasznalasaval
hatdroztuk meg 1 mm’-es felilleten egy digitalis CCD kameraval felszerelt reflexios és
fluoreszcencia mikroszkop segitségével, amely egy komputerhez csatlakozott. A szamolast a

Computer Assisted Microscope Methods with Image-Pro Plus 3.0 Software segitségével

végeztiik el. Az atlagos sztobmaszamot 116 novényrdl szarmazo 116 levél vizsgalataval kaptuk
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meg biotipusonként, egy levélen beliil hatszoros ismétléssel A ndvények harom fiiggetlen

ndvénynevelésbdl szarmaztak.

4.4.2. A levelek relativ viztartalmanak meghatarozasa

A kontroll koriilmények és a vizhidny szakaszainak jellemzésére meghataroztuk a levelek
relativ viztartalmat (RWC) a kovetkez6 képlet felhasznélasaval: (FW — DW)/FWs, ahol az FW
a levelek friss tomege, a DW a levelek szaraz tomege 24 6ran at 85°C-on szaritoszekrényben
vald szaritast kovetden, valamint az FWg a 24 6ran keresztiil vizben usztatott levelek friss

tomege grammban [g] kifejezve.

4.4.3. A levélszovetek datlagos vizpotencialjanak mérése

A levélszovetek atlagos vizpotenciadljat nyomasmérd kamraval (Model 600, PMS Instruments
Company, USA) hataroztuk meg. Az eljards sordn a frissen levagott levelet egy légmentesen
zard6do kamraba helyeztiik ugy, hogy abbdl csak a vagott feliilet nyult ki. A kamran beliil
lassan emeltilk a nyomast (nitrogén felhasznalasaval) mindaddig, mig a kinyalé vagott
feliileten a novény szallitdelemeibdl kiprésel6do nedvesség csepp formajaban meg nem jelent.

Az ennek eléréséhez sziikséges nyomast a kamrdhoz kapcsolt nyoméasmérérdl olvastuk le.

4.4.4. Sztoma konduktancia mérése

A levelek abaxialis feliiletén a gazcserenyilasok vezetdképességét a DELTA T miiszergyarto
cég (UK) AP4 tipusu diffizids porométerével hataroztuk meg a ndvényneveld kamrakban,
ahol a koriilmények a Novénynevelés, vizmegvonas fejezetben leirtak szerint alakultak. A
sztomakonduktanciat az A/C; gorbék felvételekor szintén mértiik az LCPro+ infravoros

gazelemzd késziilékkel (IRGA; ADC, UK) (lasd: Gazcseremérések fejezet).
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4.5. Elektron mikroszkopia

A kloroplasztisz tilakoid struktirajanak vizsgélata transzmisszids elektron mikroszkopiaval
tortént. A novények leveleibdl kis darabokat vagtunk ki, melyeket 1% glutaraldehidben
fixaltunk két oran at. A mintdk foszfat pufferes (0,1 M, pH 7,2) mosésat kdvetden 2%-o0s
ozmium tetroxidban egy oran at utdfixaltuk dket. Ezutan dehidrataltuk a levéldarabokat etanol
gradiens sorozatain keresztiil, majd propilénoxid mosés utan, araldit gyantdba agyaztuk dket.
Egy Leica UCT ultramicrotome segitségével vékony szekciokat vagtunk, melyeket uranil
acetattal és olom citrattal festettiink meg. Az igy kapott preparatumainkat egy Opton 902
elektron mikroszkop segitségével tanulmanyoztuk.

A levelek abaxidlis feliiletének levélszdreit scanning elekron mikroszkopiaval
tanulmanyoztuk. A vizsgalandé levéldarabkak viztelenitése céljabol, azokat tobblépcsds
etanol-, majd aceton gradiens sorozaton vittiik at, 1épcsénként 30-30 percig tartva a mintakat
az oldatban. Végiil a mintakat kritikus pont szaritoban haromszor atmostuk széndioxiddal. A
viztelenitett mintdkat mintatartora rogzitettilk, majd aranyréteget vontunk a feliiletiikre. Az
elokészitett minta feliiletérdl scanning elektron mikroszkoppal 60-szoros nagyitasu fotdkat

készitettiink.

4.6. Gazcseremérések

4.6.1. CO; asszimildcios rata meghatarozdsa a fényintenzitads fliggvényében

Az asszimilacids rata (A) aktinikus fényre adott valaszgdrbéit LCA-3 tipusu infravords
gazelemz6 késziilékkel (ADC, UK) vettiik fel. A gazaramlas sebessége 300 ml perc” volt,
rotaméterrel szabalyozott. A leveleket tiz percig sotétadaptaltuk a levélkamraban a mérések
el6tt, majd a fotoszintézist aktivalo fehér fény intenzitasat 30-1250 pmol foton m™ s kozott
valtoztattuk, a leveleket hdsziirén (Melles Griot, USA) keresztiil diavetitével (150 W/24 V
halogén 1zz0) vilagitottuk meg. Tiz perces megvilagitas valamennyi fényintenzitason elegendd
volt a szén-dioxid asszimilacid egyensulyi értékének eléréséhez. A referencia levegod

széndioxid tartalmat 360 pmol CO, mol™-ra allitottuk be, és a levegd oxigéntartalma 21%
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vagy 1% v/v volt. Az asszimil4cids rata értékeit a miiszer szofvere szamitotta ki von

Caemmerer és Farquhar (1981) egyenletei alapjan.

4.6.2. CO, asszimilacios rata meghatarozasa az intercellularis CO, koncentracio

fliggvényében

Az asszimilacios ratanak az intercellularis CO, koncentraciotdl (C;) valo fliggését a kornyezeti
CO; koncentracid (C,) 0 és 1500 pmol CO, mol ! intervallum kozotti valtoztatasaval 21% O,
tartalma levegdben hataroztuk meg LCpro+ IRGA késziilékkel. A levél feliiletére beeso
fotonaram-siiriséget 800 pmol foton m™ s'-ra allitottuk be. Elészor 360 umol CO, mol™
koncentracion akklimatizaltuk a megvilagitott levelet tiz percen keresztiil. Ezt kdvetden az
asszimilacid sebességét valamennyi CO; koncentracion tiz perces inkubécid utan hataroztuk
meg. Az adatokat ezutan grafikusan abrazoltuk a szoftver altal szamitott intercellularis CO;
koncentracio fliggvényében (Farquhar et al., 1990), és linearis regresszioval meghataroztuk a
gorbék kezdeti meredekségét 0-200 pmol CO, mol” intervallumban, amely érték aranyos a
Rubisco enzim aktivitasaval és/vagy extrahalhatdé mennyiségével. Az A/C; gorbék tovabbi

analizise soran figyelembe vettilk a CO, asszimilacio telitési értékét (Jyax), amely tiikrozi a

crer

4.7. Klorofill fluoreszcencia mérések
4.7.1. Gyors klorofill a fluoreszcencia indukcio (OJIP gorbe) mérése

A gyors klorofill fluoreszcencia tranziens (OJIP gorbe) méréseket a HandyPEA (Plant
Efficiency Analyser) fotoszintetikus hatékonysagmérd késziilékkel (Hansatech Instruments,
UK) végeztiik. A 30 percen at sotétadaptalt leveleket folyamatos fénnyel (A = 650 nm, 3000
pmol foton m™? s fotondram-siiriség) 1 s-ig vilagitottuk meg. A fényforrast egy harom
fénykibocsatd divdabol (LED) allé rendszer alkotta. A fluoreszcenciat 700 nm-nél nagyobb
hullamhosszakon detektaltuk nagy idéfelbontasban és kiilonbozd adatgytijtési sebesség mellett
(10 ps-tol 1 s-ig). Az OJIP tranziensek tovabbi analizisét az un. JIP-teszttel (Strasser et al.,
2000; Tsimilli-Michael & Strasser, 2008), illetve a Biolyzer 4HP szoftverrel végeztiik. Az 1.
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tablazat tartalmazza a dolgozatomban fellelhetd alap és szarmaztatott fluoreszcencia

paramétereket, a specidlis energia fluxusok, hatdsfokok, valamint az Gn. fotoszintetikus

teljesitmény indexek képleteit és ezek leirasait.

1. téblazat Az OJIP klorofill a fluorszcencia tranziens analizise (paraméterek, képletek)

Fluoreszcencia paraméterek

F,

Fo = Faops
F.=Fp
Fy=Fn-F,
Fy = Foms

F1 = F3oms

Fluoreszcencia intenzitas t idépontban aktinikus megvilagitas
mellett

Sotétadaptalt minta alapfluoreszcencia intenzitasa t = 20 us
iddpillanatban (valamennyi PSII RC nyitott)

Sotétadaptalt minta maximalis fluoreszcencia intenzitasa
(valamennyi PSII RC zart)
Maximalis valtozo fluoreszcencia

Fluoreszcencia intenzitasa a J inflexional (t = 2 ms)

Fluoreszcencia intenzitasa az I inflexional (t = 30 ms)

Szarmaztatott fluoreszcencia paraméterek

VJ = (Fst - Fo)/(Fm - Fo)

Vi= (F3Oms - Fo)/(Fm - Fo)

Mo = 3:571 X (F300ps - Fo)/(Fm - Fo)

Relativ valtozo fluoreszcencia a J inflexional, mely tiikrozi

crer

sebességét

Relativ valtozé fluoreszcencia az I inflexional, mely a
plasztokinol (PQH,) re-oxidacidjanak sebességét tiikrozi

Fluoreszcencia tranziens V = f{(t) approximativ kezdeti
meredeksége (ms™), a RC-k zarodasanak netté sebessége;
(3,571 szorzét hasznaltunk, mivel az F, szintet t =20 ps-nal
hatéroztuk meg 50 us helyett)

Specifikus energia fluxusok (*Qa-redukald) PSII reakciécentrumok aranyaban

kifejezve

ABS/RC =M, x (1/V;) x (1/(Fy/Fy))

TRJ/RC = M, x (1/V))

ETJ/RC = M, x (1/Vy) x (1 - V))

DI/RC = (ABS/RC) — (TR/RC)

RE,/RC = (RE/ET,)  (ET/RC)

Abszorpcios fluxus per RC

Befogott energia fluxus (Q, redukcidhoz vezetd) per RC
Elektrontranszport fluxusa (a QA -on tulra definialt) per RC
Disszipalt energia fluxusa per RC

PSI végso elektron akceptor redukcidjanak fluxusa per RC

*Qa-redukald, fotokémiailag aktiv PSII RC-kat megkiilonboztetik stressz hatasara konformacié valtozason

atment, Q4-nem-redukald, fotokémiailag nem aktiv PSII RC-t6l (14sd: Strasser et al., 2004).
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1. tablazat (folytatas)

Hatasfokok és fluxus aranyok

¢po= TR/ABS = 1 — (F,/F,) = F,/Fp, PSII primér fotokémiajanak maximalis hatasfoka
(PEo = Ppo X Wgo = ET/ABS =1 — (Fy/Fy) = Elektrontranszport hatasfoka a koztes elektron hordozok
Ppo X (1 = V) iranyaban (azaz egy elnyelt foton milyen hatasfokkal

eredményez elektrontranszportot a Q, -n tal)

PRo = Ppo X WEo X Opo = RE/ABS =1 — A PSI végso elektron akceptorok redukcidjanak hatasfoka az
(F/Frn) = @po X (1 = V) elnyelt fotonok aranyaban
¢po = 1 — @p, = DI/ABS =FF,, Energia disszipacié hatasfoka

Vgo= ETy/TR, = (Fin — F)/(F — F,) =1 -V, | Annak a valdsziniisége, hogy egy RC 4ltal befogott exciton egy
elektront az elektrontranszportlancba juttat a Q, -n til

Yro = REJ/TR, = g, X 8go = 1 =V Annak a valdsziniisége, hogy egy RC altal befogott exciton egy
elektront az elektrontranszportlancba juttat a Q, feldl a PSI
végso elektron akceptorokhoz

Oro = RE/ET, = (F, — F)/(F, — Fy) = (1 — Annak a valoészinlisége, hogy egy elektron a koztes elektron
V)/(1-Vy) akceptorok feldl a PSI végso elektron akceptorokhoz jut

Fotoszintetikus teljesitmény indexek

Pl = (RC/ABS) * (¢po/(1 — @po)) % (weo/(1 | A PSII altal elnyelt fotonoktol a kdztes elektron akceptorok

— Vi) redukciojaig tartd energia konverziot jellemzé fotoszintetikus
teljesitmény index (Performance Index, PI)

Pligar = Plyps X (Sro/(1 — Sro)) A PSII altal elnyelt fotonoktol a PSI végsé elektron
akceptorokig tartd energia konverziot jellemzo teljes
fotoszintetikus teljesitmény index

4.7.2. Modulacios klorofill a fluoreszcencia mérés, fotoprotektiv folyamatok vizsgalata
A Chl fluoreszcencia paraméterek steady-state szintjét 60 percig sotétadaptalt leveleken a

Dual Channel Modulated Fluorometer-rel (FMS2, Hansatech, UK) mértiik; a van Kooten és

Snel (1990) szerinti nomenklatarat hasznéltuk. A fluoreszcencia alapszintjét (F,) a
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sotétadaptalt leveleken egy gyenge (A = 583 nm) 4,8 kHz-en modulalt fénnyel gerjesztettiik. A
levelek maximalis fluoreszcencidjat (Fn, a sotétadaptalt és F ., a fényadaptalt levélben,
utdbbinal 1600 pmol foton m™ s™ aktinikus fénnyel 15 percen at vilagitottuk a levelet) 1 s
idétartamu, fehér, telitési fényimpulzussal (4300 pmol foton m™ s™) indukaltuk (Hansatech
PLS1 halogén lampa). A PSII fotokémiajanak optimalis hatasfokat az F,/F,, formulaval
jellemeztiik, ahol F, = F;;, — F,. A Stern-Volmer nem-fotokémiai kioltasi paramétert az NPQ =
(Fn — Fm)/Fm egyenlettel szamoltuk ki Bilger és Bjorkman (1990) alapjan. Az NPQ
energiafiiggd qE komponensét Thiele és munkatéarsai (1997) modszere szerint hataroztuk meg
a qE = (Fn/F ) — (Fw/F 1) alapjan, ahol az F , a maximalis fluoreszcencia szint az aktinikus
fény kikapcsolasat kdveto tiz perces sotétrelaxacid utan.

A modulalt Chl fluoreszcencia paraméterek aktinikus fényre adott valaszgorbéit és
idofliggvény gorbéit sotétadaptalt leveleken mértiik a PAM 200 (Teaching PAM, Walz,
Németorszag) pulzus amplitudé modulalt fluorométerrel; a van Kooten és Snel (1990) szerinti
nomenklatirat hasznaltuk. A fényintenzitas-fiiggés mérések esetén a 60 percig soététadaptalt
levélen meghataroztuk a fluoreszcencia alapszintjét (F,) és a maximalis fluoreszcencia
hozamot (F,) egy 1 s iddtartamu (A=~650 nm) telitési fényimpulzussal (3000
umol foton m™ s') (mely elegendd valamennyi PSII RC zarodasahoz). Ezt kévetéen 6t percen
keresztiil 210 pmol foton m™ s aktinikus fénnyel t6rténd elémegvilagitast alkalmaztunk,
mely elOsegitette a minta fényadaptalodasat, valamint néhany Calvin-ciklus enzim
aktivaciojat, majd elkezdédott a gorbe fevétele, mely 60-1250 pmol foton m? s
intervallumban, tiz 1épcs6ben valdsult meg; valamennyi fényintenzitas idétartama 6t perc volt.
A maximalis Chl fluoreszcencia paraméter kioltott szintjeit (Fn) és a steady-state
fluoreszcencia hozamokat (F) valamennyi fényintenzitason meghataroztuk a megvilagitas
végén. Az egyes fényintenzitdsokon az aktinikus fény kikapcsoldsa utan 5 s idétartamu tavoli
voros fényt alkalmaztunk, hogy meghatarozzuk az F , értékeket. A mért paraméterekbdl (F,,
Fu, F’o, Fonésa steady-state fluoreszcencia szint, F) kiszdmitottuk a PSII maximalis hatasfokat
F\/Fy, sotétadaptalt levélen, a fotokémiai kioltasi koefficiens értékét qP = (F’m - F)/(F’m - F’o),
a PSII RC-ra hato gerjesztési nyomast 1 — qP, a PSII fotokémidjanak relativ hatasfokat (®pgsy =
(F’m - F )/F’rn = AF/F’m) ¢s a nem-fotokémiai kioltdsi paraméter NPQ = (F, — F ’m)/F’rn értékét
Schreiber és munkatarsai (1986), Genty és munkatarsai (1989), Bilger és Bjorkman (1990)

szerint. A PSII-n keresztiili linearis elektrontranszport sebességének kiszamitasahoz (Jgrr) a
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kovetkezd egyenlet alapjan jutottunk: Jgrr = ®psy * PPFD x 0,84 x 0,5 (Schreiber et al.,
1994), ahol a PPFD a fotoszintetikusan aktiv foton denzitis (Photosynthetically Active Photon
Flux Density) a levélfeliileten; a 0,5 faktor a két fotoszisztéma kozott feltételezhetden
egyenldéen megoszld gerjesztésre utal, €s a 0,84 faktor a beesd fény levél altal elnyelt hanyada.
A mérések soran a PSII gerjesztéséhez voros (Amax = 655 nm) aktinikus fényt hasznaltunk.

crer

meg. A leveleket 15 percen keresztiil 1250 pmol foton m™ s voros fénnyel vilagitottuk meg,
amelyet tiz perces sotét kovetett. Az elsé 1 s idStartami 3000 pumol foton m™ s
fényintenzitasu telitési impulzus a megvilagitas kezdete utan a tizedik masodpercben érkezett,

¢s 60 s-ként ismétlodott a mérés végéig.
4.7.3. A PSII-ben elnyelt féenyenergia megoszlasanak vizsgalata

A PAM 200 késziilékkel mért Chl fluoreszcencia paramétereket (Fo, Fp, F ’O, F ’m és F)
felhasznalva két modell alapjan meghataroztuk a PSII antenndjaban elnyelt fényenergia sorsat,
mely egyrészt fotokémiailag hasznosulhat, méasrészt termalisan disszipalodhat a kornyezetbe.

Demmig-Adams és munkatarsai (1996) modellje szerint a fotokémia altal hasznosul6
energia frakciot a @pgpy = (F’V/F’m) x qP formuladval definidltuk, ahol az F ’V/F’m a nyitott PSII
RC-ok fotokémidjanak hatasfoka (Fy=Fn—F,)ésa qP = (Fm — F)/(F n — F,) a fotokémiai
kioltasi koefficiens. A hédisszipaciot az 1 — F /F 1, képlettel definialtuk, mely feloszthaté a
sotétben bekdvetkezd energiaveszteség Opp = 1 — Fy/Fy, és a fényben disszipaloédo hdenergia
frakcidira ®pp = F/F, — F’V/F ’m. A tobblet energia frakciot (®g), amely nem hasznosul a
fotokémia folyaman, és hoként sem disszipalddik, az (Fy/F ) x(1- qP) képlettel szamoltuk
ki.

