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Bevezetés

A fotoszintézis kozponti szerepet jatszik mind a novényi, mind a prokariota
fotoszintetizal szervezetek anyagcseréjében. A fotoszintézis soran a novények CO-
bol és vizbdl szénhidratokat allitanak eld, amihez az energiat a fény biztositja. Az igy
eldallitott szénhidratok biztositjak a szénvazat é€s az energiat a tobbi szerves molekula
szintéziséhez.

A fotoszintézis azonban nem csak a novény szamara jelentds, hanem az egész
élovilag szamara meghatarozo jelentdségli. A heterotrof élolények kozvetve vagy
kozvetlenul a taplalékpiramis aljan allo autotrof szervezetekbol nyerik az energiat ill.
a testiik felépitéséhez sziikséges szerves molekulakat. A fotoszintézisnek koszonhetd
a geologiai idok soran a fold légkorében felhalmozott oxigén is, amely végso elektron
akceptorként szolgal az oxidativ foszforilacio szamara. A természetes korforgasbol
idolegesen kivont fosszilis szén és koolajkészletek jelentik az ember legfobb
energiaforrasat. Ily modon, leszamitva néhany szélsoséges €s elszigetelt korilmények
kozott €16 kemolitotrof €lolényt, a fotoszintézis jelenti azt a kaput, amely
meghatarozza az egész bioszféra energia- €s anyagaramlasat. A fotoszintetizalo
szervezetek évente kb. 2 x 10" tonna szervesanyagot hoznak létre, amelynek a felét
tengeri  prokariota (zold- és biborbaktériumok, kékalgak) ¢és eukariota
mikroorganizmusok (zoldalgak, diatomak és dinoflagellatak) termelik.

Mivel a primer biomassza képzodésében a fotoszintézis jelenti a szik
keresztmetszetet, a fotoszintetikus energiaatalakitas hatasfoka rendkiviili jelentéséggel
bir. A fold felszinére esd sugarzasbol a fotoszintetikus szervezetek kb. 0,2 %-ot
hasznositanak. Egyetlen O, molekula képzdédéséhez vagy CO, molekula

asszimilaciojahoz minimalisan 8 foton abszorpcidja sziikséges. /n vivo korilmények



kozott a novényeknek ehhez 10-12 foton elnyelésére van sziikségik. A
reakciocentrumok  szintjén az  energiaatalakitas  kb.  85-90  %-0s. Az
energiaatalakitisnak ez a viszonylag nagy hatasfoka kilonosen  akkor
figyelemremélto, ha tekintetbe vessziik, hogy azt a novények milyen valtozatos
életkoriilmények kozott is képesek fenntartani. A fotoszintézis szempontjabol
legfontosabb kornyezeti tényez6, a fény, a fold felszinén élhelytipusonként nagyon
valtozo. Az erdok napnak kitett lombkorona szintjében mérhetd kozvetlen, eros
sugarzasbol a gyepszintig alacsony intenzitasu, zold és tavoli voros hullamhosszakban
feldusult szort fény jut. A tengerekben és tavakban a mélységgel a fény spektralis
osszetétele ellenkezoen valtozik. A felszinre beesd fehér fény 50-80 m mélységben
kékeszoldé valik. 150 m mélyre mar csak a zold sugarak jutnak el. A kornyezeti
tényezok egy adott é€lohelyen az 1d6 fluggvényében is valtoznak. Az idojaras
kovetkeztében a homérsékleti és fényviszonyok néhany oOra alatt megvaltozhatnak. A
klimatikus viszonyoknak természetes napi €s €ves ritmusa van. A ndveények
anyagcserefolyamatait meghatarozo tapanyag ellatottsag a talaj kilugozodasa, a vizek
eutrofizalodasa, vagy a levegd CO, koncentracidojanak valtozasa miatt rovid
idointervallumban is megvaltozhatnak. A  kilsé kortilmények mellett, a
fotoszintetizalo szervezetek fiziologiai allapota (osztodas, csirazas, virag- ¢€s
termésképzés) az endogén tényezok megvaltozasain keresztiil szintén hatassal van a
fotoszintetikus folyamatokra.

Az allanddan valtozo kiilsé és belso korulmények miatt, egy adott feltételekre
optimalizalt, statikus fotoszintetikus apparatus nem lenne képes a fotoszintézis
hatasfokat folyamatosan magas értéken tartani. A folyamatos és hatékony
fotoszintézishez a fotoszintetikus membranok dinamikus mikodésére van sziikség. A

fotoszintetikus folyamatok megértéséhez sziikséges feltarni azokat a molekularis



szabalyoz6 mechanizmusokat, melyek kell6 rugalmassagot képesek biztositani a
fotoszintetikus apparatus szamara ahhoz, hogy a novényi anyagcsere €s a bioszféra

mukodési alapjat képezo fotoszintézis kello hatasfokkal mikodjon.



Irodalmi attekintés

A fotoszintézis szerepe a névényi anyagcserében

A fotoszintézis sordn a névények a fényenergiat kémiai energiava alakitjak at és
azt azutan szerves anyagaik szintézisére hasznaljak fel. A fotoszintézis
fényszakaszaban a vizbontasbol szarmazé oxigén felszabadulasa mellett ATP és
redukalt NADP keletkezik, melyek elsdésorban a CO, tri6z-foszfatokka torténd
redukcidjaban hasznalédnak fel a Calvin-ciklus soran. A fotoszintetikus CO, redukcio

a kovetkez6 alapegyenletben foglalhato Gssze:

CO; + 2H,0 — (CH;0) + O, + H,0

A fotoszintézis kozponti jelentdségli folyamat a novényi anyagcserében. A
fotoszintézisben keletkezd szénhidratok szolgaltatjak a szénvazat a sejt alkoto elemeit
képezd szerves molekulak szamara, ill. biztositjak az energiat az osszes tobbi
életfolyamathoz. A fotoszintézis nem csak kézvetve a szénhidrat szintézisen keresztiil
kapcsolodik a sejt anyag és energiaforgalmaba. A fotoszintézis fényszakaszaban
keletkezO ATP és NADPH kozvetlenil is részt vehet egyéb szintetikus folyamatok
energia és elektron igényeinek kielégitésében. Szamos, a kloroplasztiszon beliil
lejatsz6d6  biokémiai folyamat kozvetleniil kapcsolodik a  fotoszintetikus
elektrontranszporthoz. Specifikus transzport rendszerek segitségével az ATP ill.
NADPH a kloroplasztisz kiils6 membranjan is keresztiiljuthatnak a citoszolba, igy
lehetdség nyilik arra, hogy a fotoszintézis fedezze a plasztiszon kiviil végbemend

folyamatok energia és redukalé erd igényeit is. A fotoszintézishez kozvetleniil



kapcsolédé  folyamatok  kozil legjobban a nitrogén fotoasszimilacigja
tanulmanyozott. Az alga sejtekben talalhaté szerves vegyiletek kb. 50 %-a tartalmaz
nitrogént (Vanlerberghe és mtsai., 1990). A kotott nitrogén nagy része a NO3™ NOz
-té, majd NH;'-va torténd redukciojabol ered. A NOs; redukcidja NO,-té a
citoplazmaban torténik egy dehidrogendz enzim hatasara. A redukcidhoz sziikséges
redukalé erd a kloroplasztiszbdl szarmazik. A citoplazmaban képzddott nitrit a
kloroplasztiszba jut, ahol ammoéniava redukalodik. Az elektrondonor a
fotoszintetikusan redukalt ferredoxin. Az ammonia asszimilacidja szintén végbemehet
a kloroplasztiszban. A fotoasszimilacié soran az ammonia két 1épésben L-glutamatba
épil be. Az ehhez sziikséges ATP-t és redukalt ferredoxint a fotoszintetikus
elektrontranszport szolgaltatja.

A nitrat redukcidhoz hasonloan az algak és magasabb rendii novények képesek a
szulfat fotoasszimilacidjara is. Az asszimilativ szulfat redukcié csaknem kizar6lag a
megvilagitott levelek kloroplasztiszaiban megy végbe. A folyamat soran a szulfat tobb
lépésben ATP és 8 elektron felhasznalasaval APS, PAPS és fehérjéhez kotott szulfit
koztes termékeken keresztiil szulfidda redukalodik. Az igy képzddott redukalt kén
azutan vagy a levélben, vagy mas novényi szervekbe torténd elszallitas utan épiil be
aminosavakba, fehérjékbe, lipidekbe vagy kofaktorokba.

A kloroplasztisz zsirsavak szintézisében is résztvesz. A zsirsavlanc felépitéséhez
sziikséges aktiv acetat is a fotofoszforilacié soran képzddott ATP felhasznalasaval jon
létre.

A kén, nitrogén és lipid anyagcsere mellett a fotoszintézis kozvetlentil részt vesz
kiillonb6z6é kinonok, flavonok, névényi hormonok és alkaloidok szintézisében is. Az
intermedier anyagcserén kiviil a fotofoszforilacid biztosithatjia a nagyon

energiaigényes ion- és protonpumpak mikodéséhez is a kelld mennyiségi ATP-t.



A fenti példak mutatjak, hogy a fotoszintetikus fényreakciok milyen sokoldaluan
kapcsolédnak a novényi sejt anyagcseréjéhez. Az egyes biokémiai reakcidutak
azonban eltér6 aranyban igénylik az ATP-t és NADPH-t, és ez az arany meglehetdsen
széles tartomanyban valtozhat. A legfontosabb reakciok ATP és elektron igényét az 1.
tablazat foglalja 6ssze. Az egyes reakciok egyidoben, az elektron és ATP forrasokért
egymassal versengve parhuzamosan mehetnek végbe, igy egyutesen alakitjak ki a sejt
ATP és NADPH (¢) igényét. Az egyes folyamatok egymashoz viszonyitott aktivitasa
fajonként valtozhat, és ugyanabban az él6lényben is dinamikusan valtozhat a
fiziologiai allapotnak ill. a kdrnyezeti valtozasoknak megfeleléen. Bar novényekben a
fotoszintetikusan eldallitott energia és redukalé er6 legfobb felhasznaloja a Calvin-
ciklus, a tobbi folyamat is jelentds befolyassal lehet az ATP/NADPH koévetelményre.
Chlamydomonas algaban, fénylimitalt korilmények kozott, a fotoszintetikusan
elallitott redukald erOknek akar 40 %-a is a nitrit redukcidjara forditéhat (Curtis és
Megard, 1987), mig telitési fényen ez az ért€k 20 %-ra csdkken. A nitrat redukcio,
1. tablazat. A kloroplasztiszban lezajlo6 és a fotoszintetikus elektrontranszporthoz

kotodo, legfontosabb anyagcserefolyamatok ATP és redukald eré (elektronpar)
igénye.

Folyamat Reakcio ATP/2¢
CO; fixacid CO,+H,0 + 3 ATP + 2 NADPH — (CH,0)+0, 1,5
Nitrat redukci6 NO; + 2 ferredoxin — NO;” csak e
Nitrit redukcié NO, + 6 ferredoxin — NH," csak €
Ammonia asszimilaci6 NH," + glu + 2 OG + ATP + 2 ferredoxin — 2 glu 1
Fehérje szintézis aminosavakbol Aminosav + 4 ATP — fehérje csak ATP
Nitrat asszimilacio fehérjéig NO5+ ketosav + S ATP + S NADPH — fehérje 1
Nitrit asszimilacié fehérjéig NO;+ ketosav + 5 ATP + 4 NADPH — fehérje 1,25
Ammonia asszimilcio fehérjéig NH,"+ ketosav + 5 ATP + NADPH — fehérje 5
Szulfét redukcié SO, + 2 ATP + NADPH — SO5* 2
Szulfit redukcié SO,*+ 3 NADPH — S* csak &
Szulfat asszimilacié aminosavig SO, + 2 ATP + 4 NADPH — cisztein 0,5
Zsirsav szintézis 8 AcetilCoA + 7 ATP+14 NADPH— palmitinsav =~ 0,5




amely a megyvilagitott kloroplasztiszban a CO; redukcié intenzitasanak csak 6 %-at
teszi ki, az ATP/NADPH igényt 1.5-r6l 1.33-ra csokkenti (Edwards és Walker, 1983).

A novények természetes kornyezeti feltételei, a homérséklet, tapanyagellatottsag,
a fényviszonyok ill. a sejtek fiziologiai allapota folyamatosan valtozik, ami a
metabolikus folyamatok sebességére ill. aranyara gyakorolt hatasan keresztil
befolyasolja a sejtek eredd6 ATP és redukalé erd felhasznalasat. Ahhoz, hogy a névény
képes legyen eldallitani az anyagcserefolyamatok altal allandéan valtozo
sztdichiometriai aranyban megkovetelt ATP és redukalé eré (NADPH, ferredoxin)
mennyiséget, a fotoszintetikus apparatus olyan rugalmas mﬁic(‘)désére van szikség,
mely a két komponenst a mindenkori kovetelményeknek megfelelé aranyban képes

biztositani.

Az ATP és NADPH termelése és a két metabolit mennyiségi

aranyanak szabalyozasa

A fényenergia atalakitasaban négy, a kloroplasztisz tilakoid membranjaban
elhelyezked6 fehérjekomplex, az els6 fotokémiai rendszer (PS I), a masodik
fotokémiai rendszer (PS II), a citokrém be/f komplex és az ATP szintdz, valamint a
fehérjekomplexek kozoti  oOsszekottetést biztosité mobilis komponensek, a
plasztokinon, plasztocianin és a ferredoxin vesznek részt (1. abra). A két fotokémiai
rendszer koti meg a fényenergiat és alakitja redoxpotencialla, majd a redox energiat a
citokrom bg/f komplex alakitja proton elektrokémiai potencialla, mely az ATP szintaz
kozremiikodésével alakul foszforilacids potencialla.

A masodik fotokémiai rendszer felelos a viz oxidacidjaért. A vizbontasbol

szarmazo elektronok a PS II redoxkomponensein keresztiil jutnak a PQ molekulakra.
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A PS II kb. 20 polipeptid lancbél all. Reakciécentrumat a PsbA (D1 protein) és PsbD
(D2 protein) fehérjék heterodimerje és az ahhoz kapcsolodo 2 citokrom bsso fehérje
alegység adja. A heterodimer tartalmazza a PS II altal katalizalt elektrontranszport
osszes redoxkomponensét: a P680 primer donort, az elsddleges akceptort, a feofitint,
tovabba az elsédleges és masodlagos kinon akceptort, a Qa-t és Qp-t. A két elektron
és két H' felvételével redukalodott Qp levalik a PS II-rél és a PQ poolba keriil. A
megvilagitas hatasara oxidalodott P680 a vizbontasbol szarmazod elektronokkal
redukalodik. A vizbonté komplexbdl az elektronok a PsbA fehérje tyrig; aminosav
oldallancanak kozvetitésével jutnak a P680*-hoz. A primer fotokémiai folyamatokhoz
szitkkséges fényenergiat a PS II reakcidcentrumahoz koézvetleniil kapcsolodé belsd
antenna rendszer ill. a reakciocentrumhoz képest tavolabb elhelyezked6 kiilsé antenna
rendszer biztositja. A bels6 antennarendszert két klorofill a tartalmu fehérje a PsbB
(CP43) és PsbC (CP47) alkotja. Mindkét fehérjekomplex kb. 25 klorofill a és 5 B-
karotin molekulat tartalmaz. A kiilsé fénybegyiijtd antenna komplex f6 tomegét az
LHC II adja amely klorofill a és klorofill & molekulakat ill. xantofill pigmenteket
tartalmaz. A klorofill a/b arany 1.2. Az LHC II mellett a kuls6 antenna komplex
harom jarulékos klorofill k6to fehérjét is tartalmaz (Lhcb3, Lhcb4, Lhcb5). Ezekben a
klorofill a és b 2:1 aranyban fordul el6.

A PS II altal redukalt plasztokinont a citokrom be/f komplex oxidalja vissza. A 4
alegységbol all6 komplex két magas és két alacsony redoxpotencialu prosztetikus
csoportot tartalmaz, valamint egy lumen oldali és egy sztroma oldali plasztokinon
kotohellyel rendelkezik. A lumen oldali kot6helyre kotodik a két elektronnal és két
proton felvételével redukalodott PQ. A PQH, oxidacidjabol szarmazé elektronok egy
része a magas redoxpotenciali Gton, a Rieske vas-kén centrumon és a citokrom f~en

keresztiil jut a plasztocianinra. Az elektronok masik része az Un. Q ciklus soran
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az alacsony redoxpotencilu citokrom b komponensekre kertl, amely a sztroma oldali
kotohelyre kotédott plasztokinont szemikinonna, majd a masodik ciklusban kinolla
redukalja. A redukalt plasztocianin az els6 fotokémiai rendszer donor oldalahoz
juttatja az elektronokat.

A PS I reakcidcentrumat a kloroplasztiszban kodolt PsaA és PsaB fehérjék dimerje
alkotja. Ez tartalmazza a primer donort, a P700-at, amely egy klorofill a dimer. A
heterodimeren talalhatd az elsbdleges (Ag) és a masodlagos (A;) akceptor ill. egy
vas-kén centrum, az Fyx is. A PS II-vel ellentétben a PS I reakciocentruma tartalmazza
a PS I belsé antennajat képezd klorofill a és B-karotin molekulakat is. A tovabbi
elektron akceptorok, az Fa és Fp, melyek szintén vas-kén centrumok, mar egy masik
fehérje alegységen, a PsaC-n talalhatok. A megvilagitas hatasara oxidalodott P700 a
plasztocianninnal redukalodik vissza. A PS I redoxkomponensein végighalad6
elektronok egy vizoldhaté ferredoxinra jutnak, amely enzimatikus Uton redukalja a
NADP"-t NADPH-va.

A harom fotoszintetikus komplex kilonb6zé kombinacidival a kloroplasztiszban
kilonbozd elektrontranszport utak valosulhatnak meg, amelyek eltéré aranyban
biztositjak az ATP-t és NADPH-t. A PS II, a citokrém bg/f komplex és a PS I
sorbakapcsolasaval egy linearis elektrontranszport megy végbe, amely a viztdl a
NADP"-ig tart (1. abra). A linearis elektrontranszporthoz, egy a membranon keresztiili
proton transzport kapcsolddik, amely proton gradienst épit fel a membran két oldalan.
Egyetlen elektronnak a végighaladasa a linearis elektrontranszportlancon 3 proton
1991). Az igy felépuld proton gradiens biztositja az energiat az ATP-szintaz
mikodéséhez. Egy molekula ATP képzddéséhez korabbi mérések szerint 3 (Witt,

1975; Portis és McCarty, 1976), Gjabb mérések szerint 4 proton (Gréiber és mtsai.,
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1987, Rumberg és mtsai., 1990; Pueyo és Gomez-Moreno, 1991) athaladasa
szitkséges a lumenbdl a sztromiba az ATP-szintazon keresztil. 4 H'/ATP arany
mellett a linearis elektrontranszport az ATP-t és NADPH-t 3:2 aranyban allitja €lo,
ami éppen megfelel a Calvin-ciklus ATP/NADPH kovetelményének steady-state
kériilmények kozott.

A linearis elektrontranszport mellett kékalgakban és novényekben egyarant
kimutattak egy ciklikus elektrontranszport 1étét is, amelynek mikodése ATP
keletkezésével jar egytitt (Arnon, 1959; Arnon, 1991). A ciklikus elektrontranszportot
a PS I, a citokrom be¢/f komplex és a linearis elektrontranszportéval megegyezo,
mobilis redoxkomponensek katalizaljak, de a PS II nem vesz részt benne (2. dbra). A
ciklikus elektrontranszport pontos utja még nem teljesen tisztazott, de az bizonyitott,
hogy a plasztokinontol a ferredoxinig tartd szakasza megegyezik a linearis
elektrontranszportéval. A ferredoxintdl az elektron legalabb két Gton juthat vissza a
plasztokinonhoz (Hosler és Yocum, 1985) amelyeknek kiilonboz6 lehetséges
moédusulatait irtdk le az irodalomban. Az egyik lehetdség, hogy a ferredoxin
enzimatikus uton, a ferredoxin-plasztokinon oxidoreduktaz (FQR) enzim
kozremikodésével, kozvetleniil redukalja a plasztokinont. Az FQR aktivitas, amelyet
Cleland és Bendall (1992) kozvetlen moddszerekkel is kimutatott, antimicin A
antibiotikummal gatolhaté. Az antimicin A szenzitiv ut mellett létezik egy
antimicin A rezisztens, de N-etil-maleimid (NEM) és rotenon szenzitiv
elektrontranszport Ut is. A NEM érzékenység a ferredoxin-NADP oxidoreduktaz
(FNR) részvételét bizonyitja. Az FNR ferredoxin felhasznalasaval redukalja a
NADP-t. A NADPH egy, a mitokondriumokban talalhat6 NADH dehidrogenazzal
homolég NAD(P)H-plasztokinon oxidoreduktaz enzim segitségével redukalja a

plasztokinont. Tilakoid membranhoz kotott dehidrogenazok jelenlétére a
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klororespiracié vizsgalatai soran derilt fény. Az NDH aktivitast kékalgakban,
zbldalgakban és magasabbrendii névények kloroplasztiszaiban egyarant kimutattak
(Godde és Trebst, 1980; Garab és mtsai., 1989; Mi és mtsai., 1992a, 1992b, 1995;
Cuello és mtsai, 1995; Endo és mtsai, 1997). A NAD(P)H-plasztokinon
oxidoreduktaz révén a PS I ciklikus elektrontranszportnak a klororespiraciéval is van
egy koOzOs szakasza. Mas laboratériumokban tovabbi alternativ PS I ciklikus
elektrontranszport utakat is kimutattak (Jeanjean és mtsai., 1999; van Thor és mtsai.,
2000). Mivel mindegyik reakciout tartalmazza a cyt beg/f complexet, a ciklikus
elektrontranszport membranon keresztiili proton transzferhez kapcsolt, igy a ciklikus
elektrontranszport is képes protongradiens kialakitasara és ATP szintézisre (Bedell és
Govindjee, 1973). A folyamat ciklusos jellegéb6l ado6dban netto redukci6 nem
torténik, igy a linearis elektrontranszporttal szemben a ciklikus fotofoszforilacié nem
jar egyiitt redukal6 er6 létrejottével.

