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1. BEVEZETÉS

A növények a Földön a legkülönbözőbb környezeti körülmények közt élnek. Helyhezkötöttségük miatt fokozott mértékben ki vannak téve a környezeti tényezők változásainak és extrémitásának, amely fejlődésüket és produkciójukat korlátozó terhelést jelenthet számukra. A kedvezőtlen környezeti tényezők (stresszorok) közé tartoznak természetes (pl. a fényintenzitás, a hőmérséklet, víz- és tápanyagellátottság a növényi optimum tartományon kívül eső értékei) és mesterséges eredetűek is, mint pl. a nehézfémek és herbicidek. A stresszorok az emberi táplálkozás alapját jelentő haszonnövényeinkre is jelentős hatással vannak, amelyek leggyakrabban biomassszájuk és ezen belül terméshozamuk csökkenésével reagálnak. Vannak olyan stresszorok is, amelyek a közvetlen gazdasági károkon túl, közvetett módon is károkat okozhatnak. Például egyes nehézfémek, amelyek felhalmozódhatnak a növények különböző részeiben, így azokban is, amelyek táplálékként szolgálnak, jelentősen hozzájárulnak a mérgező anyagok emberi szervezetben történő akkumulációjához, betegségek kialakulásához. 

A mérgező anyagok növényi részekbe történő felhalmozása ugyanakkor lehetőséget teremt az emberi tevékenység vagy természetes folyamatok következtében mérgező anyagokkal szennyezett talajok kármentesítésére. A fitoremediáció során a szennyezett területre telepített növények a szennyező anyag nagy részét a talajból felveszik, és biomasszájukban felhalmozzák. A termelt biomassza betakarításával pedig a mérgező anyag a terület anyagforgalmából kivonható, ezáltal a szennyezés mértéke jelentősen csökkenthető. 

Stresszkörülmények közt, valamint a fitoremediációban eredményesen alkalmazható növényeknek egyrészt nagy mennyiségű mérgező anyagot kell felvenniük és a biomasszában elraktározniuk, másrészt mindemellett a növényeknek túl kell élni a biomassza produkció túlzott visszaesése nélkül. Ez csak a toleranciát biztosító különböző élettani folyamatok segítségével képzelhető el. A növények nagy része nem vagy csak részben rendelkezik a fent említett sokrétű toleranciát biztosító életfolyamatokkal, így ezeken a stressz szimptómái többé-kevésbé megjelennek. A stresszhatások kialakulása és a tolerancia hatásmechanizmusának megismerése tehát mezőgazdasági, remediációs és egészségügyi szempontból is fontos kérdés, ami végső soron lehetővé teszi stessztűrő növények létrehozását.

Jelen munkában a stresszorok közül elsősorban a Cd hatásmechanizmusának vizsgálatára koncentráltunk, amely természetes és emberi hatások következtében viszonylag gyakran előforduló nem esszenciális elem. Bár szimptómáit széles körben vizsgálják, pontos hatásmechanizmusa nem ismert. Ennek oka, hogy hatásai mind az általános anyagcserére, mind pedig az általunk behatóbban tanulmányozott fotoszintézisre is igen összetett, direkt és indirekt hatások. Az indirekt hatások különböző stresszorok hatásaival fedhetnek át (vízfelvételi zavarok, sztómazáródás, iontartalom változások, fény- és oxidatív stressz), ezért ezek külön-külön történő vizsgálatával és a Cd hatásaival való összevetéssel próbálunk információt nyerni a Cd hatásmechanizmusáról. Ez a megközelítés lehetőséget ad a stresszorok fotoszintézisre gyakorolt hatásainak összehasonlítására is.
2. IRODALMI ÖSSZEFOGLALÓ

2.1. A fotoszintetikus apparátus felépítése és működése


A fotoszintézis a zöld növények és egyes baktériumok alapvető felépítő életfolyamata, melynek során a fotokémiai reakcióban stabilizált fényenergia a szerves anyagok szintézisében hasznosul. A fényenergia hasznosítása a fotoszintetizáló eukarióta szervezetekben erre specializált lencse alakú, a citoplazmától kettős membránnal elválasztott sejtorganellumokban, a kloroplasztiszokban megy végbe. Belső terüket sztrómaállomány tölti ki. Ebbe ágyazva helyezkedik el a kloroplasztisz belső membránrendszere (tilakoidok), amely egy belső üregrendszert, a lument választja el a sztrómától. A tilakoidok helyenként szorosan összetapadva gránumokat hoznak létre, amelyeket az egyszerű tilakoidokból álló sztrómatilakoidok membránrendszere köt össze.


A tilakoid membránban történik a fényenergia konvertálása kémiai energiává, amely ATP és NADPH formájában, jelenik meg, a folyamat melléktermékeként pedig a magasabbrendű élet szempontjából alapvető fontosságú oxigén képződik. E folyamatok lebonyolításában az I. és II. fotokémiai rendszer (PSI és PSII), a citokróm b6/f komplex és az ATP-szintáz játszik szerepet (Nelson és Ben-Shem, 2004; ábra). Az elektrontranszport láncban az elektronok áramlása a víztől a NADP+ felé a PSII és a PSI-ben lejátszódó fotokémiai reakciókhoz kötött. A komplexek közti elektronszállítást az elektrontranszport lánc mobilis elemei, a plasztokinon, a plasztocianin és a ferredoxin végzik.

Különböző morfológiai és biokémiai vizsgálatok azt mutatják, hogy a gránum és a sztróma tilakoidok mind struktúrájukban, mind összetételükben különböznek. Amíg a gránumtilakoidokban főleg a PSII és az LHCII van jelen, addig a PSI és az ATP-áz túlnyomórészt a sztómatilakoidokban foglal helyet, a citokróm b6/f komplex pedig egyenlő mértékben oszlik meg a két membrántípus között (Albertsson, 1995; Dekker és Boekema, 2005). 

Bár a fényenergia felhasználásával képződött redukálóerő és energia mindenféle, a kloroplasztiszban folyó energiaigényes folyamatban (nukleinsav-, aminosav és fehérje-, lipidszintézis, N-, S-asszimiláció) felhasználódik, legnagyobb része, mintegy 90%-a, a széndioxid szénhidrátszintre történő redukciójában hasznosul. A CO2-fixáció enzimrendszere a kloroplasztiszok sztrómájában lokalizált, illetve az enzimek egy része lazán kötődik a tilakoid membránokhoz.
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2.1. ábra. A tilakoidmembrán felépítése és működése (Nelson és Ben-Shem, 2004 nyomán módosítva). A felső ábra elsősorban a komplexek fehérjekomponenseit (a *-gal jelölt fehérjék, valamint az LHCI és LHCII komponensei a magban kódoltak), az alsó pedig a fehérjék és a kofaktorok elhelyezkedését mutatja.

2.1.1. A második fotokémiai rendszer (PSII) felépítése és működése


A tilakoidokban található partikulumok közül a gerjesztett PSII redukálja a plasztokinont (QB) és oxidálja a vizet (Nugent, 1996). A PSII több mint 25 protein alegységből épül fel és aktív formája dimerként található a tilakoid membránban.


A PSII core központi részében található a reakciócentrum, a D1 és D2 protein heterodimerje, amihez szorosan kapcsolódik a citokróm-b559 (Nelson és Yocum, 2006). A D1/D2 protein (32/34 kDa, 5/5 transzmembrán hélix) köti a PSII elektrontranszport kofaktorait: az elsődleges elektron donor P680-at (klorofill a dimer), két, a P680 közvetlen környezetében elhelyezkedő klorofill a-t, az elsődleges elektron akceptor feofitin a-t, az elsődleges (QA) és másodlagos (QB) kinon akceptorokat, egy nem-hem Fe-atomot valamint egy Mn-centrumot (Mn4CaO4), ami a víz bontásában játszik szerepet (Zuoni és mtsai, 2001). A Mn-centrumtól a P680 felé történő elektrontranszportban még a D1 protein egyik Tyr-ja is részt vesz. A heterodimeren található még két további klorofill a molekula (az egyik a ChlZ), egy inaktív feofitin a és 2 β-karotin molekula (Barber, 2002).

A citokróm-b559 és az egyik β-karotin fotoprotektív szerepet tölt be, részt vesz a PSII körüli ciklikus elektrontranszportban. Ez is óvja a PSII reakciócentrumát az oxidatív károsodástól, ami akkor lép fel, ha a reakciócentrumba jutó fotonok száma az optimálisnál nagyobb (Stewart és Brudwig, 1998).


A D1 és D2 proteinek génjei (psbA, psbD) a kloroplasztiszban találhatók (Barber és mtsai, 1997). A D1 proteint rendkívül gyors turnover jellemzi, mivel a fotoinhibíció elsősorban a D1 proteint károsítja, míg a D2 proteinre csak rendkívüli mértékű fotoinhibíció esetén jellemző a gyors turnover (Aro és mtsai, 1993).


A PSII core complexben a reakciócentrumhoz kapcsolódik a belső klorofill a antennát alkotó CP47 (PsbB) és CP43 (PsbC) (Bricker, 1990). Hat transzmembrán hélixében található konzervatív hisztidinek és feltehetően más aminosavak is a belső fénygyűjtő antennát képező 14 (CP43) ill. 16 (CP47) klorofill a molekula kötésében vesznek részt (Ferreira és mtsai, 2004; Nelson és Yocum, 2006). E klorofill-proteinek 3, illetve 5 -karotint is tartalmaznak. A CP47 komplex fluoreszcencia maximuma 695, a CP43-é 685 nm-nél van (Rijgersberg és mtsai, 1979). Az V és VI hélix között lumenbe nyúló 200 aminosavból álló hurok fontos szerepet játszik a vízbontó centrum stabilizálásában. A CP43 a CP47-hez képest lazábban kapcsolódik a PSII reakciócentrumhoz (Decker és mtsai, 1990). Génjük a kloroplasztiszban lokalizált (Barber és mtsai, 1997).


A 22 kDa-os PsbS protein, amely négy hélixet tartalmaz, valószínűleg a core komplex és az LHCII között helyezkedik el (Funk és mtsai, 1994, 1995). Aminosav szekvenciája az Lhc-proteinekével rokon. Ez, hasonlóan a többi Lhc-proteinhez, magban kódolt. Feltételezhető, hogy klorofillt köt, de a többi Lhc-proteintől eltérően klorofill (és karotinoid) hiányában is stabil (Funk és mtsai, 1995). Fontos szerepet tulajdonítanak neki a fényvédelemben (Li és mtsai, 2000).