A Hendrickson ¢és munkatarsai (2004) altal leirt an. PSII komplementer hatasfokok
koncepcioja szerint a PSII fotokémidjanak hatasfoka a ®pgp = (F’m - F)/F7m = AF/F7m egyenlet
alapjan szdmolhat6. A nem-fotokémiai energia disszipacid reguldlt és nem-regulalt modon
mehet végbe, és ezeket a Onpg = (F/F 1) — (F/F) és Ono = F/Fp képletekkel hataroztuk meg.
A Jnpg és a Jno energia disszipacio sebességeket a Jgrr meghatarozdsaval azonos modon

becstiltiik meg.
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4.8. Fotoszintetikus pigmenttartalom meghatarozas

A HPLC ¢és spektrofotometrias pigment meghatarozéas céljabol korongokat vagtunk ki a
levelek azonos részeibdl, ¢€s folyékony nitrogénben taroltuk azokat. A Chl és 0sszkarotinoid
tartalom  meghatdrozasat  80%-o0s acetonos  extraktumban  Lichtenthaler (1987)
spekrofotomerids modszere alapjan végeztik. A HPLC analizis kivitelezése Varadi és
munkatarsai (2003) modszere szerint tortént. A pigmentek feltardsat Eppendorf csévekben,
cseppfolyos nitrogénben tortént mechanikai feltarast kovetden, 85:15 aranya aceton-viz
extrahal6 oldattal végeztiik, 24 orara hiitészekrénybe helyezve, majd az elegyet centrifugalva
(10 perc, 9000xg). A xantofill ciklus 6sszkészletének meghatdrozasdhoz a szilard maradékot
acetonnal kétszer 1jra extrahdltuk. A pigmentek szétvalasztdsdhoz 5 upm atlagos
szemcseméretli, 25 cm-es CI8 forditott fazisu (Nucleosil vagy Hypersil) oszlopon (A)
acetonitril-viz (9:1, v/v) — (B) etilacetat oldoszerrendszerrel gradiens elucidt alkalmaztunk
(térfogataram: 1 ml min"; a B% (v/v) az injektalastol mért 18. percben zérusrdl indulva
linedris felfutassal elérte a 32%-ot, majd hat perc alatt a 100%-ot, s Gjabb hat percig ezt az
értéket tartotta, ezt kovetden pedig tiz percen at az A-eluenssel hoztuk egyenstlyba az
oszlopot). A xantofill ciklus pigmentek mennyiségét 450 nm-nél detektaltuk, standard
anyagként a Roche (Svijc) cégtdl szarmazo tiszta zeaxantin szolgalt. A kapott kromatogramok
integraldsa utdn, a meghatdrozott teriiletek alapjan kiszdmoltuk a violaxantin (Vio),
anteraxantin (Ant) és zeaxantin (Zea) mennyiségét, vagy %-os megoszlasat. A xantofill ciklus
komponenseinek egymdsba vald atalakulasat a xantofill ciklus pigmentek de-epoxidacios
allapotaval DEi = [/2 X Ant + Zea]/[Vio + Ant + Zea] jellemeztiik. A xantofill ciklus
készletének méretét a Vio + Ant + Zea (umol m™) dsszmennyiségeként szamitottuk ki. A
méréseket kezdetben LKB 2249 gradiens pumpa, 20 pl-es Rheodyne injektor, Nucleosil-100
C18/5 um/250%4,6 mm oszlop, LKB 2151 UV/VIS detektor (450 nm), Nelson interface &
software/IBM XT 0Osszeallitasu miiszersoron, késobbiekben hiithetd automata mintavaltoval

felszerelt, PC-vezérelt Perkin-Elmer Series 200 HPLC berendezésen végeztiik.
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4.9. DNS izolalas és PCR amplifikacio, PsbS és PsbA (D1) fehérjéket kodolo DNS

szakaszok szekvenalasa

Négy hetes S. migrum vonalak leveleib6l ZenoGene Plant DNA Isolation Kit (Zenon
Biotechnologiai kft., Magyarorszag) felhasznalasaval novényi 6ssz-DNS-t izolaltunk a gyarto
templatként. Harom psbS-specifikus primer par (2. tablazat) segitségével ~600 bp, ~1360 bp és
~159 bp atfedd fragmenteket szaporitottunk fel a két S. nigrum sziiléi vonalbol. A SniDI
primerekkel (2. tdblazat) a D1 protein mutans (AR, ARF2, ARF6) és a vad-tipust (AS, ASF2,
ASF6) vonalakban felszaporittattuk a psb4 gén 386 bp-os DNS fragmentjét, mely tartalmazta
az A = G nukleotid cserét (S264G mutacio). A PCR ciklusok a kdvetkezdk voltak: denaturaciod
94°C 3 perc, azutan 94°C 30 s, 60°C 30 s, 72°C 15-60 s 35 cikluson at, majd a reakcidt egy 4
perces 72°C-os lépéssel fejeztik be. Az amplifikacid termékeit 2%-os agardz gélben
valasztottuk el, majd a fragmenteket visszaizolaltuk az Agarose DNA Isolation Kit segitségével
(Zenon Biotechnologiai kft., Magyarorszag) és pPGEM-T Easy vektorba (Promega Corp., USA)
klonoztuk a gyart6 utasitdsainak megfelelden. A szekvenalasi reakciot ABI BigDye Terminator
v3.1 kittel végeztik, és a termékeket ABI3100 mikrokapillaris 1ézer szekvenatoron futattuk
(Applied Biosystems Inc., USA).

erer

Primer Primer szekvencia

Pr-SniF1 5-TGAAGTTGTTAAGAATAAGC-3
Pr-SniR1 5-TCATTATTCTATTAAAGGCT-3’
Pr-SniF2 5-GGCCGTGTTGCTATGATT-3’

Pr-SniR2 5-TAATCCTGGTACTGGCAAAT-3’
Pr-SniStop-F1 5-CAGGTGTCCCAATCAAT-3
Pr-SniStop-R1 5-CTACACATAAGTCATACACA-3
SniD1_F1 5-CCCAATCGGTCAAGGAAGTTTTT-3
SniD1_R1 5-CAGGCCAAGCAGCTAGGAAGAAGT-3
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4.10. Immunoblot analizis

A levelek PsbA (D1) és PsbS fehérje tartalmait immunoblot analizissel hataroztuk meg. 2,3
cm’-nek megfelelé teriiletii korongokat vagtunk ki az AS és az AR S. nigrum leveleibél,
melyeket folyékony nitrogénben fagyasztottunk, majd finom porrd Ordltiink, és 500 pl
Laemmli puffer (100 mM TRIS pH 6,8, 4% SDS, 10% glicerol, 200 mM DTT, 5 mM PMSF)
hozzaadasaval elhomogenizaltunk. A homogenizatumokat 90°C-on 6t percig inkubaltuk,
amelyet egy 20 perces 37°C-os inkubacié kovetett, majd a fehérjéket SDS-poliakril-amid
gélelektroforézissel (Laemmli, 1970) valasztottuk el 1 mm vastag, 15%-os gélen 37,5:1 akril-
amid:biszakrilamid ardny mellett. Minden egyes zsebbe 5 pl mintat vittiink fel.

Az elvélasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra (Protran, Schleicher & Schuell)
blottoltuk 4t metanol tartalma pufferrel (25 mM TRIS, 192 mM glicin, 20% metanol). A
nitrocellul6z membranokat 5%-os tejport tartalmazé TBS-T pufferben (10 mM TRIS pH 8,0,
0,15 M NaCl, 0,1% Tween 20) két 6ran at blokkoltuk, és két 6ran keresztiil inkubaltuk PsbA
¢és PsbS (Agrisera) fehérjék elleni els6dleges antitestekkel, melyeket 5% tejport tartalmazo
TBS-T pufferben higitottunk ki (1:6000 és 1:3000 aranyban). A membranokat haromszor &t
percig mostuk TBS-T pufferben és kecskébdl szarmazéd anti-nyul IgG torma peroxidazzal
(HRP) konjugalt masodlagos ellenanyaggal (Millipore) két 6ran at inkubaltuk 1:5000 higitasi
aranyban 5% tejport tartalmazé TBS-T pufferben. Haromszor 6t perces TBS-T pufferrel
torténd mosas utan az immunoblottolt membanokat 6t percen at inkubaltuk ECL plus HRP
szubsztratban (GE Healthcare Bio-Sciences) ¢s a kemilumineszcenciat Hyperfilm ECL
fotografikus filmen (GE Healthcare Bio-Sciences) detektaltuk. Az el6hivott filmet

digitalizaltuk és 1D Scan programcsomag segitségével analizaltuk.

4.11. Statisztikai analizis

A vizsgalati eredmények statisztikai feldolgozasdhoz és kiértékeléséhez a Student t-tesztet
hasznaltuk, a gyakorisagi eloszlasok hasonlosagat x> probaval ellendriztiik. A dolgozatban a

szignifikans eltéréseket kiillonb6zo tévedési valoszinliségi szinteken jeloltik (a, b és ¢ 0,1, 1 és

5%).
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5. EREDMENYEK

5.1. Az elnyelt fényenergia hasznositasanak osszehasonlité vizsgalata a S. nigrum kétféle

biotipusaban és a kiilonb6z6 novénynemzedékekben

Egy anyai 6roklédési faktor, a D1 fehérje hatasanak vizsgalata céljabol a S. nigrum AS és AR
szlld biotipusai kozott reciprok keresztezéseket végeztiink az F6 nemzedékig. Az igy nyert
izonuklearis novényvonalak fotoszintetikus jellemzése mellett vizsgaltuk a D1 fehérje S264G
kiilonb6zé vonalak sejtmagi hibridstatuszanak meglétét egy mendeli tulajdonsag

oroklédésének nyomonkdvetésével bizonyitottuk.

5.1.1. A S. nigrum biotipusok és vonalak fotoszintetikus jellemzése

A 3. tablazatban a S. nigrum vonalak néhany allandosult (steady-state) fotoszintetikus
paraméterét mutatom be. Az infravords gazelemzo segitségével meghatarozott maximalis
asszimilacios ratak (Am.x) kozel azonosak voltak az AS és AR sziilé biotipusokban, valamint
ezek reciprok keresztezéseibdl valdo F1 és F2 hibridekben is. Valamennyi AR vonal (AR,
ARF1, ARF2) sotétadaptalt leveleiben a PSII maximalis hatasfoka (F,/F,,) alacsonyabbnak
bizonyult, mint a vad tipusokban (AS, ASF1, ASF2). Szignifikans kiilonbségek adodtak az
NPQ ¢és a qE kioltasi koefficiens értékeiben nemcsak a sziiléi AS €s AR biotipusok kozott,
hanem ezek F1 és F2 utédaiban 1is (Student t-teszt). Az anyatol oOrokolt vad
fenotipusu/genotipusu (AS, ASF1, ASF2) vonalakban a steady-state NPQ szintje elérte a kb.
2,6 értéket, ezzel szemben valamennyi AR vonalban (AR, ARF1, ARF2) az NPQ kb. 50%-kal
alacsonyabb volt (4. tdblazat). Az NPQ gyorsan relaxalodo komponense, a ApH-fiiggd qE,
még kifejezettebb, 60-70%-0s esést mutatott az AR vonalakban a vad tipusokhoz képest. A
lassan relaxalodo vagy gl értékek viszont megnéttek az AR vonalakban a qE rovéasara.

Az alkalmazott nevelési koriilmények kozott az AR vonalak kissé alacsonyabb Osszes
Chl (a + b) tartalmakkal birtak, és szignifikdnsan alacsonyabb Chl a/b ardanyokkal, mint az AS
parjaik (4. tablazat). Azonban nem talaltunk szignifikéns eltéréseket az AS és AR tipusokban a

karotinoid Gsszetétel, a xantofill ciklus készlet méret, vagy a xantofill ciklus készlet méret és
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Chl tartalom aranya tekintetében. A megvilagitott levelekben a xantofill de-epoxidacios index
(DEi1) 20%-kal bizonyult alacsonyabbnak valamennyi AR vonalban (3. tidbldzat), habar a

kiilonboz6 S. nigrum vonalak xantofill ciklus készlet méretében nem volt szignifikans eltérés.

3. téblazat A kiilonbozd S. nigrum vonalak fotoszintetikus tulajdonsagai

Biotipus
Paraméter
AS AR ASF1 ARF1 ASF2 ARF2

Amax (umol m?s™) 18,4 + 1,4 17,517 17,8+ 1,6 17,915 18,1£1,2 17,8+1,4
Fu/Fm 0,830 £0,014 0,815+0,015 0,824+0,012 0,809+0,019 0,825£0,010 0,811£0,012
NPQ 2,53 £0,21 1,32 £0,19° 2,65%0,22 1,24 £ 0,15 2,59 +0,18 1,33 £0,21°
qE 2,18+0,12  0,720,14° 2,24 10,16 0,75+0,17° 2,28 + 0,20 0,81+0,25°
ql 0,35£0,03  0,60+0,10° 0,41£0,04 0,49 £ 0,06 0,31+0,04 0,52 +0,16
DEi 0,67 £ 0,01 0,53 £ 0,02° 0,67 £ 0,02 0,55 £ 0,03 0,65 + 0,02 0,52 +0,02°

AS, vad biotipus; AR, DI mutans, ASF1 és ARF1, a sziiloi AS és AR biotipusok reciprok
keresztezesibol valo F1 hibridek; ASF2 és ARF2, F2 hibridek,; A, maximalis asszimildcios
rata (umol m? s); F,/F,, PSI maximdlis hatisfoka; NPQ, steady-state nem-fotokémiai
kioltds (1600 umol foton m™ s, 15 perc); gE, az NPQ gyorsan relaxdlédé komponense; ql, az
NPQ lassan relaxdlodo komponense; DEi, a xantofill pigmentek steady-state de-epoxidacios
indexe (Y2 x Ant + Zea)/(Vio + Ant + Zea). Az adatok hdarom fiiggetlen kisérletbol 12 ismétles
dtlagai + SD. Az “a és c” szignifikdns eltérést jelolik a kétféle biotipus kozott 0,1 és 5%-os
tévedeési valosziniiségi szinten.

4. tablazat A kiilonbozd S. nigrum vonalak pigment dsszetétele

Biotipus

Pigment

AS AR ASF1 ARF1 ASF2 ARF2
Chl a (umol m?) 212+38 1915 220+8 181+8 2165 194 +3
Chl b (umol m?) 674 713 70+4 76+2 694 71+4
Chl a/b 3,177+0,02 2,71+0,04° 312+0,03 2,36+0,06° 3,14+0,02 2,72+0,03°
Karotinoidok (umol m'2) 83+2 78+2 86 t4 82+2 83+3 81+2
Chl (a+b)/Karotinoidok 3,36 £ 0,2 3,36 £0,2 3,37£0,1 3,13+0,2 3,43+0,2 3,27+£0,2
Vio+Ant+Zea (umol m'2) 15,7+1,4 14,4 +£17 156 +1,9 14,6 +1,0 15,6 +0,5 149+1,2
(Vio+Ant+Zea)/(Chl (a+b)) (umol mmol™) 56 +3 54+3 54 4 57+5 55+2 56 + 4

« 9

Az adatok harom fiiggetlen kisérletbol ot ismétlés atlagai = SD. Az “a” szignifikans eltérést
jeloli a két biotipus kozott 0,1%-os tévedeési valosziniiségi szinten
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A 5. abrén a kiilonb6z6 S. nigrum vonalakban néhany fluoreszcencia kioltasi paraméter
fényintenzitas fliggésének Osszehasonlitasat mutatom be: (a) a PSII fotokémiajanak hatasfoka
(®psn); (b) a linearis elektrontranszport rata (Jerr); €s (¢) a PSII-re hato gerjesztési nyomas (1
— qP). Az emelkedd fényintenzitassal a ®pgy; fokozatosan csokkent, mig a Jgrg €s az 1 — qP
novekedett valamennyi biotipusban és vonalban. A ®pgy €és a Jgrr (5. a és b abrék)
szignifikansan alacsonyabb értékeket vettek fel a ndvekvd fényintenzitasokkal az AR
vonalakban, mint a vad, AS tipusokban. Az AR vonalakban a PSII-re hato gerjesztési nyomas
(5. c abra), ezaltal a redukalt Q koncentracidja, szignifikdnsan magasabb volt a kdzepes ¢€s a

magas fényintenzitasokon, mint az AS parjaikban (p=0,01).

O AS “®- AR
O ASF2 @ ARF2
250 A ASF6 A ARF6

i , 0.5
0.6%@@\@ 200+
by 150!
_ 04} i\i\@ |
eﬁ Ty i 100)
0.2 50, 2
o0l . .@ olF ‘ ‘ oot (©
0 500 1000 0 500 1000 "0 500 1000
PPFD (umol m?s™) PPFD (umol m?s™) PPFD (umol m?s™)

5. &bra A PSII fotokémiajanak hatasfoka (@psy, a), a linedris elektrontranszport rdata (Jgrg, b)
és a PSIl-re hato gerjesztési nyomds (1 — qP, c) fényintenzitas fiiggése a vad-tipusu (AS, ASF?2,
ASF6) és a DI mutdns (AR, ARF2, ARF6) S. nigrum vonalakban. AS és AR, sziil6, -1 és —M—
; ASF2 és ARF2, O és @; ASF6 és ARF6, A és A. Az adatok harom fiiggetlen kisérletbdl 12
ismétlés atlagai. A SD a sziilé (AS és AR) populaciokban van feltiintetve.

A S. nigrum névények mért és a relativ valtozo (F; — F,)/(Fr, — F,) Chl fluoreszcencia
tranzienseinek atlagértékei a 6. a és b abrakon lathatok. Megallapithatjuk, hogy mindkét
biotipusban a kinetikak tipikus OJIP tranzienseket mutatnak. A 20 ps-nal mért fluoreszcencia
szintet tekintettiik F,-nak, a J szintet kb. 1,5-2 ms-nal, az I szintet kb. 30 ms-nal és a
maximalis, P szintet (F,) kb. 200 ms-nal éri el a tranziens az AS vonalakban, ¢és késobb, kb.

280 ms-nal az AR biotipusokban. Szemmel lathatéan az S264G D1 mutacio hatdssal van a
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tranziensek alakjara, és a sziild biotipus és a megfeleld hibridjei nem kiilonboztek egymastol.
Az AR tipusokban az F, és Fj szintek szignifikdnsan magasabb értékeket mutattak (p=0,05),
az F, szintek pedig alacsonyabbakat (az ARF2 kivételével), mint az AS parjaikban. Az F;
tranziens kevésbé kifejezetten jelent meg az AR, mint az AS tipusban, azonban szignifikans

kiilonbség csupan az F2 hibridek esetében adddott.

§ 2500

& 2000 S

© 1500¢ o

g g 0.6+ AS

@ = ASF2

S 1000} S 04 * ASF6

)] <

o @) » AR

S 500 £ 0.2} e ARF2

P 5 + ARF6

£ 0 Z 00 S L
0.01 014 1 10 100 1000 0.01 014 1 10 100 1000

Log idd (ms) Log idd (ms)

6. dbra Gyors Chl fluoreszcencia tranziensek (OJIP) AS (iires szimbolum) és AR (teli
szimbolum) S. nigrum biotipusok leveleiben és hibridjeikben, melyeket 1 s idétartamig,
3000 umol foton m™ s fotondram-siiriiséggel vildgitottunk meg. AS és AR, sziilé, O és
B, ASF2 és ARF2, O és @; ASF6 és ARF6, A és A. A mért gorbéket logaritmikus
idéskalan abrazoltuk (a). A (b) panel a valtozo fluoreszcenciara (F,) normalizalt
gorbéket mutatja, (F; — Fo)/(Fn — F,). Az adatok hdrom fiiggetlen kisérlet egyikét
reprezentaljak, ahol n = 16.

A 5. tablazatban bemutatom a S. nigrum vonalakra jellemzd JIP-teszt paramétereket. Az AR
ndvényekben a PSII primér fotokémidjanak maximalis hatasfoka (@p, = F\/F) szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult AS parjaikkal szemben. A RC-ok zarédasanak nettd sebessége, azaz
a normalizalt fluoreszcencia gorbe kezdeti meredeksége (M,), szignifikdnsan megndtt a Qa

redukalt formdjanak fokozott felhalmozdodasa miatt (V;) az AR tipusokban.
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5. tablazat JIP-teszt paraméterek a kiilonbozé S. nigrum vonalakban

Biotipus

; Lﬁ;;sezt;r AS AR ASF2 ARF2 ASF6 ARF6

®po (FW/Fy) 0,821+0,007 0,801+ 0,01 12 0,826 + 0,003 0,793 + 0,023 0,829 + 0,003 0,796 + 0,026°
oo 0,179+0007 0,199+0,011° 01740003 0207 +0,023° 0171+0,003 0,204 £ 0,026°
M, 07870108 006+0,062° 0769+0048 0913+0,086° 0728+0045 0,986 % 0,091°
V; 0,382+ 0,036 0,497 + 0,014° 0,382 + 0,013 0,517 + 0,024 0,374 + 0,016 0,528 + 0,013
V, 0,784 + 0,034 0,776 + 0,020 0,768 + 0,028 0,727 + 0,0‘19b 0,762 + 0,026 0,761 + 0,025
Weo 0,618 + 0,036 0,505 + 0,021° 0,618 + 0,013 0,486 + 0,023 0,626 + 0,016 0,471 +0,013°%
Peo 0,507 + 0,025 0,405+ 0,019° 0,511 £ 0,011 0,385 + 0,025% 0,519 + 0,015 0,373 +0,019°%
Wro 0,216 + 0,034 0,224 + 0,021 0,232+0,015 0,258 + 0,019b 0,237 + 0,029 0,244 + 0,029
Pro 0,177 £ 0,027 0,179 £ 0,016 0,192 + 0,023 0,218 + 0,018 0,197 £ 0,022 0,193 + 0,026
Sre 0,348+ 0041 0447+0038° 03760042 0573+0,065° 0379+0032 0518 +0,064°
ET/RC  1285£0064 0872+0044° 124240050 0,862+0,060° 1,218+0,036 0,876 % 0,059°
RE./RC 0,426 + 0,044 0,422 + 0,049 0,483 + 0,064 0,496 + 0,086 0,462 + 0,045 0,441 + 0,055
Plabs 29,60 + 5,62 18,77 + 3,59° 31,79 + 3,27 16,85 + 4,93 34,98 + 3,57 15,42 + 3,41°
Pliotal 16,29 + 4,94 15,12 + 3,56 19,31 £ 3,91 22,15 + 3,29° 19,22 + 4,14 16,80 + 4,08°

Az adatok harom fiiggetlen kisérlet egyikét reprezentaljak, ahol n = 16.
Az “a, b, és c¢” szignifikans eltérést jelolik a ket biotipus kozott 0,1, 1 és 5%-os tévedesi
valosziniiségi szinten.

Magyarazat: ¢p, (F\/F,), PSIl primér fotokémidjanak maximdlis hatdasfoka; ¢p, energia
disszipacio hatasfoka; M,, fluoreszcencia tranziens V = f(t) approximativ kezdeti meredeksége
(ms™), a RC-k zdréddasdnak netté sebessége; V), relativ valtozé fluoreszcencia a J inflexiondl,
mely tiikrozi mind a Q4 felhalmozdédasanak, mind re-oxidacidjanak sebességeét; Vi, relativ
tiikrozi; g, annak a valosziniisége, hogy egy RC dltal befogott exciton egy elektront az
elektrontranszportlancba juttat a Q4 -n tul; ¢g,, elektrontranszport hatasfoka a koztes elektron
hordozok  iranyaban (azaz egy elnyelt foton milyen hatasfokkal —eredményez
elektrontranszportot a Q4 -n tul); wro,, annak a valosziniisége, hogy egy RC altal befogott
exciton egy elektront az elektrontranszportlancba juttat a Q4 felol a PSI végso elektron
akceptorokhoz; g, a PSI végso elektron akceptorok redukcidjanak hatdsfoka az elnyelt
fotonok aranyaban; Or,, annak a valosziniisége, hogy egy elektron a koztes elektron
akceptorok felol a PSI végso elektron akceptorokhoz jut; ET,/RC, elektrontranszport fluxusa
(a Q4 -on tulra definialt) per RC; RE,/RC, PSI végsé elektron akceptor redukcidjanak fluxusa
energia konverziot jellemzé fotoszintetikus teljesitmény index; Pl a PSII dltal elnyelt
fotonoktol a PSI végso elektron akceptorokig tarto energia konverziot jellemzo teljes
fotoszintetikus teljesitmény index.
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Tovabbi informativ paraméterek értékei, igymint (i) annak a valdsziniisége, hogy egy RC altal
befogott exciton egy elektront az elektrontranszportlancba juttat a Qs -n tal (yg,), (i) az
elektrontranszport fluxusa per RC (ET,/RC) és (iii) a fotoszintetikus teljesitmény index (Plaps)
valamennyien szignifikdnsan csokkentek, mig az energia disszipacié hatasfoka (¢po)
megemelkedett az AR tipusokban, az AS vonalakhoz képest (5. tablazat). A mutaciot hordozo
vonalak Pl értékei 50%-os csokkenést mutattak, ami a szignifikdnsan alacsonyabb
gerjesztési energia befogéasi aranynak @p/(1 — @p,), valamint a gerjesztési energia

elektrontranszportba torténd kisebb aranyt konverzidjanak ygo/(1 — Wgo) kdszonhetd (7. abra).