Annak ellenére, hogy izolalt tilakoidon és kloroplasztiszban a ciklikus
elektrontranszportot mar régen kimutattak, annak fiziologiai szerepe még nem teljesen
tisztazott. Canaani (1990) Dunaliella salinaban a PS 1 ciklus indukci6jat figyelte meg
4 M NaCl jelenlétében, mig Chlamydomonasban fotoinhibicié soran figyeltek meg
hasonlé jelenséget (Canaani és mtsai., 1989 Topf és mtsai., 1992). Havaux (1992)
magasabb rendii novényekben szintén kimutatta a PS I ciklus indukcidjat
fotoinhibicié soran. A ciklikus elektrontranszport er6sédése figyelhetd meg alcsony
CO; koncentraci6 mellett (Harbinson és Foyer, 1991), szarazsagstressz hatasara
(Katona és mtsai., 1992) ill. NH," asszimilacié soran is (Turpin és Bruce, 1990). A
fent emlitett korilmények kozott a sejtmetabolizmus fokozott ATP termelést igényel,
amit a ciklikus elektrontranszporthoz kétott fotofoszforilacié biztosithat. Ogawa és

mtsai. (1985) kimutattak, hogy a HCOs  koncentralasa alacsony CO. koncentraci6
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mellett ciklikus fotofoszforilacidhoz kotott. Kékalgakban a sostressz altal indukalt
Na'/H" antiport enzimek milkédéséhez szikséges fokozott ATP termelésben, a légzés
mellett, a PS I altal hajtott ciklikus elektrontranszportnak is szerepe van (Jeanjean és
mtsai., 1993). Mindezen eredmények alapjan a ciklikus elektrontranszport egyik
lehetséges szerepe az ATP/NADPH arany bedllitasa a fokozott ATP felhasznalasaval
jaré korilmények kozott. A kloroplasztiszban a ciklikus fotofoszforilacioban termelt
ATP kijuthat a sejt citoplazmajaba és igy kozvetleniill is résztvehet a sejt teljes
energizalasaban (Yin és mtsai., 1991).

Heber és Walker (1992) javaslata szerint a PS I ciklus szerepe az, hogy
stresszkorilmények kozott a PS II miikodését szabalyozza. A PS I ciklus fotoprotektiv
szerepét bizonyitottak Heber és mtsai. (1995) spenot leveleken CO, limitalt
korilmények kozott, erds fényben.

A ciklikus elektrontranszport, szemben a linearis elektrontranszporttal, csak ATP
termeléshez kapcsolt, igy a ciklikus és a linearis elektrontranszport aranyanak
valtoztatasaval a kloroplasztisz kiilonb6z6 NADPH/ATP aranyokat képes kialakitani.
A ciklikus és a linearis elektrontranszport egymassal versengd folyamatok. A ciklikus
elektrontranszport kialakulasahoz az elektrontranszport komponensek meghatarozott
redox egyensulyara van sziikség (Chain és Armon, 1977). Oxidativ koriilmények
kozott az elektronok elvonddnak a ciklusbol, mig ha az elektrontranszportlanc
komponensek tulsagosan redukaltak az elektronok nem képesek a cikluson keresztiil
visszatérni a PQ poolba. A ciklikus elektrontranszport kialakulasanak a magas
NADPH/NADP" arany ill. a PQ pool oxidalt allapota kedvez (Slovacek és mtsai.,
1980; Takahama és mtsai., 1981). Ilyen koriilmények koz6tt, Cha és Mauzerall (1992)
szerint, a ciklikus elektrontranszport kialakulasa pusztan kinetikai okokra vezethetd

vissza, mig Hosler és Yocum (1987) feltételezik, hogy a ciklikus/linearis
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elektrontranszport aranyt a NADPH az FNR enzimre gyakorolt allosztérikus hatasan

keresztiil is befolyasolja.

A két fotokémiai rendszer miikodésének dsszehangolasa

A fotoszintézis kvantumhatasfoka sok novényfajban megkozeliti az elméletileg
lehetséges maximalis, 0,125 mol O,/mol foton értéket (Ley és Mauzerall, 1982;
Bjorkman és Demmig, 1987). Ez a magas hatasfok nem képzelhetd el olyan
szabalyozasi folyamatok nélkil, melyek kell6 rugalmassagot adnak a fotoszintetikus
rendszernek ahhoz, hogy az allanddan valtozo kérnyezeti koriilmények kozott is képes
legyen biztositani az aktualis metabolikus folyamatok altal megkovetelt ATP és
NADPH mennyiséget. A természetes kornyezetben a fény intenzitasa és spektralis
Osszetétele folyamatosan valtozik. Alacsony fényintenzitas mellett a névénynek a
leheté legtobb fényenergiat kell 6sszegylijtenie, erés fényintenzitas mellett viszont a
feleslegben elnyelt fényenergia, mely nem tud hasznosulni a biokémiai
folyamatokban, karosithatja a novényt. A két fotokémiai rendszer eltérd
pigmentosszetételil, igy abszorpcios spektrumuk és hatasspektrumuk is eltérd, ezaltal
a fényviszonyokban bekovetkezd valtozasokra eltér6 modon reagilnak. A PS I
els6sorban a klorofill a altal elnyelt energiat hasznositja, mig a PS II abszorpcidjaban
a klorofill a és b formak megkozelitleg egyforma mértékben vesznek részt, igy pl. a
680 nm hullamhosszisag feletti megvilagitd fényben a PS II valik limital6 tényezové.
A két fotokémiai rendszer a koztes elektrontranszport komponensek altal
sorbakapcsolt, igy a megfelel fotoszintetikus hatasfok eléréséhez a két rendszer
aktivitasanak egyensilyban kell lennie. Ha a kiegyenlitetlen gerjesztés miatt

valamelyik rendszer miikodése meghaladja a masik kapacitasat, akkor a tilgerjesztett
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rendszerben elnyelt feles mennyiségli energia disszipalodik és rontja a fotoszintézis
kvantumhatasfokat. A két rendszer kiegyenlitetlensége a koztes elektrontranszport
komponensek tulsagosan oxidalt vagy redukalt allapotahoz vezethet, amely a névény
karosodasat okozhatja. A nagymértékii redukcié gatolja a nagy redoxérzékenységi
PS I koriili ciklikus elektrontranszportot, megzavarva ezaltal a linearis és ciklikus
elektrontranszport egyensulyat, lehetetlenné téve a sziikséges ATP/NADPH arany
kialakitasat és a rendszer alkalmazkodasat a metabolikus kovetelményekhez.

A fényviszonyok mellett, a novény tapanyag ellatottsaga is valtozhat, ami a
novényi sejt, kiillonésen a nagy metabolikus flexibilitassal rendelkezé algak fiziologiai
allapotat befolyasolja. Az intermedier anyagcsere valtozasa megnovelheti az ATP
és/vagy a NADPH fogyasztast, elektronokat vonhat el, vagy redukalé erok
termelésével, a klororespiracion keresztiil elektronokat taplalhat a fotoszintetikus
elektrontranszport lancba, ami ugyancsak a két fotokémiai rendszer redox
egyensulyanak a megbomlasat eredményezi.

A két fotokémiai rendszer redox egyensulyaban a kornyezeti tényezdk altal
kivaltott zavarok kikiisz6bolésére az evolicio soran tobbféle mechanizmus alakult ki,
amelyek mind révid, mind hosszi tava alkalmazkodast tesznek lehetévé. A két
fotokémiai rendszer mikodésének egybehangolasa alapvetGen két mechanizmussal,
az elnyelt fényenergia két rendszer kozotti eloszlasanak valtoztatasaval ill. a két

fotoszisztéma sztdichiometriai aranyanak valtoztatasaval torténhet.

Az elnyelt fényenergia eloszlasanak szabalyozasa a két fotokémiai

rendszer kozott

Az elnyelt fényenergia megoszlasanak szabalyozasat a novényeknek a fény

spektralis 6sszetételéhez torténd alkalmazkodasa soran részletesen tanulmanyoztak.
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Eloszor Murata (1969) ill. Bonaventura és Myers (1969) figyelte meg vords- és
zoldalgakon a state atmeneteknek nevezett jelenséget. Ha algakat elézetesen hosszabb
ideig olyan fénnyel vilagitottak meg, melyet a PS I nagyobb mértékben nyel el mint a
PS II (PS I fény), akkor az oxigénfejlesztés hatasfoka nagyobb volt PS I fényben
mérve mint rovid PS II megvilagitas esetén. Hosszabb, tobb percig tarté PS II fénnyel
torténd megvilagitds utdn mérve azonban a PS II fényre nézve megnét a
fotoszintetikus aktivitas hatasfoka és a PS 1 gerjesztéssel mért hatasfok volt
alacsonyabb. Az oxigénfejlodés mellett, a klorofill fluoreszcenciaban is jellegzetes
véltozasok figyelhetok meg. A PS I fényhez adaptalt algaknal a szobahOmérsékleten
mért fluoreszcencia magasabb hatasfoki mint a PS II fényhez adaptalt sejtekben. A 77
K-en mért emisszios fluoreszcencia spektrumokban a PS II-héz rendelt savok PS II
fényben lecsokkennek, mig a 715 nm-es PS I sav megnd (Bennett és mtsai., 1980).
PS I fényben az ellenkez6 iranyl folyamatok jatszodnak le. A PS I fényben kialakul
allapotot state 1-nek, mig a PS II fényben megfigyelhet6t state 2-nek nevezték el. A
state atmenetek soran a fluoreszcencia és az oxigén fejlodés kvantumhatasfokaban
bekovetkezd valtozasok azt mutatjak, hogy az elnyelt fényenergianak a két fotokémiai
rendszer kozotti eloszlasa megvaltozott oly médon, hogy az adott megvilagitas mellett
a fény limitalt fotokémiai rendszer az elnyelt fényenergianak nagyobb hanyadabol
részesiil a masik fotokémiai rendszer rovasara. PS I fényben a PS II, mig PS II
fényben a PS I valik kedvezményezetté az abszorbalt fényenergia hasznositasaban,
annak érdekében, hogy csokkenjen a két rendszer kiegyensulyozatlansaga.

Bennett (1979, 1980) kimutatta, hogy a klorofill fluoreszcencia valtozasok a
state 1/ state 2 atmenet alatt az LHC II reverzibilis foszforilacijaval jarnak egyiitt. A
foszforilaciot egy tilakoid membranhoz kotott fényfliggd kinaz enzim végzi. A

foszforilacié noveli, a defoszforilaci6 csdkkenti a PS I részesedését az elnyelt
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fényenergiabol. Az LHC II alacsony foszforilaltsagu allapota megfelel a state 1
(Bennett, 1991), mig az LHC II foszforilacidja a state 2 (Allen, 1992) allapotnak.

Nem teljesen tisztizott az a molekularis mechanizmus, amely az LHC II
foszforilacioja révén a PS I és PS II kozotti energiamegoszlas megvaltozasahoz vezet.
Allen és Melis (1988) valamint Haworth és Melis (1983) javaslata alapjan foszforilalt
allapotban lecsékken az LHC II affinitasa a PS Il-hez és ennek koévetkeztében az
LHCII ledisszocial a fehérjekomplexrél, csokkentve ezaltal annak abszorpcios
hataskeresztmetszetét és igy a PS II reakcidcentrumahoz tovabbitott fényenergia
mennyiségét. Mas szerz6k 77 K-es fluoreszcencia (Krause és Behrend, 1983) ill.
fotoakusztikus mérések alapjan (Canaani és mtsai.,, 1984; Delosme és mtsai.,, 1994,
1996), valamint a PS I state 1 és 2 allapotban mért kvantumhatasfokanak
osszehasonlitasa alapjan (Horton és Black, 1982; Telfer és mtsai., 1984) arra
kavetkeztetnek, hogy a PS II-rdl ledisszocialt LHC II a tilakoid membranban a PS I-
hez vandorol és a tovabbiakban a PS I reakcidcentruméhoz tovabbitja az elnyelt
fényenergiat.

A fény altal kivaltott adaptaciés mechanizmus sotétben is szimulalhatd olyan
redukaloszerekkel, melyek képesek redukalni az intermedier elektrontranszport
komponenseket, ill. az LHC II kinaz aktivalasa gatolhatd az elektrontranszport
komponensek kémiai oxidacijaval (Bennett, 1980; Allen és mtsai., 1981). Azo6ta
cianobaktériumokban (Bennett, 1991; Allen, 1995) és vorosalgakban (Biggins és
mtsai., 1984) is kimutattak a redox szabalyozott state atmeneteket.

A state atmenetek kivalthatok olyan metabolikus folyamatok indukalasaval is,
amelyek a fotoszintetikus elektrontranszportlanc redukcidjat okozzak. Gans és
Rebeille (1990) a mitokondrialis elektrontranszport gétlasaval serkentette a gliikolizist

Chlamydomonas reinhardtii  zoldalgaban. Turpin és Bruce (1990) NOs
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asszimilaciorol NH," asszimilaciora valé attérésnél figyelt meg state 1/state 2
atmenetet Selenastrum minutum zoldalgaban. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a state
atmenetek a kromatikus adaptaci6 mellett a metabolikus folyamatokhoz valo
alkalmazkodasban is szerepet jatszanak. A state 1/state 2 atmenet a PS I
elektrontranszport  kapacitasanak noévelésével kedvezé lehet minden olyan
metabolikus folyamat szamara, amely fokozott ATP és csokkent NADPH termelést
igényel és ennélfogva egy PS I altal hajtott ciklikus elektrontranszport mitkodését
részesiti elonyben. A fényhez hasonléan a metabolikus folyamatok is valoszinileg az
elektrontranszport redoxallapotara gyakorolt hatasukon keresztiil befolyasoljak az
elnyelt fényenergianak a két fotokémiai rendszer kozotti eloszlasat. A 3. ébra
Osszefoglalja a state atmenetek magyarazatara alltalanosan elfogadott modellt. Ha a
PS II fokozott miikodése vagy valamilyen kiilsé forrasb6ol szarmazo elektron
bearamlas miatt az intermedier elektrontranszport komponensek kiredukéalodnak,
akkor a redox szenzitiv LHC II kinaz enzim aktivalédik. A kinaz az LHC II-t ATP
felhasznalasaval az N-terminalis végen egy treonin aminosav oldallancon
foszforilalja. A foszforilalt LHC II ledisszocial a PS II-r6l, ezaltal csokkenti annak
abszorpcios hataskeresztmetszetét, és igy a PS II aktivitasat is (state 1/state 2
atmenet). Az LHC II a PS I-hez kapcsolddva, az altala elnyelt fényenergiat mar a PS I
reakcidcentrumahoz, a P700-hoz fogja tovabbitani, serkentve annak mikodését, és
helyreallitva ezaltal az elektrontranszport egyensulyat. Ha a PS I fokozott miikodése
miatt a PQ vagy citokrom bes/f komplex tartosan oxidalt allapotba keriil, akkor az
el6zGekkel ellentétes folyamatok jatszodnak le. A kinaz inaktivalddik és egy
folyamatos milkédésii foszfataz enzim defoszforilalja az LHC II-t (Silverstein és
mtsai.,, 1993; Elich és mtsai., 1997). A defoszforilalt LHC II djra a PS II-hoz

kapcsolodik (state 2/state 1 atmenet). Nem tisztazott, hogy a kinaz aktivalasahoz
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vezetd jelatviteli folyamatban a PQ vagy a citokrom bs/f komplex jatsza-e a redox
szenzor szerepét, ill. melyikik redoxallapota a meghatarozo. Allen és mtsai. (1981)

ill. Horton és Black (1981) elektrontranszport gatlok alkalmazasaval végzett

P.
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3. abra. A state atmenetek redox szabalyozasanak modellje.

vizsgalataik alapjan a plasztokinont tekintik a redox szenzornak, amely a kinaz
enzimet aktivalja. Masok (Gal és mtsai., 1988; Bennett és mtsai., 1988; Coughlan és
mtsai., 1988; Wollman ¢s Lemaire, 1988) citokrom by/f hianyos mutansokban nem
tudtak eloidézni sem a state 1/state 2 atmenetet, sem a kinaz enzim aktivalasat, még
redukalt plasztokinon jelenlétében sem, ami arra utal hogy a jelatvitelben a citokrom
be/f komplex jatszik szerepet. Vener és mtsai. (1995, 1997) rovid ideig tartd alacsony
pH kezeléssel a PQ redukcidjat és az LHC II kinaz aktivalasat tudta eloidézni. Az
eredett pH érték visszaallitasa utan a PQ gyorsan ¢és teljes mértékben
visszaoxidalodott, azonban a citokrom bs/f komplex redukalt maradt és a kinaz
aktivitas is magas értéken maradt. A kinaz aktivitas egyetlen fényfelvillanassal, amely

a citokrom bg/f komplex Q, kotohelyén megkotott redukalt plasztokinon molekulat
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oxidalja, megsziintethet volt, igy feltételezhetd hogy a kinaz enzim aktivitisahoz a
Q. kotdhely betodltottsége szilkséges. Ezt tamasztja ala az a megfigyelés, hogy Q.
kotohelyre mutans Chlamydomonas reinhardtii alga nem mutat state atmeneteket
(Zito és mtsai., 1999). Fiziologias koriilmények kozott 6nmagaban sem a PQ, sem a
citokrom bg/f komplex nem képes a kinaz aktivalasara. A redukalt plasztokinon
valésziniileg a redox mediator szerepét jatsza, amely kozvetiti az elektron transzport
redox allapotat, a tényleges redox aktivatorhoz, amire a legalkalmasabb jeloltnek a

citokrom bg/f komplex tinik.

A két fotokémiai rendszer mennyiségi aranyanak szabilyozasa

A fotoszintézis két fotokémiai rendszere az elektrontranszport altal sorbakapcsolt,
igy sokaig feltételezték hogy a két rendszer azonos mennyiségben fordul el6 a tilakoid
membranokban (Haehnel, 1976; Whitmarsh és Ort, 1984). A folyamatos
elektrontranszport fenntartaséhoz a két rendszer altal transzportalt elektronok
szamanak azonosnak kell lennie, igy olyan kériilmények kozott, ahol a két fotokémiai
rendszer aktivité.say eltérd, a két rendszer sztoichiometriai aranya sem sziikségszeriien
egységnyi. Miutan a PS I és PS II mennyiségének meghatarozasara alkalmas
spektroszkopiai technikak elérhetové valtak, szamos adat gyllt ossze a kiilonbozo
rendszertani hovatartozasi és eltér6 él6helyeket benépesitd fotoszintetizalo
szervezetek tényleges fotoszisztéma aranyaira vonatkozoan (2. tablazat). ElSszor
cianobaktériumok tanulmanyozasa soran derilt fény arra, hogy a PS I mennyisége
joval meghaladhatja a PS II mennyiségét (Fujita, 1976) és a PS I/PS II arany még
ugyanazon faj esetében is fligg a fényintenzitastol (Kawamura és mtsai,, 1979,

Murakami és Fujita, 1991; Aizawa és mtsai., 1992), valamint a nevel6fény spektralis
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osszetételétdl (Myers és mtsai., 1980; Fujita és mtsai,, 1985; Manodori és Melis,
1986; Melis és mtsai., 1989). Melis és Brown (1980) ill. Melis és Thielen (1980)
kiterjesztette a vizsgalatokat zold novényekre is, és megallapitottak hogy a PS II/PS 1

arany kiilonbozo fajok kloroplasztiszaiban széles tartomanyban (0,43-3,3) valtozik.

2. tablazat. A PS II/PS I aranya kiilonboz6 rendszertani csoportba és élohelytipusba
tartozo szervezetekben.

csoport Organizmus PSII/PS1 Referencia
Anabena cylindrica 2,82 Kawamura és mtsi 1979
E{) Anabena variabilis 2,04 Kawamura és mtsi 1979
§ Anacystis nidulans 2.:35 Kawamura és mtsi 1979
Synechococcus lividus 0,43 Melis és Brown 1980
Chlamydomonas reinhardtii 1933 Neale és Melis 1986
§n Chlorella vulgaris 0,92 Greenbaum ¢s Mauzerall 1991
= Dunaliella teriolata 0.91 Falkowski ¢s misi. 1981
= Dunaliella salina 1,4 Melis 1990
Spinacia oleracea 1123 Chow és Hope 1989
Hordeum vulgare 0,62 Burkey 1993
o E‘, Arabidopsis thalina 1,61 Walters és Horton 1994
2- E Pisum sativum 0,77 Melis és Brown 1980
g 5 Spinaciaoleracea 143 Melis és Brown 1980
§ Phaseolus vulgaris 1,67 Melis és Harvey 1981
?:%. Atriplex triangularis 2,08 Melis és Harvey 1981
e Asarum caudatum 2,74 Melis és Harvey 1981
% Polystichum munutum 3.88 Melis és Harvey 1981
E Tolmiea menziesii 2,42 Melis és Harvey 1981

A kék- és vorosalgakhoz hasonloan a zoldalgak és magasabb rendii novények
PS TI/PS 1 sztoichiometrigja is fugg a fényviszonyoktol A novekvd fényintenzitas
noveli a tilakoid membranok P700 tartalmat (Leong és Anderson, 1983; Wilhelm és
Wild, 1984). A PS I-et preferencialisan gerjesztd tavoli-voros fényben gazdag
megyvilagitas esetén a PS Il reakciocentrumok szama megnd, mig a PS 1

reakciocentrumok szama lecsokken a tavoli-voros fényt nem tartalmazo fényben
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nevelt névényekhez viszonyitva (Melis és Harvey, 1981; Melis, 1984; Glick és mtsai.,
1985; Kim és mtsai., 1993). Whitmarsh és Ort (1984) megkérddjelezte az
abszorpcid valtozasokon alapuld reakcidcentrum szam meghatarozast, azonban a
reakciocentrum fehérjék nativ és denaturalé korilmények kozott végzett
elektroforetikus és immunologiai mennyiségi meghatarozasa megerdsitette a
funkcionalis elemek (P700, Qa és citokrom bsso) spektroszkopiai meghatarozasan
atapulé eredményeket. A PS II-nek a PS I-hez viszonyitott erosebb gerjesztése hosszi
tavon megnoveli a PS I felépitésében résztvevd apoproteinek mennyiségét a PS II
fehérjékhez képest (Eskins és Duysen, 1984; Glick és mtsai., 1985; Deng és mtsai.,
1989; Kim és mtsai., 1993; Melis és mtsai., 1996).