A core komplex részei még a vízbontás stabilizálásában és regulációjában részt vevő, a lumen oldalon a tilakoidokhoz kötődő proteinek (PsbO, PsbQ, PsbP), amelyek a magban kódoltak (Seidler, 1996), és számos kis molekulatömegű, pontosan még nem tisztázott szerepű protein.


A PSII külső fénygyűjtő antennájának felépítésében hatféle protein vesz részt: a PSII perifériás antennáját (LHCII) alkotó proteinek és azokat a reakciócentrumhoz kapcsoló antennák (Jansson, 1994; Green és Dunford, 1996).

A perifériásan elhelyezkedő LHCII-t alkotó proteinek elsősorban az Lhcb1 és az Lhcb2 fehérjék. Krisztallográfiás vizsgálatok alapján 3 transzmembrán hélixet tartalmaznak és monomerenként 8 klorofill a, 6 klorofill b és 4 karotinoid molekula található rajtuk (Kühlbrandt és mtsai, 1994; Liu és mtsai, 2004). A két fehérje csaknem azonos molekulatömegű (25 kDa) és aminosav szekvenciájú, csak 14 aminosavban különböznek egymástól. Ezek a különbségek elsősorban a molekulák N-terminális régiójában találhatók, míg a három transzmembrán hélix többé-kevésbé azonos (Thornber és mtsai, 1993). Homo- és heterotrimerek formájában fordulnak elő, melyek a PSII-höz szorosan kapcsolódó állandó, illetve külső részén elhelyezkedő mobilis antennákat alkotnak (Larsson és mtsai, 1987). Mindkét protein reverzíbilisen foszforilálható egy, az N-terminálishoz közeli threonin oldalláncon, amit a plasztokinon (QB) redox állapota szabályoz (Allen és Nilsson, 1997). A foszforilációnak kulcsszerepe van a PSI és PSII közötti energia egyensúly rövidtávú szabályozásában, mivel a foszforilált mobilis LHCII laterálisan elmozdul a gránumokban található PSII-től a PSI-tartalmú tilakoidrégiókba, illetve a defoszforilációval visszakerül a PSII-höz. Ebben a folyamatban fontos szerepet játszik a PsaH protein is. Az Lhcb2 szerepet játszik a különböző megvilágítási viszonyokhoz való hosszú távú alkalmazkodásban is. A PSII antenna méretének növekedésével nő az Lhcb2 relatív mennyisége az Lhcb1-hez viszonyítva (Larsson és mtsai, 1987; Mäenpää és Andersson, 1989).

Az LHCII mennyiségileg és molekulatömeg szempontjából is legkisebb alkotója az Lhcb3 protein (Jansson, 1994). Igen hasonló az Lhcb1 és Lhcb2 proteinekhez, viszont hiányzik az N-terminális 10 aminosav, így az Lhcb3 nem foszforilálható. Valószínűleg a nem mobilis antennát alkotó heterotrimerekben lokalizált.


A kapcsoló antennát alkotó Lhc-proteinek közé az Lhcb4, Lhcb5 és Lhcb6 proteinek tartoznak. Ezek az Lhcb3 proteinnel együtt az Lhcb1/Lhcb2 trimerekből álló külső antennát kapcsolják a PSII core komplexhez (Jansson, 1994).


Az Lhcb4 protein (CP29) a legnagyobb méretű Lhc-protein. Abban különbözik a többi Lhc-proteintől, hogy egy 42 aminosavból álló inszerció található az első transzmembrán hélix közelében. Az Lhcb4 a kapcsoló antenna része, amely összeköttetést teremt a külső antenna és a PSII core között (Bassi és mtsai, 1990). Kimutatták, hogy az Lhcb4 is foszforilálható, bár sokkal kisebb mértékben, mint az Lhcb1/Lhcb2 proteinek. Az Lhcb4 proteinhez 9-10 klorofill a, 3-4 klorofill b, 1 neoxantin, 1-2 violaxantin és 1-2 lutein kapcsolódik (Bassi és mtsai, 1993).


A 27 kDa-os Lhcb5 (CP26) protein 9 klorofill a, 4-5 klorofill b, 1 neoxantin, 1 violaxantin és 2 lutein molekulát köt (Bassi és mtsai, 1993). Az Lhcb5 protein tartalmaz egy ciszteint amely a többi Lhcb proteinben nem található meg. Ez a cisztein oldallánc egy Cu2+-iont köt. Mivel Cu2+-ionok általában oxidázokban találhatók felmerült annak a lehetősége, hogy Lhcb5 egy oxidáz a xantofill-ciklusban (Arvidsson és mtsai, 1992).

Az Lhcb6 (CP24) a legkisebb méretű az Lhcb proteinek közül. Pigmenttartalmára vonatkozóan nem állnak rendelkezésre egyértelmű adatok. 

2.1.2. A citokróm b6/f-komplex

A citokróm b6/f-komplex a tilakoidmembránban dimer formában fordul elő. A monomer 220 kDa moltömegű, felépítésében négy nagyobb és négy kisebb polipeptid vesz részt (Kurisu és mtsai, 2003). A citokróm f (34 kDa) egy c típusú hemet, a citokróm b6 (24 kDa, 4 transzmembrán hélix) két b típusú hemet (bL és bH) tartalmaz. A Rieske-féle [2Fe-2S]-proteinen (19 kDa, 1 transzmembrán hélix) található a magas redoxpotenciálú vas-kén-centrum. A Rieske-féle [2Fe-2S]-protein deprotonálja a plasztokinolt és az elektronokat a citokróm f-re továbbítja. A IV-es alegység (17 kDa, 3 transzmembrán hélix) a citokróm b proteinnel együtt egy-egy kötőhelyet tartalmaz a plasztokinol (Qo kötőhely), illetve a plaszto- és szemikinon (Qi kötőhely) számára. A Rieske-féle [2Fe-2S]-protein a magban, a másik három a plasztiszban kódolt. A négy kisebb, hidrofób alegység (PetG, PetL, PetM, PetN) egy-egy transzmembrán hélixen keresztül kapcsolódik a komplexhez, szerepük valószínűleg a komplex stabilizálása lehet. A mitokondriális komplextől eltérően a növényi komplex egy ismeretlen funkciójú Chl a molekulát és (-karotint valamint egy kovalensen kötött extra hemet is tartalmaz a bH hem és a Qi kötőhely között, aminek valószínűleg a ciklikus fotofoszforilációban van szerepe (Nelson és Ben-Shem, 2004). A komplex lumenális oldalán köti a plasztocianint. A Rieske-féle [2Fe-2S]-protein a citokróm f-en keresztül a plasztocianinra közvetíti a plasztokinolról származó elektront, miközben proton elektrokémiai gradienst épít fel a membrán két oldala között, amelyet az ATP-áz ATP szintézisére használ fel. A citokróm b6/f komplex a PQ pool redox állapotának érzékelésén keresztül kulcsszerepet játszik a fotoszintetikus apparátus változó környezeti feltételekhez történő alkalmazkodásában (Pfannschmidt és mtsai, 2003) is.

2.1.3. Az első fotokémiai rendszer (PSI) felépítése és működése


A PSI oxidálja a redukált állapotú plasztocianint és a NADP+ redukciójához szükséges elektronokat a ferredoxin felé továbbítja (Nugent, 1996). A PSII-től független ciklikus elektrontranszport lánc segítségével protongrádienst hozhat létre a sztróma és a lumen között. 


A PSI több szerkezeti egységből épül fel: a reakciócentrumot alkotó klorofill-proteinek (PsaA, PsaB) és a hozzájuk szorosan kapcsolódó, alegységek (PsaC-PsaL) alkotják a PSI központját (core komplex) (Jensen és mtsai, 2007). A PSI core komplexéhez kétféle fénygyűjtő komplex kapcsolódik: az LHCI és az LHCII a fényviszonyoktól és a tápanyagellátottságtól függően változó mennyiségben (Jansson, 1994; Bailey és mtsai, 2001; Storf és mtsai, 2004).


A reakciócentrum két 82-83 kDa-os klorofill a kötő apoproteinen (PsaA és PsaB) helyezkedik el. A két fehérje 45%-os szekvencia homológiát mutat, erősen hidrofób és mindkettőben 11 transzmembrán szegmens és számos hisztidin található (Schubert és mtsai, 1997). A két fehérjén összesen 96 klorofill a, 22 -karotin és 2 fillokinon molekula, valamint egy [4Fe-4S]-centrum kötődik (Fromme és mtsai, 2001; Jensen és mtsai, 2007). E kofaktorok közül egyesek a PSI elektrontranszport komponensei: a P700 reakciócentrum (klorofill a/a’ dimer), két járulékos Chl a, az elsődleges elektron akceptor Ao (klorofill a), a másodlagos elektron akceptor A1 (fillokinon) és az FX [4Fe-4S]-centrum. A többi klorofill a a belső fénygyűjtő antennát alkotja (Jordan és mtsai, 2001; Ben-Shem és mtsai, 2003). A -karotin molekulák az energia-transzferben való részvétel mellett az irreverzíbilis fotooxidációtól védik a reakciócentrumot (Young és mtsai, 1997). A PsaA és PsaB apoproteineket a kloroplasztisz DNS-ben található gének (psaA és psaB) kódolják (Scheller és mtsai, 1997).

A plasztokinontól a ferredoxinig terjedő elektrontranszportban még fontos szerepe van a két további [4Fe-4S]-centrumot kötő PsaC proteinnek, a ferredoxin kötésében közreműködő PsaD és PsaE, valamint a plasztocianin redukcióját elősegítő PsaF és PsaN proteineknek. A további core proteinek közül a perifériális antenna pigmenteket hordozó LHCI-proteinek kötődését a PsaG, PsaK, míg a foszforilált LHCII kötődését a PsaH (PsaO) alegységek segítik (Jensen és mtsai, 2003). Egyesek (PsaF, PsaJ-L) klorofillt is köthetnek (Anandan és mtsai, 1989; Preiss és mtsai, 1993; Schubert és mtsai, 1997). A PsaG valószínűleg részt vesz az elektrontranszport aktivitás szabályozásában is (Jensen és mtsai, 2002).