PIabs
P
RC/ABS = E 2

Ve /(1-we,)

]

e

(PPO/(1 _(PPo) g:
1

e

]
8/(1-3,.)
D:l
Pl =

75 50 25 0 25 50 75 100 125
Relativ valtozas (%) az AR tipusban az AS-hez képest

7. &bra A D1 protein mutdcié hatdsa a fotoszintetikus teljesitmény indexekre (Pl és
Plipia), és komponenseikre, nevezetesen: (1) a Q4-redukdlo RC-ok per PSII antenna
Chl (RC/ABS); (2) a gerjesztési energia befogas és disszipacio aranya (Q-ig
definialva) (pp/(1 — @po); (3) az elektrontranszportba torténd gerjesztési energia
konverzio (és konkurrens disszipacio) aranya (Q4-n tulra definialva) (ve/(1 — wr,));
(4) a redukalt koztes elektron akceptorok felol a PSI végso akceptorokhoz eljuto és el
nem juto elektronok aranya (6go/(1 — Oro)). AS és AR sziilo populacio, a S. nigrum vad
és D1 mutdns biotipusai,; P, sziirke oszlop, sziilo populacio, és ezek F2 és F6 hibridjei,
rendre F2 és F6, fehér és fekete oszlopok. A vizszintes oszlopok a kiilonbozo
parameéterek relativ valtozasait jelolik %-ban az AR tipusban az AS-hez viszonyitva.
Az adatok harom fiiggetlen kisérlet egyikét reprezentaljak, ahol n = 16.
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Az OJIP tranziensekbdl JIP-teszt analizissel nyomonkdvethetd az elektronok
vandorlasa a redukalt koztes elektron akceptoroktdl (Qp, PQ, Cyt be/f és plasztocianin) a PSI
teljes, a PSI végso akceptorokig tartd, fotoszintetikus teljesitmény index (Pliy) (5. tdblazat).
Annak a valdsziniisége, hogy egy elektron a koztes elektron akceptorok feldl a PSI végso
elektron akceptorokhoz jut (Oro), szignifikdnsan megemelkedett az AR vonalakban AS
parjaikhoz képest, mikézben nem talaltunk szignifikans eltéréseket a kétféle biotipusban a PSI
végsO elektron akceptorok redukcidjanak fluxusa per RC tekintetében (RE,/RC), a PSI végsd
elektron akceptorok redukcidjanak hatdsfokéban az elnyelt fotonok ardnyéban (@gr,), valamint
annak a valdszinliségében sem, hogy egy RC altal befogott exciton egy elektront az
elektrontranszportlancba juttat a QA feldl a PSI végso elektron akceptorokhoz (Wgre). A Pligtar @
fotoszintetikus teljesitmény index (Plms) €s a Oro/(1 — Oro) ardnyszam szorzata, amely a
redukalt koztes elektron akceptorok feldl a PSI végsd akceptorokhoz jutéd elektronok ardnya. A
Oro/(1 — Oro) aranyszam emelkedésének koszonhetd teljesitmény-ndvekedés valdsziniileg
kompenzalhatja a PSII akceptor oldali alacsonyabb elektrondram-sebességet az AR tipusban,
nem szignifikdns mértékben eltérd Pl értékeket eredményezve ezzel a kétféle biotipusban

(5. tablazat).

5.1.2. Az NPQ és az elnyelt fényenergia allokdcioja a PSII-ben

A 8. dbra bemutatja az NPQ fényintenzitastol valo fiiggését (a), és 1250 umol foton m™ s™
aktinikus fénnyel torténd indukcidjat valamint sotétrelaxaciojat (b). Jellemzben a
fényintenzitads emelkedésével az NPQ novekedett valamennyi biotipusban €s vonalban. Az AR
szlilé biotipus és hibridjei szignifikdnsan alacsonyabb NPQ kapacitassal birtak, mint az AS
parjaik (8. a abra). A ®psyy, Jerr, NPQ és 1 — qP paraméterek fényintenzitas fiiggése a PSII
mikddésének lecsokkent regulacios képességérdl arulkodik valamennyi AR tipusban (AR,
ARF2, ARF6) az AS parjaikkal szemben (AS, ASF2, ASF6) (5. a, b, ¢ és 8. a abrdk). A
sotétadaptalt levél megvilagitasa utan az NPQ kialakuldsa sordan két fazis kiilonithet6 el, egy
gyors ¢és egy lassi. Az AS tipusokban egy gyors kezdeti emelkedés figyelhetd meg, mely kb.
60 s alatt éri el az 1,1 értéket, és jorészt fiiggetlen a xantofill ciklus miikodésétdl (8. b abra),

melyet egy xantofill ciklus fiiggd, lassabb emelkedés kovet, 15 perc alatt elérve a kozel
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steady-state 1,7 értéket. Ezt kovetden az aktinikus fény kikapcsolasa utdn az NPQ

relaxalodott, melynek féléletideje az AS tipusokban kb. 2,8 £+ 0,2 perc volt.

—{1+AS B AR
1 O ASF2 @ ARF2
2.0 /\ ASF6 A ARF6 (a) 2.0

15/ 3 15/ %%%%%%%% ’
S 40 ?/%/ 10 g%ﬁﬁmm;

| I
05 0T & . 0.5 \

0.0

Q

| . | . OO . | . |
0 500 1000 0 10 20
PPFD (umol m?s™) 1d6 (min)

8. bra 4z NPQ aktmzkus fényre adott valaszgorbéi (a) és az NPQ indukcioja (1250
umol foton m? s, 15 perc) és sotétrelaxdcidja (b) AS (iires szimbSlum) és AR (teli
szimbolum) S. mgrum biotipusok leveleiben. AS és AR, sziild, —[1— és —M—; ASF2 és
ARF2, O és @; ASF6 és ARF6, /\ és A. Az adatok harom fiiggetlen kisérletbol 12
ismétlés atlagai. A SD a sziilo (AS és AR) populaciokban van feltiintetve.

Az AR biotipusban viszont az NPQ legnagyobb része a megvilagitas elsé percében kialakult,
de a gyors kezdeti fazis kb. 25%-kal volt alacsonyabb, mint az AS tipusokban. Majd némileg
lassan emelkedett és elérte az 1,1-hez kdzeli steady-sate értéket. Az NPQ relaxacio féléletideje
kb. 5,0 £ 0,3 perc volt az AR tipusok esetében.

A D1 fehérje mutacié hatterének ¢és lehetséges kovetkezményeinek megértése
érdekében megvizsgaltuk a PSII antenna altal elnyelt fényenergia sorsat. Az elnyelt energia
egyrészt fotokémiailag hasznosulhat, masrészt a disszipativ folyamatok eliminalhatjak a PSII
antennarendszerébdl. A 9. abra az elnyelt fényenergia PSII-ben torténd megoszlasanak
fényintenzitas fliggését mutatja be Demmig-Adams és munkatarsai (1996) modellje alapjan.
Mindkét biotipusban a fotokémia altal hasznosuld energia frakcid (®@psy) csokkend tendenciat

mutatott a beesd fényintenzitas ndvelésekor, mig a fényben disszipalt energia (Opr) illetve az
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un. tobbletenergia disszipacid (®g) egyarant novekedett a fényintenzitds emelkedésével. Az
AS és AR sziild biotipusok kozott és a megfeleld hibridjeik kozott jellegzetes kiilonbségek
mutatkoztak (9. a és b abrak). A ®@pgyr szignifikansan, kb. 30%-kal volt kisebb valamennyi AR
vonalban, azonban a ®p; kb. 35%-kal, a ®p pedig kb. 80%-kal megemelkedett az AR
tipusokban AS parjaikhoz képest.

~0-AS ~m AR
(a) O ASF2 (b) ® ARF2
- A\ ASF6 A ARF6
o) | |
5 10 e ] o " ey, ®
2 08 | o8l T,
® | O
2 06! Posi | 06] Do,
< % i A N
L 04} /%/ 04+ ,‘/Q/‘/t/i
g %’6/6/6/% Dp, i w PoL
> 02/gmoo oo al 02'mms s g8 8 12 2
§ oo .o | 1%
0 500 1000 0 500 1000

2 -
PPFD (umolm~s™) PPFD (umol m?s™)

9. &bra Az elnyelt fényenergia megosziasa a PSII-ben Demmig-Adams és
munkatarsai (1996) modellje szerint az AS (iires szimbolum) (a) és az AR (teli
szimbolum) (b) S. nigrum biotipusok leveleiben és ezek hibridjeiben. AS és AR,
sziilo, -[J— és —M—; ASF2 és ARF2, O és @; ASF6 és ARF6, A\ és A. @p, Ppgy,
@p; és Ppp: rendre, a tobbletenergia, a PSII fotokémiara hasznosulo energia, a
fényben torténd hodisszipdcio és a sotétben torténd emergiaveszteség frakcioi. A
nyillal jelolt, gorbék kozti teriiletek a megfelelo hatasfokokkal aranyosak. Az adatok
harom fiiggetlen kisérletbol 6-7 ismétlés atlagai. A SD a sziilo (AS és AR)
populdciokban van feltiintetve.

Egy ennél egyszerlibb modell alkalmazasdval (Hendrickson et al, 2004)

crer

egymast kiegészitd PSII hatasfokon alapszik. A gerjesztési energia hasznosulhat a fotokémia
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altal (®pgsry), illetve elimindlédhat a regulalt hddisszipacid (Onpg) €s a nem-reguldlt
(konstitutiv) energia disszipacio (Pno) soran a PSII-ben. A 10. dbran lathatok a ®psy, Onpg €S
dno fényintenzitas fliggéseinek dsszehasonlitasa a S. nigrum vonalakban (10. a, ¢ és e abrak);
valamint a fotokémidban hasznosulé elektronok transzportjdnak sebessége (Jetr), a regulalt
(Jnpq) €s a nem-regulalt disszipacids folyamatok sebességeir (Jno) (10. b, d és f abrak),
amelyek a leveleken meghatarozott Fr,, F , és F fluoreszcencia paraméterekbél szamolhatok.
A Dpgyp értékei kozel azonos sebességgel csokkentek a kétféle biotipusban a fényintenzités
novekedésével, azonban az AR kovetkezetesen alacsonyabb értékeket vett fel (10. a abra)
(ahogy ezt mar az 5. a és 9. dbrakon is szemléltettem), mialatt a Jgrr névekedési iiteme az AR
tipusokban hangsulyosabban lecsokkent (10. b és 5. b abrak). A ®npg €s Jnpg (10. ¢ és d
abrak) aktinikus fényre adott valaszgdrbéi az AS és AR sziilé biotipusokban, valamint a
hibridjeikben is megegyeztek. Alacsony fényintenzitdsokon a Jnpq igen alacsony volt, majd
exponencialisan emelkedett a fényintenzitassal mindkét biotipusban (10. d abra). A ®no
értékeiben szignifikans emelkedést (kb. 60-80%) tapasztaltunk az AR vonalakban az AS
parjaikkal osszevetve (p=0,001) (10. e abra), ami enyhén emelkedett a fényintenzitassal. Az
AS ndvényekben a Ono értékek a sotétadaptalt mintakra jellemzd Fo/Fy, értékeket kozelitették,
és a fényintenzitas emelkedése gyakorlatilag nem befolyasolta a hatasfokot. A konstitutiv
energia disszipacid sebességei (Jno) mindkét tipusban linedrisan emelkedtek, az emelkedés az
AR tipusokban szignifikdnsan meredekebb volt (10. f abra).

Az NPQ kialakuldsdban a PsbS fehérjének kulcsfontossagli szerepet tulajdonitanak.
Felmeriilt, hogy egy esetleges pontmutacidé a psbS génben részben magyarazhatna az AR
biotipus alacsonyabb fény-indukalt NPQ kapacitasat, ezért meghataroztuk a S. nigrum AS és
AR biotipusainak psbS génszekvenciajat annak érdekében, hogy felfedjiik a PsbS fehérje
esetleges aminosav valtozasait. A psbS génre specifikus primer parokat (primerek Pr-SniF1,
Pr-SniR1, Pr-SniF2, Pr-SniR2 és Pr-SniStop-F1, Pr-SniStop-R1, ldsd: Anyag és Moddszer
fejezet 2. tablazata) terveztiink ¢és szintetizaltattunk a S. nigrum egy kozeli rokona, a S.
sogarandinum PsbS cDNS szekvencidjanak (Gén Bank nyilvantartdsi szam: AF311720)
ismert nukleotid sorrendje alapjan. Az AS és AR biotipusokban a teljes hossziusagl psbS gén

szekvenciajaban négy nukleotidot érintd kiilonbséget kaptunk. Ezek koziil kettd intronokban

crer

55



nem valtoztatjdAk meg az aminosav kodot: GGT->GGC mindkettd glicint kodol és
ACC—->ACT mindkett6 treonint kodol.
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10. abra A PSII komplementer hatasfokainak (Hendrickson et al., 2004) és e folyamatok
sebességeinek fényintenzitds fiiggése AS (iires szimbolum) és AR (teli szimbolum) S. nigrum
biotipusok leveleiben, és hibridjeikben. AS és AR, sziil6, - 1— és —B—; ASF2 és ARF2, O és @,
ASF6 és ARF6, A\ és A. Grafikonok: (a, b) a fotokémiai energia konverzio hatasfoka ®@psy; (c,
d) a reguldlt energia disszipdcio hatdsfoka ®@npo; (e, f) a nem-regulalt energia disszipdacio
hatasfoka @yo. Jerr, Jnpo, Ino, rendre a linerdis elektrontranszport, a regulalt hédisszipacio és
a nem-reguladlt energia disszipdcio sebességeit jelolik. Az adatok harom fiiggetlen kisérletbol
12 ismétlés atlagai. A SD a sziil6 (AS és AR) populdciokban van feltiintetve.
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Tehat a szekvencia analizis alapjan a S. nigrum novény AS (Gén Bank nyilvantartasi szam:
DQ632747) és AR (Gén Bank nyilvantartasi szam: DQ632748) biotipusaiban azonosak a PsbS
fehérjék, azaz nem tartalmaznak aminosav eltérést (11. abra). A S. nigrum biotipusok DNS

crer

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) megtalalhat6 egyéb PsbS fehérje szekvenciakkal.
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crer

az A. thaliana szekvenciajan alapul. A hasitasi helyet, ahol a fehérjét elvagtuk a
kloroplasztisz targeting alatt, nyil jelzi. A csillagok azt a nyolc darab vélt H -koté
aminosavat jelolik, melyek varhatoan a tilakoid lumennel szemben helyezkednek el.

A PsbS fehérje expresszids szintje fontos tényezd lehet a ndvény teljes NPQ
kapacitasanak meghatarozasakor. Immunoblot moddszerrel specifikus antitestek alkalmazasaval
megvizsgaltuk a PsbS és a D1 fehérjék expresszigjat, hogy felfedjiik, vajon a PsbS fehérje
szerepet jatszik-e az AS és AR vonalak eltéré NPQ kapacitasaban (12. dbra). A PsbS és PsbA
western blotjainak denzitometriai analizisén végzett student t-teszt nem mutatott szignifikans
eltérést a fehérje mennyiségében az AS és az AR vonalak kozott (p=0,05). Azonfelil e két

kulcsfehérje aranya gyakorlatilag valtozatlan maradt a biotipusokban.
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5.1.3. A S. nigrum vonalak sejtmagi hibrid statuszanak igazolasa

Mivel a psbA gén citoplazmatikus, a psbS gén pedig sejtmagi Orokldédésti, fontos azt
megerdsiteniink, hogy az AS ¢és az AR sziil6 biotipusok reciprok keresztezése sikeres volt-e.
Fiiggetlen belsd indikatorként egy mendeli tulajdonsagot, a levélszél alakjanak oroklédését
kovettilk nyomon, mely bizonyitja az F2 ndvényi anyag sejtmagi hibrid statuszanak meglétét. A
levélszel tekintetében sima, csipkézett vagy koztes tipust taladltunk (13. abra), amelyek
kiilonboz6é gyakorisaggal fordultak eld a sziild populaciokban (6. tablazat). Miként az F2
nemzedék levélszél tipusanak varhato — a Hardy-Weinberg modell szerint kalkulalt —
szegregacidja ¢és a kisérletesen megfigyelt adatok nem kiilonboztek szignifikdnsan (7. tablazat;
P<0,05; * teszt), biztonsaggal megallapithattuk, hogy a levélszél alakja a mendeli szabalyok

szerint 0rokl6dott, mely az F2 populacio hibrid statuszanak meglétét bizonyitja.
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Sima, épszélii _Részlegesen Csipkézett szélii
csipkézett-hullamos

13. &bra 4 S. nigrum levélszéle sima, csipkézett vagy koztes tipusi volt.

6. tablazat 4 S. nigrum sziil6 populdcio levélszél tipusai és
az NPQ (vagy qE) karakterisztika

. oo Levélszél tipus gyakorisag NPQ
Sziilé populacié
; - — (vagy qE)
sima koztes csipkézett
Atrazin-szenzitiv 0,67 0,11 0,22 Magas
Atrazin-rezisztens 0,01 0,11 0,88 Alacsony

n = 208 mindkét sziilopopulacio estetében

7. tablazat S. nigrum F2 populdcio tulajdonsdgai és az NPQ (vagy qE) tulajdonsadg

Kilénbozb levélszéltipusu Atrazinra NPQ
Genetikai keresztezés ~ Eredmény novenyek darabszama adott
; : L valasz (vagy qE)
sima koztes csipkézett
Medgfigyelt 13 31 41 i
szenzitiv 9 x rezisztens 43 'g gy’ M'n(.j. Magas
Varhat6* 14 22 49 szenzitiv
Medfigyelt 22 52 68 i
rezisztens 29 x szenzitiv 33 gngy Mind Alacsony
Varhato* 14 53 75 rezisztens

*A sziilokben és az F1 populacioban elofordulo allélgyakorisagok alapjan hataroztuk meg
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Valamennyi F1 és F2 utodnovény (F6 nemzedékig), mely AS @ x AR & keresztezésbdl vald
volt, AS, és valamennyi utddnovény, amely AR @ x AS & keresztezésbol szarmazott, AR
biotipusu volt, amely bizonyitotta a kloroplasztisz-DNS 4altal kodolt atrazin rezisztencia anyai
oroklodését. Az alacsonyabb NPQ (vagy qE) tulajdonsdg az anyai 6roklodésti AR jelleget
kovette. Annak bizonyitasara, hogy a D1 fehérje valéban hordozza-e az S264G mutécidt az
AR vonalakban, megszekvenaltuk a fehérjének a muticiot is kodolo DNS szakaszat.
Valamennyi megszekvendlt rezisztens vonal AR, ARF2 és ARF6 D1 fehérjéje hordozta a
mutaciot, mely a Serps=>Gly aminosav cseréért felelés, mig a szenzitiv vonalakban (AS,
ASF2, ASF6) ugyanabban a pozicidban szerin volt kddolva. A reciprok keresztezések ASF6
megfigyelt fluoreszcencia paraméterek kiilonbségeit, beleértve az NPQ-t is, a kloroplasztisz

genom hatarozza meg.
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5.2. A vizdeficit hatasanak osszehasonlité vizsgalata S. nigrum kétféle biotipusaban és a

kiilonb6z6 novénynemzedékekben

5.2.1. A vizdeficit hatasa a novények vizallapotara és a gazcseréjére

A tovabbiakban a vizhidny (szarazsag) fotoszintézisre gyakorolt hatasanak Osszehasonlitdsat
mutatom be S. nigrum AS és AR biotipusaiban. A szdrazsag napjainkban igen fontos
kornyezeti tényezéve valt, amely a ndvekedés gatlasat eredményezi a fotoszintézis limitalasa
révén. A vetés utani kb. 40-42. napon, amikor a ndvényeket jo vizellatasu kontroll allapotinak
definidltuk, egy résziiktél megvontuk az ontozést. A ndvények vizallapotat és gazcseréjét
jellemzd paraméterek alapjan harom szakaszt kiilonitettiink el a vizhidny id6beni vizsgalata
soran: enyhe szdrazsag (5-7 nap vizmegvonast kovetden), kozepes szarazsag (13-15 nap), és
erds szarazsag (18-19 nap), melyeket DH1 (dehydration state 1), DH2 (dehydration state 2), és
DH3 (dehydration state 3) jeloléssel illettiik. A vizmegvonas kiilonb6zé szakaszaiban a
novények egy részét a rehidracid utan tovabb vizsgaltuk, és RH1, RH2 vagy RH3 (rehydration
sate 1, 2 ¢és 3) jeloléssel illettiik (1asd: Anyag és Mddszer fejezet).