A PS I és PS II mennyiségi valtozasaival aranyosan valtozik az egyes fotokémiai
rendszerek altal katalizalt elektrontranszport kapacitasa is (Glick és mtsai., 1985), igy
a két rendszer egyenlOtlen gerjesztését okozd korulmények kozott is a kevesebb
fényenergia elnyelésére képes rendszer meg tud felelni a masik rendszer elektron
kovetelményeinek. Cianobaktériumokra (Myers és mtsai., 1980; Murakami és Fujita,
1988; Melis és mtsai., 1989; Murakami és Fujita, 1991) ill. novényekre (Chow és
mtsai., 1990; Melis és mtsai., 1996) direkt moédon bizonyitottak, hogy a fotokémiai
rendszerek aranyanak valtoztatasa valoban olyan mechanizmust jelent, amely képes a
két rendszer kiegyensilyozatlansaganak kompenzalasara és az elméleti maximumhoz
kozeli kvantumhatasfok biztositasara.

A fehérjék mennyiségét a szintézisiik és degradacidjuk sebessége hatarozza meg.
Synechocystisben Fujita és mtsai. (1988) tanulmanyoztak a PS II és PS I fehérjék
szintézisét kilonbozd spektralis eloszlasi fényben nevelt algasejtekben. A PS I/PS I
arany novekedése a PS II-t kitlintetetten gerjeszteni képes fényben elsdsorban a PS I

fehérjekomplex mennyiségének novekedésébol adodott, és a PS I komplex
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mennyisége inkabb az abban résztvevé fehérjék szintézis sebességének novekedése
eredményre jutott Aizawa és Fujita (1997) is, akik azt is megallapitottak, hogy a PsbA
protein szintézise Symechocystisben transzlaciés vagy poszt-transzlacids szinten
szabalyzodik, mivel a psbA gén transzkript szintje nem kilonbozik az eltérd
PS I/PS II aranyt kialakité fényviszonyok mellett nevelt algasejtekben. Ezzel szemben
Glick és mtsai. (1986) voros (PS I) és sarga (PS II) fényben nevelt borsoban
korrelaciot kapott a PS I/PS II arany és az azok felépitésében résztvevd gének (psaA,
psbA) transzkript szintjeinek aranya kozott. Deng és mtsai. (1989) ésszehasonlitottak
ugyanezen gének transzkripcids aktivitasat voros és sarga fényen nevelt spenétban. A
psad gén kivételével a transzkripcié sebessége nem valtozott, igy az mRNS-ek
mennyiségének valtozasa valdsziniileg a transzkriptek stabilitasaban bekovetkezett
valtozasoknak koszonheto.

A PS I/PS II sztéichiometria valtozas az elektrontranszport egyensulyanak
fenntartasat szolgélja, igy kézenfekvd volt a feltételezés, hogy a két fotokémiai
rendszer aranya az elektrontranszport lanc redox allapotanak szabalyozasa alatt all.
Melis és mtsai. (1985) feltételezték, hogy az elektrontranszport két termékének, az
ATP-nek és a NADPH-nak a koncentracioja ill. azoknak aranya befolyasolja a
PSI/PSII aranyt kialakito gének expressziojat. Kékalgakon végzett vizsgalatok
azonban azt mutatjak, hogy az elektrontranszport komponensek redox éllapota és a
PSI/PSII arany kozott kozvetlen kapcsolat van. Kiilonb6zd trofikus- és
fényviszonyok kozott nevelt Synechocystis PCC6714 cianobaktériumban a PQ ill.
citokrom bg/f komplex novekvd redukaltsagaval egyenes aranyban valtozott a
PSI/PS II arany (Fujita és mtsai.,, 1987; Fujita és Murakami, 1987; Murakami és

Fujita, 1991). A fotoszintetikus fehérjék de novo szintézise és az
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elektrontranszportlanc komponenseinek redox allapota kozotti kapcsolatot tobbféle
mechanizmus is biztosithatja. Danon és Mayfield (1991, 1994a, 1994b) ill. Kim és
Mayfield (1997) részletesen feltartak a fény/sotét atmenetnek a psb4A gén
expresszidjara gyakorolt hatasat kloroplasztiszban. A megvilagitas hatasara a PS I
akceptor oldalan elhelyezked6é ferredoxin redukéalédik. A redukalt ferredoxin
felhasznalasaval a ferredoxin-tioredoxin reduktaz enzim kozvetleniil redukal egy, a
kloroplasztiszban elhelyezkedd, protein diszulfid izomeraz (cPDI) enzimet. A cPDI
viszont egy poliadenilat kotd fehérje a cPABP vicindlis tiolcsoportjat redukalja. A
cPABP redukalt formaban hozzak6tédik a psbA mRNS 5°-végi nem transzlalodo
mechanizmus kozvetlen kapcsolatot biztosit az elnyelt fényenergia mennyisége, ill. az
az altal kialakitott redox korilmények, és a PsbA fehérje szintézis sebessége kozott.
Sotétben a kloroplasztiszban oxidativ koriilmények alakulnak ki. A cPDI és ezaltal a
cPABP fehérjék tiolcsoportjai oxidalodnak és a transzlacié sebessége lecsokken. A
fény hatasat a cPDI fehérje ADP-fuggd foszforilacidja is modulalja. A soététben
fokozza a cPABP fehérje cPDI altali oxidacidjat. A fény/sotét atmenettel szemben a
fény intenzitasanak és spektralis eloszlasanak valtozasa altal kivaltott hatasok a state
atmenetekhez hasonléan, a két fotokémiai rendszer kozott elhelyezkedd
elektrontranszport komponensek redoxallapotaval hozhatok osszefliggésbe.

Escoubas és mtsai. (1995) az LHC II fehérjéket kodolo sejtmagban elhelyezkedd
cab gének expresszidjat tanulmanyozta kiilonb6z6 fényintenzitason nevelt Dunaliella
tertiolecta z6ldalgaban. A fény itt, egy a PS Il és a PS I kozotti elektrontranszport
komponens, a PQ redox allapotan keresztiil szabalyozza a cab gének transzkripcijat.

A PQ redukcidja egy foszforilacios kaszkadot valt ki, amely egy cab gén represszids
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faktort (CRF) aktival. A CRF foszforilalt formaban a sejtmagba jutva a cab gén
promoteréhez kotodve gatolja a transzkripciot.

A PS I/PS II sztoichiometria valtozasok és a state atmenetek tobb kozos vonast
mutatnak. Mindkettdé az adott koérilmények kozott elérhetd maximalis
kvantumhatasfok elérését biztositja a két fotokémiai rendszer altal katatlizalt elektron
transzport sebességek aranyanak optimalis beallitasaval. A két folyamat
parhuzamosan, azonos iranyban hatva, bar kiilonb6z6 idoskalan jatszodik le. A state
atmenetek gyors, néhany perc alatt lezajlo alkalmazkodast tesznek lehet6vé, mig a két
fotokémiai rendszer arany valtozasa, lassibb, orak, esetleg napok alatt bekovetkezo
adaptaciot biztosit. Mindkét folyamat redox szabalyozas alatt all, tovabba mindkét
esetben kimutathaté a protein kinazok részvétele a jelatviteli folyamatokban. Ezen
mikodési és szabalyozasi hasonlosagok alapjan Allen (1992, 1995) a state atmenetek
szabalyozasara felallitott és széleskorben elfogadott modellt kiterjesztette a PS I/PS II
sztoichiometria szabéalyozasara is (4. abra). Ebben a modellben a PQ vagy a
citokrom b¢/f komplex redukcidja egy vagy t6bb kinaz enzim aktivalasat eredményezi.
A kinaz enzim(ek) egyrészt a PS I és PS II komplexeket alkotd fehérjéket
foszforilaljak, befolyasolva ezzel azok lebomlasi sebességét, masrészt olyan
fehérjéket foszforilalnak, melyek transzlaciés és transzkripcids szinten hatnak a két
fotokémiai rendszer génjeinek expresszidjara. A reduktiv korilmények kozott
foszforilalt PS II fehérjék lebomlasa gyorsul, mig ugyanezen fehérjék génjeinek
transzkripcidja és/vagy transzlacidja a foszforilalt represszor fehérjék hatasara
csokken. Ezzel parhuzamosan a PS I fehérjék stabilitasa fokozodik, szintézisik és
fehérjekomplexszé torténd oOsszedllasuk sebessége gyorsul. Oxidativ koérilmények
kozott ezzel ellentétes folyamatok jatszodnak le. A jelatviteli folyamatot meginditd

redox szenzor a modell szerint megegyezik a state atmenetek kivaltasaban résztvevd
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redox szenzorral. Pfannschmidt és mtsai. (1999) korrelaciot mutattak ki a PQ
redukcidja és a psbA ill. psaA gén transzkripcioja kozott PS 1 és PS 11 fényben nevelt
mustar novényekben, mig Murakami és Fujita (1993) a PS I/PS II aranyvaltozas
HQNO érzékenysége alapjan a citokrom bg-ot azonositotta redox szenzorként
Synechocystisben. A redukcio hatasara szamos protein foszforilalodik, de ezek
foszforilacios kinetikaja kiilonbozo, igy valoszinileg tobbféle enzim vesz részt a
folyamatban. Néhany , pl . a 9 kD-os foszfoprotein foszforilacios sebessége olyan
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4. abra. A state atmenetek és a PS I/PS Il sztoichiometria redox szabalyozasara
felallitott hipotetikus modell vazlata.
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lassi, hogy a state atmenetek kivaltasaban kozremikodd kinaz szerepe kizarhatod
(Sanders és mtsai., 1989), de elég gyors ahhoz, hogy a lassibb kinetikaju PS I/PS II
aranyvaltozassal kapcsolatba hozhat6 legyen (Giardi, 1993).

Kékalgdkban a kromatikus adaptaci6 mellett a fotokémiai rendszerek
sztoichiometridjanak szabalyozasa szerepet jatszik mas, az elektrontranszport
egyensulyat ugyancsak megzavaré kornyezeti hatasokhoz valé alkalmazkodasban is.
A CO, mint szénforras helyettesitése HCO5™-tal (CO; stressz) (Melis és mtsai., 1985)
1993; Hibino és mtsai., 1996) a PS I/PS II arany novekedését eredményezi. Mind a so
stressz, mind a CO, stressz fokozott ATP termelést tesz sziikségessé. A
megnovekedett ATP igényt a ciklikus fotofoszforilacié kapacitasanak novelésével
elégitheti ki a novény. A ciklikus elektrontranszport kialakulasanak kedvez a PS I
komplexek szamanak novekedése a PS II-éhez viszonyitva. A fenti példak alapjan a
fotokémiai rendszerek sztoichiometriai aranyanak redox fliggé szabalyozasa a state
atmenetekkel egyutt olyan altalanos mechanizmusra wutal, amely tulmutat a
fényviszonyokhoz val6 alkalmazkodason, és valdsziniileg minden olyan valtozasban
(stressz hatasok, metabolikus valtozasok, fény és klimatikus viszonyok, egyedfejlodés
szakaszok) szerephez jut, ahol a két fotokémia rendszer mikodésének dinamikus
valtozasaira van szikség a novényi sejt energia és metabolikus egyensalyanak

zavartalan fenntartiasahoz.

Chlamydobotrys stellata

A Chlamydobotrys stellata a volvocales rendbe tartozé ostoros, egysejtii z6ldalga.

A magasabb rendli n6vényekhez és mas zo6ldalgakhoz hasonléan, a Chlamydobotrys
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stellata autotrof koriilmények kozoétt két fotokémiai rendszerrel rendelkezik, oxigént
fejleszt és széndioxidbodl szénhidratokat szintetizal a Calvin ciklusban. Ha a CO,
helyett szénforrasként acetatot biztositunk szamara, az alga fotoheterotréf életmédra
tér at (Wiessner, 1968). A fotoheterotrof életmod soran az acetatot szénhidratokka
alakitja (5. abra). Az acetat asszimilacié els6 lépéseként, a sejtbe keriilt acetat, acetil-

CoA szintdz hatéasara, aktiv acetatta alakul az alabbi egyenlet szerint:

CH;3;COOH + HS-CoA + ATP — CH;CO-S-CoA + AMP + PP;

A folyamatot a PP; hidrolizise teszi egyiranyuva. A masik termék, az AMP az adenilat
kindz hatasara refoszforilalodik egy ujabb molekula ATP felhasznalasaval, igy az
acetatmolekula aktivalasa meglehetGsen energia igényes folyamat. Az acetil-CoA a
sejt glioxiszOmaiban lezajlé6 glioxilsav ciklusban alakul tovabb. Minden egyes
ciklusba két acetil-CoA molekula lép be és egy molekula borostyankdsav ill. redukalt
NADH keletkezik. A borostyankésav a mitokondriumban alakul tovabb
oxalecetsavva, amely tovabbi NADH képzodéssel jar. Az oxalecetsavbol a
glhikoneogenezis soran a sejt citoplazmajaban hexéz-monofoszfatok képzddnek, ami
tovabbi 2 ATP felhasznalast jelent. A glioxilsavciklusban képzdédott négy NADH
molekulabdl kettd a gliikkoneogenezisben hasznosul, de a maradék 2 molekula még
mindig netto NADH képzodést jelent. Az acetat fotoasszimilacid végso
energiamérlege 12 ATP felhasznalasa és 2 NADH képzddése egyetlen hexoz-
monofoszfatra vonatkoztatva, szemben a Calvin ciklussal, ahol egyetlen fruktéz-
foszfat képzodéséhez a 18 ATP mellett 12 NADPH-ra is sziikség van.

Eltéréen a Chlamydomonas reinhardtii zoldalgatol, amely a COp-ot eltérd
metabolizmussal, indirekt moédon asszimilalja, a Chlamydobotrys stellata az acetatot

csak fényben képes szénforrasként hasznositani. Az acetat metabolizmus fényfliggése
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bizonyitja, hogy ebben az algiban az acetat asszimilacidja a fotoszintetikus apparatus
miikodéséhez kapcsolt. Feltehetéen a glioxilsav ciklus ATP igényét a PS I altal
katalizalt ciklikus fotofoszforilacio biztositja, amely lehetévé teszi az ATP termelését
redukalé erdk termelése nélkiil. A ciklikus fotofoszforilaci6 szerepét az acetat

fotometabolizmus hatasspektruma is alatamasztja (Wiessner, 1965).
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5. abra. A Chlamydobotrys stellata acetat fotoasszimilacidjanak véazlata. Magyarazat a
szovegben.

A Chlamydobotrys stellata metabolikus statusza, az ATP és NADPH igénye, igy a
két fotokémiai rendszer egyensilyat meghatarozo feltételek is, a kiilsé koriilmények
(fény és tapanyagforrasok) valtoztatisaval konnyen befolyasolhatd, igy ez az alga
alkalmas rendszernek bizonyult, hogy tanulmanyozzuk a metabolikus adapticiéban
résztvevd, a két fotokémiai rendszer miikodésének egybahangolasat biztosito
szabalyozé mechanizmusokat.
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Célkitiizés

Munkank soran azokat a molekularis redox szabalyozasi folyamatokat

tanulmanyoztuk, amelyek biztositjdk a fotoszintézis két fotokémiai rendszerének

osszehangolt mikodését a Chlamydobotrys stellata egysejti zoldalga metabolikus

adaptacidja alatt. Célul tiiztiik ki annak vizsgalatat, hogy:

1.

a CO, fixaciérol az acetait metabolizmusra valé attérés soran valdban
megnovekszik-e a sejt ATP igénye a NADPH igényhez viszonyitva, ami
megzavarhatja a két fotokémiai rendszer egyensulyat, és az
elektrontranszportlanc fokozott redukcidjat okozhatja;

az elektrontranszportlinc komponenseinek redukcidja a kromatikus
adaptacidhoz hasonléan az LHC II foszforilacidjat és state 1/state 2 atmenetet
indukal-e;

a redukcié hosszii tavon hogyan befolyasolja a két fotokémiai rendszert
felépitd fehérjék génexpresszidjat és mely elektrontranszportlanc komponens
felelOs a génexpresszio redox kontrolljaért;

a génexpresszid megvaltozasa kovetkeztében hogyan valtozik a PS I és PS II
sztoichiometriai aranya;

a tilakoid membran molekularis atrendezddése és fehérje Osszetételének
megvaltozasa az autotrof-fotoheterotrof atmenet soran noveli-e az acetat
fotometabolizmusanak jobban megfelelé ciklikus elektrontranszport, ill.

ciklikus fotofoszforilaci6 kapacitasat.
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Kisérleti anyagok és modszerek

Chlamydobotrys stellata nevelési koriilményei

Chlamydobotrys ~ stellata (strain 10-le, Sammlung von Algenkulturen,
Pflanzenphysiologisches Institute, Universitat Gottingen) zoldalgat 50 pmol m? s*
intenzitasi fehér fényen, 28 °C hdmérsékleten, pH 6,8-en tenyésztettik. Az autotrof
nevelésnél a tenyészeteket 5% CO,-ot tartalmazd levegbvel buborékoltattuk. A
fotomixotrof tenyészetekhez a CO, buborékoltatas mellett 20 mM Na-acetatot adtunk.
Az alga altal felhasznélt acetatot 30 %-os ecetsavval potoltuk, amelyet egy automata
biiretta adagolt az acetat felvétellel jar6 pH emelkedésnek megfelelden. A
fotoheterotrof alga tenyésztése a fotomixotroféval egyezett meg, azzal a kivétellel,

hogy a tenyészetet CO, mentes levegdvel buborékoltattuk. A levegét 40%-os KOH

oldaton vald atbuborékoltatassal tettiikk CO, mentessé.

Biokémiai modszerek

Tilakoid izoladlas

Az algat centrifugélas utan 50 mM Tricin (pH 7,8) 10 mM NaCl/ 5 mM MgCly/
400 mM szaharéz tartalmi médiumban mostuk, majd centrifugilva, mégegyszer
mostuk az el6z6 médiummal, szahar6z nélkiil. A sejteket ultrahanggal tartuk fel. A
nagyobb sejttormeléket 2 perc centrifugalassal (1000xg ) eltavolitottuk. A feliiluszot
10 perc 15000xg centrifugalassal ilepitettik. Az tledéket szahar6z nélkili pufferben
szuszpendaltuk.
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Klorofill koncentricié meghatirozasa

sy

moédszerével hataroztuk meg. A klorofillt a mintakb6l 80 % acetonnal vontuk ki. A

klorofill koncentraciot az acetonos oldat 663 és 644 nm-nél, az oldoszerrel szemben

«qay

Az ATP mennyiségének meghatirozasa

Az ATP meghatarozashoz az alga sejteket lecentrifugaltuk és 100 pg klorofill/ml
koncentraciora felszuszpendaltuk. 1 ml aliquot térfogatokat 100 pul 50 % perklorsavba
helyeztiink, 5 percig jégen tartottuk, majd 40 %-os KOH oldattal semlegesitettiik. A
denaturalodott fehérjéket és a kicsapddott KClO4-ot centrifugalassal eltavolitottuk. A
feluliszobol az ATP tartalmat luciferin/luciferaz rendszerben, Sigma ATP

Bioluminescens Kit alkalmazasaval, hazi készitésii luminométerben hataroztuk meg.

A NADPH mennyiségének meghatarozasa

A redukalt NADP tartalmat Heber és Santarius (1965) modszerével hataroztuk
meg az algasejtek alkalikus extraktumabol. 100 ml algatenyészetet lecentrifugaltunk
és a sejteket 0,1 M NaOH-ban szuszpendaltuk és 5 percig forré vizfiirdében tartottuk,
mikdzben potter-homogenizatorral homogenizaltuk a mintait. Homogenizalas utan
jégben lehitottiilk a mintakat, és 0,1 N HCl-val a pH-t 8.0-ra allitottuk. Semlegesités

utdn a denaturalt fehérjéket és sejtmaradvanyokat lecentrifugaltuk (30000 rpm, 15

min) és a feliiliszobdl higitas nélkil 200 pl aliquotokat hasznaltunk a NADPH
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meghatarozasahoz. Az alkalikus feltaras soran csak a redukalt piridin nukleotidok
maradnak meg, az oxidaltak elbomlanak. A NADPH mennyiségét ciklikus
enzimreakcio segitségével hataroztuk meg a kovetkezo reakcio elegyben:
500 uM dikloro-fenol-indofenol (DCPIP)
15 mM Tris-buffer (pH 8,0)
3 mM Gliik6z-6-foszfat
0,5 mg/ml glikk6z-6-foszfat dehidrogenaz (Sigma)
50 pM fenazin-metoszulfat
Az enzimreakciét 0,2 ml minta hozzaadasaval inditottuk. A glukoz-6-foszfat
dehidrogenaz a glik6z-6 foszfatot oxidalja NADP" kofaktoral. A reakci6 NADP*-re
specifikus. A reakcid soran a redukalt nukleotid format a fenazin-metoszulfat
reciklizalja. A redukalt fenazin-metoszulfat redukalia a DCPIP-t. A DCPIP
redukcidjat a 600 nm-en bekovetkezd abszorpcidvaltozas mérésével kovettik

nyomon, Shimadzu UV-3000 spektrofotométerben. A reakcid sebessége az

Y]

ey

mennyiségét ismert koncentracioji NADPH oldatbol késztett higitasi sorozat

felhasznalasaval késziilt kalibracios egyenesr6l olvastuk le.