Az LHCI a PSI központjához kötődő külső fénygyűjtő komplex. Négyféle, három transzmembrán szegmentet tartalmazó, klorofill a-t és klorofill b-t is kötő klorofill-proteinből (Lhca1-4) épül fel, amelyeket a sejtmag kódol (Jansson, 1994). Ezek az Lhc-proteinek családjába tartoznak (Thornber és mtsai, 1993). Az Lhca1, Lhca2, Lhca4 egyenként 12, az Lhca3 11 Chl molekulát tartalmaz és az Lhc komplexek és a core között elhelyezkedő, un. ”linker” Chl-kal együtt az LHCI antenna mintegy 100 Chl (a+b) molekulát (Croce és mtsai, 2002) és változó mennyiségű xantofillt köt (Ben-Shem és mtsai, 2003).

A négyféle Lhca klorofill-protein két heterodimert képez (Lhca1/4 és Lhca2/3) amelyek félhold alakban veszik körül a PSICC-et (Ben-Shem és mtsai, 2003). Az LHCI-680 77K-en mért fluoreszcencia spektruma 680 nm-nél mutat maximumot. A 23 kDa-os Lhca2 és a 25 kDa-os Lhca3 protein heterodimerje (Scheller és mtsai, 2001). Klorofill a/b aránya 3 körüli. Az LHCI-730 pigment-protein komplex a 22 kDa moltömegű Lhca1 és Lhca4 proteinek heterodimerje. Klorofill a/b aránya 2-2,5. A különböző tilakoidrégiókban található PSI-ek összehasonlítása alapján a PSI-ben található leghosszabb hullámhosszú klorofill-formákat ez a komplex tartalmazza (Jansson és mtsai, 1997; Bossmann és mtsai, 1997; Zhang és mtsai, 1997). 

2.1.4. ATP-szintáz (F1FO-ATP-áz)


Az elektrontranszport lánc működése közben proton elektrokémiai gradiens alakul ki a sztróma és a lumen között. Egyrészt a plasztokinon PSII (vagy citokróm b6f komplex) általi redukciója sztróma oldali protonfelhasználással, a citokróm b6f komplexen történő lumen oldali reoxidációja pedig lumen oldalra történő protonleadással jár. Másrészt a vízbontásból származó protonok a lumenbe kerülnek, a NADP+ redukciójával kapcsolatos protonfelvétel a sztrómából történik. A protonok elektrokémiai gradiense működteti az ATP-szintázt. A növényi kloroplasztiszban található ATP-áz szerkezete megegyezik a növényi, állati és gomba mitokondriumok, valamint a baktériumok F-típusú ATP-ázával (Dekker és Boekema, 2005). Szerkezete három fő részre osztható: a kisebb méretű membránkötött Fo-ra, a tilakoidmembrán sztróma felőli oldalán lévő hidrofil F1-re valamint az e kettő között található kapcsoló alegységekre. Az Fo az enzim motoros része, aminek a „forgórészét” (a membránban lévő - protoncsatornát alkotó változó számú c alegység) az „állórészhez” (a,b alegységek) képest a protonok áramlása elforgatja. Ez a forgás a „tengely” (az F1 ( alegysége) segítségével az F1 (( működési egységeinek (trimer) konformáció változását okozva az enzimkomplex által képzett ATP leválását segíti elő (Nelson és Ben-Shem, 2004; Richter és mtsai, 2005). Az F1 δ alegysége az „állórész” kialakításában szerepel, az ε alegység pedig a ( alegységhez kapcsolódva a katalitikus aktivitást szabályozza.
2.2. A tilakoidok biogenezise, a lincomycin hatása


A tilakoid proteinek, köztük a klorofill-proteinek egy részének génje a sejtmagban található, másik részük pedig a kloroplasztiszban kódolt. Szintézisük és beépülésük a tilakoidmembránba több lépésből álló folyamat.


A PSI és PSII reakciócentrumában található klorofill a-proteinek kloroplasztiszban lokalizált génjeinek transzkripciója és transzlációja a kloroplasztiszokban történik (Rochaix, 1992). A transzláció a sztrómatilakoidokhoz kötött riboszómákon megy végbe, a képződött proteinek általában nem tartalmaznak tranzit szekvenciát. A pigmentek és kofaktorok kötése valamint a tilakoidokba való beépülés a transzlációval egyidejűleg történik (Eichacker és mtsai, 1992). A gránumok klorofill a-proteinjei laterális transzporttal kerülnek a gránumtilakoidokba, ahol a polipeptid alegységek aktív szupramolekuláris komplexekké állnak össze.


A klorofill a/b-proteinek génjeinek sejtmagban lokalizált transzkripciója során szintetizálódott mRNS-ek transzlációja a citoplazmában található riboszómákon történik (Paulsen, 1995). A szintetizálódott fehérjék N-terminálisán található egy tranzit peptid, amelynek segítségével, poszt-transzlációs transzporttal kerülnek a kloroplasztiszba, miközben a tranzit peptid proteolítikusan lehasad a fehérjéről. Az érett polipeptidek a sztrómatilakoidok membránjába történő inszercióját chaperonok segítik. Ezzel egyidejűleg megy végbe a pigmentek beépülése, amely stabilizálja a klorofill-proteinek térszerkezetét. A klorofill a/b-proteinek egy része a sztrómatilakoidokban marad, más részük pedig laterális transzporttal a gránumtilakoidokba kerül, ahol az alegységek aktív (oligomer) komplexekké kapcsolódnak össze (Dreyfuss és Thornber, 1994a,b; Nechustai és mtsai, 1995).


A kloroplasztisz transzkripciós és transzlációs rendszere a prokariótákéhoz hasonló és különbözik a mag-citoplazma rendszertől (Rochaix, 1992), ezért lehetséges specifikus inhibitorokkal való gátlása. Ilyen gátló például a specifikusan a transzlációra ható lincomycin (LM). A LM a prokarióta típusú fehérjeszintézis specifikus gátlója (Josten és Allen, 1964). A kloroplasztiszokban található 70 S riboszómák nagy alegységéhez (50 S) kapcsolódva allosztérikusan gátolja a peptidil-transzferáz központ működését (Chang és Weisblum, 1967; Fernandez-Munoz és mtsai, 1971; Campbell és mtsai, 1979). A kötődött antibiotikum megakadályozza a riboszóma működéséhez szükséges konformációs változásokat, így csökkentve a peptidil-transzferáz katalitikus állandóját.


A LM kezelés hatására a kezelt növények kloroplasztiszaiban csökken a tilakoidmembránok mennyisége, jelentősen nő azonban a gránumok aránya, kiterjedt makrogránumok kialakulása figyelhető meg, a sztróma tilakoidok vezikularizálódnak (Sárvári és mtsai, 1978b). Ezzel párhuzamosan a levelek klorofilltartalma és klorofill a/b aránya csökken.


A kezelt növényekben mind a PSI RC polipeptidek, mind a PSII RC polipeptidek mennyisége jelentősen csökken (Sárvári és mtsai, 1976; Hiller és mtsai, 1977; Duysen és mtsai, 1985; Farineau és mtsai, 1988). Mivel ezek a polipeptidek a szupramolekuláris komplexek felépülésében központi szerepet játszanak, a hozzájuk kapcsolódó magban kódolt - tehát a fehérjeszintézis inhibítorok által közvetlenül nem gátolt - alegységek mennyisége is csökken a tilakoidokban (Rochaix, 1992). A magban kódolt Lhcb-proteinek szintézise nem gátolt, ezért a LM-es kezelés hatására ezek aránya normál, illetve extrém alacsony fényintenzitáson (Nyitrai és mtsai, 1994), sőt a fény-sötét periódusokkal zöldített növényekben is jelentősen megnő (Sárvári és mtsai, 1989).


A LM kezeléskor a PSII elektrontranszport jelentősen gátlódik, a PSI aktivitás kisebb mértékben csökken (Sárvári és mtsai, 1989).

2.3. Stresszkörülmények hatása a növények élettani folyamataira, különös tekintettel a fotoszintézisre


A növények helyhezkötöttségük miatt fokozott mértékben és a globális változásokat tekintve is egyre inkább ki vannak téve a környezeti tényezők és azok változásai által kiváltott terhelésnek, melyek fejlődésüket és produkciójukat korlátozzák. Egyes területeken a növények számára kedvező feltételek csak rövid ideig állnak fenn. De azokon a területeken is, ahol a feltételek általában kedvezőek, időlegesen kialakulhatnak olyan helyzetek, amelyek az optimumtól jelentősen eltérnek. Ezt a növények regulációs mechanizmusaik révén a produkció csökkenése nélkül képesek kompenzálni bizonyos határokon belül. Szélsőségesebb esetekben azonban ez nem sikerül, sőt növény túlélése is veszélybe kerül annak ellenére, hogy ilyenkor is erőteljes (nagy energiaigényű) regulációs mechanizmusok működnek (Larcher, 1987). Ezek hatékonyságának feltérképezése hozzásegíthet a környezeti változásokat jobban tűrő növények előállításához.


Az eddigiekben láthattuk, hogy a fotoszintézis, mint energiatermelő és primer szervesanyag előállító folyamat, elsőrendű fontosságú a növény élete és produkciója szempontjából. Ezen túlmenően is fontos szerepet tölt be a környezeti hatások szenzitív érzékelőjeként. Ebből következően a stresszorok – közvetve vagy közvetlenül – jelentősen befolyásolják a fotoszintézis folyamatát. Ez olyan regulációs folyamatok beindulását eredményezi, amelyek a túlélés és szaporodás szempontjából alapvető fotoszintetikus folyamatok adott körülmények közti optimalizációjára irányulnak. Bár a különböző stresszorok hatásait tüneti szinten sokan leírták, a regulációs folyamatsorok megismerése terén még csak szórványos eredményekkel rendelkezünk.

2.3.1. A Cd hatásai 


A Cd minden élőlény esetében erősen toxikus nehézfém. A biológiailag fontos nehézfémektől (Fe, Mn, Cu, Zn, Ni) eltérően nem esszenciális. Biológiai funkciót csak egyetlen esetben mutattak ki eddig (Lane és mtsai, 2005). Természetes úton csak kis mennyiségben kerül a talajba, a magas Pb és Zn tartalmú kőzetek lebomlásakor, amelyekben kísérőelemként fordul elő (Baker és mtsai 1990). A talaj Cd terhelése túlnyomórészt az ipari- (festékgyártás, bányászat, kohászat, fosszilis tüzelőanyagok égetése) és városi hulladéknak, a mezőgazdaságban a foszfor műtrágyáknak és szennyvíziszappal való trágyázásnak tulajdonítható. További problémát okoz, hogy a nehézfémek felhalmozódnak a talajban.