A sztdmastiriség a levél abaxialis feliiletén kissé kiillonbozott a jo vizellatasu kontroll
AS és AR sziil6 biotipusokban (28 + 4 mm™ és 20 + 4 mm™). A progressziv vizdeficit hatasara
a sztdma vezetOképesség (g;), a levél vizpotencidl (W) és a levél relativ viztartalom (RWC)
értékei csokkentek (14. a, b abrak és 8. tablazat). A g, és a W paraméterek értékei (kb. 490
mmol m™ s™ és -0,34 MPa) kozel azonosak voltak a kontroll biotipusokban (14. a és b. abrak),
¢s az RWC (kb. 91%) szintén nem kiilonbozott az AS és AR ndvényekben (8. tadblazat). A
vizmegvonast koveté o6todik napon (DHI) erdteljes sztoma konduktancia csokkenés
mutatkozott mindkét biotipusban (14. a abra). A sztomazarédas mértéke szignifikdnsan
nagyobbnak bizonyult az AS, mint az AR tipusban (14. a dbra), mikdzben az RWC (kb. 90%)
és a ¥ (-0,38 MPa) értékekben még nem mutatkozott valtoztds a kontrollokhoz képest (8.
tablazat és 14. b dbra). Majd a vizhiany tovabbi szakaszaban a drasztikus g, csokkenést a ¥
csokkenése is kovette. Azonban az AR tipusban a gs és W csokkenése lassabban és kevésbé
kifejezetten valosult meg, mint az AS parjaban A vizdeficit DH2 (13-15 nap) szakaszaban az
RWC értekeiben jelentds visszaesés tortént, mely hasonld mértékii volt (60-80%) a kétféle

biotipusban, a g értékek mindkét biotipusban a nullat kozelitették, a W értékei pedig elérték a
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-2,5 MPa-t. A DH3 szakaszban a levelek fonnyadtsdga miatt a vizpotencial mérése mar nem
volt kivitelezhetd, a g; értéke nulla volt, a RWC értékei a kétféle biotipusban hasonld
mértékben 30-55%-ra csokkentek (8. tablazat).

Kontrol DH1  DH1/DH2 DH1/DH2  DH2
5-6nap 7-8nap 10-11 nap 15-16 nap

0.0
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Kontroll ~ DH1  DH1/DH2 DH1/DH2  DH2
5-6nap 7-8nap 10-11 nap 15-16 nap

14. &bra A vizmegvonds hatdsa a sztoma konduktancidra (gs) (a) és a levél vizpotencidljara
(V) (b) S. nigrum AS (iires oszlop) és AR (teli oszlop) biotipusaiban. Az adatok harom
fliggetlen kiserletbol 9-11 ismétlés atlagai £ SD. A “c” szignifikans eltérést jeloli a két biotipus
kozott 5%-os tévedési valosziniiségi szinten.

8. tablazat A4 relativ viztartalom alakulasa a S. nigrum AS és AR biotipusdaban

Relativ viztartalom alakulasa a vizhiany hatasara (%)

Biotipus Kontroll DH1 (5-7 nap) DH2 (13-15 nap) DH3 (18-19 nap)
AS 91618 89,0+2,3 60-80 30-55
AR 91,413 90,1+24 60-80 30-55

A napok a vizmegvonas idotartamat jelolik a vizhiany egyes szakaszaiban
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A szarazsag elsddleges célpontjai koz¢ tartozik a fotoszintézis. A 15. abran jo
vizellatasu kontroll, vizhianyos (DH1 és DH2) és rehidratalt (RH2) S. nigrum névények intakt
levelein meghatarozott CO, asszimilacid (A) fényintezitas fiiggését lathatjuk. A méréseket
fotorespiracids és nem-fotorespiracids koriilmények kozott végeztiik (360 pmol CO, mol™, és
21% illetve 1% v/v Oy). A két, jo vizellatasi kontroll AS és AR sziild biotipusban nem
tapasztaltunk szignifikns eltéréseket a maximalis asszimildcios ratdkban (Ap.x) még nem-
fotorespiracios koriilmények kozott sem (15. a és b abrak). A kétféle biotipus fénylégzésének
sebessége (15. ¢ dabra), mely az 1% ¢és 21% O, tartalmu levegében meghatarozott
asszimilacids ratdk kiilonbségébdl szdmolhatd, sem tért el szignifikdnsan egymastol. A
vizhidny a sztomak zarodasdhoz vezet (14. a abra), ami a CO, fixacido mértékének csokkenését
eredményezte mindkét biotipusban (15. d és e abrdk). Az AR ndvény fotoszintézisének
intenzitasa a DHI1 szakaszban magasabbnak bizonyult (15. d és e abrdk) a fényintenzités
novekedésével, mint az AS parjaé. A fénylégzés intenzitdsanak fénytelitési értékei kozel
azonosak maradtak a kontrollokéhoz képest (15. f abra), tehat a fénylégzés mértéke a kisebb
CO, megkotés sebessége mellett megemelkedett. A kdzepes fokl szarazsag esetén (DH2) a
CO, asszimiléci6 intenzitdsaban tovabbi esést figyelhettiink meg mindkét biotipusban (15. g
és h abrak), és az AR tovabbra is némileg feliilmulja a vad AS tipust. A fotorespiracid
abszolut értékeiben csokkenést tapasztaltunk mindkét biotipusban (kontrollok és DHI1-hez
képest 15. 1 abra). A vizhidny harmadik szakaszaban (DH3) mérhetd sztdéma konduktancia és
CO; asszimilacié mar nem volt észlelhetd. A vizhidny egyes szakaszaiban a novények egy
részét rehidrataltuk, és 24 ora elteltével azt tapasztaltuk, hogy a CO, fixalas sebessége enyhén
novekedett, illetve részlegesen visszaallt (15. j ¢és k abrdk, RH2). A nodvények
fotorespirdciojanak szamitott sebességei az RH2 allapotii ndvényekben alacsonyabbak voltak
mind a DH2, mind a kontrollokhoz képest, és kozel azonos értékeket vettek fel a kétféle
rehidratalt biotipusban (15. 1 dbra). Mialatt a fotorespiracié intenzitdsanak abszolut értékei a
vizmegvonas hatdsara csokkentek a kontrollokéhoz képest, a fotorespiracid mértéke, vagyis a

Rubisco enzim altal katalizalt oxigenaci6 a karboxilacidhoz viszonyitva megemelkedett.
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15. &bra A CO; asszimilacié (A) és a fénylégzés sebességének fényintenzitas fiiggése
progressziv vizmegvonds és rehidracié alatt 360 umol CO; mol” koncentrdcié mellett és 25-
28'C hémérsékleten. a, d, g, j, 21% v/v Oy b, e, h, k: 1% v/v O ¢, [ i, I, fotorespirdcié
szdamitott értékei (Ao, - Azi0y), AS, a S. nigrum vad biotipusa (iires szimbolum); AR, a S.
nigrum D1 mutans biotipusa (teli szimbolum). Kontroll: jo vizellatasu; DHI: enyhe szarazsag,
DH?2, kozepes szarazsag;, RH2: rehidratalt DH2-bol. ¢, a fotoszintézis relativ hatasfoka, a
gorbe linearis szakaszanak kezdeti meredekségébol szamolva. Az adatok harom fiiggetlen
kiserletbol 5-7 ismétlés atlagai £ SD. A “c” szignifikans eltérést jeloli a két biotipus kozott
5%-os tévedesi valosziniiségi szinten.
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Mig a kontroll és a rehidratalt ndvényekben a fotorespiracio mértéke kb. 26-31%-os volt
mindkét biotipusban, addig a DHI és DH2 szakaszokban jelentésen magasabb értékeket
kaptunk, ez rendre kb. 53% ¢és 38%-nak adddott az AS és AR tipusokban gyenge vizhiany
esetén (DH1), illetve 62% ¢és 55%-nak a DH2 szakaszban.

A kontroll AR tipusban a latszélagos kvantumhatasfok (¢), vagyis a gorbe kezdeti
meredeksége (kb. 15%-kal) alacsonyabb volt, mint az AS parjaban (15. a és b abrak). A
vizhiany alatt (DH1 és DH2) a ¢ csokkenését figyelhettiik meg mindkét biotipusban (15. d, e,
g ¢s h abrak). Nem-fotorespiracios feltételek mellett az AR magasabb hatasfokkal birt (15. e és
h 4brak), mint az AS parja, mig fotorespiracios koriilmények kozott ezek kozel azonosak
voltak (15. d és g abrék) a kétféle biotipusban a DH1 és a DH2 szakaszokban. A ndvények
rehidratalasa utdn 24 oraval a hatasfokok jelentésen megemelkedtek a vizhianyos allapothoz
képest, és hasonlo értékeket vettek fel a kétféle biotipusban (15. j és k abrak).

A sejtek kozotti, intercellularis CO, koncentracid (Cj) fiiggvényében meghatarozott
CO, asszimilacio (A/C; gorbe) hasznos indikator lehet a vizhidny fotoszintézisre gyakorolt
hatdsanak tanulmanyozasdban. A 800 pmol foton m™ s™' levélfeliiletre beesé fényintenzitas
mellett meghatarozott A/C; gorbék azonosak voltak az AS és az AR sziil6 biotipusokban (16. a
abra). Az A/C; gorbe kezdeti meredeksége (€), mely a Rubisco enzim aktivitasara és/vagy
extrahalhatd mennyiségére jellemzo érték (karboxilacios hatékonysag), megegyezett a kétféle
kontroll biotipusban (16. a &bra). A vizhiany (DH1 és DH2) az & értékeket negativan
befolyasolta, azonban az AR esetében jelentdsen kisebb mértékii csokkenés mutatkozott, mint

az AS parjaban (16. b és ¢ abak). Az A/C; gorbe kezdeti szakaszat kdvetden, a magasabb C;

crer

crer

¢és ¢ abrak). Az adatok tovabbi analizise soran megvizsgaltuk a vizhiany hatésat a latszolagos
karboxilacios hatasfok (Ci/C,) és a sztdbma konduktancia (gs) értékeire légkori CO,
koncentracio (C,) fliggvényében (17. dbra). A Ci/C, és a g a kétféle kontroll biotipusban nem
kiilonboztek (17.a 4dbra). A g, tranziensen emelkedett kb. 300 pmol CO, mol” koncentracidig
majd egy gyors csdkkenés (600 pmol CO, mol™ koncentracidig) utan egy lassabb cskkenés
kovetkezett a legmagasabb C, értékig (17. a dbra, g;). A Ci/C, ardny egy enyhe visszaesés utan
felvette a kb. 0,75 értéket, mely kozel dllandé maradt mindkét biotipusban (17. a ébra).
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16. &bra A CO; asszimildcios rata (A) az intercelluldaris CO; koncentracio (C;) fiiggvényében.
AS, a S. nigrum vad biotipusa (-L1-); AR, a S. nigrum DI protein mutans biotipusa (—l-).
Kontroll: jo vizellatasu; DHI: enyhe szarazsag, DH2, kézepes szarazsag; RHI, RH2 és RH3:
rehidratalt novény a DHI, DH2 és DH3 szakaszbol. A méréseket LCpro+ IRGA késziilekkel
végeztiik, a levélfeliileten a beesd fényintenzitds 800 umol foton m™ s, a levélkamra
hémérséklete 25-28C volt. &, a Rubisco enzim aktivitdsa és/vagy extrahdlhaté mennyisége,
mely a gorbe linearis szakaszanak kezdeti meredeksége. Az adatok harom fiiggetlen kisérletbol
5-7 ismétlés atlagai + SD. A “c” szignifikdns eltérést jeloli a kétféle biotipus kozétt 5%-os
tévedeési valosziniiségi szinten.

A vizhidny a sztdmazarddas inicializéldsa altal csokkentette a sztoma vezetoképességet, igy a
Ci/C, aranyt is (17. b és ¢ abrak). Enyhe vizhiany esetén (17. b dbra, DH1) a biotipusok kozdotti
kiilonbség jol észlelhetd az AR tipus javara. Az id6 eldérehaladtaval (17. ¢ abra, DH2) a

csokkenés folytatodott, és a kétféle biotipus kozott fennalld kiillonbség mérséklddott illetve el
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is tint. A novényeknek a szarazsag kiilonbozd szakaszaibol torténd rehidratalasa (RH1, RH2
¢s RH3) utdan a helyreéllasi folyamatoknak koszonhetéen mindkét biotipusban emelkedni
kezdett a CO, asszimilacid intenzitdsa, azonban csak részleges helyreallast tapsztaltunk a Jimax
értékében a magas intercellularis CO, koncentracioknal (16. d, e és f abrak). A 17.d, e és f
abrak azt mutatjak, hogy a C;/C, arany csaknem teljesen helyreallt, és elérte a kontroll
novényekre jellemzd értékeket mindkét biotipusban, a g, helyredlldsa azonban csak

részlegesen valosult meg.
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17. abra A latszolagos karboxildcios hatdsfok (C/C,, I\ és A, az AS és az AR biotipusokban)
és a sztoma konduktancia (g, O és @, az AS és az AR biotipusokban) vailaszgorbék a légkori
CO; koncentracio (C,) fiiggvényében S. nigrum leveleiben. Kontroll: jo vizellatasu; DHI:
enyhe szarazsag; DH?2, kozepes szarazsag;, RHI, RH2 és RH3: rehidratadlt novény a DHI, DH?2
és DH3 szakaszbol. A méréseket LCpro+ IRGA késziilékkel végeztiik, a levélfeliileten a beesd
fényintenzitds 800 umol foton m? s, a levélkamra hémérséklete 25-28 C. Az adatok hdrom
fliggetlen kisérletbol 5-7 ismétlés atlagai.
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Vélaszt kerestiink arra, hogy a S. nigrum sziill6 AR biotipusdnak a vizallapot és a
gazcsere szempontjabol mutatott toleransabb viselkedése a vizhidnnyal szemben a D1 fehérje
mutacidjdhoz kothetd-e, ezért vizsgalatokat folytattunk a reciprok keresztezésekbdl szdrmazod
hibrid novényekkel is. A gdzcsere vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a sziil6 biotipusok
kozotti, a vizhiany alatt fennallo kiilonbség eltiint az F2 hibridek AS és AR tipusai kozott
(ASF2 ¢és ARF2). Mind a fotoszintetikusan aktiv fényre adott valaszgorbék (18. dbra), mind az
A/C; gorbék esetében (9. tablazat) az ASF2 és ARF2 jo vizellatasu kontrollok értékei szinte
azonosak voltak a sziilokéivel. A vizhiany (DH1 és DH2) altal indukalt csokkenés szinte
azonos mértéki volt az F2 hibridek kétféle biotipusdban, mely értékek a vizhidnynak kitett AR
sziilo értékeit kozelitették. Az adatok tovabbi analizise sordn a gs és a Ci/C, paraméterek is azt
mutattak, hogy a kétféle sziild biotipusban tapasztalt kiilonbségek elmosodtak az F2
nemzedékben (adatok nincsenek bemutatva). Ugyanezt a megallapitdst tehetjiik a
sztomastiriiség vizsgalatokkal kapcsolatban is (24 + 8 mm™ és 25 + 7 mm™ az ASF2 és ARF2—

ben).

9. tablazat 4 S. nigrum sziil6 és F2 hibridek J,. értékeinek dsszehasonlitasa

- . Jmax Jmax . o
Biotipus Kezelés (umol 2 S.1) (umol m2 s'1) Kezelés Biotipus
Kontroll 31,40 £ 3,77 29,59 + 4,07 Kontroll
DH1 10,11 £ 1,16 18,91 + 2,31 DH1
DH2 6,10 + 1,24 11,30 + 1,81 DH2
AS ASF2
RH1 31,61 14,82 30,98 + 3,67 RH1
RH2 25,41 + 3,04 2217 £2,79 RH2
RH3 16,64 + 3,32 16,12 + 2,07 RH3
Kontroll 33,15+ 3,77 29,36 + 3,58 Kontroll
DH1 19,51 + 2,70° 19,94 + 3,94 DH1
DH2 11,31 +£2,47° 10,54 + 1,91 DH2
AR ARF2
RH1 31,74 £ 3,50 31,55+ 2,71 RH1
RH2 26,98 + 2,84 21,65+ 1,49 RH2
RH3 14,75 £ 2,51 15,04 + 1,89 RH3

AS és AR, ASF2 és ARF2 a S. nigrum sziilé vad és DI mutdns, F2 nemzedék vad és DI
mutans biotipusai. A sziilo AS és AR adatok a 16. abra adataibol szarmaznak. A
kezelések, meérési koriilmények, mérési eljaras ugyanazok, mint a 16. abran. A “b és c¢”
szignifikans elterést jelolik a két biotipus kozott 1 és 5%-os tévedési valosziniiségi szinten
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18. abra A CO; asszimildacios rata (A) aktinikus fényre adott valaszgorbéi progressziv
vizhiany alatt. a és b, 21% v/v O, ¢ és d, 1% v/v Oy 360 umol CO; mol!
koncentracié mellett és 25-28' C hémérsékleten. ASF2, a S. nigrum vad-biotipusii F2
hibridje (iires szimbolum); ARF2, a S. nigrum DI protein mutdns biotipusu F2
hibridje (teli szimbolum). Jo vizellatasu kontroll, —1— és —M—; DHI: enyhe
szarazsag, —O— és —@—; DH2, kozepes szarazsag, —/\— és —MA—. ¢, latszolagos
kvantumhatasfok, a gorbe linearis szakaszanak kezdeti meredeksége. Az adatok 5-7

ismétleés atlagai + SD.

69

0

500 1000
PPFD (umol m?s™)




5.2.2. A vizdeficit hatasa az elnyelt fényenergia fotokémiai hasznositdsdra

A gyenge (DHI1) illetve a kozepes (DH2) vizhidny szakaszaiban a PSIl-re jellemzd
funkcionalis fluoreszcencia kioltasi paraméterekben nem tapasztaltunk valtozast a jo
vizellatastt kontrollokhoz képest. Valtozasok az erds szarazsagnak (DH3) kitett novények
esetében léptek fel eldszor.

Az er6s vizhiany (DH3) hatdsara mind az NPQ mind az 1 — qP megemelkedtek a jo
vizellatasu kontrolljaikhoz képest valamennyi ndvényvonalban (19. a, b, és 8. a, 5. ¢ abrak).
Az NPQ a Kkétféle vizhianyos biotipusban azonos sebességgel nétt a fényintenzitas
novekedésével, az AR vonalak (AR, ARF2, ARF6) kozel telitési fényintenzitason enyhén
felilmultak AS parjaikat (AS, ASF2, ASF6) (19. a abra). A Jerr €és a ®pgp aktinikus fényre
adott valaszgorbéi alapjan megéllapithatjuk, hogy ezek a jo vizellatast kontrolljaikhoz képest
(10. a és b abrak) az er0s szarazsag hatdsara kozel azonos értékekre estek vissza a kétféle
biotipusban (20. a és b abrak). Fontos megvizsgalnunk, hogy mig a jo vizellatasa kontroll AR
vonalakban a @pgpy, Jerr €s NPQ (10. a, b és 8. a abrak) szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a
novekvo fényintenzitdsok mellett, és a PSII-re hato gerjesztési nyomas (1 — qP) (5. ¢ abra)
szignifikansan magasabbnak bizonyult, mint az AS parjaikban, addig az erds szarazsag
kovetkeztében jelentdsen megvaltozott ez a kép (20. a, b és 19 a, b dbrak). Mig az alacsonyabb
NPQ kapacitassal rendelkezé kontroll AR tipusban szignifikdnsan magasabb volt a PSII-re
haté gerjesztési nyomds, addig ez az erls szdrazsdg hatdsira kozel azonos értékekre
emelkedett a kétféle biotipusban és hibridjeikben a kontrollokhoz képest (19. b éabra). A
vizhidny az NPQ novekedését indukalta, amely kb. 18%-os és igen drasztikus, kb. 250%-0s
volt kozel telitési fényintenzitason az AS és az AR vonalakban a jo vizellatast kontrolljaikhoz
képest (19. a és 8. a abrak). Tehat, mig a kontroll AR vonalak kb. 55%-kal alacsonyabb NPQ
kapacitassal birtak AS parjaikkal 0sszehasonlitva kozel telitési fényintenzitason, addig az erds
szarazsagnak (DH3) kitett AR vonalak esetében ez a kép megfordult, és kb. 15%-os
emelkedést figyelhettiink meg az AS parjaikkal szemben. A sziilé biotipus és a megfeleld
hibridjei a vizhidnyos mintakban sem mutattak kiilonbségeket az altalunk vizsgalt paraméterek

esetén.
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19. abra Az erds szdarazsag (DH3) hatdisa a nem-fotokémiai kioltas (NPQ, a), és a
PSII-re hato gerjesztési nyomas (I — qP, b) fényintenzitas fiiggésére vad (AS, tires
szimbolum) és DI mutans (AR, teli szimbolum) S. nigrum vonalakban. AS és AR,
sziilo, - 1— és —M—; ASF2 és ARF2, O és @; ASF6 és ARF6, /\ és A. Az adatok 12
ismetlés atlagai, SD a sziilo (AS és AR) populacioban van feltiintetve.