A tilakoid membran fehérjék elvilasztisa SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel

A tilakoid membranokat 3 percig forré vizfirdében 500 mM Tris-HCI (pH 6,8)/
20 % glicerin/ 7 % SDS/ 10 % merkaptoetanol elegyben inkubaltuk, hogy a hidrofob
fehérjék teljesen denaturalodjanak és kioldodjanak a mintakbodl. A tilakoid membran
fehérjéket 1 mm vastag 10-18 %-os gradiens gélen (akril-amid/bis-akril-amid 30:0,8)

valasztottuk el 5 % stacking gél alkalmazasaval. A gélre azonos mennyiségi, 10 ug
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klorofillt tartalmazé mintakat vittiink fel. Az elektroforézist 18-20 o6ran at, 6-8 mA

aramerGséggel végeztik.

Az LHC II foszforiliaciojanak vizsgilata

Az algatenyészeteket lecentrifugaltuk és foszfat mentes tapoldattal 100 pg
klorofill/ml koncentracidra szuszpendaltuk. A sejtszuszpenziot 2 pCi aktivitasi *2P
ortofoszfat jelenlétében inkubaltuk 2 6ran keresztil. A jelolés utan az algasejteket
lecentrifugaltuk és foszfatmentes nevelOkozegben 10 ug klorofill/ml koncentraciora
higitottuk. Az algat két részre osztottuk és autotrdf ill. fotoheterotrof nevelokozegben
neveltilk tovabb. Meghatarozott idopontokban mintat vettiink és tilakoidot izolaltunk.
A tilakoid fehérjéket SDS-PAGE modszerrel valasztottuk el. Festés és szaritas utan a
gélekrdl autoradiogrammot készitettink az LHC II fehérjék foszforilaltsaganak a

meghatarozasara.

Fehérjék immunoblott analizise

Az SDS-PAGE segitségével elvalasztott fehérjéket 4 °C hémérsékleten 4 6ran
keresztiil 300 mA aramerdsséggel kvantitativan nitrocellul6z membranra vittikk at 25
mM Tris/ 190 mM glicin (pH 8,3)/ 20 % metanol pufferben. Transzferalas utan a
fehériéket a membranon 5 % formaldehiddel rogzitettikk, majd a nitrocelluléz
membrant 1 o6raig S % tejport tartalmazd pufferben aztattuk. A PsbA fehérjét
Chlamydomonas reinhardtii PsbA fehérje ellen termeltetett ellenanyaggal (Andersson
B., Stockholm, Svédorszag), mig a PsbB és PsaA fehérjéket P. cruentum PsbB és

PsaA fehérjéi ellen termelt ellenanyaggal (Gantt E., Washington, USA) jeloltik. A
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megfelelo fehérjéhez kotddott elsddleges antitesteket torma-peroxidazzal konjugalt,
kecske IgG (H+L) anti-nyal masodlagos ellenanyaggal jeloltik meg. A jelolt
fehérjéket H20O, jelenlétében fényérzékeny szinreakcioval tettitk lathatova. A fehérjék

mennyiségét Bio-Rad denzitométerrel hataroztuk meg.

A psbA és psaA mRNS-ek mennyiségének meghatirozisa

~zry

nitrogénben lefagyasztottuk, majd porra tortiik. A fagyott mintat 5 mi RNS extrahald
pufferben (50 mM Tris-HCI pH 8,0/ 300 mM NaCl/ 5 mM EDTA/ 2 % SDS/ 10 mM
B-merkaptoetanol/ 1 mM aurin-trikarboxilsav) felszuszpendaltunk és 50 °C
homérsékleten inkubaltuk. Az RNS-t litium-kloridos kicsapassal és egyszeri
fenolozassal tisztitottuk. A végsé csapadékot steril vizben oldottuk és az RNS
koncentraciét 260 nm hullimhosszon spektrofotometridasan meghataroztuk. Az §ssz
RNS preparatumokbol 2-2 pg-ot, 5° végen *2P-vel jelolt Chlamydomonas reinhardtii
psbA ill. psad génszakaszokra specifikus oligonukleotid probaval hibridizaltunk. A
DNS prébak 70 nukleotid (64 homolog és 6 nem homoldg) hosszisaguak voltak. A
hibridizalast 45 °C hémérsékleten egy éjszakan at végeztiik 10 mM PIPES (pH 6.8)/
0,2 mM EDTA/ 0,8 M NaCl pufferben. Hibridizalds utan a mintakat 500 U/ml

crvy

4.5)/ 0,5 M NaCl/ 1 mM ZnSO4 20 pg/ml DNS pufferben. Az S1 nukleaz reakciot

25 ul 0,1 M EDTA/ 4 M ammoénium-acetat/ 400 pg/ml tRNS-t tartalmazé pufferrel
allitottuk le. Az S1 nukleaz lebontja a nem hibridizalt egyszali RNS és DNS lancokat,
és csak a specifikus szekvenciakkal hibridizalodott oligunekleotidok maradnak meg.

Az épen maradt *?P-jelslt DNS oligonukleotid probakat 8 M urea tartalmi 0,4 mm
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vastagsagu 8 %-os poliakrilamid gélen valasztottuk el 65 W teljesitménnyel. Az
elektroforézis utan a géleket megszaritottuk és autoradiogrammot készitettiink rola ill.
az elvalasztott DNS fragmentek aktivitasat Phosphor Image Analyzer-rel hataroztuk

meg.

Biofizikai modszerek

Az oxigénfejlodés mérése

Az oxigénfejlodés sebességét Clark-tipusu oxigén elektroddal (Hansatech, Kings
Lynn, England) mértiik a nevel6kozegben, 10-20 ug klorofill/ml koncentracidja intakt
alga sejteken, 25 °C-ra termosztalt mintatartoban, telitési fényintenzitason fehér

fényben. A PS II aktivitasat SO0 uM fenil-p-benzokinon jelenlétében mértiik.

A fluoreszcencia indukcio mérése

A fluoreszcencia indukciot szobahOmérsékleten mértiik PAM-101/102/103 tipusa
klorofill fluorométerrel (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Germany). 2 ml, 10-20 pg/ml
mintatartdba, melyet egy optikai vezetd kapcsol 6ssze a fluorométer ED 101 emitter-
detektor egységével. Az F, értéket 3 perc sOtétadaptalas utan, gyenge, 1.6 kHz-cel
modulalt vorés fénnyel mértilk. Az Fpax értéket 0,4 s hosszi, er0s, telitési fehér
fényimpulzussal hataroztuk meg. A Kautsky gorbe felvételehez, az F; és F,
paraméterek meghatarozasahoz a neveléfénnyel azonos, 50 pmol m? s aktinikus

fénnyel vilagitottuk meg a mintat 5 s hosszan az F, szint meghatarozasat kovetéen. A
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PS IIp reakciocentrumok aranyat a fluoreszcencia indukcios gorbe feletti teriilet
novekedésének szemilogaritmikus abrazolasabol hataroztuk meg Melis és Homann
(1976) alapjan, FIP program segitségével.

A fluoreszcencia relaxaci® mérésekhez a mintakat XST-103 fényforrasbol
szarmazd, csak egyetlen elektron atmenetet kivaltd telitési fényfelvillanassal
vilagitottuk meg. A felvillanast koévetd fluoreszcencia relaxaciét ms-os ill.

masodperces idOskalan vettiik fel.

77 K-es fluoreszcencia emisszios spektrum mérése

A fluoreszcencia emisszios spektrumokat 77 K homérsékleten mértiikk egy hazi
épitési fluoriméterben. Az alga tenyészetekb6l azonos mennyiségii klorofillt
tartalmazo térfogatokat rétegeztiink egy gyolcs korongra, amelyet egy dewar edény
aljara helyeztiink cseppfolyds nitrogénben. A mintat egy fényvezetdn és egy Corning
4-96 szurdn keresztul kék fénnyel vilagitottuk meg. Ugyanezen az osztott fényvezetén
és monokromatoron keresztil mértiikk a kibocsatott fluoreszcencia fény intenzitasat
egy EMI 9558B tipusu fotoelektronsokszorozoval 600-750 nm hullamhosszak k6zott.
Az alga fluoreszcencidjat a mintdhoz adott, ismert mennyiségli, Rhodamin G-6

fluoreszcens festék 575 nm-es fluoreszcencia sav intenzitasara normaltuk.

A termolumineszcencia mérése

A termolumineszcencia méréseket hdzi épitési berendezéssel végeztik. A
kozvetleniil a neveld edénybdl vett 10-20 pg/ml klorofill koncentraci6ja, 0,3 ml

térfogatG mintakat 10 W/m?® er6sségli fehér fénnyel vilagitottunk meg —80 °C
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hémérsékleten a mintatartoban. Megvilagitas utan a mintakat sotétben 20 °C/min
sebességgel melegitettilk fel +80 °C hdmérsékletre és a homérséklet fiiggvényében
megmértiik a kibocsatott termolumineszcencia fény intenzitasat egy végablakos
Hamamatsu R 2228 tipusi fotoelektronsokszorozéval. A Q TL sav meghatarozasahoz

a mérés elott 10 uM DCMU-t adtunk.

Fényindukalt citokrom f abszorpcio valtozas mérés

3 ml 10 pg/ml klorofill koncentracionak megfeleld sejtszuszpenzidt egy xenon
villan6lampabol szarmaz6, 50 ms hosszi, Schott RG 645 szirdn keresztil vezetett
telitési fényfelvillanassal gerjesztettiink egy 1 cm-es uvegkiivettaban. A Baush &
Lomb monokromatorbol szarmazo, 554 nm hullamhosszisagu mérofényt az aktinikus
gerjesztdé fényre merdlegesen vezettilk a mintaba, és egy végablakos, az aktinikus
fényt6l interferencia szirdvel védett EMI 9890B fotoelektronsokszorozoval
detektaltuk. A jel/zaj arany novelésére 20, egymas utan 3 s sotét varakozassal

kovetkezé mérést atlagoltunk.

Fényindukalt P700 abszorpcié valtozas mérés

A P700 redox allapotat a 820 nm-en mérhetd abszorpcid valtozas mérésével
kovettiik nyomon az erre a célra kifejlesztett ED-820T emitter-detektor egységgel
kiegészitett PAM 101 klorofill fluorométerben (Heinz Walz GmbH, Effeltrich,
Germany). A méréshez az algatenyészetekbdl 2 cm atmérdjii szlirdpapirra, azonos
klorofill mennyiséget tartalmazé mintakat rétegeztiink, és azt illesztettiikk az emitter-

detektor egység fényvezetGjének végéhez. A P700 oxidacidjat, ugyanazon elagazd
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fényvezetén keresztiil, telitési fehér fénnyel idéztiik el6. A mintat addig vilagitottuk,
mig az abszorpcié valtozas elérte a maximumat (10-20 s), majd a megvilagitast
lekapcsolva ms-os id6felbontasban mértitk a P700 s6tét redukcidjat. A P700 linearis
elektrontranszport altali redukciéjé.ndk kikiiszoboléséhez 10 uM DCMU-t, a ciklikus

elektrontranszport gatlasahoz 50 uM metilvorost adtunk.

A PS 1, PS I és a citokrom bg/f komplex spektrofotometrias meghatirozasa

A PS I mennyiségét a PS I klorofill a reakciécentruma, a P700 kémiailag oxidalt,
majd redukalt formainak abszorpciés spektrumanak kiilonbségébol hataroztuk meg.
Az izolalt tilakoid membran preparatumokban a P700-at el6sz6r 1 mM kalium-
ferricianiddal oxidaltuk, majd szilard natrium-aszkorbat por adagolasaval redukaltuk.
Az oxidalt ill. redukalt P700 kilonbségi spektrumat 680 és 750 nm kozott mértiik meg
egy kétsugaras Shimadzu UV 3000 spektrofotométerrel 1 cm-es kiivettdban. A
referencia hullamhosszt 730 nm-re allitottuk. A P700 mennyiségét a 700 nm-en
mérhetd abszorpci6 valtozasbol az Aizawa és mtsai. (1992) altal megadott kilonbségi
molaris extinkcios koefficiens (Agred.ox= 64 mM™' cm™) alapjan szamoltuk.

A PS II mennyiségét a citokrom bssg, a citokrom bgs/f komplex mennyiségét a
citokrom f és bs mennyiségéb6l hatiroztuk meg az egyes komponenseknek a
komplexeken beliili sztoichiometriai aranyainak figyelelmbe vételével. Mivel a
haromféle citokrém standard kozépponti potencialja kiilonbozik egymastol, (citokrom
bsso 80 mV [Garewal és Wasserman, 1974], citokrom bs —50 mV [Bald és mtsai.,
1992], citokrom f 340 mV [Bald és mtsai.,, 1992]), az oxidalt citokromok kémiailag
szekvencialisan redukalhatok a tilakoid membran szuszpenzié redox potencialjanak

sy

valtoztatasaval. A mérésekhez 50 pg/ml klorofill koncentracidju tilakoid
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szuszpenziokat hasznaltunk. Mind a harom citokrom esetében a spektrumokat 540 és
570 nm kozott vettiikk fel és a referencia hullimhosszat 570 nm-nek valasztottuk.
Eldszor az osszes citokromot oxidaltuk 1 mM kalium-ferricianiddal, majd néhany
szemcse szilard hidrokinont adtunk. Az oxidalt és redukalt forméak kiilénbsége 554
nm kériil jelent meg, ami megfelel a legmagasabb redoxpotencialua citokrémnak, a
citokrom f-nek. Az alapvonal normalizalasa utan natrium-aszkorbat porb6l néhany
szem kristalyt szortunk a mintaba a citokrom bsse redukcidjahoz. A kapott differencia
spektrum maximuma 559 nm koriill volt. A legalacsonyabb redoxpotenciali citokrom
bs redukalasahoz kristalyos natrium-ditionitot adtunk. A differencia spektrum
maximuma, 563 nm, itt is igazolta, hogy a citokrém bs abszorpcié valtozasat lattuk. A
PS II mennyiségét a citokrom bsso mennyiségének felével vettik azonosnak. A
citokrom bsso mennyiségét a A€rgox= 15 mM’ cm™ (Cramer és Whitmarsh, 1977)
érték alapjan szamoltuk. A citokrom bg/f komplex mennyiségét a citokrom f (A€red.ox=
21 mM™ cm” (Cramer és Whitmarsh, 1977) mennyiségével ill. a citokrom ds (A€res.
o= 14 mM"' cm’ (Cramer és Whitmarsh, 1977) mennyiségének felével vettiik
azonosnak. A citokrom f és citokrom bs alapjan egymast6l fiiggetlenill szamolt

értékek jo egyezést mutattak.

A tirozin D* ESR spektroszképiis meghatirozasa

A PsbD fehérje tirozin 160" radikil ESR jelét Bruker ER 200 D-SCR
spektrométerben végeztik. Mérés el6tt az algasejteket centrifugalassal 2 mg/ml
klorofill koncentraciéra toményitettiik. A sejtszuszpenziobol 300 pl-t 3 mm atmérdji
ESR csovekbe toltottik, majd a mintatartoban —40 °C-on, 5 percig, 1000 W/m’

erdsségli fehér fénnyel gerjesztettitk. Megvilagitas utan a mintat 15 percig 40 °C-on
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sotétadaptaltuk, hogy a tyrD" (g=2,0046) jellel atfedd, klorofill a radikalbél szarmazo
(2=2,0025) jel lecsengjen. A tyrD" jel amplitudodja 15 perc sotét alatt nem valtozik. A
sOtétadaptalas utan a spektrumokat 330-339 mT magneses tér tartomanyban 200 uW

teljesitményii 9,42 GHz frekvenciaju mikrohullamu gerjesztés mellett mértiik meg.
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Eredmények és megvitatasuk

Az acetat metabolizmus hatisa a fotoszintetikus elektrontranszportra

A fotoszintetikus elektrontranszportlanc allapotaban bekovetkezdé valtozasok
nyomonkovetésére az egyik legalkalmasabb modszer a fluoreszcencia indukcid
mérése, ezért megvizsgaltuk a fluoreszcencia indukcié paramétereinek véltozasat az
autotrof életmédrdl mind fotoheterotréf (+acetat, -CO,), mind fotomixotrof (+acetat,
+CQ,) életmodra vald attérés soran Chlamydobotrys stellata algaban (6. abra). A
szobahémérsékleten . mért fluoreszcencia inztenzitds idébeli valtozasai a PS 1I
elsodleges akceptoranak, a Qa-nak a redox allapotat ill. annak valtozasait, valamint, a
PS II elektrontranszportjat szabalyozé folyamatokat tikrozi.

Az autotrof médon nevelt algaban a fluoreszcencia intenzitasa, az aktinikus
fénnyel torténd megvilagitas utan, a kezdeti F, szintrdl gyorsan az F; szintre
emelkedik a Qa redukcidja kévetkeztében. Az elsddleges (Qa) és masodlagos (Qg)
kinon akceptorok kozotti elektrontranszport a fluoreszcencia intenzitas atmeneti
csokkenését okozza, majd a PQ pool redukcidja a fluoreszcenciat az F, szintre emeli.
DCMU hatasara, amely a Qa és Qp kozotti elektrontranszport gatlasaval
megakadalyozza a Qa Qg altali reoxidaciojat és igy a Qa teljes mértékben
redukalodik, a fluoreszcencia intenzitas az F, szintr6l gyorsan a maximumra (Fy,)
emelkedik. Az autotrof nevelésrol fotoheterotrof nevelésre valo attérés, a DCMU-hoz
hasonl¢ valtozasokat idéz el6 a fluoreszcencia indukcidoban. 20 perccel a
fotoheterotréf koriilmények kozé helyezés utan a fluoreszcencia F; paramétere a
DCMU jelenlétében mérhetd Fp szintjére emelkedik. Hosszabb iddtartamban

vizsgalva az acetat metabolizmus hatasat, tovabbi valtozasokat figyelhetiink meg a
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relativ fluoreszcencia intenzitas
(]

6. abra. Kiilonb6zo korilmények kozott nevelt Chlamydobotrys stellata
fluoreszcencia indukciés gorbéi. (a) autotrof nevelés; (b, c, d) 30 perces, 2 oras, 12
6ras heterotrof nevelés; (e) 12 6ras mixotrof nevelés; (f) 30 perc heterotrof nevelés 1
mM mono-fluoro-ecetsav (MFA) jelenlétében; (g) 12 o6ras heterotrof nevelés 10 uM
DCMU jelenlétében; (h) 12 oras heterotrof nevelés 5 uM DBMIB jelenlétében; (i) 2
6ra autotrof nevelés 40 mM pirosz6losav jelenlétében (——) DCMU nélkiili mérés;
(—) 10 pM DCMU kozvetleniil a mérés elott ML- méréfény, AL- aktinikus fény

fluoreszcencia indukcioban. Az acetat adasat kovetoen kb. 2 oraval a maximalis
fluoreszcencia hirtelen lecsokken, amit az F, tovabbi, de lassabb csokkenése kovet.

12 éra fotoheterotr6f nevelés utan az F, és F, szint rendkiviil alacsony szintre
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csokken és az F, és F, kiilonbsége, az un. valtozé fluoreszcencia, gyakorlatilag
eltiinik.

A mixotrof koriilmények kozott megfigyelt fluoreszcencia indukcid valtozasok
nagyon hasonldéak a heterotrof koriilmények kozoétt kapottakhoz, ami azt mutatja,
hogy a CO, jelenléte nem befolyasolja lényegesen az acetdt metabolizmus altal
kivaltott hatasokat.

Ismert, hogy az acetat nagyobb koncentracioban gatolja a PS II vizbontasat
(Saygin ¢és mtsai., 1986), ezért az autotrOf-fotoheterotrof éatmenet hatasat
megvizsgaltuk mono-fluoro-ecetsav (MFA) jelenlétében is, amely a glioxilsav-ciklus
egyik kulcs enzimét, az akonitaz enzimet gatolja. MFA hatasara nem figyelhetok meg
az acetat fluoreszcencia indukciora gyakorolt hatdsai (6. abra), igazolva, hogy az
acetat a sejtben indukalt metabolikus folyamatokon keresztiil fejti ki a hatasat, és nem
az elektrontranszportra gyakorolt kézvetlen gatlo hatasai lépnek fel. Ezt tamasztja ala
az a tény is, hogy az acetat hatasok csak intakt sejteken figyelhetok meg, izolalt, az
acetat fotoasszimilacidjara oOnmagaban képtelen kloroplasztiszra ill. tilakoid
membranokra, az altalunk alkalmazott koncentraciban (20 mM), az acetatnak
semmiféle hatasa nincs.