A Cd vízben oldott, cserélhető, redukálható, extrahálható és szerves anyagokhoz kötött állapotban fordulhat elő a talajban (Prasad, 1995). A Cd2+-ot (továbbiakban Cd) a növények a gyökérzetükön keresztül könnyen felveszik. A talajból a növényekbe történő felvétel azonban függ a Cd koncentrációtól és biológiai elérhetőségtől, amit a szerves anyagok, a pH, a redoxpotenciál, a hőmérséklet és a talajban jelenlévő egyéb kémiai elemek koncentrációja is befolyásol (Das és mtsai, 1997; Sanitá di Toppi és Gabbrielli, 1999). Indirekt bizonyítékok arra utalnak, hogy a felvétel a gyökér sejtjeinek széles szubsztrát specifitással rendelkező Zn-, Ca- és Fe-transzporterein/csatornáin történik, így a Cd kompetícióban van a káliummal, kálciummal, magnéziummal, vassal, mangánnal, rézzel, cinkkel, nikkellel ugyanazokért a transzmembrán karrier/csatorna fehérjékért. (Clemens, 2006). A felvett Cd legnagyobb része a gyökérben marad, és csak kevés jut fel a hajtásba. Hajtásba történő transzlokációját befolyásolhatja többek között a különböző komplexálókkal történő kölcsönhatás, a vakuólumba történő transzport, a xilémbe történő regulált ionfelvétel valamint a transpiráció is (Sanitá di Toppi és Gabbrielli, 1999; Clemens, 2006). 


A Cd okozta gátlás feltételezhetően enzimgátlás és ionkölcsönhatások következménye (van Assche és Clijsters, 1990). A Cd számos molekula és komplex struktúra működését gátolhatja azáltal, hogy a fehérjék ill. lipidek specifikus csoportjaihoz (-SH, -PO4), aktív helyeihez kötődhet. Helyettesítheti a prosztetikus csoportként funkcionáló fémionokat, ami szintén az enzimaktivitás csökkenéséhez, az aktív enzim kialakulásának gátlásához vezethet. A Cd nagyfokú kémiai hasonlósága a Zn-hez lehetővé teszi, hogy a Zn-tartalmú enzimek kötőhelyéhez Cd kapcsolódjon, ezáltal gátolva az enzimek működését (Stohs és Bagchi, 1995). Erre indirekt bizonyítékul szolgál a Zn-felvételi rendszerek Cd-indukált transzkripciós up-regulációja (Weber és mtsai, 2006) amely arra utal, hogy egy Zn-szenzor molekulához Cd is kapcsolódhat. A Ca-t kötő kalmodulin is a Cd célpontja lehet, a Cd kötődése pedig gátolhatja a sejt szignalizációs kaszkádjait (Olmos és mtsai, 2003). Ugyanakkor nem kellően tisztázott, hogy a fent említett direkt kölcsönhatások létrejöhetnek-e olyan intracelluláris Cd koncentrációnál, ami az általában alkalmazott Cd koncentrációk esetében kialakulhat.

A Cd a növényekbe bekerülve közvetlen és közvetett módon mélyreható molekuláris, strukturális, funkcionális és anyagcsere változásokat idéz elő (Stroinsky, 1999). Jelentősen csökkenti mind a gyökér, mind a szár növekedését. Ennek oka, hogy csökken a sejtek, és a sejtközötti járatok mérete (Barceló és mtsai, 1988). A sejtek megnyúlásának gátlása egyrészt a protonpumpák csökkent működésének következménye (Sanitá di Toppi és Gabrielli, 1999), másrészt a Cd-nak az auxin metabolizmusra és auxin-karrierekre való közvetlen vagy közvetett hatásával hozható összefüggésbe (Prasad, 1995).

A növekedés szempontjából fontos tényező a Cd sejtmembrán integritására kifejtett hatása, melynek következtében vízháztartásbeli zavarok lépnek fel (Barceló és Poschenrieder, 1990). Nagy koncentrációban csökkenti a sejtek vízvesztési toleranciáját, ami turgorvesztésben és a levelek vízpotenciál-csökkenésében nyilvánul meg. E toleranciacsökkenés egyik fő oka a sejtfal-elaszticitás drasztikus csökkenése. Ugyanakkor a Cd a xilémelemek degradációját idézi elő, ami csökkenti víztranszportot (Prasad, 1995). A plazmamembrán ATP-áz aktivitásán keresztül közvetett módon csökkenti a sztómamozgást (Sanitá di Toppi és Gabbrielli, 1999). Közepes koncentrációban csökkenti a citokinin transzportot a hajtásba, növeli az abszcizinsav szintet és így sztómazáródást okoz, magas koncentrációban pedig turgorvesztést és hidropasszív sztóma záródást eredményez.

A Cd, más nehézfémekhez hasonlóan, kompetitív kölcsönhatások és a membránműködés gátlása révén zavart kelt az ionháztartásban is (Siedlecka, 1995). Egyrészt megváltoztatja a talajban lévő esszenciális nehézfémek hozzáférhetőségét, másrészt számos elemmel (Fe, Ca, Mn, P) kompetícióban van a felvételt és a növényen belüli transzportot illetően (Fodor és mtsai, 2002; Clemens, 2006). Ez a kompetíció kiváltja az esszenciális fémek és ezen belül a vas indukált hiányát (Haghiri 1973; Chaney és mtsai, 1975; Garty és mtsai, 1992; Alcántara és mtsai, 1994; Marschner 1995; Siedlecka és Krupa, 1999). A vashiány jelentősen befolyásolja a fotoszintézist, melynek legszembetűnőbb jele a levelek klorózisa. A klorózis kialakulásához a vashiányon kívül még a foszforhiány és a csökkent Mn transzport is hozzájárul (Benavides és mtsai, 2005).
A fotoszintézis gátlásában a Cd közvetett és közvetlen hatásainak is szerepe van. Közvetetten a növények vízállapotán, a sztómakonduktancián és így a CO2 hozzáférhetőségén keresztül csökkenti a nettó fotoszintézist, valamint az ionháztartás zavarai révén gátolja a fotoszintetikus struktúrák kialakulását. A felvett Cd egy kis része a levélbe jutva szabadon vagy tiol-peptidekhez kötött formában a kloroplasztiszba kompartmentalizálódik (Mendoza-Cózatl és mtsai, 2002), így közvetlenül is kifejtheti hatását a fotoszintézisre (Krupa és Baszynski 1995). A közvetlen hatások közé tartoznak a klorofill bioszintézisében, az elektrontranszport lánc működésében és a Calvin-ciklus enzimeinek aktivitásában bekövetkező gátlások (Pagliano és mtsai, 2006).


A Cd már a fotoszintetikus struktúrák kialakulását is nagymértékben befolyásolja. Számos, a klorofill bioszintézisében kulcsfontosságú enzim így a δ-ALA-szintáz, δ-ALA-dehidratáz, porfobilinogén-deamináz, protoklorofillid-reduktáz funkcionális -SH csoportjához kapcsolódva azok működését gátolja (Stobart és mtsai, 1985; Parekh és mtsai, 1990; Padmaja és mtsai, 1990; Mysliwa-Kurdziel és Strzalka, 2002). A Cd kezelés hatására a protoklorofillid nagy része a fototranszformáció szempontjából inaktív formába alakult át és gátlódott a NADPH:protoklorofillid oxidoreduktáz aktivitás (Böddi és mtsai, 1995). A klorofill tartalom csökkenéséhez hozzájárulhat még a Cd okozta vashiány is, amely gátolja a Mg-protoporfirin-IX-monometil-észter oxidatív ciklázt, és a klorofill proteinhez való stabil kötődését (Horváth és mtsai, 1996; Mysliwa-Kurdziel és Strzalka, 2002). A csökkent klorofilltartalomhoz azonban nem csak a szintézis gátlása, hanem a klorofilláz aktivitás növekedése is hozzájárulhat (Reddy és Vora, 1986).


A fotoszintézisben alapvető szerepet játszó klorofill-proteinek Cd okozta mennyiségi- és arányváltozásairól csak kevés adat áll rendelkezésre. Megváltoztatja a pigment-lipoprotein komplexek akkumulációját (Sárvári, 2005), s így a tilakoidszerkezetet is. Befolyásolja a PSII szupramolekuláris komplexben lévő D1 protein turnover-ét úgy, hogy a D1 szintézis kezdeti stimulálása után erőteljes gátlás következik (Franco és mtsai, 1999), ezáltal csökkenti a PSII core mennyiségét (Skórzynska és Baszynski, 1997). Gátolja az LHCII fő apoproteinjének a transzkripcióját (Tziveleka és mtsai, 1999) és az LHCII trimerizációt (Krupa, 1988).


A Cd stressz során megfigyelték a kloroplasztiszok fejlődésének gátlását és alaktorzulását (Ghoshroy és mtsai, 1990; Stoyanova és Tchakalova, 1997). A Cd mélyreható változásokat generál a kloroplasztiszok finomszerkezetében is, melynek eredményeként a gránumok lamelláris szerkezete felbomlik, és végső hatásként felerősödik a szeneszcencia jelensége, ami az öregedő kloroplasztiszokra jellemző plasztoglobulusok mennyiségének növekedésével jár (Barceló és mtsai, 1988; Prasad, 1995; McCarthy és mtsai, 2001). A Cd kezelés hatására megemelkedik a lipoxigenáz aktivitás. A többszörösen telítetlen zsírsavak oxidációja és a keletkező szabadgyökök a kloroplasztisz membránok károsodását okozzák, ami hozzájárul a fotoszintetikus aktivitás gátlásához is (Kato és Simizu, 1985).