Az erésen vizhidnyos (DH3) novények esetében a ®pgyy és a Jerr értékei gyakorlatilag
nem kiilonboznek a kétféle sziilo biotipusban és hibridjeikben (20. a és b abrak). A regulalt
energiadisszipacio hatasfokanak (Onpg) €s sebességének (Jnpg) fokozodasat figyelhetjilk meg
valamennyi vizhianyos S. nigrum vonalban a jo vizellatast kontrollokhoz képest (20. ¢, d és
10. c, d abrak). A Onpq és Jnpg gOrbéi szinte azonosak voltak az AS és AR vonalakban. A nem-
regulalt hdédisszipacio hatasfoka (®Ono) €s sebessége (Jno) az AS vonalakban a vizhidny
hatdsara megemelkedett a kontrollokhoz viszonyitva (20. e, f és 10. e, f abrdk). Az AR
tipusokban a ®@yp kismértékben ndvekedett a kontrollokhoz képest, azonban ezt egy csokkend
tendencia kovette a fényintenzitds emelkedésével, és kozel telitési fényintenzitdson a jo
vizellatasu kontroll értékeket kozelitették. A Jno a kontrollokéhoz képest szintén csokkenést
mutatott az AR tipusokban (20. e, f és 10. e, f abrak). Statisztikailag nem mutathato ki
szignifikans kiilonbség a vizhidnyos AS és AR biotipusok és hibridjeik kozott egyik paraméter

esetében sem (20. dbra).
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20. &bra Az erds szdrazsag (DH3) hatisa a PSII komplementer hatasfokok és
sebességeik aktinikus fényre adott vailasz gorbéire AS (iires szimbolum) és AR (teli
szimbolum) S. nigrum biotipusok leveleiben, és hibridjeikben. AS és AR, sziilé, —1— és
—M-; ASF2 és ARF2, O és @, ASF6 és ARF6, /\ és A. (a, b) fotokémiai energia
konverzio ®psy; (c, d) regulalt energia disszipacio Pypp,; (e, f) nem-regulalt energia
disszipacio Dno. Az adatok 12 ismétlés atlagai, a SD a sziil6 (AS és AR) populacioban
van feltiintetve.
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Az AS és AR vonalakban a ®yo elérte a kb. 0,3 értéket, amit a fényintenzitds emelkedése nem
befolyasolt (20. e abra). A konstitutiv energia disszipacié sebességei (Jxo) lineédrisan
emelkedtek szinte azonos sebességgel a kétféle biotipusban (20. f abra). Osszevetve a jo
vizellatasu kontrollok és az erds vizhianynak (DH3) kitett novények un. PSII komplementer
hatasfokait, elmondhatjuk, hogy valamennyi vizhidnyos AS biotipusban (AS, ASF2, ASF6) a
fotokémiai hatdsfok (®psn) kb. 60%-kal esett vissza kozel telitési fényintenzitdson a jo
vizellatasu kontrolljaikhoz képest, azonban az AR vonalakban (AR, ARF2, ARF6) ez csupan
kb. 45%-ot jelentett. A kétféle biotipus a vizhiany hatdsara mintegy ugyanarra a szintre
csokkent, azonban a kontroll AS vonalak szignifikdnsan magasabb fotokémiai hatasfokkal
birtak, mint AR parjaik. Tovabba a regulalt energia disszipacio frakcidja (Pnpg) rendre kb.
40% ¢és 50%-kal emelkedett meg a vizhidnyos AS és AR tipusokban a jo vizellatast
kontrolljaikhoz képest. Ekdzben a nem-regulalt energia disszipacidé a vizhiany hatasara 33%-
kal nétt az AS tipusban, mig 20%-kal csokkent az AR vonalakban kozel telitési
fényintenzitason.

A 21. abra a harom PSII komplementer hatasfok és az NPQ indukcidjat (1250 umol
vizhianyos (DH3) és rehidratalt (RH3) S. nigrum vonalakban. Az AS és AR biotipusok kdzott
szignifikans kiilonbség adddott a ®pgy; értékeiben az AS vonalak javara a kontroll és a 24
oréaval a rehidratalas (RH3) utan helyredllt névények esetében (21. a és ¢ abrék), mig az erds
szarazsagnak kitett novényekben kozel azonos értékekre esik vissza a hatdsfok (21. b ébra). Az
NPQ ¢és a Dnpq alakulasanak Osszevetése soran lathatjuk, hogy mig a kontroll és rehidratalt
(RH3) AR vonalak szignifikansan alacsonyabb fotoprotektiv NPQ kapacitassal birnak (21. g és
1 abrak), a regulalt energia disszipacio hatasfoka (®npq), mely a fényindukalt fotoprotektiv
folyamatokkal van Osszefiiggésben, a kétféle biotipusban gyakorlatilag megegyezik (21. d és f

abrak, kontroll és RH3), és a sotétben teljesen relaxal.
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21. bra Az erds szarazsag (DH3) hatasa a PSII komplementer hatasfokok és az NPQ indukcio
(1250 umol foton m™ s, 15 perc) és sététrelaxdcio vilasz gorbéire AS (iires szimboélum) és AR
(teli szimbolum) S. nigrum biotipusok leveleiben, és hibridjeikben. AS és AR, sziilg, —[1— és —
B ASF2 és ARF2, O és @; ASF6 és ARF6, /\ és A. a, b, ¢ — fotokémiai energia konverzié
Dpgyy, rendre kontroll, DH3, RH3; d, e, f— regulalt energia disszipacio ®ypo, rendre kontroll,
DH3, RH3; g, h, i — nem fotokémia kioltas NPQ, rendre kontroll, DH3, RH3, j, k, | — nem-
regulalt energia disszipacio, rendre kontroll, DH3, RH3 ®yo. Az adatok 12 ismétlés atlagai, a
SD a sziil6 (AS és AR) populdcioban van feltiintetve.
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A vizhidny hatasara jelentds NPQ ndvekedéssel szembesiiltiink mindkét biotipusban és
hibridjeikben is a kontrolljaikhoz képest, azonban az AR tipusokban messzemenden nagyobb
ndvekményt tapasztaltunk, mint AS parjaikban (21. h 4dbra). A sotétadaptalt levél megvildgitasa
utan a vad AS tipusokban az NPQ lassan kezdett emelkedni, és kb. 8 perc alatt érte el az 1,7
értéket, majd ez kozel valtozatlan maradt a megvilagitas végéig. Az AR biotipusban az NPQ
jelentdsen gyorsabban alakult ki, és kb. a negyedik percben elérte a 2,5 értéket, majd enyhe
csokkenés utan a megvilagitds végén ez kb. 2,2-re mérséklddott. A fény kikapcsolasa utdn az
NPQ nem relaxalddott teljesen egyik biotipusban sem, statisztikailag nem mutathato ki
kiilonbség a biotipusok kozott. A ®Onpg gorbék alakja (21. e abra) szorosan tiikrozte az NPQ
gorbék menetét (21. h abra) a vizhidnyos novényekben, ami a jo vizellatdsti ndvényi anyag
estében nem mondhat6 el. A kontrollokban és a vizhiany utén rehidratalt ndvényekben (21. j és
1 dbrak) a ®no, vagyis a konstitutiv energia veszteség szignifikdnsan magasabb volt az AR
vonalakban, azonban a vizmegvonds megforditotta ezt a tendenciat. Az AR vonalakban kissé
lecsokkent, mig az AS tipusokban megemelkedett a ®no, mely kiillonbség a megvilagitas
végére mérséklodott a kétféle biotipus kozott, de némiképpen megmaradt az AS tipus
magasabb értéke (21. k adbra). Mig a vizhianyos AR vonalakban az aktinikus fény kikapcsoldsa
nem befolyasolta a Ono értékét, addig az AS vonalakban ez lecsokkent, hasonloan a kontroll és

a rehidratalt novények esetében.
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5.3. Egyes nuklearis oroklodési faktorok hatasa a fotoszintetikus fényenergia

hasznositasra

Csokkent NPQ kapacitassal bird A. thaliana mutansokat széles korben alkalmaznak manapsag
az NPQ mechanizmusanak tanulmanyozasaban. Az NPQ kialakuldsanak fontos tényez6i kozé
tartoznak a nukleéarisan kodolt PsbS és az LHC proteinek. Npg vagy lhc mutans S. nigrum
novényeket ez iddig nem izolaltak; D1 protein mutidns A. thaliana vonalhoz nem sikeriilt
hozzajutnunk, ezért két csokkent NPQ kapacitassal birdé Arabidopsis vonalat
tanulmanyoztunk, melyek nuklearis mutaciét hordoztak, hogy kozelebb jussunk az anyai
oroklédésti D1 protein S264G mutacid ¢és a csokkent NPQ folyamatok kapcsolatanak
megértéséhez a S. nigrum névényekben.

Az alkalmazott nevelési koriilmények kozott a vad-tipustt Col-0 €és az npg4 mutans
novények kozel azonos Chl (a+b) tartalmakkal birtak (11. tablazat), mig az /hch2 vonal
enyhén magasabb Chl (a+b) tartalommal rendelkezett a vad tipussal dsszehasonlitva. Mindkét
mutans vonalban megemelkedett a Chl a/b arany a vad tipushoz képest, azonban az npg4

mutansban az emelkedés igen csekély volt.

11. tdblazat Kiilonbozd A. thaliana vonalak pigmentdosszetétele

Arabidopsis vonalak

Pigment

Col-0 (vad tipus) lheb2 npq4
Chl (a+b) (umol m?) 129+ 4 143+3 128+ 3
Chl a/b 2,57 +0,1 3,16 +0,2° 2,87+0,2
Karotinoidok (umol m™) 41+4 43+4 46t5
Chl (a+b)/Karotinoidok 3,2+0,1 35+04 28+0,2
Vio+Ant+Zea (umol m?) 12,3+ 1,6 13,8+1,5 12,5+1,1
(Vio+Ant+Zea)/(Chl (a+b)) (umol mmol™) 93+6 96 + 2 98 +4
DEi 0,60 + 0,03 0,54 + 0,04 0,58 + 0,03

Az adatok harom fiiggetlen kisérletbol 5 ismétlés atlagai = SD. A “c” szignifikans eltérést
jeloli a vad tipus és a mutans vonal kozott 5%-os tévedési valoszintiségi szinten.
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Nem taldltunk szignifikdns eltéréseket a harom Arabidopsis vonal kozott a karotinoid
Osszetétel, a xantofill ciklus készlet méret, vagy a xantofill ciklus készlet méret és Chl tartalom
aranya tekintetében, sem a xantofill ciklus pigmentek de-epoxidacios indexében (DEi). A 22.
abran 0sszehasonlitom a linearis elektrontranszport sebesség (Jerr) (2), az NPQ kapacitas (b)
¢s a PSlI-re hat6 gerjesztési nyomas (1 — qP) (c) fényintezitas fiiggéseit a harom Arabidopsis
vonalban. A Jgrr €és az NPQ értékei emelkedtek a novekvd fényintenzitdssal valamennyi A.
thaliana vonalban, noha mindkét mutdnsban az NPQ értékei alul maradtak a vad tipusnak. Az
lchb2 ndvényekben az NPQ kissé alacsonyabb értékrdl indult, mint az npg4 mutansban, és
ezek maximalis értéke kb. 50%-kal volt kisebb, mint a vad tipusé. A Jgrr fényintenzitas
fliggése kozel azonos volt a vad és az [hchb2 vonalban, azonban az npg4 mutans magas
fényintenzitasokon kissé alacsonyabb értéket produkalt. Az NPQ kapacitas és a PSII-re hato
gerjesztési nyomas kozott, ahogy ez varhato volt, forditott Osszefiiggést kaptunk. Az npg4
mutansokat magasabb 1 — qP érték jellemezte, igy magasabb redukalt Qs koncentracio,

valamennyi fényintenzitason, a vad tipushoz képest (22. ¢ abra). Azonban az antiszensz lhcb?2

ndvényekben ez kissé alacsonyabbnak bizonyult, mint a vad tipsuban.
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22. &bra A fotoszintetikus elektrontranszport sebesség (Jemr, a), a nem-fotokémiai kioltdas
(NPQ, b) és a PSll-re hato gerjesztési nyomas (I — qP, c) aktinikus fényre adott valaszgorbéi
harom Arabidopsis vonal leveleiben. Col-0, B, lhcb2, O, npq4, /. Az adatok harom fiiggetlen
kiserletbol 6 ismétlés atlagai + SD.
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Mind az [hcb2, mind az npg4 novények szignifikdnsan érzékenyebbek voltak a magas
fényintenzitds altal indukalt fénygatlasra, mint a vad tipus, melyet az F./F, paraméterrel
jellemeztiink (0,805 + 0,066 — 0,138 + 0,044 ¢s 0,827 + 0,007 — 0,112 + 0,053 az lhch2 és
az npq4 vonalakban, a Col-0 vad tipusban pedig 0,832 + 0,007 — 0,353 + 0,062, kontroll
koriilmények kozott mérve illetve magas fényintenzitassal (1400 pmol foton m? s™) 4 6ran
keresztiili megvilagitas utan). A ®pgyy aktinikus fényre adott valasz gorbéi alapjan valamennyi
Arabidopsis vonal kozel aznonos PSII hatasfokkal birt (23. a dbra). Az lhcb2 és az npg4
vonalakban a ®ypq alacsonyabb volt, mint a vad tipusban (23. b abra). Ugy tiinik, hogy az
alacsonyabb ®npq értékek jol korreldlnak a csokkent NPQ kapacitassal mindkét mutans
vonalban (22. b dbra). A ®npq gorbék alakja a két mutansban hasonlosagot mutatott azok NPQ
gorbéinek alakjaval (22. b és 23. b abrak). A két mutans vonalban a ®yo értékei meghaladtak a
vad tipusét valamennyi fényintenzitdson, melynek maximuma kb. 0,44 volt, mig a vad
tipusban csupan kb. 0,3. Ez a ndvekmény az alacsonyabb fotoprotektiv kapacitds mintegy

lehetséges kompenzaciojaként szolgalhat (23. ¢ abra).
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23. abra A PSII komplementer hatdsfokok aktinikus fényre adott valaszgorbéi. Dpsy, fotokémiai
energia konverzio (a); Dnpo, regulalt energia disszipdacio (b); Do, nem-reguldlt energia
disszipacio (c) harom Arabidopsis vonal leveleiben. Col-0, B; [hcb2, O; npg4, /\. Az adatok
harom fiiggetlen kisérletbol 6 ismétlés atlagai + SD.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

A PSII D1 RC fehérje valamennyi oxigénfejleszté fotoszintézist folytatd €él6 szervezetben
megtalalhato. Szerkezete erdsen konzervalt, mely azt engedi feltételezni, hogy a fehérje
alapvetd funkcidja az evolucié sordn optimalizalédott. Valamennyi természetes modon
kiszelektalodott AR gyomfaj PSII RC-a egy szerkezetileg modosult D1 fehérjét tartalmaz,
mely a plasztokinon (Qg) kotohelyhez kozeli Serpqs—Gly aminosav cserének tudhatd be
(Gronwald, 1994; Tian & Darmency, 2006; Trebst, 1991).

Erds napsugarzas kovetkeztében a ndvények az elnyelt tobbletenergiat nem képesek a
fotoszintetikus elektrontranszporton keresztiil hasznositani. Ilyenkor a tobblet gerjesztési
energia termalis disszipacidja indukalodik, mely a PSII fotoprotekciojat hivatott biztositani.
Az NPQ a kloroplasztiszok tilakoid membranjaban végbemend folyamatok eredményeként
alakul ki, tobbek kozott a tilakoid lumenének alacsony kémhatasa, a PsbS és az LHC fehérjék
protonacidja, valamint a Zea képzddése altal. Az NPQ dominans, gyorsan relaxaldodo
frakcigjat, mely a ApH-tol fligg, energiafiiggd kioltdsnak nevezik (qE). Az ez idaig
tanulmanyozott D1 protein mutdns gyomfajokra a PSII miikddésének csokkent hatékonysaga
jellemz6: az alacsonyabb fényindukalt fotokémiai kioltds (qP), mely fokozza a PSII-re hat6
gerjesztési nyomast (1 — qP), az alacsonyabb PSII hatasfok (®psy), a lassabb
elektrontranszport sebesség (Jgrr) kozvetleniill a D1 fehérje miikddésével vannak
kapcsolatban. Ezek a mutansok csokkent nem-fotokémiai kioltasi kapacitassal (NPQ, qE)
birnak, melyet eddigi tudasunk alapjan sejtmagban koédolt faktorok szabalyoznak. A S. nigrum
novényekben az atrazin rezisztenciat, egyetértésben korabbi munkakkal (Darké et al., 1996;
2000; Varadi et al., 2003), az NPQ (qE) kapacités jelentds csokkenése kiséri (3. tablazat és 8.
abra) (Bajkén ef al., 2010). Néhany kétszikli gyomfaj AR biotipusaiban a Jgrr 30%-kal
bizonyult alacsonyabbnak, mint AS parjaikban, mely az alacsonyabb PSII fotokémiai
hatasfokot tiikrozi, ezenkiviil 20%-kal kisebb Zea képzddés és az NPQ (qE) kapacitdsban 50-
70%-o0s csokkenés volt tapasztalhatd (Varadi et al., 2003).

Modosult NPQ kapacitassal rendelkezd Arabidopsis mutansokkal végzett kutatdsok
soran fény deriilt az alacsony NPQ néhany lehetséges okara, ugymint a PsbS fehérje hianya
vagy mutacioja (Li et al., 2000; 2002b; Niyogi, 1999; Peterson & Havir, 2001), az alacsony

xantofill ciklus kapacitas €s a Vio de-epoxiddz enzim hidnya vagy mutacidja (Niyogi et al.,
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1998; Peterson & Havir, 2000), a ApH kialakulasanak gétlasa (Goss et al., 2008; Pfiindel et
al., 1994), vagy az LHCII antiszensz inhibicidja (Andersson et al., 2001; Kovécs et al., 2006).
A szakirodalomban elfogadott tény, hogy az NPQ fiigg a tilakoid lumen alacsony
kémhatdsatol, ami események sorozatat inditja be, melyben bennefoglaltatik a
pigmentdsszetétel megvaltozasa €s a PSII antenna komplexek szerkezeti ujrarendezddése.

A szakirodalom szerint az NPQ kialakuldsdban esszencialis faktorok sejtmagi gének
altal kodoltak (Funk et al., 1995; Li et al., 2000; Bugos & Yamamoto, 1996; Jansson, 1999),
habar a D1 fehérjét kodold psbA gén a kloroplasztisz genom része. Nem vilagos, hogy a D1
fehérje milyen hatassal van az antennaban végbemend hdédisszipacio kialakuldsara. Ezért nem
zarhat6 ki az, hogy a S. nigrum és mas gyomfajok (Darko et al., 1996; 2000; Varadi et al,
1994; 2003) AS és AR biotipusai kozott tapasztalhato kiilonbség az NPQ (qE) kapacitasban a
biotipusok genetikai hatterének eltérésébdl adodik, semmint a D1 fehérje mutdcidnak
koszonhetd. Hogy ezt az eshetdséget feltarjuk, reciprok keresztezéseket végeztiink a S. nigrum
kétféle sziilo biotipusa kozott, €és az ebbdl szarmazo hibridekkel (F1, F2 egészen az F6-ig)
vizsgalatokat folytattunk. Azt feltételeztiik, hogy ha a vad AS és a D1 mutans AR biotipusok
kiilonboznek egymastdol az NPQ-val Osszefiiggd nukledrisan kodolt tulajdonsagokban, a
reciprok keresztezések a utdd-generaciokban az NPQ tulajdonsdgokat valtoztatni fogjak.
Azonban azt taldltuk, hogy az NPQ kapacitasbeli kiilonbséget nem befolyasoltak a sejtmagi
szabalyoz6 faktorok a hibridekben egészen az F6 generacioig (8. dbra) (Bajkan et al., 2010).
Ezt az a tény is tdmogatja, hogy a szekvencia analizis alapjan a S. nigrum AS és AR
biotipusaiban azonosak voltak a PsbS fehérjék, azaz nem tartalmaztak aminosav eltérést (11.
abra), és a PsbS ¢és DI fehérjék expresszidjaban sem talaltunk kiilonbségeket (12. abra)
(Bajkéan et al., 2010).

A reciprok keresztezésekbdl valdé D1 protein mutans S. nigrum vonalak (AR, ARF2,
ARF6) az elnyelt energiat kevésbé hatékonyan hasznositottak fotokémidra (®psy), mint a vad
biotipusok (AS, ASF2, ASF6) és a koztes elektron akceptorok felé iranyuld elektrontranszport
sebessége (Jetr) 30%-kal bizonyult alacsonyabbnak kozel telitési fényintenzitason (5. a és b
abrak) (Bajkan et al, 2010). A D1 protein muticié hatterének ¢és Ilehetséges
kovetkezményeinek jobb megértése végett két modellt hasznaltunk, hogy meghatarozzuk az
elnyelt fényenergia megoszlasat, mely egyrészt fotokémiailag hasznosulhat a PSII-ben (®pgyy),

masrészt disszipativ folyamatok eliminalhatjdk regulalt és nem-regulélt utakon keresztiil. Az
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NPQ paraméter a hddisszipacid sebességével aranyos, azonban nem nyujt kvantitativ
informéciot arrdl, hogy mekkora energiafrakci6 disszipalodott el hoéként a PSII
antennarendszerében. Hendrickson és munkatarsai (2004) modellje a fotoszintetikus energia-
atvitel teriiletén mar korabban is 1étez0d, jol definialt hatdsfokokon alapszik, igymint a @pgyy
(Genty et al., 1989), Onpg, Ono (Cailly et al., 1996), illetve hatékonyan kiiloniti el ez utolsod
kett6t, a reguldlt és nem-regulalt energia disszipacios folyamatokat; kikiiszoboli az 1n.
tobbletenergia frakci6 problematikéjat, nem gy, mint Demmig-Adams és munkatarsai (1996)
modellje, mely abban kiilonbozik az eléz6tdl, hogy az 6 kalkulacidjukban a tobbletenergia
frakcio (®g) is bennefoglaltatik, mely nem hasznosul a fotokémia folyamataban és termalisan
¢s munkatarsai (1996) modellje alapjan azt mutatta, hogy a kiilonbozd gyomfajok AS és AR
biotipusaiban a fotoszintetikus energia konverzié megvaltozott szabdlyozasa a DI protein
mutacidoval volt Osszefliiggésben (Varadi et al, 2003). Ugyanakkor a fényadaptalt AR
novények alacsonyabb NPQ szintje és megnovekedett energia disszipacios kapacitasa kozott
ellentmondas tarult fel (Varadi et al., 2003). A PSII fotokémidra torténd energia-felhasznalas
(Opsiy) az aktinikus fényre adott valaszgorbék alapjan szignifikdnsan alacsonyabb volt a S.
nigrum AR vonalaiban (AR, ARF2, ARF6) mint a vad tipusokban (AS, ASF2, ASF6),
azonban a D1 fehérje mutacido nem volt hatassal a fényben disszipalt hdenergia frakcidjara
(Opr) vagy inkabb kissé emelte azt, az alacsonyabb NPQ kapacitas ellenére (9. é&bra).
Ugyanakkor a tobbletenergia disszipacidja (®g) szintén szignifikdnsan magasabb volt a S.
nigrum D1 mutans vonalaiban (9. dbra). Az elnyelt tobbletenergia masfeldl reaktiv oxigén
formak képzddéséhez vezethet az antennaban és/vagy redukélhatja a molekularis oxigént,
mely potencidlisan karosithatja a fotoszintetikus rendszert. Kato és munkatarsai (2003) szerint
a tobbletenergia frakci6 a PSII fotoinhibicigjanak sebességi allanddjat hatdrozza meg a
levelekben. Az AR vonalak alacsonyabb Chl a/b aranya AS parjaikhoz képest (4. tablazat)
(Bajkan et al., 2010) jelezheti a fotoszintetikus apparatus egy relative nagyobb fénybegytijtd
antenna méretét (Burke ef al, 1982; Holt & Goffner, 1985; Lemoine et al, 1986), amely
nagyobb mennyiségii tobblet gerjesztési energia jelenlétéhez vezethet az antennaban.