A fluoreszcencia indukcié paraméterek valtozasainak idéfliggését mutatja a 7. abra
fotoheterotrof ill. fotomixotrof koriilmények kozott. Az F; emelkedése az elsé fél
oOraban azt jelenti, hogy az acetat metabolizmus hatasara a PS II akceptor oldala nagy
mértékben redukalédik. Ezt a redukciot igazolja az F, kismérték(i novekedése is,
mivel Q4 és Qp kozotti egyensilyi viszonyok lehetdvé teszik, hogy a plasztokinon
nagymértéki redukcidja a Qa kismértéki redukcidjat okozza (Diner, 1977), ami a zart
reakcidcentrumok szamanak a novelésével az F, latszolagos novekedését

eredményezi. Az F; szint a fotoheterotréf nevelés alatt midvégig az F,, kozelében
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marad, bizonyitva, hogy a fotoheterotrof algaban a PS II akceptor oldala sokkal
redukaltabb allapotban van, mint az autotrof algaban. Az F; atmeneti novekedését 1-2
o6ran belill az F; és Fy, egyidejii és csaknem parhuzamos csokkenése koveti. Ez a
csokkenés nigericin jelenlétében is megfigyelhetd. A nigericin megakadalyozza, hogy
a tilakoid membran két oldala kozott a megvilagitas hatasara pH gradiens alakuljon ki,
igy az Fn csokkenése nem magyarazhaté a membran energizacija kovetkeztében
kialakulé qg tipusi nem-fotokémiai kioltassal. A maximalis fluoreszcencia
csokkenése jellemzo kiséro jelensége egy masik tipusi nem-fotokémiaia kioltasnak, a
state 1/state 2 4tmenetnek, amely a pH gradienstol fuggetleniil is lejatszodik. A state
atmenetek kivaltasaban az elektrontranszport redox allapota a meghatarozo
(Murakami és Fujita, 1993; Allen, 1995). Az acetat metabolizmus altal kivaltott
fluoreszcencia kioltast a ApH fiiggetlensége ill. a reduktiv korilmények
kialakulasaval valo egybeesése alapjan state 1/state 2 atmenetként azonositottuk. Ezen
feltételezés alapjan az autotrof algaban megfigyelhetd magas fluoreszcencia hatasfoka
allapot megfelel a PS I fényben kialakul6 state 1 allapotnak, mig az acetat adassal
egyittjard redukciot kovetden kialakuld alacsony fluoreszcenciaju allapot a PS II
fényben megfigyelhetd state 2 allapotnak felel meg. A state 1/state 2 atmenet
csokkenti a PS II abszorpcids hataskeresztmetszetét, csokkentve a PS II altal katalizalt
elektron transzportot, és ezaltal lehetOvé teszi a két fotokémiai rendszer kozotti
elektron transzport komponensek részleges reoxidaciojat. Ez lehet a magyarazata a
DCMU jelenlétében és DCMU nélkiil mért fluoreszcencia indukcids gorbék ill. az Fm
és Fi paramétereknek a fluoreszcencia hatasfok csokkenése alatti kis mértéki
szétvalasanak (6. és 7. abra), valamint a kis mértékben megemelkedett F, eredeti
értékre valé visszatérésének. Az F,, és F; tovabbi 6-12 ora alatt bekovetkezd lassa

csokkenését az F, parhuzamos csdkkenése kiséri és az F, joval az autotrof allapotnak

a

46



relativ fluoreszcencia intenzitas

7. abra. Chlamydobotrys stellata fluoreszcencia indukcié paramétereinek iddbeli
valtozasa fotomixotrof (A) és fotoheterotrof (B) nevelés alatt. —o-, Frax; -A-, Fi; -0-,
F,, szagatott vonal: 6 6ra mixotrof ill. heterotr6f nevelés utan autotréf koriilmények

kozé visszahelyezett algatenyészetek. Az abra egy-egy tipikus mérési eredményt
mutat

megfeleld érték ala csokken. A fluoreszcencia paraméterek ilyen nagy aranyu
csokkenése mar nem magyarazhaté csak state 1/state 2 4tmenettel. A csokkenés

masodik, lassi fazisa a PS II fehérjekomplex mennyiségének csokkenésébdl eredhet,

de nem zarhato6 ki egy azonositatlan fluoreszcencia kiolté folyamat hatasa sem.
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A fotoheterotdéf vagy fotomixotrof alga visszahelyezése autotrof koriilmények
kozé visszaallitja az eredeti F, F; és F, értékeket. Autotrof korulmények kozott az
elektrontranszportlanc redukaltsaga csokken, gyors state 2/state 1 atmenet torténik. Az
alga lecentrifugalasit és friss, acetat mentes neveld6 kozegben torténd
~ felszuszpendalasat kovetéen mar 10-20 perc mulva az Fy, jelent6sen megnd, a teljes
mértékii visszaallas azonban csak hosszabb, tobb Oraig tartoé folyamat eredménye
képpen torténik meg. ValOszinlleg ez id6 alatt megy végbe a PS II komplex
Ujraszintézise.

A PS II maximalis fotokémiai hatasfokanak jellemzésére az F./F, az egyik
leggyakrabban hasznalt paraméter. Az F, meghatarozasat ugyan bizonytalanna teszi
az acetat metabolizmus okozta redukcio, ill. az ez altal okozott latszblagos F,
ndvekedés, ez azonban csak kis mértékben torzitja az F./Fn, meghatarozast, mivel az
Fy csokkenésében az F,, valtozasa a meghatarozé (7. abra). Az F,/F,, az acetat adasa
utan 2 oran beliil kb. 60 %-ra csokken a nem-fotokémiai kioltasoknak koszonhetden
(8. abra). Az acetat okozta fluoreszcencia kioltas mértékét az autotrof kontrol algaban
mérhetd maximalis fluoreszcencidra vonatkoztatott AF, valtozassal, az
(Fin (kont.)"Fm (acetaty)/Fm (kont.) €értékkel jellemeztiik. A fluoreszcencia paramétereinek (Fp,
Fi, Fo) lassi valtozasait mar nem kiséri a PS II maximalis fotokémiai hatasfokanak
(F./Fm) csokkenése. Ez szintén alatamasztja azt a feltételezést, hogy a hosszi tavon
megfigyelheté valtozasok a PS II mennyiségi valtozasaival allnak kapcsolatban, mivel
az csak a fluoreszcencia paraméterek abszolut értékeire van hatassal.

A fluoreszcencia indukcié a Qa redox allapotat tiikrozi, mig a fluoreszcencia
hatasfok lecsengése, a Qa’, egyetlen telitési fényfelvillanast kovetd, Qp altali

reoxidacioja, a PQ redoxallapotat jellemzi. A Q4" és Qg kozotti elektrontranszport az
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8.4dbra A PS Il maximalis fotokémiai hatasfok, F./F, (—0-), idébeli valtozasa és az
acetat fluoreszcencia kioltd hatdsa (Fm (kont)Fm (acetst))/Fm (kont) (—0-) az autotr6f-
fotoheterotr6f atmenet soran Chlamydobotrys stellata algaban. Az abran egy
reprezentativ mérés eredménye szerepel.
oxidalt PQ koncentracidjaval masodrendii kinetika szerint valtozik (Crofts és Wraight,
1983), igy a fluoreszcencia relaxicié sebességének mérésével a PQ redukaltsagi
fokar6l nyerhetiink informaciot (9. abra). Acetat adasa elétt a telitési fényfelvillanas
altal indukalt fluoreszcencia relaxacioja gyors, jelezve, hogy elegenddé oxidalt PQ
molekula van jelen a Q4™ reoxidacidjahoz. 30 perccel 20 mM acetat adasa utan, a Qa”
oxidacidja lényegesen lassubba valik, ami a redukalt PQ mennyiségének
novekedésével magyarazhato.

A PS 1I akceptor oldalanak acetat hatasiara kialakulé redukalt allapotat

termolumineszcencia méréseink is bizonyitjak (10. abra). A kontrollnak tekintett

autotr6f algasejtekben —80 °C-on torténd megvilagitas hatdsara a PS II vizbont6
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9. dbra. Az acetat és DCMU hatasa Chlamydobotrys stellata fluoreszcencia relaxacios
kinetikajara. (—), autotréf; (——), 30 min fotoheterotrof; (— ), autotrof alga mérés
elott 10 uM DCMU-val kezelve | telitési fényfelvillanas

rendszerébdl egy elektron jut a masodlagos kinon akceptorhoz, a Qg-hez. Melegités
hatasara a Qg molekulan tarolt elektron és a vizbont6é komplex S, éllapotaban tarolt
pozitiv toltések egy része rekombinacioban vesz részt, amit fénykibocsatas kisér. Az
S>Qp” rekombiniciobdl szarmazé TL sidv maximuma 30 °C kérill van. DCMU
hatasara az elsddleges és masodlagos kinon akceptorok kozotti elektrontranszport
gatolt, és az S-S, atmenetbdl szarmazo elektron csak az elsddleges kinon akceptorig
(Qa) jut el. Az S,Qa” rekombinaciobdl szarmazé TL sav, a Q-sav maximuma
alacsonyabb hémérsékleten 22 °C koriil jelenik meg. Acetat adasira a PQ és ezzel
egyiitt a Qp molekulak redukaldédnak, és csak az oxidalt Qs molekuldak képesek a
vizbontasbol szarmaz6 elektronokat fogadni, igy a DCMU-val gatolt sejtekhez

hasonloéan, ittis a Q TL sav jelenik meg, megerdsitve a fluoreszcencia technikakkal
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10. abra.  Fotoheterotrof nevelés hatisa Chlamydobotrys stellata algasejtek
termolumineszcenciajara. (a) autotr6f alga (b) autotréf alga 10 pM DCMU
jelenlétében mérve (c, d, e) 20 perc, 2 6ra, 12 6ra fotoheterotr6f nevelés
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kapott eredményeinket. Hosszabb ideig tarto fotoheterotrof ill. fotomixotrof nevelés
hatasara a Q-sav amplituddja csokkeni kezd, majd 12 6ra milva csaknem eltiinik. A
Q-sav amplitudojanak drasztikus csokkenése az S, allapotok megsziinésével
magyarazhat6, ami valGsziniileg az S, allapotok kialakulasaért felelds PS II komplex
lebomlasanak a kovetkezménye (10. abra)

A PS II donor oldali funkciéinak gatlasat mutatja az oxigénfejlesz6 képesség
megsziinése is a fotoheterotrof ill. fotomixotrof nevelés soran (11. abra). Az alga
sejtekben a mixotrof korilmények kozé helyezés utan a fotoszintetikus
oxigénfejleszto képesség azonnal meredeken csokkeni kezd és kb. 20 perc milva
csaknem megszinik. A gyors kezdeti esést egy atmeneti visszaallas koveti, és az
oxigénfejlodés sebessége megkozeliti az autotr6f kontroll értékét. Az atmeneti
visszaallas utan a fotoszintetikus aktivitds Ojra, az el6zohéz képest sokkal lassibb
utemben lecsokken és alacsony értéken marad mindaddig, mig a mixotrof
koriilmények fennallnak. A kezdeti gyors csokkenés az elektrontranszportlanc két
fotokémiai rendszer kozott elhelyezkedd komponenseinek redukci6jabol adodik,
amely megakadalyozza a viztl a NADP"-ig tarté linearis elektrontranszportot. A
kezdeti csokkenés nem figyelhetd meg, ha az oxigénfejlodés sebességét a PS II egy
mesterséges elektron akceptora, a fenil-p-benzokinon (PpBQ) jelenlétében végezziik.
A PpBQ kozvetlenil képes elektronokat atvenni a PS II-t6l, igy a vizbontas
zavartalanul folyhat, megerGsitve a termolumineszcencia mérésekkel nyert
eredményeinket, miszerint a kezdeti fotoszintetikus aktivitas csokkenésének idején az
S, allapotok még kialakulnak, a vizbonté komplex még intakt. Az oxigénfejlesztd
képesség mérésével parhuzamosan végzett fluoreszcencia mérésekbdl kideriil, hogy
ugyanezen idd alatt a maximalis fluoreszcencia értéke sem valtozik. Az

oxigénfejleszt® képesség atmeneti visszaallasa viszont éppen egybeesik az F,,, és az F;
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11. abra. Chlamydobotrys stellata alga sejtek fotoszintetikus aktivitdsanak iddbeli
valtozasa fotomixotrof (A) és fotoheterotrof (B) nevelés alatt. -a-, akceptor nélkiil;
-0-, 500 uM PpBQ jelenlétében mérve, szagatott vonal: 6 6ra mixotrof ill. heterotrof
nevelés utan autotréf koriillmények kozé visszahelyezett algatenyészetek A kiindulasi
fotoautotr6f mintak abszolut fotoszintetikus aktivitasa: akceptor nélkiil, 140; 250 pyM
PpBQ-nal, 180 uM O,/mg klorofill/h Az abran egy-egy reprezentativ mérés szerepel.

csokkenésével, ill. a két paraméter kozotti kiilonbség atmeneti ndvekedésével (7. és
11. abra). Az autotrof-fotoheterotrof atmenet alatt az oxigén fejlesztd képességben
megfigyelt valtozasok 6sszhangban vannak a fluoreszcencia indukcié paramétereinek

valtozasaira magyarazatként adott sate 1/state 2 atmenettel. Az acetat metabolizmus
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altal eloidézett redukcid, amely gatolja a linearis elektrontranszportot, state 1/state 2
atmenetet idéz el6. A state 1/state 2 atmenet a PS II abszorpcids hataskeresztmetszetét
és ezaltal fénybegyiijtd képességét csokkenti, ami a méréseinkben fluoreszcencia
kioltasként jelentkezik. A PS II csokkent fényelnyel6 képessége miatt, csokken a PS
II feloli redukcids nyomas, a PS I és PS II kozotti elektrontranszport komponensek
részlegesen reoxidalédnak és az oxigénfejlodés ujra megjelenik. A state 1/state 2
atmenet ellenére a PQ ill. citkrom bg/f komplex még mindig jelentGsen redukalt
marad, amit az F; magas értéke mutat (7. abra).

Az oxigénfejlodés csokkenésének lassi, az atmeneti visszaallast kovetd fazisaban
a PpBQ jelenlétében mérhetd oxigénfejlesztd képesség is csokken, tehat ez a gatlas
mar nem csak a PS II akceptor oldalanak talzott redukcidja miatt, hanem a vizbonté
képesség elvesztése (valosziniileg a teljes PS II komplex mennyiségének csokkenése)
kovetkeztében alakul ki. A fluoreszcencia és a fotoszintetikus aktivitas (a Q TL-sav
amplituddja és az oxigénfejlodés sebessége) parhuzamos csokkenése a hosszabb
idétartomanyban inkabb a szobahOmérsékletii fluoreszcencia és a vizbontasért felelds
teljes PS II komplex mennyiségi valtozasait valészinisiti, mintsem egy ismeretlen
fluoreszcencia kioltd6 mechanizmus hatasat.

Fotoheterotrof korilmények kozott az oxigénfejlodés 5-10 perc alatt megsziinik és
a mixotrof nevelési koriilményekkel szemben nem tapasztalhatd atmeneti visszaallas.
A PpBQ jelenlétében mérve viszont a fotoszintetikus aktivitas idGbeli valtozasa
megegyezik az autotréf-mixotrof Aatmenetnél tapasztaltakkal: a kezdeti gyors
csokkenés elmarad és csak a lassu, orakig tarté masodik fazis lathat6. A heterotrof és
mixotrof kulturakon mért eredmények kozotti eltérést az irodalombdl (Govindjee,
1992) bikarbonat-hatas néven ismert jelenség alapjan érthetjuk meg. A PS II

reakciocentrumaban az els6dleges és masodlagos kinon akceptorok kozott
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elhelyezkedd vas atom, amely Onmaga nem tagja a fotoszintetikus
elektrontranszportlancnak, egy HCO;™ aniont k6t meg koordinativ kotéssel. A HCO5'
vas atomhoz kotddése sziikséges a Qa és Qp kozotti elektrontranszporthoz. A HCO5
eltavolithatd a kot6helyérdl egyértékii anionokkal, ami in vitro kisérletekben a steady-
state elektrontranszport ledllasaval jar. Az azonban még nem teljesen tisztazott, hogy
a gatlas a HCOs™ levalasanak a kovetkezménye, vagy a gatlo hatas kialakulaséhoz az
egyérték(i anionnak a bikarbonat anion helyére torténd bekotddése is szikséges. A
heterotréf alga neveld kozege a mixotroféval ellentétben nem tartalmaz COj-ot. A
CO; és igy az oldatban vele egyensulyt tarté HCO;3™ eltavolitasa a neveld kozegbdl a
Qa és Qp kozotti elektrontranszport ill. az oxigénfejlodés sebességének lassulasat
eredményezi, ezért még a state 1/state 2 atmenet miatt bekovetkezd részleges oxidacio
sem tudja a linearis elektrontranszportot helyreallitani. A HCOs™ hianya azonban nem
befolyasolja a viztl a PpBQ-ig mért elektrontranszportot, igy az akceptor
jelenlétében mért gorbék lefutasa a mixotrof és heterotrof tenyészetekben azonos. A
CO; hianynak, az acetattol figgetlen hatasait CO, mentes levegdvel buborékoltatott
algatenyészeteken tanulmanyoztuk (12. abra). A CO, kivonasa a viztdl a NADP"-ig
tart6 teljes elektrontranszportlancot gatolja, mig a PpBQ-ig tarté elektrontranszport
CO; hianyaban is zavartalanul folyhat. Egy masik mesterséges akceptor, a diamino-
duren (DAD) azonban nem képes helyreallitani az oxigén fejlodést. A DAD a PQH,-
tol képes elektronokat atvenni, azonban a Qa — Qg elektrontranszfer gatlasa miatt a
PQ nem redukalédik, igy a DAD is hatastalan marad. A PpBQ és DAD hatasai kozotti
kilonbség bizonyitja, hogy a CO; hiany okozta gatlas az elsOdleges és masodlagos
kinon akceptor kozott alakul ki, és nem a Calvin-ciklus leallasa kovetkeztében jon
létre. Tovabba, a bikarbonat-hatas kialakulasahoz egyértékii anionra nincs sziikség,

CO; hianyaban, acetat nélkul is fellép. Garab és mtsai. (1988) spenét leveleken
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12. abra. CO, kivonas hatisa Chlamydobotrys stellata fotoszintetikus aktivitasara.
elektron transzport a viztdl NADP"-ig (-0-); PpBQ-ig (250 uM) (-0-); oxidalt DAD-ig
(200 uM) (-4-) 1, CO; kivonas kezdete. Minden mérési pont 3 mérés atlaga a CO,
kivonas el6tti kontroll minta szazalékaban kifejezve. A kontroll mintadk abszolut
fotoszintetikus aktivitasai: H;O—NADP", 130; H,O—DAD, 110; H,O—PpBQ, 160
puM O,/mg klorofill/h

A termolumineszcencia és szobahOmérsékletii fluoreszcencia technikdk nem
adnak informaciot az els6 fotokémiai rendszerrdl, ezért alacsony, 77 K homérsékletii
fluoreszcencia emisszios spektrumokat is mértiink az autotréf-fotoheterotrof ill.
autotrof-mixotr6f atmenetek soran (13. abra). A 77 K-en mért fluoreszcencia
emisszios spektrumokban megjelenik egy, a PS I-hez rendelheté sav, melynek
maximuma Chlamydobotrys stellataban 725 nm-nél talalhat6. A 685 és 695 nm
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13. abra. Kiilonbozd nevelési korilmények kozott nevelt Chlamydobotrys stellata
77 K-en mért fluoreszcencia emisszid spektrumai. (a) autotrof alga; (b, ¢) 2, 12 ora
fotoheterotrof nevelés; (d) 12 ora fotomixotrof nevelés; (e) 12 6ra fotoheterotrof
nevelés 10 pM DCMU jelenlétében; (f) 12 ora fotoheterotrof nevelés 5 uM DBMIB
jelenlétében. A DBMIB instabilitasa miatt 3 6ranként tovabbi 3 uM DBMIB-t adtunk

675 700 725 750
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és a DBMIB hatasat fluoreszcencia indukcio méréssel ellendriztiik.




csucshelyzeti savok a PS II-hoz tartoznak. A fluoreszcencia emisszids savok
intenzitasat a pigment-protein komplexek szerkezete és mennyisége hatirozza meg,
igy a state atmenetek kozvetlenebb bizonyitékat adjak. Egy oraval 20 mM acetat
adasa utan a 77 K-es fluoreszcencia emisszios PS II savok hirtelen lecsokkennek, és a
PS I sav kis mértékben megnd, igazolva a state 1/state 2 atmenetet, hasonldan a
Chlamydomonas reinhardtii zoldalgaban Bulté és mtsai. (1990) altal leirt, anaer6b
koriilményekkel ill. a mitokondridlis oxidativ foszforilacid gatlasaval indukalt
state 1/state 2 atmenetet kisérd, fluoreszcencia emisszios spektrumok valtozasaihoz.
Murakami (1997) kimutatta, hogy a hosszi idon at kiilonb6z6 fényviszonyok mellett
nevelt Synechocystisben és Chlamydomonasban kialakulo eltér6 PS I/PS 1I
mennyiségi arany szoros korrelaciét mutat a 77 K-es fluoreszcencia PS I és PS II
emisszios savjainak aranyaval. Mérés el6tt rovid ideji sotétadaptaciéval a mintakat
azonos, state 2, allapotba hoztdk a state atmenetek hatasanak kikiiszobolésére.
Chlamydobotrys stellata algaban 12 6ra mixotrof ill. fotoheterotrof nevelés utan a
PS II savok csaknem teljesen eltiinnek, mig a PS I sav kb. 1,4-szeres novekedést
mutat. A szobahdmérsékleti fluoreszcencia indukciéval nyert adatok alapjan tudjuk,
hogy a state 2 allapot mar az els6 1-2 6ra utan allando6sul, igy a 77 K-es fluoreszcencia
emisszié hosszu ideji valtozasai mar csak a PS II ill. a PS I komplexek mennyiségi
valtozasait tikkrozik.