A fotoszintetikus elektrontranszport tekintetében, más stresszorok hatásához hasonlóan, a Cd jelenlétében is a PSII aktivitása a legérzékenyebb, ahol mind a donor, mind az akceptor oldali elektrontranszport gátlását kimutatták. A donor oldalon a vízbontást gátolja, mert a Mn-centrum Ca2+-kötő helyéhez kompetitíve kötődik, így meggátolja a PSII fotoaktivációját, aminek során a vízbontó rendszer funkcióképes állapotba kerül (Sigfridsson, 2004; Faller és mtsai, 2005). Ezen kívül további donor oldali gátlásokat is kimutattak: az S2 fázis kialakulásának gátlásával csökkenti az O2 evolúciót, eltolja a citokróm b559 redoxpotenciálját alacsonyabb értékek felé, gátolja az Yz és a P680+ közti elektrontranszportot. A PSII donor oldali gátlása (és kisebb mértékben a PSI gátlása) miatt jelentősen megnő a klorofillok gerjesztett állapotának, valamint a P680+ életideje, ami ROS képződéshez és az ezzel kapcsolatos károsodáshoz vezet (Shah és mtsai, 2001). Az akceptor oldalon a QB- kötőhelyéhez (vagy a közelében) kötődve megváltoztatja a QA- redox potenciálját és gátolja a QA- - QB- közti elektrontranszportot is. Mindezek következményeként a PSII aktivitás és az azt tükröző változó fluoreszcencia értéke lecsökken (Sigfridsson, 2004), továbbá nő a pH-gradiens és lecsökken a klorofill-a fluoreszcencia a tilakoidokban (Krupa és mtsai, 1993). A Cd gátolja mind a ciklikus, mind a nem ciklikus fotofoszforiláció folyamatát is (Prasad, 1995). A PSI aktivitás kevésbé érzékeny, de a tartós kezelés azt is gátolja (Siedlecka és Baszynski, 1993). A fotofoszforiláció-csökkenés ellentételezéséül a légzés intenzitása fokozódik (Ernst, 1980; Mendelssohn és mtsai, 2001), a fotoszintézis és légzés egyensúlyának felborulása pedig visszavetheti a növekedést is. A csökkent elektron transzport a NO3--redukció gátlását, ezáltal az aminosav- és fehérje-anyagcsere zavarait is okozhatja (Ferreti és mtsai, 1993).


A nettó fotoszintézis mértékének csökkenését a sztómák zártsága és a gátolt fotoszintetikus elektrontranszport okozta csökkent ATP- és NADPH-tartalom okozhatja (Husaini és Rai, 1991). Hozzájárul azonban az is, hogy a Cd számos, a CO2-fixációjában és redukciójában résztvevő enzim aktivitását csökkenti. A folyamat egyik kulcsenzimét, a ribulóz-1,5-biszfoszfát-karboxiláz/oxigenázt (Rubisco) már kis koncentrációban is gátolja irreverzibilisen kapcsolódva az enzim aktív centrumában lévő –SH csoportokhoz (Cys 173, Cys 456), aminek következtében az enzim alegységeire esik szét, elvesztve aktivitását (Stiborova, 1988). A Cd a Calvin-ciklus egyéb enzimeit is gátolja, mint pl. a fruktóz-1,6-biszfoszfatáz, 3-PGA-kináz, NADP-glicerinaldehid-3-P-dehidrogenáz, aldoláz, vagy egyéb kloroplasztiszban végbemenő folyamatok enzimeit, mint a malát-dehidrogenáz, az izocitrát-dehidrogenáz, vagy a fotoszintetikus nitrát asszimilációt segítő enzimek (van Assche és Clijsters, 1990; Prasad, 1995; Sanitá di Toppi és Gabbrielli, 1999).


A fotoszintetikus elektrontranszport és a CO2-fixáció gátlása miatt alternatív elektrontranszport utak (O2-re történő transzport) kerülnek előtérbe, ami oxidatív stressz kialakulásához vezethet. Az oxidatív stresszt a Cd elsődleges hatásaként tartják számon annak ellenére, hogy fiziológiai körülmények között nem mutat redox aktivitást, ezért nem vesz részt a Fenton- és Haber-Weiss-reakcióban. A Cd a prooxidatív állapotot erősíti az antioxidáns glutation-pool csökkentésével, Ca-függő rendszerek aktiválásával és a Fe-közvetítette folyamatok befolyásolásával. A fotoszintetikus és légzési elektrontranszport lánc gátlásával elősegíti a szinglet oxigén (1O2), valamint a szuperoxid-gyök (O2.-) képződését (Benavides és mtsai, 2005). A PSII-ben az Yz és a P680+, a P680+és a feofitin, valamint a QA- és a QB- közti elektronátmenet gátlásával triplet Chl (3P680+) keletkezik, ami a molekuláris oxigénnel reakcióba lépve 1O2 képződéséhez vezet. A citokróm b6/f komplexben és PSI-ben található vas-kén-centrumok módosításával 1O2-t és O2- gyököket generál. Közvetve is hat az ROS képződésére azáltal, hogy képes más esszenciális nehézfémeket helyettesíteni a proteinekben, és az így felszabaduló, vegyértékváltásra képes nehézfémek (Fe, Cu) a Fenton- és/vagy Haber-Weiss reakciókban aktív oxigénformákat generálnak (Sanitá di Toppi és Gabbrielli, 1999). A Cd az antioxidatív rendszer számos enzimét is befolyásolja. Ilyenek a szuperoxid-diszmutáz, az aszkorbát-peroxidáz, a kataláz, a glutation-reduktáz és a dehidroaszkorbát-reduktáz, amelyek egyrészt metalloenzimek, másrészt pedig szabad –SH csoporttal rendelkeznek (Stroinsky, 1999; Sanitá di Toppi és Gabbrielli, 1999). Az enzimaktivitások gátlását és serkentését is kimutatták majd minden enzim esetében, mert az enzimek ilyenfajta gátlása vagy serkentése nemcsak a stressz intenzitásától és időtartamától függ, hanem a növény korától, valamint a növény és a növényi szövet fajtájától is (Benavides és mtsai, 2005). A Cd fotoszintézisre gyakorolt hatásainak erőssége a különböző vizsgálatokban nagyon eltérő, sokszor ellentétes hatásokat is kimutattak, és elsődlegességük tekintetében sok még a vitatható eredmény.

2.3.2. A vashiány hatásai


Nemcsak a toxikus nehézfémek vagy a feleslegben lévő esszenciális nehézfémek okoznak károsodást a növényekben, hanem az esszenciális elemek hiánya is. A Cd okozta tünetek egyik feltételezett oka, hogy jelentősen csökkenti a hajtás vastartalmát (Siedlecka és Krupa, 1999).


 A Fe az esszenciális mikroelemek közé tartozik. Az alapvető anyagcsereutak (fotoszintézis, légzés) elektrontranszfer folyamataiban tölti be legfontosabb szerepét miközben állapota a Fe2+ és Fe3+ között változik, de egyéb enzimek kofaktoraként is fontos. Az optimális növekedés érdekében a növényeknek szöveteikben 10-5–10-9 M vaskoncentrációt kell fenntartaniuk. Bár a Fe a földkéreg negyedik leggyakoribb eleme, a Fe felvétele mégis nehézségekbe ütközhet. A jól átlevegőzött talajokban, fiziológiás pH mellett a talajoldatban lévő szabad Fe2+ és Fe3+ koncentrációja kisebb, mint 10-15 M, ami jóval elmarad az optimális növekedéshez szükségestől. Világviszonylatban a fölművelés alá vont területek mintegy harmadánál kell számolni a Fe nem megfelelő mértékű elérhetőségével.


A vassal ellátott növény sejtjeiben található Fe legnagyobb része (mintegy 80%-a) a kloroplasztiszokban, a fennmaradó rész pedig egyéb sejtalkotókban található (Seckbacki, 1982; Terry és Low, 1982). A kloroplasztiszon belüli Fe hozzávetőleg 3:1 arányban oszlik meg a tilakoidmembránok és a sztrómában található, a fitoferritinhez (vasraktározó foszfoprotein) kötött forma között. Vashiány hatására a Fetilakoid/Fesztróma arány növekszik. A rövid ideig tartó vashiány fiziológiai hatása a kloroplasztiszra és ezen belül főleg a tilakoidokra korlátozódik, míg az egyéb vasat is tartalmazó sejtorganellumokra (mitokondrium, sejtmag, peroxiszóma, mikrotestek és egyéb citoplazma komponensek) nincs számottevő hatással (Platt-Aloia és mtsai, 1983). Vashiány hatására csökken a kloroplasztiszokban található gránumok mennyisége, valamint a gránumokat felépítő tilakoidok száma (Spiller és Terry, 1980), a lamellák duzzadtak, egymással nem, vagy csak kis mértékben kapcsolódnak, a sztrómaállomány viszonylag nagy, benne ozmiofil globulusokkal (Terry, 1980; Pushnik és Miller, 1982; Platt-Aloia és mtsai, 1983).


A vashiány a klorofillszintézis csaknem teljes gátlását okozza (Terry, 1979), ugyanakkor a fiatal levelek növekedése a kontrollhoz hasonló mértékű marad (Terry és Rao, 1991), aminek eredményeképpen a vashiányos körülmények közti növekedés során csökken a levélterületre vonatkoztatott klorofilltartalom, klorózis alakul ki. Ellenőrzött körülmények között, hidroponikusan nevelt növények esetén pozitív korrelációt találtak a levélszövetek Fe koncentrációja és a klorofilltartalom között (Terry, 1980). Szabadföldön nevelt növényeknél azonban nem minden esetben találtak egyértelmű összefüggést a fenti paraméterek között, ami azzal magyarázható, hogy az állandóan változó feltételek között a növekedés üteme is folyton változik. Feltételezték azt is, hogy a levél klorofilltartalma nem a levél teljes vastartalmával, hanem csak az adott kémiai formában előforduló, un. „aktív vas” mennyiségével van összefüggésben. Így a magas vastartalmú levelek is lehetnek klorotikusak, ha a bennük lévő Fe inaktív formában van jelen (Römheld, 2000). Egyes kutatók szerint a Fe2+ az aktív vasforma, de a metodikai nehézségek miatt ezzel kapcsolatban még sok kérdés nyitott.