A Hendrickson és munkatarsai (2004) altal leirt modell a PSII antennajaban elnyelt
fényenergia sorsanak az eldbbinél egy egyszerlibb becslését nyujta. A szignifikansan

alacsonyabb ®pgp; értékek az AR vonalakban jelzik, hogy az elnyelt fényenergianak kisebb

81



hanyada alakult at kémiailag kotott energiava a fotokémiai toltésszétvalasztas sordn, mint az
AS vonalakban (10. a abra). Ez jol korreldl az alacsonyabb fotoszintetikus teljesitmény
indexszel (Plabs), kiilondsen a gerjesztési energia befogasanak lecsokkent ardnyaval az AR
vonalakban (5. tablazat és 7. abra). A PSII fotokémidjanak lecsokkent hatasfoka (®pg);) vagy a
Dnpg vagy a Ono vagy mindkét folyamat feltétlen ndvekedését eredményezi. A Onpg €s a Ono
paraméterek azt az energia frakcidot mérik, mely két, egymdssal versengd, nem-produktiv
folyamat altal disszipalodhat: mig a ®npg a szabalyozasi folyamatok altal indukalodik, ezzel
szemben minden egyéb nem-fotokémiai energia-veszteséget a ®no képvisel. A S. nigrum
sziilé biotipusai és hibridjei kozott nem talaltunk kiilonbséget a Onpq értékeiben (10. ¢ abra),
viszont a qE lecsokkent a ®no ndvekedése mellett az AR vonalakban (3. tadblazat és 10. e
abra). Mind a ®Onpg mind a Opp a ApH-, Zea- és PsbS altal szabalyozott fotoprotektiv NPQ
mechanizmussal vannak kapcsolatban. A PSII akceptor oldali kisebb sebességii
elektrontranszport (Jgrr) ar AR vonalakban (10. b abra) korlatozhatja a lumenélis proton
akkumulaciot. Tovabba a D1 protein fény altal indukalt magasabb degradacios/helyreallitasi
folyamata az AR gyomokban (Sundby et al., 1993a; Darko et al., 2000) maga utan vonhat egy
megnodvekedett ATP igényt, ami az ATPaz enzimen keresztiill magasabb proton effluxot
eredményezhet, mely szintén hozzajarulhat a tilakoid membranon keresztiili proton gradiens
kiépiilésének csokkenéséhez. Ez magyarazatot adhat a 20%-kal alacsonyabb xantofill de-
epoxidaciora, amely pedig hozzajarulhat a qE csokkenéséhez. Tehat nem zéarhato ki, hogy a
Qa ¢és a Qp kozotti elektrontranszport lassuldsa a D1 protein mutans novényekben (Pfister &
szakirodalomban altalanosan elfogadott tény az, hogy a teljes fotoszintetikus
elektrontranszport sebesség-limitald 1épése normal fiziologias koriilmények kozott a Cyt by/f
komplex altali PQ készlet oxidacidja (Genty & Harbinson, 1996). A CO, asszimilacio (3.
tablazat) (Bajkéan et al., 2010) és a fotorespiracio sebességei (3. tablazat és 15. ¢ dbra) sem
valtoztak a mutdci6 hatdsara, ami azt mutathatja, hogy a Qa és Qp kozotti elektrontranszport
lassulasa ellenére sem a PSII limitdlja a teljes elektrontranszportlanc sebességét az AR
novényekben. Haehnel (1984) és Graber (1987) kutatasai alapjan a rezisztens novényekben a
Qa ¢és Qp kozotti elektrontranszport sebesség 0,3-0,4 ms koriili értékének lelassuldsa 1-3 ms-ra

még mindig kb. tizszer gyorsabb mint a PQ készlet oxidacidjanak 15-25 ms-os félideje.
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Erdekes modon a qE lecsokkenését nem kiséri a Onpg valtozasa. Mivel a Onpg-t nem
érintette a D1 protein mutécidja, az egyéb nem-fotokémiai energia veszteségek hatasfoka, a
®no, megemelkedett, mely a csokkent fotokémiai energia konverzid6 kompenzaciods
mechanizmuséanak tekintheté az AR vonalakban (10. e dbra). A ®yo értelmezésére szamos,
részben kiilonb6z6d magyarazat 1étezik (Klughammer & Schreiber, 2008), de altaldban ugy
definidljak, hogy az elnyelt fényenergidnak az a frakcidja, amely nem hasznosul a
fotoszintetikus elektrontranszport soran, és nem is eliminalédik a reguldlt hddisszipacid
folyamatan keresztiil, hanem passziv modon hé és fluoreszcencia formajaban disszipalodik. A
magasabb ®@p vagy ®no értékek és az alacsonyabb Onpo/®no ardny a D1 protein mutans
vonalakban a fotoprotektiv folyamatok szuboptimalis kapacitdsat tiikrozik (Klughammer &
Schreiber, 2008), mely végsd soron a fotokémiai apparatus karosodasahoz vezet, mivel a ®g
¢s a Oyo frakcid nagyobb hanyada azt az elnyelt energiat képviseli, melyet nem lehet a
regulalt mechanizmusok altal a PSII antennarendszerébdl eltavolitani. Kovetkezésképpen a
természetes modon kiszelektalodott D1 mutdns gyomok magasabb érzékenysége a
fotoinhibiciora (Holt et al.,, 1981; Hart & Stemler, 1990; Sundby et al., 1993a; Darké et al.,
1996; 2000; Varadi et al, 1994; 2003) nem meglepd, ha figyelembe vessziik, hogy a
fotoinhibicié 6 célpontja a PSII RC-ok D1 fehérjéje (Barber & Andersson, 1992; Aro et al.,
1993).

Osszehasonlité tanulmanyt végeztiink két, csokkent NPQ kapacitassal rendelkezd A.
thaliana mutans vonallal abban bizva, hogy kozelebb jutunk a S. nigrum D1 protein mutans
biotipusanak eltéré energia megoszlasinak magyardzatdhoz. Mivel megvaltozott NPQ
tulajdonsaggal rendelkezé mutans vonalat a S. nigrum ndvényfaj esetében tudomasunk szerint
ez idaig nem izolaltak, és a D1 protein mutans A. thaliana vonalhoz nem jutottunk hozza, ezért
az A. thaliana npg4-1 deléciés mutansaval és az [hch2 antiszensz vonallal végeztiink
vizsgalatokat. Mig el6zoben a psbS gén delécidja kovetkeztében a PsbS fehérje teljesen
hidnyzik, utobbiban az LHCII {6 alkotéelemei, az Lhcbl és 2 fehérjék csaknem teljesen
hianyoznak az Lhch2 antiszensz konstrukcié kifejez6dése miatt. Mindkét vonal az
irodalomban jol ismert és jellemzett (Li et al., 2000; 2002b; Ganeteg et al., 2001; Andersson
et al., 2003; Ruban et al., 2003). Ezekben a novényekben kb. 50%-o0s csokkenést tapasztaltunk
az NPQ értékeiben kozel telitési fényintenzitason a vad tipushoz képest (22. b abra), mikézben

a Jetr €s a @pgpp paraméterek értékei kdzel azonosak voltak mindhdrom vonalban (22. a és 23.
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a abrak). A Hendrickson és munkatarsai (2004) modelljének alkalmazéasa azt mutatta, hogy az
aktinikus fényre adott valaszgorbék esetében az alacsonyabb NPQ kapacitds, st magéanak a
gorbének az alakja is egyértelmiien tiikr6zddik a @npg gorbék alacsonyabb amplituddjaban és
felfutasaban mindkét mutdns vonalban (22. b és 23. b abrak) (Bajkan et al., 2011, kozlésre
elfogadva). Az alacsonyabb ®npq értékekkel parhuzamosan a ®no megemelkedését
tapasztaltuk (23. c¢ 4bra). Az npq4-1 ¢és az lhcb2 A. thaliana mutinsok alacsonyabb
fotoprotektiv kapacitasa kovetkezetesen tiikr6z6dott tehat az alacsonyabb ®npq értékekben,
azonban érdekes modon a S. nigrum D1 protein muténs biotipuséban a kisebb NPQ kapacitas
mellett azonos @npo-t tapasztaltunk a vad és a mutans biotipusokban. Habar a PsbS és az LHC
proteinek nuklearisan kodoltak, a D1 protein a kloroplasztisz genom része. Ugy gondoljuk,
hogy a kiilonféle megvaltozott NPQ tulajdonsdggal rendelkezé mutansokon végzett biokémiai
¢s molekularis genetikai tanulmanyok kozvetleniil nem illesztheték ra a D1 protein mutans
biotipusii novények esetére a tanulmanyozott mutaciok alapvetd kiilonbségei miatt. Az A.
thaliana novények magas és alacsony NPQ kapacitassal rendelkezd természetes valtozataival
végzett Gjkeletli kutatdsok arra utalnak, hogy az NPQ kapacitdsban meglévd kiilonbségek
néhany, eddig még nem ismert faktor szabdlyozasa alatt allhatnak (Jung & Niyogi, 2009).

A D1 fehérje mutacio kovetkezményeként a gyors Chl fluoreszcencia tranziensek
alakja kiilonbozott a kétféle biotipusban és a megfeleld hibridjeikben (6. abra). Hasonld
kiilonbségeket az OJIP tranziensek alakjaban korabban is leirtak Chlamydomonas D1 protein
mutédnsaira és néhany gyom esetében (El-Lithy et al., 2005; Kohno et al., 2000; Srivastava et
al., 1995; van Rensen ef al., 2001). Az OJIP tranziensek kinetikajat a Qs redox allapotanak
tiikrozi. A tranziensek J és I szintjei és I-P fazisa a Qa redox allapotaval, a PQ készlet redox
allapotaval és a PSI elektron akceptor oldalan 1évé végsé akceptorok redox allapotaval
fiiggenek 0ssze (Tsimilli-Michael & Strasser, 2008). Jollehet az igy kapott eredmények nem
nygjtanak informaciot egy allandosult koriilményre jellemzd fotoszintetikus aktivitasrol,
csupan betekintést engednek egy sotétadaptalt minta optimalis-maximalis hatékonysagéba. A
sOtétadaptalt leveleken mért gyors Chl fluoreszcencia tranziensek analizise egyértelmiien
jelezte a PSII mikodésének gyengiilését az akceptor oldalon (igymint az excitonok RC-ok
altali befogasanak hatdsfoka, a Qa redukalt formajanak gyors felhalmozodasa, ekképpen a

PSII RC-ok gyors zarddasa, az elektrontranszport hatasfoka, az elektrontranszfer fluxusa per
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RC) az AR vonalakban, 6sszehasonlitva AS parjaikkal (5. tablazat). Eszerint az AS és az AR
biotipusok kozotti fo kiilonbség a PSII koztes elektron akceptor készlet feltdltésének
kinetikdjdban van, ahogyan ezt van Rensen ¢és munkatarsai (2001) is fejtegették. A Plyps
fotoszintetikus teljesitmény indexben a PSII komplex mind strukturalis, mind mikodési
jellemzése bennefoglaltatik. A D1 fehérje mutacié csakugyan csokkentette a PSII
miikodésének intenzitdsat, amely jol latszik a Pl,,s 50%-0s esésében, ami valodsziniileg
okozhatja az alacsonyabb NPQ kialakuldsat, ahogyan ezt mar kordbban masok is feltételezték
(Dark¢ et al., 2000; Varadi et al., 2003). Azonban a ®npq és a CO, asszimilacio fénytelitési
sebességeinek hasonl6 értékeire a S. nigrum AS és AR vonalaiban ez nem ad magyarazatot (3.
tablazat) (Varadi et al., 2003; Bajkan et al., 2010).

(REo/RC, @ro, Wro) nem kiilonboztek szignifikansan a kétféle biotipusban €s azok hibridjeiben.
A g, paraméter azonban, mely annak a valdszinliségét fejezi ki, amellyel egy elektron a koztes
elektron akceptorok feldl a PSI végsdé akceptorokhoz eljut, az AR biotipusokban jelentésen
megnovekedett (5. tdblazat és 7. abra). A megemelkedett or, paraméter a V;j novekedésébol
adodott, mig a Vi nem kiilonbdzott szignifikansan a biotipusokban. A JIP-teszt analizis sordn a
D1 protein mutans vonalakban magasabbnak bizonyul az az ardnyszam (Sro/(1 — Oro)), mely azt
jellemzi, hogy egy elektron a redukalt koztes akceptorok feldl a PSI végsd akceptorokhoz jut.
Ez feltételezhet6en kompenzalhatja a PSII akceptor oldali alacsonyabb elektronaram-sebességet
és a Plys-t, €s hasonld Pliy, értékeket eredményez a S. nigrum biotipusaiban (5. tablazat). A
hasonld Pl értékek valosziniisitik a redukald erdk Osszehasonlithatd mennyiségének
kialakuldsat a PSI akceptor oldalan mindkét biotipusban. A PSI koriili  ciklikus
elektrontranszportrol néhanyan azt tartjak, hogy jelentds elektrondramot képes fenntartani €s
Termolumineszcencia (TL) vizsgalatok a Chenopodium album AR biotipusdban kimutattak az
AG sav meglétét, mely azokbol a PSII centrumokbol szarmazik, melyekben az oxidalt Qg-t a
PQ készlet feldli, sztroma reduktansokbdl szarmazo, reverz iranyu elektrontranszport redukalja
(Sundblad et al., 1988). Ennek a TL sdvnak a kialakuldsahoz ciklikus elektrontranszport €s
magas lumen protonkoncentracid sziikséges (Ducruet et al., 2005). A RE,/RC, ¢ro, Wro JIP-
teszt paraméterek hasonlosaga a biotipusokban és kiilondsképpen a megnovekedett g, az AR

vonalakban valamennyien a PSI végso akceptorainak (Fd, NADP) redukciojat tiikkrozik, ami az
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AG sav jelenlétével egyiitt egy aktiv PSI koriili ciklikus elektrontranszportra és hozzakotott
protontranszferre utal.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a psbA gén Altal kodolt, erésen konzervalt D1
protein szerepét az elnyelt tobbletenergia termalis disszipaciojanak hatékony kialakulasaban
esszencialisnak véljik, miként ezt a kloroplasztisz genomban kodolt S264G D1 mutacio és az
alacsony NPQ kapacitas egyiitt-6roklddése igazolta. Az eredményeink azt mutatjdk, hogy az
altalunk vizsgalt Chl fluoreszcencia tulajdonsagokat, igymint az OJIP tranzienseket és a JIP
teszt paramétereket, az NPQ-t és a PSII antenndja altal elnyelt energia allokaciés mintazatot a
D1 protein befolyasolja az AS és az AR biotipusu S. nigrum novények leveleiben.

A szédrazsag napjainkban igen fontos kornyezeti tényezOvé valt, mely a ndvekedés
gatlasat eredményezi a fotoszintézis folyamatanak limitalasa révén. Természetes koriilmények
kozott a vizdeficit gyakran egyiitt jar a magas homérséklettel és/vagy a magas
fényintenzitassal (fénygatlas). Ismeretes, hogy a magas fényintenzitassal (Sundby et al,
1993a; Varadi et al., 1994; Darko et al., 1996; 2000) és hémérséklettel (Ducruet & Lemoine,
1985, Havaux, 1989) szemben az AR gyomoknak kisebb a tolerancidjuk, mint a vad-tipusa
parjaiknak. Kivancsiak voltunk arra, hogy a szarazsdg, mint abiotikus faktor, hogyan
befolyasolja az atrazin rezisztenciat hordoz6 S. nigrum novényekben az elnyelt fényenergia
sorsat a vad biotipussal Osszehasonlitva; a vizdeficit befolyasolja-e a mutans novények
fitneszét.

A jo vizelldtasu kontroll AS és AR S. nigrum sziilé biotipusokban a sztomak
vezetOképessége (gs) kozel azonosnak bizonyult, melyet az AR biotipusra jellemzd
alacsonyabb sztomasliriiség nem befolyasolt (14. a abra). Korabbi kutatasok nem taldltak
kiilonbséget az AS és az AR biotipusok kozott a sztomaslirliséget illetden és a sztomak
miikodésében (Ort et al., 1983; Holt & Goffner, 1985). A CO, asszimilacio aktinikus fényre
adott valaszgorbéi szintén hasonldak voltak a kétféle kontroll biotipus leveleiben (15. a abra)
egyetértésben korabbi munkakkal (Varadi et al., 2003), habar PSII-n keresztiili linearis
elektrontranszport sebessége (Jerr) szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult az AR
biotipusban (5. b &bra, Jgrr). Enyhe szarazsag alatt a sztdmazarodas az elsd 1épés, amelyet
sziikségszerlien a fotoszintetikus reakciok megvaltozasa kovet (Cornic & Briantais, 1991).
Vizhiany esetén a levelek asszimildcids rataja visszaesik, s6t mi tobb ez mar akkor is

tapasztalhatd, mieldtt a levelek vizallapotaban valtozasok jatszédnanak le, amikor a levegd
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paratartalmanak (Bunce, 1981) vagy a talaj vizpotencidljdnak csokkenése bekovetkezik
(Gollan et al., 1986). Valoban, az 6nt6zés megvonasa utan eldszor a gs esett vissza, melyet
roviddel ezutan, néhdny nap mulva, a RWC ¢és a levelek atlagos vizpotencialjanak (V)
csokkenése is kovetett mindkét biotipusban (14. dbra és 8. tablazat). Szembet{ind volt, hogy az
AR biotipusban a szarazsag altal indukalt csokkenés a vizhaztartasi paraméterekben késébb
ment végbe, mint a vad tipusban. A kétféle biotipus kozott a legnagyobb kiilonbség foképpen
az enyhe szdrazsag szakaszara (DHI) tehetd, majd ez a kiilonbség az id6 eldrehaladtaval
mérséklodott €s meg is szlint a DH2 szakaszban (14. dbra). Az AR biotipus levélszoveteinek
magasabb atlagos vizpotencidlja progressziv vizhidny alatt egyiitt jart a gdzcserenyildsok
nagyobb mértékii nyitottsdgaval és a magasabb g, érté¢kekkel.

Enyhe vizhiany mellett (DH1) a CO, asszimilacio intenzitasanak csokkenése valdban a
sztomak vezetOképességének csokkenésével mutatott inkabb Osszefliggést, mint a levél
vizhaztartasi paramétereivel (RWC, W) (15. ébra). Kimutattdk, hogy a szaraz periddus
fokozhatja a fotorespiracio mértékét (Cornic & Fresneau, 2002), ami szarazsag idején
hozzéjarulhat a fotoszintetikus appardtus védelméhez a fény altali karosoddssal szemben
(Chaves et al., 2003). A fotorespiracio (az 1% és 21% O, tartalma levegOben meghatarozott
asszimilacios ratak kiilonbsége) mértékének emelkedését tapasztaltuk vizdeficit alatt a S.
nigrum mindkét biotipusaban (15. d-i abrak). A fotorespirdci6 mértéke, vagyis a
fotorespiracios szén veszteség az AR biotipusban alacsonyabbnak bizonyult, mint az AS
parjaban, ami jol korreldl a sztomak nagyobb vezetOképességével, mely lehetévé teszi a CO,
jobb hozzaférhetdségét a Rubisco enzim szamara a kloroplasztiszok sztromajaban. Ezalatt az
AS biotipusban a nagyobb mértékii sztémazarddas a CO, kisebb elérhetdségét vonta maga
utan (C; csokkenése), melynek kovetkeztében a Rubisco enzim oxigenacios aktivitasa
megnodvekedhetett a karboxilaci6 rovasara.

A vizhidny alatt — a legtobb esetben — a tilakoid membran szerkezete ép maradt
mindkét biotipusban (Fiiggelék 1. abra). A rehidracidt kovetéen a helyreallasi folyamatok
végbementek, melynek kdszonhetden 30 perccel a rehidracio utan azt tapasztaltuk, hogy a CO,
asszimilacié megindult és egy gyors emelkedés utan egy lassabb fazis kovetkezett (adatok
nincsenek bemutatva). 24 o6ra elteltével a rehidracido utdn a helyreallasi folyamatoknak

koszonhetden a kloroplasztiszok a sejtfal mellett szorosan helyezkedtek el (Fliggelék 1. abra).
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A jo vizellatasu kontroll biotipusok A/C; gorbéi gyakorlatilag nem kiilonboztek a

kétféle biotipusban, és a Rubisco aktivitasa és/vagy extrahdlhaté mennyisége (¢) és a RuBP

crer

crer

elégtelen kapacitasa (Tezara et al., 1999; Thimmanaik et al., 2002) a fotoszintézis limitald
faktorai lehetnek foként vizdeficit esetén (Bota ef al., 2004). A vizmegvonas altal indukalt
CO, asszimilécio és az € csokkenése az AR biotipusban szignifikansan alacsonyabb mértékii
volt, mint az AS parjaban (16. b és c¢ abrak). Az & paraméterrdl azt tartjak, hogy a
karboxilacidos hatasfokot tiikrozi, és altalaban a Rubisco enzim aktivitasaval van
az A/C; gorbék amplitudoja emelkedésnek indult (RuBP regeneracidja), azonban a gorbe
kezdeti meredekségébdl szamolt Rubisco aktivitas kozel valtozatlan maradt (16. abra).