A fluoreszcencia intenzitas id6beli valtozasa az elsédleges kinon akceptor, a Qa
redukcidjanak sebességét tikkrozi. A fluoreszcencia indukcids gorbe felfutasa az F,
szintrol az F,, szintre, DCMU jelenlétében egy adott fényintenzitas mellett, csak a
PS II abszorpcidés hataskeresztmetszetétdl fligg (Melis és Thielen, 1980). A 14. abra
mutatja az autotrof és fotoheterotrof modon nevelt Chlamydobotrys stellata

fluoreszcencia indukcids gorbe, DCMU jelenlétében mért felfutasat. A fotoheterotrof
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— heterotrof t, 41 ms

0 0.1 0.2 0.3

idé (s)

14. abra. A fluoreszcencia indukcié felfutasi kinetikaja 10 pM DCMU jelenlétében
autotrof (——) és fotoheterotr6f (——) Chlamydobotrys stellata algaban 20 W/m?
aktinikus fényintenzitas mellett.. A goérbéket azonos F, értékre normaltuk.
algaban a Qa teljes redukcidjanak félideje (41 ms) hosszabb mint az autotrof algaé
(19 ms). Meghatéroztuk a fluoreszcencia indukcios gorbe felfutas félidejének idobeli
valtozasat is az autotrof-fotoheterotrof atmenet soran (15. éabra). A félido
hosszabodasanak kinetikaja jo korrelaciét mutat a state 1/state 2 atmenetként
értelmezett F,, csokkenésének kinetikajaval (7. abra). A Qa redukcid sebesség
lassulasa a state 1/state 2 atmenet alatt jelzi, hogy a state 1/state 2 dtmenet valéban
csokkenti a PS II antenna-komplex altal begyiijtott, vagy a PS II reakciécentruméaba
tovabbitott fényenergia mennyiségét.

A legaltalanosabban elfogadott modell szerint (Allen, 1992) a state 1/state 2
atmenet az LHC II foszforilacidjanak eredményeként alakul ki. **P izot6pos
ortofoszfat jeloléssel és a tilakoid fehérjék SDS poliakrilamid-gélelektroforézissel

torténd elvalasztasaval sikeriilt kimutatnunk, hogy a Chlamydobotrys stellata algdban
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15. dbra. A Qa fotokémiai redukcié félidejének valtozasa az autotréf-fotoheterotrof
atmenet soran Chlamydobotrys stellata algaban.

fotoheterotrof koriilmények kozott az F,, ill. az F, csokkenését az LHC II
nagymértékii foszforilacidja kiséri (16. abra).

Széles korben elfogadott, hogy a state atmenetek a két fotokémiai rendszer kozott
elhelyezked6 elektrontranszport komponensek redox potencialja altal szabalyozottak,
igy kézenfekvé az a feltételezés, hogy az acetat metabolizmus a fluoreszcencia
indukcid, termolumineszcencia ill. oxigén fejlodés mérések segitségével kimutatott
PQ redukcion keresztiil valtja ki a state 1/state 2 atmenetet. Ennek igazolasara az
acetat adassal és a CO, megvonassal egyidejiileg, az elektrontranszportot kiilonb6z6
helyeken gatlé herbicideket (DCMU, DBMIB) is adtunk. A DBMIB csaknem
teljesen, mig a DCMU részlegesen megakadalyozta ill. hosszi tavon
késleltette az acetat okozta fluoreszcencia kioltast: az F,, és a 685 ill. 695
nm-es alacsony homérsékletii fluoreszcencia emisszidos savok csokkenését

(6. és 13.abra). A DCMU megakadalyozza, hogy a PSII mikodése
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16. abra. Az autotrof-fotoheterotrof atmenet hatasa Chlamydobotrys stellata LHC 11
foszforilaciojara. Fels6 rész: A *°P jelolt és SDS-PAGE-sel elvalasztott LHC II
autoradiogrammja. Als6 rész: Az autoradiogramm denzitometrias analizise. A mért
értékek az autotr6f kontroll szazalékaban vannak kifejezve.

révén a vizbontasbol szarmazé elektronok eljussanak a PQ-hoz ill. a citokrom bg/f
komplexhez. A DCMU hatasa arra utal, hogy a PS II altal katalizalt elektronatadas
nagy mértékben hozzajarul a PS I és PS II kozotti elektrontranszport komponensek
redukcidjahoz. A DCMU részleges hatasa azonban azt is mutatja, hogy valamilyen
kiils6 forrasbol elektronok lépnek az elektrontranszportba a DCMU hatohelye utan. A
DBMIB megakadalyozza a redukalt PQ oxidacidjat, igy a PQ redukalt allapotban
marad, a citokrom f pedig oxidalta valik. DBMIB jelenlétében a state 1/state 2

atmenet nem kovetkezik be, annak ellenére, hogy a PQ redukalt allapotban marad. Ez

a megfigyelés azt valésziniisiti hogy az acetit metabolizmus altal indukalt
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state 1/state 2 4tmenetet nem a PQ, hanem a citokrom bg/f k;>mplex valamely
komponensének redukcidja valtja ki.

A kilsd elektronforrasb6l a  két  fotokémiai  rendszer  kozotti
elektrontranszportlancba iranyulé elektron bearamlas kinetikajat a citokrom f
fény-indukalt abszorpcié valtozasanak mérésével vizsgaltuk (17. abra). 50 ms-os
fényfelvillanas alatt a PS I altal katalizalt elektrontranszport a citokrom f oxidacidjat
okozza, amit 540 nm-es referencia hullamhosszhoz viszonyitott 554 nm-en mérhetd
abszorpcid csokkenés kisér. Az oxidalt citokrom f sotétben a redukalt PQ molekulak
segitségével jut vissza redukalt allapotba, mikozben az abszorpcid az eredeti értékre
all vissza. A citokrom f fényfelvillanast kovetd redukcidja 20 mM acetat hatasara
felgyorsul a redukalt PQ megnovekedett koncentracidja miatt. DCMU jelenlétében a
kontroll alga citokrom f redukcidja lelassul, mivel a Qa-Qp elektron atadas gatlasa
miatt a PQ oxidalt allapotban marad. Az acetat metabolizmus altal indukalt gyors
citokrom f redukcié azonban sokkal kevésbé érzékeny a DCMU-ra, ami érthet6, ha az
elektronok a DCMU kétohely utan, a PQ-nal, vagy a citokrom bg/f komplexnél 1épnek
be az elektrontranszportlancba. A DBMIB viszont mind a kontroll, mind az acetatos
algaban lassitja a citokrom f s6tét redukcidjat. A DBMIB megakadalyozza a redukalt
PQ bekotddését a citokrom be/f komplex Q, kotbhelyére, ami igazolja, hogy az
elektronok nem kozvetleniil, hanem a PQ kozvetitésével jutnak a citokrom f~hez.

Az acetait metabolizmus tobbféle modon is redukciét idézhet el a
fotoszintetikus elektrontranszportlancban. Az acetat fotoasszimilacid a glioxilsav-
ciklusban ill. glikoneogenezisben netto NADH termeléssel jar. A NADH a
citoplazmabol a kloroplésztiszba juthat a tridz-foszfat vagy az oxalacetat-malat s6ntdn
keresztiil, mikozben a NADH NADPH-va konvertalodik. A NADPH koncentracio

novekedéséhez vezet a Calvin-ciklus gatlasa is. A fotoheterotrof tenyészetekben a
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17. abra. Az acetat metabolizmus hatasa a fényindukalt citokrom f abszorpci6 valtozas
kinetikajara. (——) autotrof alga; (—) 2 6raig heterotrof koriilmények kozott nevelt
alga. Az elektrontranszport inhibitorokat fél perccel a mérés el6tt adtuk a mintakhoz.
1: aktinikus fény be; |: aktinikus fény ki
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CO; hianya leallitja a Calvin-ciklust, de az acetat metabolizmus 6nmagaban is képes a
Calvin-ciklus gatlasara. Az acetat fotoasszimilacio els6 Iépése, az Ac-CoA képzddése
megnoveli az ATP felhasznalast. A Calvin-ciklus és a glioxilsav-ciklus versengése az
fogyaszto folyamata, a Calvin-ciklus még a mixotrof tenyészetekben, CO;
jelenlétében is leall és a fotoszintézis fény szakaszaban képz6dé NADPH
felhalmozodik. Ennek igazolasara meghataroztuk a NADPH és az ATP
koncentraciokat autotrof kontroll ill. 30 percig 20 mM acetattal kezelt algasejtek
extraktumabol (3. tablazat). Az acetat hatasara az ATP tartalomban kb. 50 %-o0s
csokkenés figyelheto6 meg a NADPH szint tobb mint kétszeres emelkedésével
3. tablazat. Az acetat metabolizmus hatasa Chlamydobotrys stellata alga sejtek

NADPH és ATP koncentracidjara. Az algasejteket 30 percig inkubaltuk 20 mM acetat
jelenlétében.

NADPH ATP
(nM/mg klorofill)
Autotrof 19,9 £3.8 O8£S
Fotoheterotrof 433 +6.4 48,2 £7.9

egyidejileg. A NADPH molekulakrol az elektronok a tilakoid membranban talalhato
NAD(P)H-plasztokinon oxidoreduktaz segitségével kozvetlenil a PQ molekulakra
kertulhetnek, vagy a ferredoxin-NADPH reduktaz (FNR) el6szor a ferredoxint
redukalja, majd a ferredoxinrdl a ferredoxin-plasztokinon oxidoreduktaz, az FQR
katalizisével kertlnek a PQ-ra. A PS I akceptor oldalanak redukcioja miatt a PS 1
elektrontranszport kapacitasa lecsokken a PS II-éhez viszonyitva, igy a PS II a
NADPH akkumulaciojatol fliggetleniil is, kozvetlentl hozzajarul a PQ és citokrom

be/f komplex redukciojahoz. Sotétben az acetat a PQ kismértékl redukciojat idézi
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csak elé és sem a state 1/ state 2 atmenet, sem az oxigénfejlodés csokkenése nem
figyelhetd meg, ami alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a NADPH akkumulaci6jaért
elsésorban a fény altal hajtott linearis elektrontranszport a felelés, mig a glioxilsav-
ciklus hozzajarulasa kisebb mértékli. A DCMU részleges gatlo hatasa a state 1/state 2
atmenetre ill. a PQ redukcidra szintén azt mutatja, hogy a glioxilsav-ciklus altal
termelt redukalé er6 onmagaban nem elegendé a PQ olyan mértékli redukcidjahoz
ami a state 1/state 2 atmenet kivaltasahoz elegendé lenne. Az ATP hianynak, a
Calvin-ciklus gatlasan keresztii, a NADPH akkumulacioban betoltott elsodleges
szerepét tamasztja ala az a megfigyelésink is, hogy a piroszolosav adasa, amely
szintén csékkenti a sejt ATP tartalmat (Horton, 1985), az acetathoz hasonld hatéssal

van a fluoreszcencia indukciora (6. abra).

Az acetat fotometabolizmus hatisa a PS I/PS 11 sztoichiometriara

Az acetit metabolizmusra val6 attérés soran a fluoreszcencia indukcid,
termolumineszcencia és az oxigénfejlesztd képesség valtozasaiban megfigyelhetd
lassu, 2-12 oOra alatt lezajlé valtozasok magyarazatara a két fotokémiai rendszer
mennyiségi aranyanak megvaltozasat tételeztiik fel. Erre utal a korabbiakban
bemutatott 77 K-es fluoreszcencia emisszidés spektrum megvaltozasa is, ill. az
algasejtek pigmenttartalmaban bekovetkezd valtozasok is. Az autotrof-fotoheterotrof
atmenet soran a sejtek Osszklorofill tartalma ugyan nem valtozott meg, de a klorofill
a/b arany jelentdsen megnovekedett (18. abra). A PS I klorofill a tartalma nagyobb
mint a PSII-é, igy a klorofill a/b arany noévekedése Osszhangban van azzal a
feltevésunkkel, hogy a PS I/PS II arany a fotoheterotrof életméd soran megnovekszik.

A PS II mennyiségének csokkenésével a sejt klorofill tartalma csokken, de a PS I ill.
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18. abra. Chlamydobotrys stellata sejtek klorofilltartalmanak és klorofill a/b
aranyanak valtozasa autotréf-fotoheterotréf atmenet soran. Az algat 12 6ran at
neveltiikk fotoheterotr6f koriilmények (20 mM acetat, -CO,) koz6tt. Minden mérési
pont 4-6 mérés atlaga. —o—, klorofill a/b; —o—, klorofill tartalom

annak fénybegyiijté antenna pigment-protein komplexeinek mennyiségi novekedése
miatt az Osszklorofill tartalom nem valtozik. Brandt és mtsai. (1982, 1983)
Chlamydobotrys stellata algaban egy 10j, a PS I-hez tartozd, csak klorofill a-t
tartalmazé fénybegyiijtd klorofill-protein komponenst azonositottak, amely az
autotrof algaban kis mennyiségben fordul eld, de fotoheterotr6f nevelési koriilmények
kozott a mennyisége megnovekszik.

A klorofill a/b aranyb6l csak a két fotokémiai rendszer relativ aranyanak
megvaltozasara kovetkeztethetink. A PS I ill. PS II abszolut valtozasait a
reakciocentrum fehérjékhez kapcsolédé funkciondlis elemek koncentraciéibol
hataroztuk meg. A PS I mennyiségét a P700 tartalommal jellemeztiik, amit izolalt

tilakoidokbol  spektroszkopiai modszerrel  hatiroztunk meg. A P700

rakciocentrumokat kémiailag redukaltuk, majd oxidéltuk és az oxidalt ill. redukalt
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formak abszorpciés spektrumainak kiilonbségébdl hatiroztuk meg a P700
mennyiségét (19. abra). A PS II mennyiségét a citokrom bss9 mennyiségével

jellemeztiikk. A citokréom bss9 a P700-hoz hasonléan, a tilakoid membran egyéb

Io_m_

AA P700

670 680 60 700 710 720 730 740 750 760
hullamhossz (nm)

19. abra. Kémiailag oxidalt (1 mM ferri-cianid) és redukalt (aszkorbinsav) P700
kiilonbségi abszorpciéos spektruma autotrof (——) és fotoheterotrof (——)
koriilmények kozolt nevelt Chlamydobotrys stellata tilakoid membranjaibol.

citokrom komponenseivel egyiitt (citokrom b, citokrom f) konnyen meghatarozhaté
spektroszkopiai modszerekkel. A harom citokrém komponens redox potencialja elég
tdvol van egymastol ahhoz, hogy az eldzetesen kémiailag oxidalt formékat
megfeleloen megvalasztott redukalé szerekkel szekvencialisan, egymastol fiiggetleniil
redukaljuk, és az ezzel jar6 abszorpciévaltozasokat megmérjitk (20. abra). Bar az
irodalom ellentmondasos az egyetlen PS II komplexre juté citokrém bsso hem
csoportok szamat illetden (Lam és mtsai., 1983; Murata és mtsai., 1984; MacDonald

és mtsai., 1994; Yruela és mtsai., 1994; Tang és Diner, 1994), a PS Il mennyiségét a
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20. abra. Autotr6f (—) és fotoheterotrof (——) Chlamydobotrys stellata algabol
izolalt tilakoid membranok citokrom komponenseinek kémiailag redukalt és oxidalt
formainak kiilonbségi spektruma. A: cyt f, hidrokinon redukalt-ferri-cianid oxidalt
minta; B: cyt bsse, aszkorbattal redukalt-hidrokinonnal redukalt minta; C: cyt bg,
ditionittal redukalt-aszkorbattal redukalt minta
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citokrom bsso mennyiségeének felével vettik azonosnak. A citokrom bs €s citokrom f
koncentraciojabol a citokrom bs/f mennyiségét tudtuk megbecsiilni. A spektroszkopiai
modszerekkel nyert adatokat a 4. tablazat foglalja 6ssze. A citokrom bg/f komplex
4. tablazat. A PS II, PS 1 és citokrom bs/f komplex mennyisége autotrof és
fotoheterotrof Chlamydobotrys stellata sejtekben. A PS II és PS I mennyiségét a cyt

bsso mennyiség felével ill. a P700 tartalommal jellemeztik. A citokrom bs/f komplex
mennyiségét a cyt fill. a cyt bs koncentracio alapjan szamoltuk.

P51l Ps1 Cyt bo/f PSI/PS1I
(umol/mg klorofill)
Autotrof 1 2-£0-32 1,37+0,23 1,78+0,38 0,79
Fotoheterotrof 0,65+0,13 1,75+0,34 1,66+0,46 2,69

mennyisége nem killonbozik az autotrof ill. fotoheterotr6f modon nevelt algakban,
mig a PS II mennyisége jelentdsen lecsokkent, és a PS I mennyisége kisebb
mértékben novekedett. A PS I/PS II arany tehat megndtt, és ez az arany valtozas
novekedése csak kisebb mértékben jarul hozza. Ez az eredmény Osszhangban van
Pfannschmidt €s mtsai. (1999) eredményeivel, miszerint a PS I/PS II arany a PS 11
fényben nevelt bors6 novényekben megnovekszik, mig a PS I fényben neveltekben
lecsokken a PS 1 és PS II ellentétes irany( valtozasai miatt. Ezzel szemben Murakami
¢s Fujita (1991) ill. Aizawa €s mtsai. (1992) kimutattak, hogy cianobaktériumokban a
fényviszonyok megvaltozasa altal indukalt PS I/PS II sztoichiometriai valtozasokban
a PS I a valtozo komponens, a PS II és citokrom bs/f komplex mennyisége valtozatlan
marad.

A PS 1I reakciocentrumok mennyiségi valtozasat egy, a citokrom bsso
meghatarozasatol fuggetlen modon is sikertlt igazolni. A PS II reakciocentrum egyik

o fehérjéjének, a PsbD-nek (D2), a tyr160 aminosav oldallanca megvilagitas hatasara
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oxidalodik, és a tyrD" szobahémérsékleten is mérhetd, sotétben hossza ideig stabil
ESR jelet ad, amely aranyos a PS II reakciocentrum mennyiségével. A fotoheterotrof
algaban a tyrD'-hez tartozé g=2,0046 ESR jel sokkal kisebb, mint az autotrof algaban
mérhetd (21. abra). A fotoheterotrof algaban PpBQ hatasara sem n6 meg az ESR sav
amplituddja, ami bizonyitja, hogy a tyrD" ESR jele nem a fotoheterotrof algaban
tapasztalhato er6s reduktiv korilmények miatt nem mérhetd, hanem a jelet ado tyrD
mennyiségének csokkenése kovetkeztében.

A reakciocentrumok  funkcionalis  komponensei mellett, immunoblottal
osszehasonlitottuk a reakciocentrum apoproteinek mennyiségét az autotrof ill. 12 o6ran
at fotoheterotr6f modon nevelt algakban (22. abra). A PsbA ill. PsaA fehérjék

ellenanyagaival végzett vizsgalatok eredményei jol korrelalnak a spektroszkopiai

dy

autotof

B heterotréf
._____//\/\_ heterotréf + PpBQ
i 1 | i | ! ! 1 | ]
330 332 334 336 338

magneses téreré (mT)

21. 4bra. A tyrD" ESR spektruma autotrof és 16 oran keresztiil fotoheterotrof modon

s s

on 5 percig megvilagitottuk, majd 15 perc sotétadaptalas utan felvettiik a spektrumot
200 uW teljesitményti 9,42 GHz-es mikrohullamu gerjesztéssel.
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médszerekkel nyert adatokkal. A PS II reakciocentrum fehérjéje a PsbA kb. 65 %-kal
csokkent, a PS I reakci6centrum fehérje a PsaA kis mértékben megnétt, alatamasztva
a PS II dinamikus szerepét a PS I/PS II sztdichiometria kialakitasaban. A PsbA
fehérje az elsddleges hatohelye a fénygatlasnak, igy felmeriil az a lehet6ség, hogy a
fotoheterotrof nevelés soran fellépd reduktiv koriilmények elosegithetik a PsbA
fehérje degradaciojat, és ez vezet a PS II reakcidcentrumok mennyiségének
csokkenéséhez. A fénygatlas szerepének tisztazasara, a PsbA mellett, egy masik,
szintén a PS II-h6z tartozd, de a fénygatlasra nem, ill. sokkal kevésbé érzékeny
fehérje, a PsbD mennyiségét is megvizsgaltuk az autotrof és fotoheterotrof algakban.
A PsbD mennyisége a PsbA-val azonos mértékben csokken le a fotoheterotrof
algaban. A PsbD a PS II belsé fénybegyiijté antenna komplexét alkotja, igy
megallapithat, hogy a fotoheterotrof algaban a teljes PS II komplex mennyisége
valtozik, és nem a PsbA protein specifikus degradaciojarél van szo6.

DCMU vagy DBMIB jelenlétében a fotoheterotrof algaban a PsbA és a PsbD
fehérjék mennyisége csak kis mértékben csokken, megerdsitve a feltételezést, hogy a
state atmenetekhez hasonl6an a PS I/PS II sztoichiometria is az elektrontranszportlanc
redox allapotanak szabalyozasa alatt all, és valosziniileg itt is a citokrom bg/f komplex
a redox szenzor, amelynek a redox allapota meghatarozza a két fotokémiai rendszer
hatasan keresztiil.