A klorofill bioszintézis számos lépéséről feltételezik hogy vasigényes folyamat (Terry és Abadía, 1986). Bizonyították, hogy a szintetikus folyamat prekurzorának, a δ-amino-levulinsavnak a szintézise vasat igényel (Miller és mtsai, 1982; Yu és Miller, 1982). A δ-amino-levulinsav szintézise fényaktivált folyamat (Miller és mtsai, 1979), amelyhez a ferredoxin biztosítja a redukálóerőt. Vashiányos növényekben azonban a ferredoxin mennyisége jelentősen csökken. A vas szerepet játszik a porfirin szintézis későbbi szakaszában is. Ilyen lépés a koproporfirinogenáz által katalizált koproporfirinogén III → protoporfirinogén IX átalakulás (Lascelles, 1975; Hsu és Miller, 1970). A Mg-protoporfirin IX-monometilészter → protoklorofillid átalakulást egy oxidatív cikláz (CHL27) katalizálja (Spiller és mtsai, 1982; Tottey és mtsai, 2003), melynek aktivitása gátolható Fe2+ kelátorokkal. Ez arra enged következtetni, hogy ez utóbbi folyamatban egy vas-kén- centrumban található Fe2+ játszik szerepet. (Walker és mtsai, 1991; Oster és mtsai, 1996). Az újabb elképzelések szerint a CHL27 a vas érzékelésében játszik kulcsfontosságú szerepet, mivel a vashiány eredményeként nem minden klorofill-protein mennyisége csökken, hanem a klorofill-protein szintézis specifikus újra-programozása történik. A vas a szintézisen kívül szerepet játszhat a klorofill lebontásában is. A vashiány hatására a klorofilláz aktivitása nő és a tilakoidok szétesése miatt az enzim hozzáférhet a klorofillhoz.


A vasklorózis kialakulásának alternatív modellje szerint a vashiány nem a klorofillok, hanem a tilakoidok valamely alkotójának szintézisét gátolja, amely alkotó hiányában a tilakoidmembrán sem épül fel, így a klorofilltartalom csökkenése csak járulékos jelenség (Terry és Abadía, 1986). Ilyen vasfüggő szintézisű esszenciális membránalkotó lehet a PSI (Sandmann és Malkin, 1983), a PSII (Abadía és mtsai, 1985), valamint a cyt-b6/f komplex (Metz és mtsai, 1983) is. A normális növekedés és kloroplasztisz osztódás mellett fellépő tilakoid szerveződési gátlás okozza a kloroplasztiszok csökkent tilakoid- és klorofilltartalmát. A klorofilltartalom 90%-os csökkenése mellett a tilakoidok mennyiségét jól indikáló galaktolipid-tartalom 75%-kal, míg a tilakoid fehérjék mennyisége 60%-kal csökkent (Nishio és mtsai, 1985). Csökkent az összes membránalkotó, így a fotoszintetikus elektrontranszport lánc komponenseinek mennyisége. A legnagyobb érzékenységet a PSI esetén találták (P700: 84%-os csökkenés), de jelentős mértékben csökkent a cyt-b6/f komplex (80%) valamint a PSII (67%) mennyisége is (Spiller és Terry, 1980; Nishio és Terry, 1983). Mindezen változások azt eredményezik, hogy a vashiányos növények tilakoidjai egyfajta ’hígított’ fotoszintetikus membrán tulajdonságaival rendelkeznek (Terry és Abadía, 1986). A területegységre jutó fotoszintetikus egységek számának csökkenése eredményezi az egységnyi levélterületre eső fotoszintetikus aktivitáscsökkenését (Terry, 1980; Spiller és Terry, 1980).


A tilakoidok mennyiségének csökkenésével a klorofillokon kívül a többi fotoszintetikus pigment mennyisége is csökkent, azonban nem egyforma mértékben, a xantofilltartalom csökkenése ugyanis jóval kisebb volt, mint a klorofilloké és a β-karotiné (Morales és mtsai, 1990; 1994).


A vashiány a sztrómában található enzimek mennyiségét és aktivitását nem, vagy csak kis mértékben csökkentette (Terry, 1980; Taylor és mtsai, 1982) annak ellenére, hogy az egyes Calvin-ciklus enzimek aktiválásában (Buchanan, 1991) kulcsszerepet játszó ferredoxin mennyisége a klorofill-tartalommal arányosan csökkent (Huang és mtsai, 1992). Jelentősen redukálódott azonban a Calvin-ciklus intermediereinek, ezen belül leginkább a ribulóz-1,5-biszfoszfát (55%-os csökkenés), illetve kisebb mértékben a glicerinaldehid-3-foszfát (38%) és a trióz-foszfát (20%) mennyisége (Arulanantham és mtsai, 1990). A vashiány alatti fotoszintetikus aktivitás gátlás legfőbb oka a ribulóz-1,5-biszfoszfát regenerációjában fontos szerepet játszó ribulóz-5-foszfát-kináz aktivitásának jelentős (60%) gátlása (Arulanantham és mtsai, 1990). A regeneráció csökkenésében ugyanakkor nem játszik szerepet a fotoszintetikus elektrontranszport gátlása, mivel a vashiányos kezelés nem okozott számottevő redukciót a NADPH és ATP szintjében.

2.3.3. A szárazságstressz hatásai


Globális méretekben a növények túlélését és produktivitását gátló legfontosabb környezeti tényező a talaj és/vagy a levegő vízhiánya vagy a talaj magas sótartalma (Boyer, 1982; Araus és mtsai, 2002). A szárazságstressz kialakulása általában nem hirtelen bekövetkező folyamat: egy enyhe kezdeti stádium után fokozatosan alakulnak ki a súlyosabb vízhiány jelei. Enyhe vízhiány esetén a növény vízvesztést és vízfelvételt reguláló mechanizmusai révén a változatlan fotoszintetikus hatékonysághoz szükséges szinten tartja a szövetek relatív víztartalmát (Yordanov és mtsai, 2000). A szárazságstressz alatt csökken a növények vízpotenciálja (Bajji és mtsai, 2001) így növelve a vízfelvételi kapacitást. A sztómákon keresztüli gyors vízveszteség mérséklése, és ezáltal a xilémelemek kavitációjának valamint a szövetek kiszáradásának elkerülése érdekében a száradó gyökerek abszcizinsav szignáljára a sztómák bezáródnak (Davies és Yhang, 1991; Socias és mtsai, 1997; Cornic, 2000). Már mérsékelt vízhiány hatására is megfigyelhető a gyökér és a szár növekedésének gátlása (Blum és mtsai, 1997; Frensch, 1997; Munns, 2002), a hajtásszám (Cone és mtsai, 1995) és az asszimiláló levélfelületet csökkenése (Passioura, 1988), melynek eredménye jelentős terméskiesés is lehet.

A vízhiány a szénhidrát-anyagcserére is hatással van: enyhe stressz esetén csökken a keményítő/szacharóz arány, feltehetően a keményítő-szintézis erősebb gátlása miatt (Cabuslay és mtsai, 2002). A vízhiány előrehaladtával az arány tovább csökken, a keményítő mobilizálódása figyelhető meg, ugyanakkor erősen nő a fruktóz-2,6-biszfoszfát mennyisége, ami végül a trióz-foszfátok mennyiségének növekedéséhez vezet. Ennek a fényvédelemhez szükséges energiatermelésben lehet szerepe. Fontos tényező a nitrátredukció gátlódása is (Munjal és mtsai, 1998).

A növényi produkció szempontjából azonban a vízhiány esetén bekövetkező egyik legjelentősebb változás a fotoszintézis mértékének csökkenése (Yordanov és mtsai, 2000). Ennek elsődleges oka az, hogy a CO2-fixáció a sztómazáródás miatt gátlódik (Cornic, 2000). A szárazságtűrő fajok szabályozni tudják a záródás mértékét, hogy a CO2-fixáció hatékonysága ne változzon túlságosan. Szárazság hatására csökken a CO2 felvétel illetve a mérhető nettó O2-evolúció mértéke is (He és mtsai, 1995). Ugyanakkor a szárazságstressz körülményei között a mezofill sejtek szerkezetétől (Bongi és Loreto, 1989) és a sejtközötti állomány szerkezetének változásától (Delfine és mtsai, 1998) függően lelassulhat a CO2 áramlása az intercelluláris térből a mezofill sejtek kloroplasztiszaiba (Delfine és mtsai, 1999; Loreto és mtsai, 2003). Az így lecsökkent mezofill konduktancia növeli az intercelluláris CO2 koncentrációt. A csökkent CO2-fixációt azonban nem csak a CO2 a felhasználás helyére történő limitált diffúziója okozhatja, hanem egyes anyagcsere folyamatok gátlása is (Flexas és mtsai 2004, 2006). Egyesek szerint csak erősebb, más kutatók szerint már enyhe vízhiány esetén is megfigyelhető a Rubisco aktivitásának csökkenése vagy degradációja, (Maroco és mtsai, 2002). A sztómazáródás következtében változó O2/CO2 arány eredményeképpen a Rubisco oxigenáz-aktivitása megnő a karboxiláz aktivitás terhére, ami növeli a fotorespiráció mértékét (Lawlor és Cornic, 2002; Tezara és mtsai, 1999). Ugyancsak a Rubisco aktivitását csökkentheti a fotoszintetikus elektrontranszport gátlásának következtében beálló ATP-hiány, ami zavarokat okoz a ribulóz-1,5-biszfoszfát regenerációjában (Centritto és mtsai, 2003; Chaves és mtsai, 2003). A Calvin-ciklus egyéb enzimeinek aktivitás-csökkenését is kimutatták, aminek következményeként szintén csökken a ribulóz-1,5-biszfoszfát regenerációja (Maroco és mtsai, 2002).