A S. nigrum AS ¢és AR sziild biotipusok reciprok keresztezéseibdl szarmazo
szarazsagnak kitett F2 hibridek gazcsere vizsgalatai azt mutattdk, hogy a sziilé populacidoban
meglévo kiilonbség megsziint az F2 hibridek esetében (ASF2 és ARF2) (9. tablazat és 18.
abra), és a kétféle biotipus (ASF2 és ARF2) a sziilé AR tipus értékeit kozelitette a vizhiany
alatt. Elképzelhet6, hogy a sziil6 AR biotipus horgas, kampos alaku levélszorei, melyek a levél
feliiletére kissé rahajoltan helyezkedtek el (Fiiggelék 2. é4bra), hozzajarult a nagyobb
vizmegtartd képesség kialakuldsdhoz. A fotoszintetikus teljesitmény mérsékeltebb visszaesése
mellett, a nagyobb sztomanyitottsag és a kedvezobb levél vizpotencial értékek egyiittes
mutatkozasa felveti az ozmotikumok nagyobb felhalmozodésanak Ilehetéségét az AR
novényekben, amely mérsékelheti az RWC-ben amigy megmutatkozo vizvesztés karos
¢lettani hatdsait. Az AR biotipusra jellemzd kampods levélszOrok is szerepet jatszhatnak,
novelve a levélfeliileti diffuzios hatarréteg vastagsagat, mig az AS tipus egyenes szorei a levél
felszinére kozel merdlegesek voltak, ezéltal kisebb hatast kifejtve. Rendszerint a sztomak
valaszreakcioi szorosabb Osszefliggést mutatnak a talaj nedvességtartalmanak, mint a levél
vizéllapotdnak megvaltozasadval. Ezek alapjan feltételezik, hogy a sztomak reagilnak a
dehidratalt gyokerek produktumaira (pl. az abszcizinsav), mint kémiai jelmolekulakra (Davies
& Zang, 1991). Ismeretes, hogy néhany ndvényfajban a szarazsdg hatasdra kifejezettebb

abszcizinsav-fliggd sztomazarodas megy végbe (Riera ef al., 2005). Elképzelhetd, hogy a S.
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nigrum AR biotipusaban kisebb mértékli lehet az abszcizinsav altal medialt sztomazarddas a
vélhetden fokozottabb vizmegtartd képesség miatt, mint az AS tipusban. A szarazsag elleni
egyik védekez6 mechanizmus a novényekben a rendelkezésre allo viz konzervalasa, mely pl. a
sztomaszam lecsokkentésével valosulhat meg (Schulze, 1986), ez azonban az itt alkalmazott
kisérleti elrendezésben nem jatszhatott szerepet.

Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a S. nigrum AR
biotipusanak vizhidnnyal szembeni fokozottabb tolerancidja nem kothetd az S264G D1 protein
kiilonbségek az F2 hibridekben elmosodtak. Ugy feltételezziik, hogy az altalunk tapasztalt
kiilonbség a sziild populacidknak az éldhelyhez valo alkalmazkodasa soran a sejtmagi
genetikai hattér modosuldsaval alakulhatott ki, vagy a szdmos pleiotrop hatas egyike, amely a
szelektalodott populacioban az dnbeporzas kovetkeztében fennmaradhatott. Megallapithatjuk,
hogy az atrazin-rezisztens biotipus rosszabb fitnesze nem magyarazhaté a vizhiannyal
szembeni tolerancia-csokkenésével.

A fotokémiai energia konverzid (®psp) €s a Jprr értékei igen jelentdsen, kozel azonos
értékre estek vissza mindkét biotipusban és hibridjeikben is az erds vizdeficit (DH3)
kovetkezményeként a kontroll novényekéhez képest (20. a, b és 10. a, b). Az AR vonalakban
drasztikus emelkedést tapasztaltunk az NPQ paraméter értékében a jo vizellatasu
kontrollokhoz képest, mialatt az AS vonalakban joval kisebb mértékii volt ez az emelkedés
(19. a és 21. h &brik). Erdekes modon mind a fényintenzitas-fiiggés, mind a kinetikai
vizsgalatok soran az NPQ gorbék amplituddja és felfutdsa tiikrozte a ®dnpg gorbékéét a
vizhianyos névényekben (19. a, 20. c, 21. e és h abrak), nem gy, mint a kontrollok esetében
(21. g, d, h és e abrak). Szarazsag alatt a regulalt termalis disszipacido fokozodasa a
fénybegyiijtd komplexekben valamiképpen magaban foglalja a xantofill ciklust (Demmig-
Adams & Adams, 1996) és a lutein ciklust (Matsubara et al., 2001), jollehet utébbinak szerepe
nem teljesen vildgos még. Amikor a CO, fixacidja gatolt a szarazsag alatt, a szabalyozo
folyamatok révén visszaesik az elektrontranszport sebessége, ezaltal egyensulyt teremtve az
elektronok lecsokkent sziikségletével és minimadlisra csokkentve a reaktiv oxigén formak
keletkezését. Ugyanakkor az NPQ megnovekszik, hogy mérsékelje a PSII-n 1év0 gerjesztési
nyomast. Golding és Johnson (2003) vizsgalataik soran azt a megfigyelést tették, hogy az

‘aktiv’ PSI centrumok ardnya megemelkedett a szaraz periodus alatt. Feltételezéseik szerint
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ezek elsddlegesen a ciklikus elektrontranszportban vesznek részt, amely a ApH fokozasaval
hozzajarul az NPQ fenntartdsdhoz, és megvédi a PSII-t. Viszont, amennyiben feltessziik, hogy
a fokozott PSI aktivitds segit kiigazitani a lassubb linedris elektrontranszport okozta ApH
elmaradast, fel kell tételezniink, hogy a de-epoxidacioban, NPQ és qE folyamatokban meglévd
tagadhatatlan hianyt mas, akar az S264G mutacio pleiotrop hatasa, mint pl. a lipidosszetétel és
a membran fluiditas jelentds megvaltozasai is okozhatjak. Erdekes modon, mig a kontoll AR
vonalakban az alacsonyabb NPQ kapacitds mellett kozel azonos ®npg €s szignifikdnsan
magasabb ®yo értékeket kaptunk, addig az erds szarazsagnak kitett AR ndvények leveleiben a
drasztikusan lecsokkent fotokémiai hatasfok mellett erdteljesen megndtt a reguldlt energia
disszipaci6 frakcioja, mely tiikrozte a megndvekedett NPQ-t és kissé csokkent a nem-regulalt
utak altali energia disszipacid hatasfoka a kontrollokhoz képest. Ezzel szemben a vizhianyos
AS vonalak NPQ kapacitdsa csak kis mértékben emelkedett a kontrollokhoz képest, amely a
Dypo-ban is tiikrozodott, mig a dno enyhén megnétt a kontrollokhoz képest. Ugy tiinik tehat,
hogy az AR vonalakban (AR, ARF2, ARF6) az erds szarazsag altal indukalt fotoprotekcids
folyamatok hatékonyabban miikddhetnek, mint az AS parjaikban (AS, ASF2, ASF6). Azonban
ennek magyardzatdhoz tovabbi vizsgalatokra lenne sziikségiink. Az erds szarazsagnak kitett
szilé populaciok és megfeleld hibridjeik a vizsgalt fluoreszcencia tulajdonsagokban nem
kiilonboztek egymastol, tehat e folyamatok a D1 protein mutacidohoz kothetok. A vizhidnyos
mintadban (DH3) a rehidratalas utan a plasztiszszerkezet helyreallasat tapasztaltuk (Fliggelék 1.
abra), illetve a kontrollokhoz hasonldo NPQ kinetika és energia allokacids mintdzat is visszaallt

mindkét biotipusban (21. i dbra).
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7. OSSZEFOGLALAS

Az oxigénfejlesztd fotoszintézis sordn a PSII molekularis szerkezetének és miikodésének két
egymadssal ellentétes kovetelményt kell kielégitenie. Egyrészt a napsugarak hatékony
begytijtése sziikséges a fotoszintetikus eletrontranszportlanc meghajtasahoz és annak optimalis
sebességének fenntartdsdhoz. Masrészt a klorofill gerjesztett allapota és a molekuléris oxigén
jelenléte egy potencialisan letdlis kornyezetet teremt, amely a fehérjéket, lipideket és a
fotoszintetikus membran pigmentjeit irreverzibilisen karosithatja. Ennek kivédésére a
fotokémiai rendszer egyes kofaktorai, igymint a karotinoidok, amelyek a szingulett oxigén
hatéstalanitasdban ¢és a °Chl’ befogisaban jatszanak szerepet, illetve fotoprotektiv
mechanizmusok vannak jelen, amelyek a magas fényintenzitas altal indukalodnak, és a 'Chl’
deaktivacigjat idézik eld.

Viradi és munkatarsai (2003) kutatdsai arra vilagitottak ra, hogy valamennyi vizsgalt
atrazin-rezisztens gyomfaj, mely hordozta a PSII reakciocentrum D1 proteinjének Serres—Gly
alacsonyabb fotokémiai kioltasban (qP), mely fokozza a PSII-re hat6 gerjesztési nyomast (1 —
gP), a PSII hatasfokanak (®pgy) €s a linearis elektrontranszport sebességének csokkenésében
(Jgrr) nyilvanult meg. Ezekben a mutansokban a Zea fényindukalt képzddése és a termalis
disszipaci6 csokkent mértékiinek bizonyult. Mindezen megfigyelésekbdl arra kovetkeztettek,
hogy ezen mutansok nagyobb fényérzékenységének hatterében az elnyelt fény fotokémiai
hasznosuldsanak ¢és a nem-fotokémiai energia disszipacié aranyanak kedvezdtlen eltolodasa
allhat.

Az NPQ molekularis mechanizmusa csak részben ismert, de kialakuldsanak feltételei
jol behatarolhatéak: a tilakoid lumenének alacsony kémhatasa, de-epoxidalt xantofillok
képzddése, a PsbS és mas LHCII fehérjék protonacidja. Eddigi ismereteink szerint az NPQ
kialakulasat nuklearisan koédolt faktorok hatarozzak meg (Funk et al, 1995; Li et al., 2000;
Bugos & Yamamoto, 1996; Jansson, 1999), habar a D1 fehérjét kodold psbA gén — amely a
rezisztens novényekben a muticidt hordozza — a kloroplasztisz genom része (Morden &
Golden, 1989). Nem vilagos, hogy a DI protein hogyan jarulhat hozzd az antennaban

végbemend, hatékony nem-fotokémiai hddisszipacid kialakulasahoz.
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Napjainkban a vizhidny az egyik legfontosabb abiotikus stressztényezdvé valt, amely a
novény novekedését/produktivitasat limitalja a fotoszintézis gatldsan keresztiil. Ismeretes az
atrazin-rezisztens novények eltéré homérséklet-érzékenysége ¢&s adaptacios képessége
(Ducruet & Lemoine, 1985), illetve fokozott fényérzékenységiikrdl egyarant beszamoltak
(Hart & Stemler, 1990). Természetes kortilmények kozott a vizdeficit gyakran egylitt jar a
magas hdmérséklettel és/vagy a magas fényintenzitdssal (fénygatlas). Felvetddott az a kérdés,
vajon a vizdeficit befolyasolja-e a D1 protein mutans ndvények fitneszét.

A célkitlizésekben megfogalmazottak alapjan a reciprok keresztezések alanyaként a
Solanum nigrum gyomfaj atrazin-szenzitiv és rezisztens biotipusait valasztottam a
laboratéoriumunkban meglévé D1 protein mutans gyomfajok koziil. Ez a faj eredményesen
nevelhetd laboratoriumi koriilmények kozott, viszonylag rovid életciklussal bir, jol kezelhetd
levelei vannak a gazcseremérések szempontjabol, valamint a sziild populaciok hagyoményos
keresztezési eljarassal laboratdriumi koriilmények kozott konnyen hibridizalhatok. A klorofill
a fluoreszcencia indukci6 és JIP teszt paraméterek, a PSII energia allokacios mintazata, a DNS
szekvencia analizis és az immunoblot vizsgalatok, a levélszél 6roklddésének nyomonkovetése,
a CO, asszimilacid ¢és vizhaztartdsi paraméterek vizsgalata altal kapott eredményeket

attekintve az alabbi megallapitasokat teszem:

e A S nigrum gyomndvény AS €s AR sziil6 biotipusok reciprok keresztezésének sikerességét
egy mendeli tulajdonsag, a levélszél alak 6roklddésének nyomonkovetésével igazoltuk,
mely bizonyitotta az F2 ndvényi anyag sejtmagi hibrid stadtuszanak meglétét. Az F2
nemzedék levélsz¢él alakjanak varhaté — a Hardy-Weinberg modell szerint szamolt —
szegregacidja €s a kisérletesen megfigyelt adatok nem kiilonboztek szignifikdnsan, mely
bizonyitotta az F2 populaci6 hibrid statuszanak meglétét.

e A vizsgalt sziil6i ¢és hibrid vonalak esetében a DI protein mutansokban altalanosan
megfigyelhetd volt az in vivo klorofill fluoreszcencia mérésekbdl szamitott PSII linearis
elektrontranszport sebesség, a fotokémiai kioltasi koefficiens és a nem-fotokémiai kioltés
csokkenése, ezen beliil a gyorsan relaxalodé qE komponens csokkenése.

e A reciprok keresztezések eredménye azt mutatta, hogy az NPQ kapacitasbeli kiilonbségeket
nem befolyasoltak a sejtmagi szabalyozé faktorok a hibridekben egészen az F6 generacioig.

Ezzel 6sszhangban van az az eredmény is, hogy a szekvencia analizis alapjan a S. nigrum
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AS ¢és AR biotipusaiban azonosak voltak a PsbS fehérjék, azaz nem tartalmaztak aminosav
eltérést, és a PsbS és D1 fehérjék expresszidjaban sem talaltunk kiilonbséget.

A xantofill ciklus aktivitdsdra vonatkozd méréseim alapjan megallapitottam, hogy a D1
protein mutacioval rendelkezé valamennyi AR vonal kb. 20%-kal csdkkent de-epoxidacios
képességgel rendelkezett. A xantofill ciklus készletek nagysaga kozott a kétféle biotipusban
¢s hibridjeikben nem mutathaté ki kiilonbség. A xantofill ciklus kisebb kapacitasaval
részben megmagyarazhat6 az NPQ (vagy qE) folyamatok csdkkenése az AR biotipusokban.
Az alkalmazott kétféle PSII energia allokéacidos modell eredményei alapjan megallapitottam,
hogy az elnyelt fényenergidnak kisebb hanyada alakult at kémiailag kotott energiava a
fotokémiai toltésszétvalasztas soran (Dpsy), amely Osszefiiggésbe hozhaté az AR vonalak
50%-kal alacsonyabb fotoszintetikus teljesitmény indexével (Plus), foképpen a gerjesztési
energia befogasanak lecsokkent hatékonysdga (@po/(1 — @po)) kovetkeztében. Az AR
vonalakra jellemz6 csokkent fényindukalt fotoprotektiv NPQ (vagy qE) kapacitas ellenére a
regulalt hédisszipacio hatasfokat (Onpq vagy ®pr) nem befolyasolta a D1 protein mutacio.
A kisebb PSII hatasfok mintegy kompenzacidos mechanizmusaként ezaltal a nem-regulalt
energiaveszteség frakciojanak (Ono vagy @) szignifikans megndvekedését tapasztaltam a
mutans vonalakban, amely a disszipacié nem fotoprotektiv modjat jelenti és igy kozvetleniil
hozzéjarulhat az AR novények gyengébb fitneszéhez.

Megallapitottam, hogy az AR vonalak sotétadaptalt levelein mért gyors klorofill
fluoreszcencia tranziensek (OJIP) analizise egyértelmiien jelezte a PSII miikodésének
gyengiilését az akceptor oldalon (igymint az excitonok RC-ok 4ltali befogasanak hatasfoka,
a Qa redukalt forméjanak gyors felhalmozddasa, ekképpen a PSII RC-ok gyors zarodasa, az
elektrontranszport hatasfoka, az elektrontranszfer fluxusa per RC). A D1 fehérje mutacio
csokkentette a PSII mikodésének intenzitasat, amely jol latszik a Pl,,s 50%-0s esésében,
ami hozzéjarulhat az alacsonyabb NPQ kialakulasdhoz. Azonban a ®npq és a maximalis
asszimilacids rata (Amax) hasonlo értékeire a S. nigrum AS és AR vonalaiban ez nem ad
teszt paraméterek (RE,/RC, @ro, Wro) nem kiilonboztek szignifikansan a kétféle biotipusban
¢s hibridjeikben. A Ogr, paraméter azonban, mely annak a valdszintiségét fejezi ki, amellyel
egy elektron a koztes elektron akceptorok feldl a PSI végsé akceptorokhoz eljut, az AR

biotipusokban jelentésen megnovekedett. Ez feltételezhetéen kompenzéalhatja a PSII

93



akceptor oldali alacsonyabb elektronaram sebességet €s a Plps-t, €s hasonld Plio, értékeket

eredményez a S. nigrum biotipusaiban.

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy az altalunk vizsgalt klorofill fluoreszcencia

tulajdonsagokat, igymint a gyors Chl fluoreszcencia tranzienseket és a JIP teszt paramétereket,

a PSII antenngja altal elnyelt energia allokéaciés mintdzatot és az NPQ-t a D1 protein

befolyasolja az AS és AR biotipust S. nigrum ndvények leveleiben. Az erésen konzervalt D1

protein szerepét az elnyelt tobbletenergia nem-fotokémiai hddisszipacidjanak hatékony

kialakulasaban esszencialisnak véljiik, ahogyan ezt a kloroplasztisz genomban kodolt S264G

D1 protein mutécid €s az alacsony NPQ (vagy qE) kapacitas egyiitt-oroklodése igazolta.

A vizdeficit hatdsara vonatkoz6 megallapitasok:

Megallapitottam, hogy az aktinikus fényre adott valaszgérbék alapjan, valamint az
intercellularis CO, koncentraco fiiggvényében meghatarozott, egységnyi levélfeliiletre
vonatkoztatott CO, asszimilacids ratdk gyakorlatilag nem kiilonboztek a kétféle sziild
biotipusban. A vizhaztartdsi paraméterek értékei, sztdbma konduktancia, levél relativ
viztartalom, levél vizpotencial (gs, RWC, W) szintén nagyon hasonléak voltak a kétféle
biotipusban, és az AR biotipus alacsonyabb sztomasiirisége nem befolyasolta a gs-t.

A progressziv vizhiany mindkét biotipusban eldidézte a sztomak zarodasat, csokkentve a
kloroplasztiszba jut6 CO, mennyiségét, s mindez a g, az intercellularis CO, koncentracio
¢s a CO, asszimil4cid intenzitasdnak csokkenésében mutatkozott meg. Ezt kdvetden
néhany nap késéssel az egyéb vizhdztartdsi paraméterek (¥, RWC) értékeiben is
csOkkenést figyeltem meg. Az asszimilacidés rata csokkenésével parhuzamosan a
fotorespiracio mértékének fokozddasat figyeltem meg progressziv vizhidny alatt.
Megallapitottam, hogy az AR biotipus a vizhaztartasi paraméterek és a CO, asszimilaciod
alapjan toleransabb volt a vizmegvondssal szemben. A vizhaztartdsi paraméterek és az
asszimilacios rata csokkenése késobb kovetkezett be az AR biotipusban, mint az AS
parjaban. Ezt tikrozte a kisebb mértékii fotorespiracid, a magasabb maximalis

asszimilacids rata (Amax), @ nagyobb karboxilacids hatékonysag (¢) és a RuBP nagyobb
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regeneralodasi sebessége (Jmax) 1. A vizmegvonds elOrehaladtdval a kétféle biotipus
kozotti kiilonbség mérséklodott, illetve a kdzepes vizhidny szakaszaban el is tiint.

A reciprok keresztezésekbdl szarmazo F2 hibridekkel folytatott vizsgalatok eredményei
alapjan megallapitom, hogy a sziild6 AR biotipus szarazsaggal szembeni nagyobb
tolerancidja nem kotheté a D1 protein mutdcidhoz, mivel a sziilé populacidkban meglévd
tulajdonsadgok az F2 nemzedékben elmosodtak. Feltételezem, hogy az altalam tapasztalt
kiilonbség a sziilé populacidknak az ¢€lohelyhez vald alkalmazkodasa sordan a sejtmagi
genetikai hattér mddosuldsaval alakulhatott ki, vagy a szdmos pleiotrop hatds egyike,
amely a szelektalédott populécioban az Onbeporzas kovetkeztében fennmaradhatott.
Megallapitom tovabba, hogy az atrazin-rezisztens biotipus rosszabb fitnesze nem
magyarazhato a vizhidnnyal szembeni tolerancia-csokkenésével.

A PSII hatasfoka (®ps) és a linedris elektrontranszport sebessége mindkét erdsen
vizhidnyos biotipusban ¢€s hibridjeikben kozel azonos értékekre estek vissza. Valamennyi
AR vonalban drasztikus NPQ ndvekedést figyeltem meg, mig a vad-tipusu AS parjaikban
kisebb mértékii volt ez az emelkedés. Meglepd modon a Onpg és az NPQ Osszefiiggést
mutatott, nem ugy, mint a kontroll novények esetében. A Do, mint komplementer
folyamat, az AR vonalakban kissé lecsokkent, mig a vad tipusu parjaikban megemelkedett
a j6 vizellatasu kontrolljaikhoz képest.