APSI/PS I arany valtozasa jol tukr6zddik a kloroplasztisz ultrastrukturajanak
megvaltozasaban is. Régebbi elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan (Wiessner és
Amelunxen, 1969) ismert, hogy a fotoheterotrof Chlamydobotrys stellata
kloroplasztiszaban az els6sorban PS I-et tartalmaz6 sztroma tilakoidok mennyisége

megnovekszik a talnyom6 tobbségében PS II-t tartalmazé granum tilakoidok
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22. abra. Nevelési koriilmények és fotoszintetikus inhibitorok hatasa a PsbA, PsbB és
PsaA fehérjék mennyiségére Chlamydobotrys stellata algaban. Fels6 rész: 16 6ran at
autotrof és heterotrof koriilmények kozott, ill. heterotr6f koriilmények kozott és 10
uM DCMU vagy 5 uM DBMIB jelenlétében nevelt algdk immunoblott analizise. A
DBMIB-t 3 oranként poétoltuk. Alsé rész: Az immunoblott lézer denzitometrids
analizise. Az adatok 3 fiiggetlen mérés atlagai és az autotr6f kontroll szazalékaban
vannak kifejezve.

mennyiségének rovasara. Melis és Homann (1976) DCMU jelenlétében mért
fluoreszcencia indukci6 gorbe kinetikdjanak elemzésével kétféle, antenna méretiikkben
kiilonb6z6 PS II reakciocentrumot kiilonitett el, amelyeket PSIl, és PS Ilg
centrumoknak neveztek el. A kétféle PS II komplex lokalizicidja is eltér6. Mig a

nagyobb fénybegyiijt6 antennaval rendelkez6 PS 11, a granum tilakoidokban, addig a
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kisebb abszorpcios hataskeresztmetszeti PS Ilg a sztroma tilakoidokban talalhato
(Melis, 1991). Mivel a sztroma tilakoidok mennyisége nagyobb a fotoheterotrof
algaban mint az autotrof algaban, meghataroztuk a kétféle reakciocentrum szazalékos
megoszlasanak valtozasat az autotrof-fotoheterotrof atmenet soran (23. abra).
Megallapitottuk, hogy a fotoheterotrof algaban a megmarado PS II reakciocentrumok

tobbsége, 80 %-a -centrum, mig az autotrof algaban ez az arany csak kb. 30 % volt.
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23. abra. A PS Ilg reakciocentrumok relativ mennyiségének valtozasa az autotrof-
fotoheterotrof atmenet soran Chlamydobotrys stellata sejtekben. Az értékek a teljes
PS II ( a+) mennyiségének szazalékaban vannak megadva.

A PS 11,/ PS Ilp aranyvaltozas fiziologiai jelentésége nem tisztazott. Wendler €s
Holzwarth (1987) szerint a state 1/state 2 atmenet soran a foszforilalt LHC II nem a
PS I-hez, hanem a PS Ilg centrumokhoz kapcsolodik és a sztroma tilakoid
membranban szabadon mozgo PS Il képes az altala abszorbealt energiat a PS I-nek
atadni. Chylla és mtsai. (1987) a Q4 redukcid sebességére nézve szintén heterogénnek
talaltak a spenot tilakoid membranokban eléforduld PS 1I reakciocentrumokat. Az

aktiv reakcio centrumok mellett a Qa-t egy nagysagrenddel lassabban redukalo
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reakcidcentrumokat mutattak ki, amely vagy atfed a PS IlIg reakci6centrum
populacioval vagy annak részét képezi. A Qg redukcidjara képtelen PS IIs centrumok
felhalmozddasa a heterotrof sejtekben szerepet jatszhat a PS II aktivitasanak
csokkenésében, és igy a két fotokémiai rendszer aktivitasanak egyensilyba
keriiléséhez. A sztréma tilakoidokban elhelyezkedd PS Il centrumokat Melis (1991)
az aktiv PSII komplex fehérjekomponenseibdl torténd oOsszeallas egyik kozbiilsd
termékének tartja. A Qp redukcidjara nem képes PS Iz centrumok eldszér a Qg
redukcidjara képes PS IIg centrumokka, majd aktiv PS I, centrumokka alakulnak.
Elképzelhetd hogy az aktiv PS II képzddése poszt-transzlacios szabalyozas alatt all, és
a PS Il felhalmozodasa a fotoheterotrof Chlamydobotrys stellata kloroplasztiszokban
a PS IIg centrumok aktiv PS II, centrumokka alakulasanak gatlasa miatt kévetkezik

be.

Az acetit metabolizmus hatidsa a psbA és psaA gének expresszidjara

Allen (1992, 1995) javaslata szerint a fényviszonyok megvaltozasa az
elektrontranszportlanc redox allapotanak megvaltoztatasaval a PS II és PS 1 fehérjék
génjeinek expresszidjat befolyasolja. A PS I neveld fényrol PS II fényre val6 attérés a
PQ vagy a citokrom be/f komplex redukcidjan keresztiil olyan jelatviteli folyamatot,
feltehetOleg foszforilacios kaszkadot indit el, amely a PS II gének transzkripcidjanak
gatlasahoz és a PS I gének transzkripciojanak fokozasahoz vezet. Ha Allen hipotézise
helyes, akkor feltételezhetd, hogy az acetat metabolizmus altal kivaltott redukcio is a
génexpresszio befolyasolasaval szabalyozza a PS I/PS II aranyt. Ennek a
feltételezésnek az ellendrzéséhez megmértiik a psb4 és psaAd gének transzkript
szintjének idofliggését az autotrof-fotoheterotrof atmenet soran (24. abra). A psbA
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mRNS mennyisége fokozatosan csokken a psad mRNS mennyiségének csekély
mértékii novekedésével parhuzamosan. 16 ora fotoheterotr6f nevelés utan a psbA
transzkript szintje az autotrof szint 25%-ra csokken, a psad mRNS kb. 10%-kal
emelkedik. Ha az algakat 16 o6rai fotoheterotr6f nevelés utan visszahelyezziik autotr6f
koriilmények kozé, az eredeti mRNS szintek 6-8 oran beliil teljes mértékben

visszaallnak az eredeti értékre.
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24. abra. A psbA és psaA mRNS-ek mennyiségének valtozasa Chlamydobotrys
stellata sejtekben fotoheterotrof nevelés soran. 16 6ra nevelés utin az algatenyészetet
ujra autotr6f koriilmények kozé helyeztik vissza. Felill: az S1 nukleaz analizis
autoradiogramja; alul: az autoradiogram denzitometrids analizise. Minden mérési pont
3 fiiggetlen mérés atlaga az autotréf kontroll szazalékaban kifejezve.
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Az mRNS-ek mennyisége a sejtben megvaltozhat a transzkripcié sebességének
valtozasa miatt, vagy, ahogy tobb eukariéta sejtben is kimutattdk, az mRNS-ek
stabilitisanak megvaltozasa kovetkeztében (Deng és Gruissem, 1987; Mullet és Klein,
1987). A psbA mRNS stabilitisanak meghatarozasahoz a transzkripciét aktinomicin
D-vel gatoltuk, az autotr6f és fotoheterotréf algakban, majd meghataroztuk a psbA

mRNS mennyiségének csokkenési sebességét (25. abra). A psb4 mRNS felezési
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25. abra. A psbA mRNS élettartama autotr6f (-0-) és heterotréf (-0-) Chlamydobotrys
stellata alga sejtekben. 2 6rai nevelés utan 100 pg/ml aktinomicin D transzkripcio
gatlo antibiotikumot adtunk az alga kultirdkhoz. Feliil: az S1 nukledz analizis
autoradiogramja; alul: az autoradiogram denzitometrias analizise. Minden mérési pont
3 fiiggetlen mérés atlaga.

ideje a két mintdban azonos volt. Az eredményiil kapott 4 6ra megegyezésben van az
irodalomban az eukariota psbA mRNS élettartamara vonatkozo6 adatokkal (Deshpande
és mtsai., 1997). Az RNS stabilitis valtozasara nyert adatok alapjan

valdszinisithetjilk, hogy a fotoheterotrof sejtekben a psbA transzkript szintjének
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csokkenése a transzkripcid sebességének csokkenésébol adodik.

Az elektrontranszport redox allapota és a psbA transzkript mennyisége kozotti
osszefliggést DCMU és DBMIB jelenlétében végzett mérésekkel igazoltuk (26. abra).
DCMU jelenlétében a heterotrof alga psbA transzkript szintje sokkal magasabb mint
DCMU nélkiil, DBMIB jelenlétében pedig csaknem az autotroféval megegyezd. Az
elektrontranszport gatlok hatasai azt bizonyitjadk, hogy a psb4 génexpresszidja
transzkripcionalis szinten redox szabalyozas alatt all és az acetat metabolizmus az
elektrontranszportlanc két fotokémiai rendszer k6z6tti komponenseinek redukcidjaval
a psbA gén expresszidjat csokkenti.

A transzkript szint valtozasok Osszhangban vannak a PsbA és PsaA fehérjék
mennyiségében tapasztalt valtozasokkal. Az mRNS mennyiségi valtozasai elegendoek
a megfeleld fehérjék mennyiségében tapasztalt valtozasok magyarazatara, de nem
zarhatok ki a transzlacios ill. poszt-transzlacios szintii szabalyozasi folyamatok sem.
Synechocystis kékalgaban, ahol a PS I/PS II sztoichiometria a PS I mennyiségén
keresztiil szabalyozott, a citkrom be/f komplex redukcija a PS 1 reakcidcentrum
fehérjéinek (PsaA/B dimér) mennyiségét poszt-transzlacios szinten szabalyozza, mig
a PS II mennyisége a psbA mRNS mennyiségével egyiitt allandé6 marad (Aizawa és
Fujita, 1997). Ellentétben a Chlamydobotrys stellata zoldalgan kapott
eredményeinkkel, Synechocystis kékalga sejtekben, a PsaA/B fehérje prekurzor
akkumulalédik, a megfeleld transzkript szintjének megemelkedése nélkil és A
cianobaktériumokat gyakran haszniljak modell rendszerként a novények
fotoszintézisének vizsgalatdhoz a fotoszintetikus apparatusuk nagyfokd hasonlosaga
miatt. Az eukariota ndvények és cianobaktériumok genomjanak szervezddése azonban
mar lényegesen kiilonbozik egymastol, igy nem sziikségszerli, hogy a fotoszintetikus

fehérjék szerkezeti és miikodési hasonlosaga a genetikai szabalyozottsag terén is
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26. abra. Elektrontranszport inhibitorok hatasa az acetat metabolizmus éltal indukalt
psbA és psbB mRNS-ek mennyiségi valtozasaira Chlamydobotrys stellata algaban. A
sejteket 16 o6ra hosszan neveltiik autotrof és fotoheterotr6f koriilmények kozott
inhibitorok nélkiil ill. 10 pM DCMU vagy 5 uM DBMIB jelenlétében. A DBMIB-t 3
6ranként poétoltuk. Minden mérési pont 3 mérés atlaga az autotr6f kontroll
szazalékaban kifejezve. Felill: az S1 nukledz analizis autoradiogramja, alul: az
autoradiogram denzitometrids analizise.

érvényesiiljon. Kékalgakban, szemben a ndvényekkel a PsbA fehérjét (D1 protein)
egy géncsalad kodolja és a Synechocystisben és Synechococcusban két egymastol 25
aminosavban kiilonb6zoé D1 protein termelddik. a D1:1 és a D1:2. A két kiiliinb6z6
fehérjét kodold gének expresszidja egymastol eltéroen és fajtol fiiggé modon
szabélyozodik (Alfonso és mtsai., 2000). Synechocystisben a D1:1 fehérjét kodold

psbAI gén egyaltalan nem fejezddik ki, mig az azonos D1:2 fehérjét kodolo masik két
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gén a psbAIl és a psbAIIl a nevelési korilményektdl fliggben kilonboz6 mértékben
expresszalodik. Ezzel szemben Symechococcusban a psbAI is kifejezddik, de a
transzkripcié sebessége a neveld fény intenzitisanak fliggvényében a psbAII/III
génekével ellentétesen valtozik. Chlamydobotrys stellata algahoz rendszertanilag
kézelebb all6 borson a miénkhez hasonlé eredményre jutottak Pfannschmidt és mtsai.
(1999) is. Borsé novényekben a PSII és PS I kiegyenlitettlen megvilagitasa
kovetkeztében fellépd redukcié gatolja a psbA gén transzkripcidjat. Az intermedier
elektrontranszport komponensek redox allapotanak hatasit a PS II felépitésében
résztvevOd mas fehérjék génjeire mar kimutattak. A sejtmagban kodolt cab gének, a
PS II klorofill tartalmi fénybegy(ijté antenna komplex fehérjék génjeinek expresszidja
csokkent, ha a PQ eros fénnyel térténd megvilagitas hatasara redukalodott (Escoubas
és mtsai., 1995). Wolf és mtsai. megallapitottak, hogy az altalunk is tanulméanyozott
Chlamydobotrys stellata cab génjei CO, mentes korulmények kozott kevésbé
fejezodnek ki. A fent emlitett irodalmi és sajat eredményeink alapjan Ggy tinik, hogy
a fényviszonyokhoz és az acetat metabolizmus kovetelményeihez valo
alkalmaszkodas hatterében egy kozos, redox kontrollon alapulé szabalyozé
mechanizmus huzodik meg. Mind a fotoszisztémak egyenl6tlen gerjesztése, mind az
acetat metabolizmus altal eldidézett elektron bearamlas a PQ vagy a citokrom bg/f
komplex redukcidjaval jar. A redukcid a génexpressziora hatva csokkenti a PS II
szintézisét egy olyan alacsonyabb PS II/PS I aranyt eredményezve, amely visszaallitja
az elektrontranszport egyensilyat. Az intermedier elektrontranszport komponensek
oxidacidja (alacsony fényintenzitas, PS 1 fény, fotoheterotrof-autotrof atmenet)
viszont noveli a PS II gének atirasat és a PS II/PS I aranyt, mig az egyensuly megint
helyre nem all. Mivel a DBMIB megakadalyozza az acetat gatld hatasat a psbA

transzkripcidjara, valoszinlsithetd hogy a state 1/state 2 4tmenethez hasonléan a
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redox szenzor itt is a citokrom bg/f komplex. Pfannschmidt és mtsai. (1999) ezzel
szemben azt talalta, hogy a DBMIB, amely akadalyozza a citokrom be/f komplex
redukci6jat, mikozben eldsegiti a PQ redukciojat, fokozza a PS II fénynek a psbA
transzkripciora gyakorolt gatld hatasat. Az altalunk hasznalt 3-5 pM koncentraciéban
a DBMIB a redukalt plasztokinon bekét6dését akadalyozza a citokrom bg/f komplex
Q. kotodhelyére. A citokrém bg/f komplex inditja el a psbA transzkripcié gatlasahoz
vezetd jelatviteli folyamatot, azonban in vivo korilmények kozott a PQ az a mediator,
amely kozvetiti a kloroplasztisz redox allapotat a redox szenzorhoz.

Sippola és Aro (1999) kimutatta hogy Symechococcus kékalgaban a psbAII/III
transzkript szint befolyasolhato tiol csoportokat redukalé vagy oxidalé kémiai
anyagokkal, ami arra utal hogy a jelatviteli folyamatban tiol csoprtok vesznek részt. A
fotoszintetikus elekrontranszport specifikus transzkripcios faktorok tiol csoportjait
redukalhatja a ferredoxin/tioredoxin rendszeren keresztiil. A ferredoxin/tioredoxin
rendszeren keresztili jelatvitel a psbAII/IIl transzkript felhalmozddasahoz vezet a
DSbAI transzkript mennyiségének egyidejii csokkenésével, ami a D1 fehérje két
formaja (D1:1 és D1:2) aranyanak megvaltozasat eredményezi, de a két forma
Osszege azonos marad. Méréseink szerint a PS I/PS II sztdichiometria
megvaltozasahoz a Chlamydobotrys stellataban a PS II mennyiségének megvaltozasa
sziikséges, hasonléan a magasabbrenii novényekhez (Pfannschimd és mtsi., 1999) igy
elképzelhetd hogy a PQ/citokrombgf komplex altal és a ferredoxin/tioredoxin redox
rendszer altal szabalyozott génexpresszié valtozasok egymastél fliggetlen adaptacios
valaszreakciokat képviselnek. Az ellentmondasok teljes tisztazasa és a redox szenzor
azonositasa a PS I/PS II sztéichiometria meghatarozasaban tovabbi vizsgalatokat
igényel.

A state atmenetekhez hasonléan a két fotokémiai rendszer sztéichiometriajanak
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redox kontrollja valdszinilleg 4ltalanos mechanizmus, amely mas metabolikus
folyamatokhoz ill. stresszkorilményekhez val6 alkalmazkodasban is szerepet jatszik.
Ezt az éltalanositast probaltuk meg alatimasztani egy masik zoéldalgan, Chlorella
vulgarison sostressz alkalmazasival. A 0,5 M NaCl hatasara a Chlorellin a
Chlamydobotrys stellata autotrof-fotoheterotrof éatmenete soran tapasztalhatd
jelenségeket sikeriilt megfigyelni. A fluoreszcencia indukcié a PQ redukcidjat
mutatja, amit a gyors (state 1/state 2), majd a lassi (PS II degradacio) fluoreszcencia
kioltas kovet. Az ATP tartalom gyors csokkenése is megfigyelhetd. Bar a
génexpresszi0 redox regulacidja a két fotokémiai rendszer mik6désének
Osszehangolasara altalanos szabalyozé mechanizmusnak tlnik, mas tényezOk is
szerepet jatszhatnak a PS I/PS II sztéichiometria kialakitasaban. Alfonso és mitsai.
(2000) Synechocystis cianobaktériumban vizsgaltak a psbA gén transzkripcidjat a
fotoszintetikus elektrontranszport kiillénb6zd redox allapotai mellett. A citokrém bg/f
komplex redukciojat okozé korilmények kozott a psbA gén transzkripcidja és
stabilitasa olyan moédon valtozott, hogy az a transzkript szint emelkedését és nem
csokkenését okozta. Ez a Pfannschmidt és mtsai. (1999) altal kozolt ill. az altalunk
kapott eredményekkel ellentétes megallapitas arra utal, hogy a redox allapot mellett
egyéb tényezok is befolyasoljak a fotoszintetikus gének expresszidjat. A fent emlitett
munkaban a reduktiv korilményeket sotét/fény atmenettel ill. kémiai redukcidval
érték el. Ezen korilmények kozott, a szerzOk sajat vizsgalatai alapjan, a sejt ATP
koncentracidja nem valtozott, ellentétben az acetat metabolizmussal, ahol a redukciét
az ATP szint nagymértéki esése kiséri. A PS I/PS II arany szabalyozasa sok kozos
vonast mutat a state atmenetekkel. Elképzelhetd, hogy a jelatvitel kezdeti szakasza
k6zos a két folyamatban. Allen és mtsai. (1981) megfigyelték hogy a state 1/state 2

atmenet sotétben kémiai redukcioval kivalthatok. A redukcid hatasa két részbél
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tevodik ossze, melyek koziil az egyik csak ATP jelenlétében jatszodik le. Danon és
Mayfield (1994a) kimutatta, hogy Chlamydomonasban a sotét/fény atmenetnek a
koncentraci6 jelenlétében gatlodik. Az elektrontranszport komponensek redox
allapota valosziniileg egy soklépéses kinaz kaszkadon keresztiil jut el a génexpressziot
szabalyoz6 fehérje komponensekre. Az ATP ill. ADP koncentricié megvaltozasa a
foszfoproteinek foszforilaciés mintazatat befolyasolva, az elagazd jelatviteli utat
eltérd iranyba terelheti, ezzel modulalva a redox hatasokat. Az ATP mellett a redukalt
piridin nukleotidokrol is feltételezhetd, hogy a redox statusz meghatarozasan tul,
inhibitorként vagy aktivatorként kozvetleniil is befolyasolhatjadk a génexpressziot

(Melis és mtsai., 1985; Pearson és mtsai., 1993).

A state 1/state 2 dtmenet és a megnivekedett PS I/PS II arany noveli

a ciklikus fotofoszforilacio kapacitasat

A Chlamydobotrys stellata az acetatot a glioxilsav-cikluson keresztiil asszimilalja.
A glioxilsav-ciklus az aktiv acetat szintézise miatt fokozott ATP felhasznalast jelent a
redukalé er6k termelésének igénye nélkul. Ilyen korilmények kozott a ciklikus
fotofoszforilacio, amely lehet6vé teszi az ATP termelést NADPH el6allitasa nélkul is,
kedvezObb a sejt szamara. A ciklikus elektrontranszport mikodése azonban a PQ
kelléen oxidalt allapotat teszi sziikségessé. A linearis és ciklikus elektrontranszport
versengenek a PQ molekulakért, ezért a PQ PS II altali fotoredukcidja (az acetat
metabolizmus kévetkeztében kialakul6 elektronbearamlassal egyiitt) megbontja a két
fotokémiai rendszer egyensulyat. A redukciora adott gyors valaszként kialakul6 és az

LHC II foszforilacidjaval egyiittjard state 1/state 2 atmenet csokkenti a PS II
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latszolagos abszorpcids hataskeresztmetszetét ill. hosszabb tavon a PS II gének
expressziOjanak gatlasa a feleslegessé valo PS II mennyiségét csokkenti. Mindezek a
valtozasok lehetdvé teszik a ciklikus elektrontranszport miikodését. Az els6
fotokémiai rendszer szaméanak kismértékii novekedése és az elnyelt fényenergiabol
vald nagyobb aranyu részesedése még tovabb noveli a ciklikus fotofoszforilacio
kapacitasat.