A kloroplasztiszok tilakoidmembránjainak összetétele viszonylag stabil vízhiányos körülmények között. A levél fotoszintetikus pigmentjeinek (klorofill-a és -b, karotinoidok) mennyisége szárazság hatására csökkenhet (Behera és mtsai, 2002), bár ezt nem minden esetben mutatták ki (Tambussi és mtsai, 2002). A második fotokémiai rendszer ellenálló a vízhiánnyal szemben: csak erősebb stressz esetén csökken az aktív PSII reakciócentrumok száma. Ennek oka valószínűleg az, hogy a vízhiány miatt (főleg nagy fényintenzitás mellett) megkezdődik ugyan a RC-ok egy részének lebontása, viszont enyhe vízhiánykor az előbbiekkel egyidejűleg reorganizációs folyamatok is beindulnak a növényben, fenntartva a működőképes PSII centrumok mennyiségét (Hao és mtsai, 1999). A fotoszintetikus hatékonyság csökkenését a rendszert ért károsodás, vagy a PSII aktivitás leszabályozása okozhatja (Lu és Zhang, 1999). Az elhúzódó szárazságstressz alatt a fixálható CO2 mennyiségének csökkenése miatt a fotoszintetikus elektrontranszport lánc működésének eredményeképpen redukálóerő felesleg termelődik. Ez a felesleg hozzájárul a ROS képződésének növekedéséhez, ami a klorofill-proteinek károsodásához vezet. A D1 turnover-ének sebessége valószínűleg jelentős szerepet játszik a PSII leszabályozásában, ezáltal a stressz mértékéhez történő adaptációban is. További stresszfaktorok jelenlétében (ilyen például a nagy fényintenzitás) a fehérje lebontási ütemének megváltozásával a PSII mennyisége csökken, ezáltal csökken a PSII-ről történő elektrontranszport aktivitása is (Giardi és mtsai, 1996). A PSII leszabályozása esetén az elnyelt fényenergia nagyobb hányada hő formájában kerül kibocsátásra (nem-fotokémiai kioltás nő), ami csökkenti a PSII kvantumhatékonyságát és a keletkező redukálóerő felesleget (Sánchez-Rodriguez és mtsai, 1997). A vízbontó rendszert és a PSII donor oldali elektrontranszportot a csökkent – de fiziológiai szempontból még megfelelő – relatív víztartalom nem gátolja. A relatív víztartalom jelentősebb mértékű (70% alá történő) csökkenésével a vízbontás is egyre inkább gátolt (Lawlor és Cornic, 2002). Az LHCII is érzékenyen reagálhat a vízhiányra: kukoricában már kismértékű stressz esetén is csökken az LHCII apoproteinjeinek mennyisége (Hao és mtsai, 1996). Borsónál viszont a fénygyűjtő komplex apoproteinjeit változatlan mennyiségben mutatták ki a kezelt növényekben (Lawlor és Cornic, 2002). Bár a szárazságstressz következtében fellépő aktivitás-változásokat - elsősorban a PSII tekintetében - számos dolgozatban tárgyalták, a tilakoid-szerkezet és a komplexek arányában bekövetkező akklimatizációs változásokat kevesen vizsgálták (Yordanov és mtsai, 2000; Chaves és mtsai, 2003).

2.3.4. A fénystressz hatásai, a fotoinhibíció és fényvédelem


A fotoszintetikus pigmentek által abszorbeált fény a fotoszintézis alapvető energiaforrása. A fényintenzitás növekedésével a maximális fotoszintetikus kapacitás elérése után azonban a hasznosuló energia hányada egyre csökken, sőt a nem hasznosuló fényenergia a fotoszintetikus apparátus károsodását okozza. Ezt a fény által kiváltott és a fotoszintetikus apparátus károsodásával összefüggő aktivitás csökkenést fotoinhibíciónak nevezzük (Ledford és Niyogi, 2005).


A fotoinhibíció okozta károsodás nagyrészt reaktív oxigénformák (ROS) felhalmozódásának a következménye. A PSII-ben az energiafelesleg következtében döntően redukált állapotú plasztokinon-pool az akceptor oldalon konformáció változást okozva lelassítja a QA és QB közötti elektrontranszportot és irreverzíbilis változást hoz létre a D1 protein szerkezetében (Ohad és mtsai, 1990). A plasztokinon-pool túlredukálódása miatt a másodlagos kinon akceptor kötőhelyen a QB kötésének valószínűsége csökken, ami megnöveli a QA- életidejét és QA2- képződéséhez, végső soron pedig az elsődleges kinon akceptor kötőhelyről QAH2 formájában történő leváláshoz vezet (Setlik és mtsai, 1990; Vass és mtsai, 1992). A változás következtében a primer fotokémiai reakció eredményeképpen létrejövő P680+Phe- rekombinációjával 3P680 keletkezhet, amely 3O2-nel kölcsönhatásba kerülve 1O2-t hoz létre (Durrant és mtsai, 1990). Tovább növeli az oxidáció veszélyét, hogy a fotokémiai reakció eredményeként rendkívül pozitív redoxpotenciálú intermedierek keletkeznek a PSII reakciócentrumában. Donor oldali fotoinhibíció esetén, amikor a víz oxidációjából származó elektronok száma elmarad a P680+ redukciójához szükséges mennyiségtől megnő az erősen oxidáló hatású P680+ és Tyr-Z+ gyökök életideje, ami a D1 protein irreverzíbilis károsodásához vezet. A D1 protein károsodása bizonyos mértékben minden fényintenzitáson bekövetkezik, de a működésképtelenné vált D1 protein cseréje is állandóan és gyorsan folyik (Aro és mtsai, 1993). Ha azonban a károsodás olyan gyakori, hogy a reszintézis sebessége nem tudja követni, akkor inaktív PSII centrumok halmozódnak fel (Chow és mtsai, 2002). ROS keletkezhetnek akkor is, ha az elektrontranszport működése során az elektron NADP+ hiányában az O2-re kerül és szuperoxid keletkezik (Mehler-reakció), amit a szuperoxid diszmutáz H2O2-dá alakít (Asada, 1999). A ROS a PSI-ben, elsősorban annak a struktúra fenntartása szempontjából is fontos vas-kén-centrumaiban okozhatnak károsodást, ami a teljes PSI core széteséséhez és újraképződéséhez vezet (Hihara és Sonoike, 2001). Ez sokkal lassúbb, napok alatt lejátszódó folyamat, mint a D1 protein reszintézise. Újabban kimutatták, hogy a Cyt b6/f komplex is hozzájárul a ROS képződéséhez (Suh és mtsai, 2000).


A fényfelesleg káros hatásainak kivédésére a növények többféle mechanizmussal rendelkeznek (Niyogi, 2000). A ROS tömeges termelődését elkerülendő a növények egyrészt csökkenthetik a levelek által elnyelt fényenergia mennyiségét, a már elnyelt fényenergia egy részét nem károsító hősugárzás formájában adhatják le a környezetbe, illetve a fotoszintetikus elektrontranszport a NADP+ redukciójától eltérő utakra terelődik vagy a NADPH a CO2-fixációtól eltérő folyamatokban hasznosul.


Az elnyelt fényenergia mennyisége szabályozható heliotropizmus útján a levéllemez napsugárzással bezárt szögét változtatva (Ehleringer és Forseth, 1980), vagy a plasztiszok sejten belüli helyzetének változtatásával, illetve a levelek klorofilltartalmának szabályozásával (Havaux és Tardy, 1999). Ezen felül, a növények több molekuláris stratégiát is kifejlesztettek, hogy akklimatizálódjanak és védjék magukat a magas fényintenzitástól. A fényenergia felvétele és a reakciócentrumokhoz való továbbítása szabályozható a fénygyűjtő proteinkészlet génszintű regulációjával (Mäenpää és Anderson, 1989), az LHC proteinek PS-ek közti megoszlását befolyásoló foszforilációjával és defoszforilációjával (Allen és Nilsson, 1997) és a magas fényintenzitásokon előtérbe kerülő nem-fotokémiai kioltó mechanizmusokkal (Horton és mtsai, 1996a,b).


A nem-fotokémiai kioltó mechanizmusok során a klorofill-klorofill és a klorofill-karotinoid kölcsönhatások megváltozása következtében a klorofillok gerjesztett állapotának megszüntetésében előtérbe kerül a hőkibocsátás (Demmig és mtsai, 1987; Niyogi és mtsai, 1998; Ma és mtsai, 2003; Holt és mtsai, 2005). A gyorsan változó fényviszonyokhoz való alkalmazkodást teszi lehetővé a protonok transz-tilakoidális elektrokémiai gradiensén (ΔpH) keresztül az ATP-felhasználás sebességéhez kötött ún. membránenergizáltság-függő kioltás (qE). Ha a fotoszintetikus elektrontranszport által létrehozott ΔpH terhére szintetizálódott ATP felhasználása nem tart lépést a fotoszintetikus elektrontranszport sebességével, a két folyamat közötti egyensúly felbomlik és a tilakoid lumen pH-ja csökken. A qE kialakulása általában együtt jár a violaxantin(zeaxantin átalakulással (Niyogi és mtsai, 1997, 1998), és a PsbS protein is fontos szerepet játszik (Li és mtsai, 2000, 2002a,b).


A lumen pH-jának a csökkenése aktiválja a lumenben lokalizált violaxantin de-epoxidázt, amely a violaxantin zeaxantinná alakítását katalizálja az anteraxantin intermedieren keresztül (Demmig-Adams, 1990). Az enzim a tilakoidok lumen felőli oldalán található, pH-optimuma 5,0 körül van. A zeaxantint a sztróma oldalon lokalizált semleges pH-optimumú zeaxantin epoxidáz alakítja vissza violaxantinná. Ezek a fényintenzitás-függő átalakulások együttesen alkotják a xantofill-ciklust (Yamamoto és mtsai, 1999). A deepoxidált xantofillok (anteraxantin, zeaxantin) az LHC-proteinek perifériális V1 (Caffarri és mtsai, 2001) és belső L2 xantofill-kötőhelyén helyettesítik a violaxantint és a luteint (Färber és mtsai, 1997; Verhoeven és mtsai, 1999; Jahns és mtsai, 2001; Morosinotto és mtsai, 2002a; Wehner és mtsai, 2004, 2006). Ez kiváltja az LHC-proteinek konformáció-változását (Horton és mtsai 1991, 1996, 2005; Moya és mtsai, 2001; Morosinotto és mtsai, 2003; Dall’Osto és mtsai, 2005) összefüggő klorofill aggregációt (Ruban és mtsai, 1999), ami - végső soron - az energia hő formájában történő disszipácóját segíti elő (Wentworth és mtsai, 2000; Frank és mtsai, 2001; Dall’Osto és mtsai, 2005). Egyes növényekben (pl. Fagaceae), ahol a zeaxantin-epoxidáz specifitása megváltozott az enzim a violaxantin-deepoxidázzal együtt a violaxantin-zeaxantin-ciklussal analóg módon a lutein-5,6-epoxid↔lutein átalakulást is katalizálja, így egy lutein-ciklust kialakítva (Matsubara és mtsai, 2003, 2007). A lutein-ciklusról is feltételezik, hogy szerepet játszik a nem-fotokémiai kioltás kialakításában (Müller és mtsai, 2001). A ciklus során a sötétadaptált levelek fényre kerülésekor a lutein-5,6-epoxid gyorsan luteinné alakul azonban az újabb sötétadaptációkor a lutein epoxidációja jóval lassabb folyamat (a zeaxantin-epoxidáz a luteinhez való kisebb affinitása miatt) ezért az így kialakult kioltás lassabban relaxálódik (Matsubara és mtsai, 2001, 2005; García-Plazaola és mtsai, 2002).