A progressziv vizhianynak kitett sziil6 populaciok és megfeleld hibridjeik a vizsgalt
fluoreszcencia tulajdonsagokban nem kiilonboztek egymastol, igy e folyamatok a DI
protein mutacidhoz kothetdk, szemben a CO, asszimilacidbeli kiilonbségekkel. A
vizhidnyos mintaban a rchidratalas utan a plasztiszszerkezet helyreallasat, illetve a
kontrollokhoz hasonld PSII energia allokacios mintazat és NPQ kinetika visszaallasat

tapasztaltam mindkét biotipusban.

Ugy tiinik tehat, hogy az AR vonalakban a klorofill fluoreszcencia vizsgalatok alapjan az erds

szarazsag altal indukalt fotoprotekcios folyamatok hatékonyabban mitkodhetnek, mint az AS

parjaikban. Ezt részben magyardzhatna a PSI koriili ciklikus elektrontranszport fokozodasa,

amely a ApH létrehozéasaval hozzédjarul az NPQ fenntartdsdhoz, és mérsékli a PSII-n 1évo

gerjesztési nyomast. Szarazsag alatt a regulalt termalis disszipacié fokozodasa a fénybegylijtd

komplexekben valamiképpen magéaban foglalja a xantofill ciklust és a lutein ciklust, habar
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utobbi szerepe nem teljesen vilagos még. A kloroplasztisz vizdeficit hatasara végbemend
szerkezeti Ujra-rendezddése szintén hozzajarulhat valamilyen formaban a hatékonyabb
hédisszipacio kialakulasahoz az AR ndvényben. Ezt aldtdmasztani latszik az a tény, hogy a
rehidratalas utan a plasztiszszerkezet helyreall, melynek kovetkeztében visszaall a
kontrollokhoz hasonld PSII energia allokacios mintazat és NPQ kinetika mindkét biotipusban

¢s hibridjeikben. Azonban e jelenség magyarazatahoz tovabbi vizsgalatokra lenne sziikségiink.
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8. SUMMARY

In the course of oxygenic photosynthesis the molecular structure of PSII should satisfy two
antagonistic criteria. On one hand it should be organized so that is suitable for the efficient
collection of light and to transferring the excitation energy to the reaction centres to drive the
electron transport chain. On the other hand the excited chlorophyll molecules in the presence
of molecular oxygen represent a potentially lethal environment which can irreversibly damage
the proteins, lipids and other components of the photosynthetic membrane. In order to
counteract this process some sort of photoprotective mechanism had to be evolved which
comes into effect under high light condition and deactivates singlet excited chlorophylls
('Chl"). Also, certain cofactors of the photosynthetic machinery, such as carotenoids, play a
significant role in scavenging singlet oxygen (102*) and/or in relaxation of triplet excited
chlorophylls (CChI").

It has been shown by Varadi and co-workers (2003) that all of the atrazine-resistant
weed species in their investigation, which carried a mutation of Ser,es—Gly on their D1
protein of PSII reaction centre, exhibited diminished PSII activity. This was described by a
decrease in photochemical quenching (qP), which also means higher excitation pressure on
PSII (1 — gP), and by a decrease of both the PSII efficiency (®ps;) and the linear electron
transport rate (Jgrr). In these mutants the light-induced formation of zeaxanthin and the
thermal dissipation of excess energy were both impaired. The authors concluded that in these
mutants the increased sensitivity to light can be attributed to the non-favourable change in the
ratio of photochemical utilization and non-photochemical quenching (NPQ) of the absorbed
light.

Although the exact molecular mechanism of NPQ is not yet fully understood several of
its preconditions are well known, such as acidification of the thylakoid lumen, de-epoxidation
of the xantophyll-cycle pigments and/or protonation of PsbS and other light-harvesting
complexes (LHCs). There is a general consensus that NPQ is controlled by factors that are
encoded in the nucleus (Funk ef al., 1995; Bugos & Yamamoto, 1996; Jansson, 1999; Li et al.,
2000). Since the D1 protein encoding psbA gene, which carries the mutation in the atrazine-

resistant plants, is localized in the chloroplast genome (Morden & Golden, 1989), it is not
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entirely clear in what way the D1 protein can contribute to the formation of efficient non-
photochemical dissipative processes in the antenna.

Nowadays, drought stress has become one of the most important abiotic factors, which
limits the growth and/or productivity of the plants via inhibiting the photosynthetic machinery.
The different sensitivity of the atrazine-resistant plants to the ambient temperature and their
ability to adapt to various environmental conditions are well documented (Ducruet &
Lemoine, 1985) as well as their increased susceptibility to high light (Hart & Stemler, 1990).
In their natural environment the lack of water often goes hand in hand with high ambient
temperature and/or elevated light levels (photoinhibition). This led us to raise the question
whether the drought stress can influence the fitness of the D1 protein mutant plants.

In order to pursue this investigation I selected the atrazine-sensitive and resistant (AS
and AR) biotypes of Solanum nigrum out of the D1 protein mutant weed species that we had
access to in our laboratory. This particular weed can be efficiently grown in laboratory
conditions; they have a fairly short life-cycle, their leaves are very suitable for gas exchange
measurements and the parent populations can easily be hybridized by standard cross breeding
methods. Throughout this investigation I have focussed my interest on the chlorophyll a
fluorescence induction and JIP test parameters, the energy allocation pattern in PSII, DNA
sequence and immunoblot analysis, the inheritance of leaf margin, CO, assimilation and the

properties of water balance. The results can be summarized as follows:

e The turn out of the reciprocal crossing of the AS and AR biotypes of S. nigrum were
analyzed by following the inheritance of a Mendelian trait of the plants, the leaf margin.
Since the expected segregation of leaf margin type in F2 — calculated according to the
Hardy-Weinberg model — and the observed numbers did not differ significantly, it thus
justifies the hybrid status of the F2 population.

e Using in vivo Chla fluorescence techniques I managed to show, in the D1 mutants of both
the parent and their hybrid lines, a decrease in the PSII linear electron transport rate, in the
photochemical quenching parameter, and a drop off in the NPQ and its fast relaxing qE
component, in particular.

e The results of the reciprocal crossings proved that the differences in the NPQ capacity

between the AS and AR types is not influenced by the regulatory factors in the nuclei of
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the hybrids down to the F6 generations. This finding is in accordance with the DNA

analysis of the AS and AR biotypes of S. nigrum, which showed no alteration in the amino

acid sequence of the PsbS protein and there were no differences in the expression of the

PsbS and D1 proteins, either.

Investigating the xanthophyll-cycle activity I found that all AR lines, possessing the

mutation on the D1 protein, exhibited a roughly 20% decrease in their aptitude for de-

epoxidation, however, in the two biotypes and their hybrids, there was no significant

difference in the size of their xanthophyll-cycle pool. The reduced capacity of the

xanthophyll-cycle in the AR biotypes can partially explain the impaired NPQ (or qE)

processes found in these plants.

The two models used in determining the energy allocation pattern in PSII led me to
conclude that during the photosynthetic charge separation a smaller fraction of the absorbed
light energy was converted to chemically stored energy (®pgy;) in the AR lines, which can
be related to the 50% lower photosynthetic performance index (Plas), and in particular, the
drop in the efficiency in capturing the excitation energy (@po/(1 — ¢p,)). Despite the lower
light induced photoprotective NPQ (or qE) capacity of the AR lines the efficiency of the
regulated thermal dissipation of the excitation energy (Pnpg or @pr) was not affected by the
mutation on the D1 protein. As a compensatory mechanism to counteract the lower PSII
efficiency in the mutant lines a significant increase in the non-regulated energy losses (®no
or @), which represents the non-photoprotective way of energy dissipation, was found,
potentially contributing to the lower fitness of the AR plants.

The analysis of the fast Chl a fluorescence transients (OJIP) of the dark-adapted leaves of

the AR biotypes revealed a decline in PSII performance on the acceptor side (as indicated

by the decreasing efficiency of the RCs in capturing the excitation energy, the fast

accumulation of reduced Q4 and the fast closure of PSII RCs, the efficiency of electron

transport and the electron transfer flux per RC). The mutation on the D1 protein impaired

the functioning of PSII, as implied from the 50% decline in Pl,,, which, in turn, can

contribute to the lower NPQ capacity. However, this cannot explain the similar values of

®npg and maximal assimilation rate (Amax) in the AS and AR lines of S. nigrum. The JIP

test parameters (RE,/RC, @ro, Wro), characterizing the reduction of the final electron

acceptors of PSI, were found to be within statistical significance in both biotypes and in
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their hybrids. However, the 0r, parameter, which represents the efficiency to transfer an
electron from the intersystem electron carriers to reduce the final electron acceptors on the
acceptor side of PSI, has increased significantly in the AR lines. This, presumably, can
compensate the slower electron flow rate on the acceptor side of PSII as well as the lower

Pl.bs, and yields similar Pli, values in both biotypes of S. nigrum.

These results show, that the D1 protein has an influence on the Chl a fluorescence properties,

such as the fast Chl fluorescence transients and the JIP test parameters, as well as on the

energy allocation patterns in PSII and the NPQ of both the AS and AR biotypes of S. nigrum.

We believe that the highly conserved D1 protein plays an essential role in the formation of

thermal dissipation processes to de-activate the excess excitation energy, as it was

demonstrated by the co-inheritance of the S264G mutation on the D1 protein, which is

encoded in the chloroplast genome, and the low levels of NPQ (or qE) capacity.

The main findings of our investigation concerning the effects of drought stress are as follows:

The results show that the CO, assimilation rates per unit leaf surface area, based on the
evaluation of the actinic light response curves as a function of intercellular CO,
concentration, did not differ significantly in the two parent biotypes. The water balance
parameters, such as the stomatal conductance (g;), the relative water content of the leaves
(RWC) and the water potential (), were very much alike in the two biotypes and even the
larger stoma density in the AR biotype had practically no effect on g;.

In both biotypes the progressive water famine led to the closure of the stomata, preventing
CO; intake by the chloroplasts, which manifested in a decrease of the intercellular CO,
concentration as well as a drop in gs and the in CO; assimilation rate. This was followed,
after a few days, by a decline in other water balance parameters (RWC, V). Parallel with
the decrease in the CO, assimilation rate, a rise in the extent of photorespiration was
observable as a consequence of the gradual water deficit. Based on the water balance
parameters and the CO; assimilation rate one can conclude that the AR biotype was more
tolerant towards the detention of water: both the water balance parameters and the CO;

assimilation rate started decreasing somewhat later in the AR biotype than in its AS
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counterpart. This was also substantiated by a weaker photorespiration, a higher rate of
maximal assimilation (Amax), increased carboxylation efficiency (¢) and a higher
regeneration rate of RuBP (Jmax). The difference between the two biotypes gradually
diminished with the progression of water detention and it practically disappeared during
the intermediate phase of dehydration.

The results of the investigations with the F2 generation of the reciprocal cross breeding
shows that the higher drought tolerance of the parent population of the AR biotype cannot
be linked to the D1 mutation as the traits present in the parent population become blurred
in the F2 generation. We argue that the differences seen in the parent population are the
consequence of their adaptation to the environment, causing alterations in the genetic
material of the nuclei, or the result of one of the several pleiotropic effects, which could
sustain in the selected population via the self-pollination. We also conclude that the lower
fitness of the AR lines cannot be explained by their weakened tolerance towards water
detention.

In both biotypes and their hybrids, which suffered severe dehydration, the magnitude of
PSII efficiency and that of the linear electron transport rate drops back to similar levels.
The NPQ has increased dramatically in all AR lines, whereas the increase was much less
pronounced in their AS counterparts. Surprisingly, we could observe a correlation between
®npg and NPQ, unlike in the case of their well watered controls. The levels of ®o,
representing a complementary process, were found to be somewhat decreased in the AR
lines, while an increase was observed in the wild-type plants as compared to their well
watered control pairs.

As the fluorescence properties of the parent populations, which went through progressive
dehydration, and their corresponding hybrids were found to be very similar the
aforementioned observations can be linked to the mutation on the D1 protein, unlike the
differences in CO; assimilation. After rehydration the membrane structure of chloroplast
was largely restored and similarly the energy allocation pattern of PSII and the NPQ
kinetics were found to be much like to those observed in the control plants, in both

biotypes.
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Based on the fluorescence parameters it seems reasonable to conclude that the photoprotection
mechanisms induced by severe water detention are more efficient in the AR lines than in their
AS counterparts. This can be, up to a certain extent, substantiated by the enhancement of the
cyclic electron flow around the PSI, which can contribute to maintaining the NPQ by building
up a transmembrane ApH, hence lessening the excitation pressure on PSII. The augmentation
of the regulated thermal dissipative processes in the light-harvesting complex under drought
stress conditions can somehow involve the xanthophyll- and lutein-cycles, however, the exact
role of the latter in this process has not yet fully understood. In the AR plants the structural re-
arrangement of chloroplasts, as a result of water detention, can also contribute, to some extent,
to a more efficient thermal dissipation mechanism. This can be supported by the fact that, after
re-hydration, the membrane structure of the chloroplasts is mostly restored, which leads to
similar energy allocation patterns in PSII and NPQ kinetics in both biotypes and in their
hybrids, as compared to those in their controls. However, in order to gain a better

understanding of this phenomenon further investigations are required.
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10. FUOGGELEK

1. abra A vizdeficit hatdsa a kloroplasztiszok szerkezetére S. nigrum AS (a, ¢, e, g) és AR
biotipusaiban (b, d, f, h). Jo vizellatottsagu kontroll, a és b, kézepes vizhiany (DH2), c és d;
erds vizhiany (DH3), e és f; rehidratdlt a DH3 dllapotbdl, g és h.
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2. abra Trichomak vizsgalata AS (a) és AR (b) biotipusu S. nigrum névények abaxidlis
levélfeliiletein Scanning Elektron Mikroszkopidaval (60 x nagyitas).

116



11. PUBLIKACIOS LISTA

Tari I, Csiszar J, Gallé A, Bajkan Sz, Szepesi A, Vashegyi A (2004) Elettani megkozelitések
gazdasagi novények szarazsagtirésének genetikai transzformacidval torténd javitasara. Bot Kozl
90: 139-158

*Bajkan Sz, Varadi Gy, Balogh M, Domonkos A, Kiss GyB, Kovacs L, Lehoczki E (2010) Conserved
structure of the chloroplast-DNA encoded D1 protein is essential for effective photoprotection via
non-photochemical thermal dissipation in higher plants. Mol Genet Genomics 284: 55-63

IF: 2,853

*Bajkan Sz, Varkonyi Zs, Lehoczki E (2011) Comparative study on energy partitioning in
photosystem II of two Arabidopsis thaliana mutants with reduced non-photochemical quenching
capacity. Acta Physiol Plant (kozlésre elfogadva) IF: 1,232

Lehotai N, Peté A, Bajkan Sz, Erdei L, Tari I, Kolbert Zs (2011) In vivo and in situ visualization of
early physiological events induced by heavy metals in pea root meristem. Acta Physiol Plant, DOI
10.1007/s11738-011-0759-z IF: 1,232

Konferencia kozlemények:

Tari I, Simon LM, Deér KA, Csiszar J, Bajkan Sz, Kis Gy, Szepesi A (2004) Influence of salicylic
acid on salt stress acclimation of tomato plants: oxidative stress responses and osmotic adaptation.
(poster) The 14th FESPB Congress, August 23-27, 2004, Cracow, Poland, Acta Physiol Plant,
Book of Abstracts, pp. 237 IF: 0,433

Csiszar J, Tari 1, Szepesi A, Gallé A, Bartha B, Bajkan Sz, Zeller D, Vashegyi A, Pécsvaradi A,
Horvath F, Lazar A, Camen D, Staicu M, Petolescu (Dragoescu) C, Gabor L, Erdei L (2004)
Oxidative stress and total antioxidants as estimated by using ferric reducing antioxidant power
(FRAP) assays in vegetable genotypes. (oral presentation) PHARE Conference, 3-5 September,
2004, Timisoara

Csiszar J, Tari I, Szepesi A, Gallé A, Bartha B, Bajkan Sz, Zeller D, Vashegyi A, Pécsvaradi A,
Horvath F, Lazar A, Dorin C, Staicu M, Petolescu C, Gabor L, Erdei L (2004). Az antioxidans
védémechanizmus egyes elemeinek vizsgalata zoldségfélékben szarazsagstressz hatasara.
Zarojelentés, 37-43. old., Magyarorszag — Romania PHARE CBC Program (projekt szam: HU
2002/000, 627, 03-14), Roman-magyar miniszimp6zium

*Bajkan Sz, Varadi Gy, Lehoczki E (2005) The response of photosynthesis to water deficit in
atrazine-susceptible and resistant biotypes of Solanum nigrum. (oral presentation) The 8th
Hungarian Congress on Plant Physiology, The 6th Hungarian Conference on Photosynthesis,
August 25-28, 2005, Szeged, Hungary, Acta Biol Szeged 49: 203-205

117



*Bajkan Sz, Varadi Gy, Lehoczki E (2005) Chlorophyll fluorescence quenching analysis of Solanum
nigrum in relation to water deficit. (poster) The 8th Hungarian Congress on Plant Physiology, The
6th Hungarian Conference on Photosynthesis, August 25-28, 2005, Szeged, Hungary, Acta Biol
Szeged 49: 207-209

*Varkonyi Zs, Bajkan Sz, Varadi Gy, Lehoczki E (2005) Light response of the chlorophyll
fluorescence parameters and partitioning of absorbed light energy in wild type and npg4 mutant of
Arabidopsis thaliana. (poster) The 8th Hungarian Congress on Plant Physiology, The 6th
Hungarian Conference on Photosynthesis, August 25-28, 2005, Szeged, Hungary, Acta Biol
Szeged 49: 229-232

Szepesi A, Csiszar J, Bajkan Sz, Gémes K, Horvath F, Erdei L, Deér KA, Simon LM, Tari I (2005)
(poster) Role of salicylic acid pre-treatment on the acclimation of tomato plants to salt and osmotic

stress. The 8th Hungarian Congress on Plant Physiology, The 6th Hungarian Conference on
Photosynthesis, August 25-28, 2005, Szeged, Hungary Acta Biol Szeged 49: 123-125

Tari I, Szepesi A, Csiszar J, Bajkan Sz, Gémes K, Horvath F, Erdei L, Deér A, Simon LM (2005) Role
of salicylic acid pre-treatment on the acclimation of tomato plants to salt stress. (oral presentation)
The 8th Hungarian Congress on Plant Physiology, 6th Hungarian Conference on Photosynthesis,
August 22-25, 2005, Szeged, Hungary

Bajkan Sz, Toth T, Holzwarth AR, Garab Gy, Kovacs L (2008) Light-induced conformational changes
in the reaction center of photosystem II, revealed by fluorescence measurements. (poster) The 9th
Congress of Hungarian Society on Plant Biology, June 7-9, 2008, Szeged, Hungary

Toth T, Bajkan Sz, Garab Gy, Kovacs L (2008) The role of LHCII in the macro-organization of
thylakoid membranes. (poster) The 9th Congress of Hungarian Society on Plant Biology, June 7-9,
2008, Szeged, Hungary

* A dolgozatban felhasznalt kozlemények

118



12. KOSZONETNYILVANITAS

EzGton szeretném megkoszonni témavezetémnek, Lehoczki Endre Tanar Urnak mind

szakmai, mind emberi tdimogatéasat €s az egyiitt toltott harom évet.

Koszonettel tartozom az MTA SZBK Novénybioldgiai Intézet munkatdrsainak, Kovacs
Laszlonak, a dolgozatom elkészitésében nyujtott szakmai segitségéért és a Western blot
analizis kivitelezéséért; koszonettel tartozom Toth Szilvianak, a gyors klorofill fluoreszcencia
mérésekben nyujtott segitségéért, ¢s a TEM vizsgdlatok esetében Mustardy Laszlonak;
megkdszondm Ughy Bettindnak és Varkonyi Zsuzsanndnak a kisérleteim elvégzéséhez
nyujtott értékes segitségét és barati tdmogatasukat. Koszonet illeti az MBK Genetikai
Intézetének munkatarsait, Domonkos Agotat, Balogh Martat és Kiss Gyorgy Botondot, a
szekvenalasi munkaért. Koszonettel tartozom a Corvinus Egyetem Szdlészeti és Boraszati
Kutatdintézet tagjainak, Véradi Gyuldnak, a pigmentdsszetétel mérésekben nyujtott
Erodnek a PCR vizsgélatokban nyujtott segitségéért. Koszondom az SZTE Novénybioldgiai
Tanszék munkatarsainak, Laskay Géabornak, az angol nyelvii kozleményeim lektoralasat,
kiilon szeretném megkoszonni Kolbert Zsuzsanndnak barati és technikai tdmogatasat. Halas
koszonettel tartozom Légradi Marianak a reciprok keresztezések kivitelezésében nyujtott
kivalo asszisztencidért. Szeretném megkdszonni Mihalik Erzsébetnek a SEM vizsgalatokban

nyujtott segitségét.

Koszonetet szeretnék mondani Barataimnak, akik faradhatatlanul 6sztonzoztek, tamogattak és
kitartottak mellettem az évek soran. Koszondm Javorfi Tamasnak a szeretetét, biztatasat, ezen
kiviil a dolgozatom elkészitésében nyujtott technikai segitséget €s az angol nyelvi
kozlemények lektoralasat. Végiil, de nem utolsé sorban koszonom Edesanyamank hogy

éveken keresztiil tAmogatott és segitette munkamat és doktori disszertaciom elkésziilését.

119