Chlamydobotrys stellataban a PS 1 altal hajtott ciklikus elektrontranszport
mikodésére utal az acetat fotoasszimilacid kvantumhatasfokanak novekedése a 680
nm-nél hosszabb hullamhossztartomanyban (Wiessner, 1965). A PS I ciklikus
elektrontranszport alatamasztasara megmértik a P700 fotooxidaciojat kovetd sotét
redukcidjanak kinetikajat. A P700 redoxvaltozasait abszorpcié valtozas mérésekkel
kovettiik nyomon (27. abra). A megvilagitas hatasara oxidalodéo P700 sotétben a
linearis ill. a ciklikus elektrontranszport (esetleg a ciklikus elektrontranszporttal
részben kozos reakcidutat tartalmazo klororespiracio) segitségével redukalodhat jra.
A fotoheterotrof algaban a P700" redukci6ja gyorsabb mint az autotrof algiban. Ez a
kulonbség DCMU jelenlétében, amely kikiiszoboli a linearis elektrontranszport
hozzéjarulasat a P700" redukciojahoz, még tovabb nd. Az autotrof algaban a redukcié
sebessége jelentdsen lelassul a DCMU hatasara. A metil-viologén (MV), amely
megsziinteti a ciklikus elektrontranszportot, és a DCMU egyiittes hatiasira mar nem
kapunk tovabbi jelentGs lassulast. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy az autotrof
algiban a P700" redukcidja tilnyom6é részben a DCMU szenzitiv linearis
elektrontranszportnak koszonheté és a ciklikus elektrontranszport hozzajarulasa
elenyész6. A fotoheterotrof modon nevelt algaban a helyzet viszont forditott. A
DCMU altal okozott lassulas kisebb mértékii, a DCMU jelenlétében mérhetd redukcio

viszont MV hatésara lelassul. A DCMU és MV egyidejii jelenlétében mérve mar nincs
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27. abra. Fotooxidalt P700 sotét redukcidjanak kinetikaja autotrof és 16 oOras
fotoheterotrof Chlamydobotrys stellata tilakoid membranban. A feltiintetett helyeken
10 uM DCMU-t ill. 5 mM MV-t adtunk a mérés elott. A mérés elott a mintakat 20 s-
ig vilagitottuk, majd a mérés kezdetekor a fényt a 1-lal jelzett idopontban
kikapcsoltuk.

szamottevd kilonbség az autotrof és fotoheterotrof mintak redukcids kinetikaja
kozott. A kétféle minta eltérd érzékenysége a DCMU és MV kezelésre azt jelenti,
hogy a fotoheterotrof algaban a MV szenzitiv ciklikus elektrontranszport sokkal
nagyobb aranyban vesz részt a P700" redukciojaban mint az autotrof algaban.

Tobb szerzd kétségbe vonja a ciklikus elektrontranszportnak az ATP/NADPH arany

kialakitasaban jatszott in vivo szerepét, és mint a redox egyensuly fenntartasanak é€s a
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PS II aktivitas szabalyozasanak egyik lehetséges eszkozeként,inkabb a stresszhatasok
elleni védekezésben tulajdonitanak neki jelentdséget (Heber és Walker, 1992). A
ciklikus elektrontranszport megnéveli a pH gradienst a tilakoid membran két oldala
kozott. A pH csokkenése a tilakoid lumenében fokozza a PS II hddisszipaciojat
(Weiss és Berry, 1987, Demmig és mtsai, 1988), ami csokkenti a primer
toltésszétvalasztas gyakorisagat a PS II reakcidcentrumaban. Bar ez utobbi felfogas
nem mond ellent a ciklikus elektrontranszport jelenlétének a fotoheterotrof algaban
sem, megvizsgaltuk hogy a ciklikus elektrontranszportnak a linearishoz viszonyitott
aranyanak megnoévekedése egyiitt jar-e a fotofoszforilacios kapacitas fokozodasaval.
Osszehasonlitottuk az ATP képz6dés sebességét az autotrof és fotoheterotrof algaban
KCN és DCMU jelenlétében megyvilagitas hatasara. Ezen koriilmények kozott ATP
képzodése csak a ciklikus fotofoszforilacidnak tulajdonithaté. A fotoheterotrof
algaban megyvilagitas kozben az ATP képzO6dés sebessége kb. 1,6-szer gyorsabb volt
mint az autotrof algaban (5. tablazat).

5. tablazat. Autotrof és 12 6ran at fotoheterotr6f médon nevelt Chlamydobotrys
stellata ciklikus fotofoszforilacios kapacitdsa. Az oxidativ foszforilaciét 0,1 mM

KCN, a linearis elektrontranszportot 10 uM DCMU adasaval gatoltuk. A mintakat
megyvilagitas el6tt 3 percig sotétben tartottuk.

Autotrof Fotoheterotrof
Ciklikus fotofoszforilacié sebessége 0,62+ 0,12 0,98 £ 0,15
(nM ATP/mg klorofill/s)
ATP koncentracié S min megvilagitas utan 74+ 6,8 63+5,2
(nM/mg klorofill)

Annak igazolasara, hogy a megnovekedett ciklikus fotofoszforilacid képes a sejt
foszforilacids  potencialjst megnévelni, megmértik az  algasejtek  ATP

e 7oy

abran jol latszik az ATP szint korabban mar targyalt (3. tablazat) gyors csokkenése.
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28. abra. Chlamydobotrys stellata ATP tartalmanak valtozasa az autotrof-
fotoheterotrof atmenet alatt. A mérési pontok négy mérés atlagat képezik.

Hosszabb idotartomanyban azonban az ATP koncentracioja Ujra emelkedik,
kezdetben gyorsan, majd lassabb titemben. A sejtek ATP tartalmanak a csaknem teljes
visszaallasa bizonyitja, hogy a state 1/state 2 atmenet és a PS I/PS Il arany
megnovekedése kovetkeztében kialakuld, fokozott ciklikus fotofoszforilacio in vivo

képes biztositani az acetat metabolizmus altal megkovetelt ATP szintet.
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Osszefoglalds

Munkank soran megvizsgaltuk, hogy az acetat metabolizmusra val6 attérés milyen

hatast gyakorol a fotoszintetikus elektrontranszportra, az elnyelt fényenergianak a két

fotokémiai rendszer kozotti megoszlasara és a két fotokémiai rendszer mennyiségi

aranyara Chlamydobotrys stellata zoldalgdban. Tanulmanyoztuk a ciklikus

elektrontranszport és ciklikus fotofoszforilacié in vivo szerepét a metabolikus

adaptacioban. Vizsgalataink soran a kovetkez6 fo eredményeket értiik el:

1.

Megallapitottuk, hogy fotoheterotrof koriilmények hatasara a sejtek ATP tartalma
atmenetileg lecsokken, mig NADPH koncentracidja megnovekszik. A
megnovekedett NADPH tartalom és a linearis elektrontranszport egyiittes hatasara
a két fotokémiai rendszer kozott elhelyezked6 elektrontranszport komponensek
redukalddnak.

A két fotokémiai rendszer kozétti elektrontranszport komponensek redukalt
allapota az LHC II foszforilaciojat okozza és state 1/state 2 atmenetet valt ki. A
state 1/state 2 4tmenet csokkenti a PS 1II latszélagos abszorpcids
hataskeresztmetszetét és a PS II altal a reakciocentrumba tovabbitott fényenergia
mennyiségét, csokkentve ezaltal a koztes elektrontranszport komponensek
redukaltsagat.

Az acetat metabolizmus hosszabb id6tartomanyban reverzibilis médon noveli a
PS 1I/PS II aranyt a PS II mennyiségének drasztikus csokkentése és a PS I kisebb
mértékii novelése kovetkeztében.

A fotoszintetikus fehérjekomplexek mennyiségi valtozasa a megvaltozott

génexpresszid kovetkezménye. Az acetat metabolizmus csékkenti a psbA
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transzkript mennyiségét, és kis mértékben noveli a psad transzkript mennyiségét a
transzkripcios sebességek valtozasanak koszonhetden.

5. A psbA gén transzkripcidja redox kontroll alatt all. Az elektrontranszportot
kiilénbozd helyeken gatld herbicidek alkalmazasaval megallapitottuk, hogy az
autotrof-fotoheterotrof atmenet soran a psbA gén transzkripcidjanak sebességét az
elektrontranszportlanc PS I és PS II kozotti komponenseinek redukcidja csokkenti.

6. Mind a state 1/state 2 atmenet, mind a pshbA gén transzkripcidjanak redox
kontrolljaért valosziniileg a citokrom bg/f komplex redox allapota a felel6s.

7. A gyors state 1/state 2 atmenet és a lassubb PS I/PS II arany novekedése
helyredllitia a két fotokémiai rendszer egyensulyat. A PS II aktivitasanak
csokkenése lehetové teszi a PS I altal katalizalt ciklikus elektrontranszportot és
ciklikus fotofoszforilaciot. A PS I mennyiségének ndvekedése és a state 1/state 2
atmenet miatt az elnyelt fényenergiabol valé nagyobb aranya részesedése
kovetkeztében tovabb nd a ciklikus fotofoszforilacio kapacitasa olyan mértékben,
hogy az képes kielégiteni az acetat metabolizmus ATP igényét a NADPH
szintjének tovabbi emelkedése nélkiil is. Megfigyeléseink igazoljak, hogy a
ciklikus elektrontranszport in vivo is szerepet jatszik a NADPH/ATP arany
szabalyozasaban.

Méréseinkkel, egy teljesen fliggetlen modon megerésitettiik Allen (1995) azon

hipotézisét, miszerint a PS I/PS II sztdichiometria a transzkripcié szintjén redox

regulacid alatt all. Tovabba, méréseink hozzasegitenek ahhoz az altalanositashoz,

hogy a redox szabalyozott molekularis folyamatok, a state atmenetek és a PS I/PS II

sztoichiometria dinamikus, reverzibilis valtozasai, a fényviszonyokhoz valo

alkalmazkodason tul, szerepet jatszanak minden olyan adaptacidban, amely a két
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fotokémiai rendszer egyensulyanak felbomlasahoz és ezaltal az elektrontranszport

komponensek tilzott mértékii redukcidjahoz vagy oxidacidjahoz vezetnek.
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Summary

Life on earth is based on photosynthesis. The production of atmospheric
oxygen and the world carbon fixation greatly depends on the rate of this process. The
efficiency of photosynthesis is determined by a coordinated interaction of two
photosystems connected with an electron transport chain via the cytochrome bg/f
complex. Photosystem II is involved in oxygen evolution and transfers electrons from
water to plastoquinone. The absorbed light energy of photosystem I drives electron
transport from plastohydroquinone via the cytochrome b¢/f complex to NADP™. The
quantum yield of photosynthesis is close to the theoretical maximum in many plant
and alga species independently of the environmental light climate. This is especially
surprising because spectroscopically different pigments absorb light for PS I and PS
II. Moreover, marked alterations occur not only in light quality and intensity but light
also varies over different time scales from short sunflecks to seasonal variations. Even
at constant irradiance and spectral composition of light the metabolic requirement of
ATP and NADPH may vary according to changes in the nutrition resources and
external environmental constraints. Photosynthetic organisms are able to regulate the
proportion of linear electron transport from water to NADP™ generating both ATP and
NADPH and PS I cyclic electron transport coupled to enhanced ATP production. An
increase in ATP demand and in PS I cyclic phosphorylation would require
redistribution of absorbed light energy in favour of PS I at the expense of PS II. The
question arises as to how plants and algae can perform photosynthesis with maximal
efficiency under a variety of contrasting light conditions and how they can optimise
the ratio of linear and cyclic electron transport to satisfy the requirement of ATP and
NADPH production. Evidences have been accumulated that the organization and

function of thylakoid membrane and photosynthetic apparatus are not static but highly
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dynamic in nature (Allen et al., 1981; Fujita et al., 1987; Kim et al.,, 1993). The
photosynthetic organisms have evolved molecular mechanisms which can balance
energy distribution between the two photosystems so as to maximize the efficiency of
light-harvesting (Chow et al., 1990) and to optimize the ratio of ATP and NADPH
(Horton, 1985; Bulté et al, 1990) in response to fluctuations in environmental
conditions. Nature evolved two mechanisms to regulate energy distribution between
the two photosystems and to satisfy the ATP/NADPH requirement:

(1) There are short-term adaptive changes (seconds to minutes) resulting from
rearrangement of already existing membrane components which modify reversibly
only the composition of the photosynthetic membrane (Allen et al., 1981; Bulté et al.,
1990). With overexcitation of PS II relative to PS I, the intersystem electron carriers
(cytochrome b¢/f complex and plastoquinone) become reduced which activates a
thylakoid protein kinase. The activated kinase reversibly phosphorylates a mobile
peripherial part of the light-harvesting chlorophyll protein complex of PS IT (LHC II).
The phosphorylated LHC II detaches from PS II decreasing the absorption cross-
section and activity of PS II (state 1/state 2 transition). It is also suggested that the
phosphorylated LHC II migrates to PS I centers and enhances its activity.

(2) Chloroplasts possess another dynamic strategy to cope with the longer
fluctuations in the environment (Glick et al., 1986; Fujita et al., 1987; Kim et al,,
1993). These long-term (hours to days) regulatory changes involve synthesis and
degradation of thylakoid components and alter the structure of the photosynthetic
membrane with the adjustment of LHC II and LHC I antenna size as well as PS I/PS
II stoichiometry.

Several authors (Anderson, 1992; Murakami and Fujita, 1993; Allen, 1995)

have proposed that both state transitions and PS I/PS II ratio adjustment are responses
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to perturbations of the redox state of the cytochrome bs/f complex or plastoquinone
pool and involve regulation of the de novo PS I and PS II protein synthesis, assembly
and breakdown. The mechanism of adjustment of photosystem stoichiometry is
unknown, but is probably associated with redox regulation of gene expression
(Escoubas et al., 1995; Allen, 1995; Maxwell et al., 1995).

On the basis of observations and ideas published in the literature (Melis et al.,
1985; Allen, 1995; Anderson et al., 1995) we have put forward the following
hypothesis:

Beside the changes of the light regime, the changes in the plant cell
metabolism depending on the photosynthetic production of ATP and reducing power
{and any other environmental or internal change i.e. light quality and intensity,
temperature, nutrient availability, stress effects), which disturbs the equilibrium
between the efflux of electrons from PS II and influx of electrons to PS I, modulates
the redox state of cytochrome bg/f complex and PQ interconnecting the two
photosystems. In turn, the redox state of cytochrome bs/f complex and/or
plastoquinone, which reflects the redox poise of the intersystem electron transport,
will selectively regulate at transcriptional level the expression of chloroplast and
nuclear cab gene via a redox signalling pathway which ultimately affects the structure
and function of the photosynthetic apparatus. In view of the functional similarities
between state transitions and photosystems stoichiometry adjustment, it is possible
that these processes share the initial redox sensory component (cytochrome bg/f
complex or PQ) and other initial steps of a subsequently branching signal transduction
pathway.

This integrated feedback regulatory mechanism may serve to optimize the

distribution of absorbed light energy between the two photosytems and to satisfy the
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ATP/NADPH requirement ratio of metabolic processes by changing the PS I/PS II
stoichiometry.

The aim of our investigation was to determine the validity of the above
hypothesis for autotrophic to photoheterotrophic transition of the green alga,
Chlamydobotrys stellata. This alga proved to be a suitable organism for this purpose.
Under autotrophic conditions, the Chlamydobotrys stellata favours a linear electron
transport and assimilates CO, in the Calvin cycle. Under photoheterotrophic
conditions, it can live on acetate. Acetate is assimilated into carbohydrates via the
glyoxylate cycle in co-operation with gluconeogenesis. The ratio of ATP/NAD(P)H
requirement is higher with acetate metabolism than for CO; fixation in the Calvin
cycle. Therefore, we expected that adaptation of the alga to acetate metabolism would
be accompanied with accumulation of reducing equivalents which can keep the inter-
photosystem electron transport chain permanently in a reduced state and results in a
state 1/state 2 transition and in long-term, in an increase in the PS I/PS II
stoichiometric ratio.

We have observed that acetate assimilation in the glyoxylate cycle resulted in
a large decrease in the ATP content and a concomitant increase in the NADPH
content of the Chlamydobotrys stellata alga cells. Due to the ATP shortage, the
activity of Calvin cycle is retarded and the NADPH produced at the acceptor side of
PS I is not used in the CO; reduction. The accumulated NADPH can reduce the inter-
photosystem components via a ferredoxin—plastoquinone reductase and/or a NADPH
dehydrogenase (Bendall and Manasse, 1995; Endo and Asada, 1996). Since the
electron transport chain is blocked both at the acceptor side of PS I and between PS I
and PS II under photoheterotrophic conditions, the PS II driven electron transport to

PQ pool has a considerable contribution to the reduction of the inter-photosystem
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components. The combined effect of high NADPH concentration and linear electron
transport brings about an over-reduction of the inter-photosystem electron transport
components as shown by the F; and F, rise in room temperature fluorescence
induction, the replacement of the thermoluminescence B band with the Q band and by
the inhibition of linear electron transport rate.

The kinetics of the influx of electrons into the inter-photosystem electron
transport chain were measured by light-induced absorbance change measurement of
cytochrome f. The accelerated rate of dark reduction of the photo-oxidised
cytochrome f*, even in the presence of DCMU and the deceleration of the reduction of
cytochrome f* by DBMIB shows that electrons reach the cytochrome f mainly via PQ
pool.

The reduced state of the inter-photosystem electron transport components
initiated a state 1/state 2 transition, as shown by a decreased F,, in room temperature
fluorescence induction and rapid quenching of PS II associated low temperature (77K)
fluorescence emission bands. We could observe the enhanced phosphorylation of
LHC 1I during autotrophic-photoheterotrophic transition.

Inhibitors of the photosynthetic electron transport, DCMU and DBMIB, eased
the effects of acetate metabolism on the room temperature fluorescence induction and
on the 77K fluorescence emission and decreased the extent of state 1/state 2
transition indicating that the redox sate of the inter-photosystem components governs
the state transitions. Since DCMU partially and DBMIB almost completely could
prevent the state 1/state 2 transition, we can conclude that a component behind or at
the inhibitory side of DBMIB (the Q, binding site of the cytochrome b¢/f complex)

controls the short-term adaptation.
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The adaptation of the photosynthetic apparatus to acetate metabolism
manifested itself in long-term changes as well. We found that after 12 h
photoheterotrophic cultivation, the amplitude of the PS II peak in 77 K fluorescence
decreased to one fifth. At the same time, the PS I band increased 1.4 times. In
addition, our cytochrome bsso and P700 concentration measurements showed a
decrease in the number of PS II reaction centers and a simultaneous increase in the
abundance of PS I reaction centers, respectively. Calculated from the changes of the
amount of the reaction centers, the PS II/PS I ratio shifted from 1.25 to 0.31 during
the autotrophic to photoheterotrophic transition. The changes in the photosystem ratio
were due to the decrease of the PS II rather than to the increase in the amount of PS I.
The photosystem stoichiometry adjustment was also monitored by following the
changes in the amount of PS II constituent proteins, PsbA and PsbB, as well as the
main PS I protein, PsaA using SDS-PAGE and immunoblot analysis with specific
polyclonal antibodies. Photoheterotrophic growth, which resulted in the reduction of
the inter-photosystem electron transport chain, drastically decreased the amount of
PsbA and PsbB proteins and increased slightly that of PsaA protein.

We investigated the effect of acetate metabolism on the expression of the psbA
and psaA genes. The transcript level of psbA was gradually lowered while the
abundance of the psa4 mRNA slightly increased. After 16 h of photoheterotrophic
cultivation, the psb4 amount decreased to 25 % and the psad concentration rose with
about 10 %.

A change in the psbA steady-state mRNA level might result from a change in
the transcript level, and/or from a change of the rate of transcription. In order to
answer this question, we determined the half-times of the psb4A mRNA both in the

autotrophic and heterotrophic cells in the presence of actinomycin D, an inhibitor of
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transcription initiation. The stability of the psbA transcript was not different in the two
kinds of cells. From the stability measurements, we concluded that the changes in the
steady-state psaA transcript level were caused by changes in the rate of transcription.

In the heterotrophic alga, the amount of psb4A mRNA was almost preserved at
the acetate-free autotrophic level if DBMIB was added to the cultivation medium.
Similarly, the amount of PsbA and PsbB protein remained almost at the same level as
in the autotrophic alga when the photoheterotrophic alga was cultivated in the
presence of DBMIB. These observations indicate that the transcription of the psbA is
redox regulated. Since DBMIB facilitates the accumulation of electrons in the
plastoquinone pool and inhibit the plastoquinol binding in the Q, pocket in the
cytochrome bg/f complex, we can assume that the cytochrome b¢s/f complex is the site
of the redox control in the regulation of the psbA4 gene expression.

Considering that the acetate metabolism in the glyoxylate cycle with high
ATP/NADPH ratio requirement would favour a PS I driven cyclic electron transport,
we supposed that both the state 1/state 2 transition and the long-term increase in the
PS I/PS II ratio during the conversion from CO, to acetate metabolism serve to
provide the necessary redox poise to a more efficient cyclic PS I electron transport
and coupled photophosphorylation to supply the cells with ATP required for acetate
metabolism.

To elucidate the role of the PS I cycle in the cell adaptation to acetate
metabolism, we compared the rate of PS I driven cyclic electron transport and
photophosphorylation in autotrophically and photoheterotrophically cultivated cells.
The rate of the PS I cycle was measured by monitoring the P700 redox changes during
and after illumination. The post-illumination re-reduction kinetics of P700" was

stimulated by heterotrophic cultivation in the presence of 20 mM acetate. In the
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presence of DCMU the dark reduction of P700* slowed down in autotrophic cells
because electron donation from PS II was inhibited. Acetate metabolism accelerated
the decay kinetics even in presence of DCMU suggesting electron input to the donor
side of the PS I via plastoquinone pool. MV, which abolishes the ferredoxin pathway
of PS I cycle, significantly depressed the dark reduction rate of the DCMU treated
photoheterotrophic alga cells. The effects of DCMU and MYV indicate that the DCMU
insensitive PS I cycle has a larger contribution to the P700 reduction in
photoheterotrophic alga compared to the autotrophic alga.

To examine the question whether the increased PS I cyclic electron transport
rate is coupled to enhanced ATP production, the rate of cyclic photophosphorylation
was measured both in autotrophic and photoheterotrophic alga. We observed that the
rate of ATP production under conditions that allow only cyclic photophosphorylation
(the linear electron transport and oxidative phosphorylation were eliminated by 0.1
mM KCN and 10 uM DCMU addition, respectively) was faster in the heterotrophic
alga (0.62 nM/mgChl/s) than in the autotrophic alga (0.98 nM/mgChl/s) indicating an
enhanced PS I cyclic phosphorylation capacity induced by the increased ATP demand
of acetate metabolism.

Due to the enhanced cyclic photophosphorylation capacity the ATP
concentration could reach almost the original autotrophic level after the transient
decrease following the acetate addition proving the in vivo ATP-supplying role of

cyclic photophosphorylation in metabolic adaptation.
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