A lumen-pH csökkenésének ugyancsak fontos következménye egyes, a qE kialakításában szerepet játszó PSII proteinek protonálódása (Horton és Ruban, 1992). Feltételezik, hogy a protonáció aktiválja a zeaxantin kötőhelyét az egyik proteinen (Gilmore, 1997). Ez okozhatja a zeaxantin 535 nm-nél mérhető abszorbancia változását (Aspinall-O’Dea és mtsai, 2002; Ruban és mtsai, 2002). Reakciócentrumonként egy vagy néhány zeaxantin molekula ilyen megváltozása is elégséges lehet a klorofill molekulák gerjesztési energiájának elvezetéséhez (Ma és mtsai, 2003; Holt és mtsai, 2004). Nem ismert azonban a qE típusú nem-fotokémiai kioltás pontos helye. Korábban feltételezték, hogy az LHCII-ben, a CP29-ben vagy a CP26-ban megy végbe. Antisense RNS-sel végzett kísérletek eredménye szerint azonban a fent említett klorofill-proteinek egyike sem tehető egyértelműen felelőssé a qE kialakulásáért (Andersson és mtsai, 2001, 2003). Ezzel szemben összefüggést találtak a qE mértéke és a tilakoidok PsbS tartalma közt (Li és mtsai, 2002b; Hieber és mtsai, 2004). Ennek alapján feltételezhető, hogy a kioltás helye a PsbS protein (Li és mtsai, 2000). Erre utal a PsbS lumen felőli oldalán található két konzervatív glutaminsav oldallánc jelenléte, amelyek a lumen pH változását érzékelve protonálódnak ill. deprotonálódnak, ezzel be- ill. kikapcsolva a qE-t (Li és mtsai, 2002c, 2004). A PsbS dimer-monomer átalakulása is megfigyelhető a nem-fotokémiai kioltó folyamatok indukciójakor (Bergantino és mtsai, 2003). A protonáció okozta konformációváltozás révén a PsbS képessé válik a qE allosztérikus aktivátorának, a zeaxantinnak, a negyedik transzmembrán hélixen található fenilalanin oldalláncokhoz való kötésére (Aspinall-O’Dea és mtsai, 2002). Eközben a zeaxantin abszorpciójában vörös-eltolódás következik be, ami a qE során megfigyelhető 535 nm-es sáv növekedését eredményezi (Ruban és mtsai, 2002). A zeaxantin szerepe a qE folyamatában lehet pusztán szerkezeti (indirekt kioltás), de egy alternatív modell szerint részt vehet a szinglet gerjesztett klorofill gerjesztési energiájának átvételében és hővé alakításában is (direkt kioltás). A klorofill lézeres gerjesztésével PsbS-függő zeaxantin gerjesztés volt kimutatható (Ma és mtsai, 2003), ami az utóbbi elméletet látszik megerősíteni. Feltételezhető, hogy a klorofill a PsbS perifériális részén, valószínűleg a PsbS és egy LHC-protein kapcsolódási helyén kötődik.

A ΔpH-függő qE a fotoszintetikus elektrontranszport a változó fényviszonyokhoz való gyors alkalmazkodását teszi lehetővé (Adams és mtsai, 1999). Ugyanakkor különböző környezeti stresszek hosszú idejű együttes előfordulása esetén a nem-fotokémiai kioltás egy a qE-től különböző formája jelenik meg, amely azonban nem feltétlenül ΔpH-függő és kialakulása valamint relaxációja is hosszú idejű folyamat. Ezen kioltó folyamatoknak nem feltétele a folyamatos megvilágítás, így a fotoszintetikus apparátus kioltott állapota a sötétbe helyezett levelekben is hosszú ideig fennmarad. Bár számos növényfaj képes alacsony hőmérsékleten a ΔpH fenntartására sötétben is (Gilmore és Björkman, 1994, 1995; Demmig-Adams és mtsai, 2006a), de ebben az esetben a kioltás továbbra is ΔpH-függő. Más esetekben, hosszú ideig fennálló stresszkörülmények hatására, a xantofill-ciklus működése függetlenné válik a ΔpH meglététől, azaz a xantofill-ciklus pigmentek zeaxantin formában maradnak sötétadaptáció esetén is, fenntartva a fotoszintetikus apparátus kioltott állapotát (Verhoeven és mtsai, 1998; Gilmore és Ball, 2000; Demmig-Adams és mtsai, 2006a,b; Zarter és mtsai, 2006a,b,c). A lassú növekedésű örökzöldek pl. a PSIICC egy részét, vagy teljes egészét lebontják a téli inaktív periódusban az LHC mennyiségének fenntartása mellett (Ottander és mtsai, 1995; Zarter és mtsai, 2006a,b), ami e kioltás nélkül nem lenne lehetséges. Nem tisztázott, hogy a zeaxantinon kívül milyen egyéb tényezők szükségesek e kevésbé rugalmas, de nagy hatékonyságú kioltás létrejöttéhez. A hosszú idejű ΔpH-független kioltás további formáit is megfigyelték fenyőknél és trópusi örökzöldeknél, melyek a klorofill a/b-kötő fénygyűjtő proteinekkel rokon proteinek szintézisével voltak összefüggésben (Ebbert és mtsai, 2001, 2005; Demmig-Adams és mtsai, 2006a; Zarter és mtsai, 2006a,b,c). Ilyenek – az eddig tárgyalt PsbS-en kívül – a Hlip-ek (magas fényintenzitás indukált proteinek), a Sep-ek (stresszindukált proteinek) és az Elip-ek (korai fényindukált proteinek), amelyek szekvenciahomológiát mutatnak az lhc-kkel (Green és Durnford, 1996; Jansson és mtsai, 1999), és rendre egy, kettő, illetve három transzmembrán hélixet tartalmaznak (Heddad és Adamska, 2000, 2002; Jansson és mtsai, 2000; Adamska, 2001; He és mtsai, 2001; Andersson és mtsai; 2003; Havaux és mtsai, 2003). Ezen proteinek feltételezhetően a klorofill-proteinek turnover-e alatt, illetve a hosszú idejű nem-fotokémiai kioltás folyamán a RC-okkal kapcsolatban nem lévő fénygyűjtőkhöz kapcsolódva a klorofillok gerjesztési energiáját hő formájában elvezetik, ezáltal meggátolva a ROS keletkezését és a fotooxidációt (Adamska és mtsai, 1992a,b; Montané és Kloppstech, 2000; Hutin és mtsai, 2003; Demmig-Adams és mtsai, 2006a; Zarter és mtsai, 2006a,b,c).


A ROS keletkezésének elkerülését teszi lehetővé a fotoszintetikus elektrontranszportnak a NADP+ redukciójától eltérő utakra való terelése is. A PSII körüli elektrontranszport akkor indul be, amikor az alacsony lumenális pH hatására a Ca2+-ionok leválnak a vízbontó centrumról, amely így inaktiválódik. (Miyake and Yokota, 2001). A ciklus során a QA-ról a citokróm-b559 és a (ChlZ) (-karotin közreműködésével kerül az elektron a P680+-ra (Whitmarsh és Pakrasi 1996). Telítési fényintenzitáson a PSII körüli elektrontranszport a lineáris elektrontranszport 20-30%-át is elérheti (Laisk és mtsai, 2006). A PSI körüli elektrontranszport működésének következtében PSI donor oldaláról az elektron visszajut a PQ-poolba és a citokróm b6/f-komplexre amelynek során hozzájárul a protonok transzmembrán elektrokémiai gradiensének képződéséhez és ezáltal végső soron a lineáris elektrontranszport qE általi csökkentéséhez (Endo és mtsai, 1999; Munekage és mtsai, 2002). A klororespiráció folyamata során a NADPH-ról az O2-re történő elektrontranszport a PQ-pool és egy terminális oxidáz segítségével megy végbe, és víz keletkezik (Niyogi, 2000). A folyamat fejlődő plasztiszok esetén közvetetten is befolyásolja a fotoinhibíció elleni védelmet, mivel ezekben a PSI fejletlensége miatt az alternatív oxidáz biztosítja a PQ-pool a karotinoid szintézishez szükséges oxidáltsági állapotát (Wu és mtsai, 1999; Carol és mtsai, 1999).


A lineáris elektrontranszport során keletkező nagy redukálóképességű elektron/NADPH a CO2-fixációtól eltérő folyamatokban is hasznosulhat, mint pl. a nitrát- és szulfát-redukció (Hendrickson és mtsai, 2003) illetve a fotorespiráció. A fotorespiráció során a fényenergia O2 fixálására fordítódik (Niyogi, 2000; Edreva, 2005). A Rubisco oxigenáz aktivitásának következtében a kloroplasztiszban egy toxikus melléktermék, 2-P-glikolsav is keletkezik. A glikolsav, átkerülve a peroxiszómába, O2 jelenlétében glioxálsavvá alakul. A reakciót egy FMN-tartalmú direkt végoxidáz, a glikolsav-oxidáz katalizálja. Mivel az enzim flavoprotein, ezért az oxidáció során H2O2 képződik, amit a kataláz víz képződése közben elbont. 


A fénystressz következtében képződött ROS eliminációja is a fotoszintetikus apparátus védelmét szolgálja. Ez történhet enzimatikus és nem-enzimatikus védőrendszerek közreműködésével. Az enzimatikus ROS elimináció egyrészt a szuperoxid diszmutázt és az aszkorbát-glutation ciklust magában foglaló víz-víz ciklus (Asada, 1999), másrészt a peroxiszómában működő kataláz és glutation-peroxidáz működésének következménye (Gratao és mtsai, 2005). A víz-víz ciklus működése során a víz fotooxidációjából származó elektronok a PSI-ről az O2-re áttevődve O2--t hoznak létre, amit a szuperoxid-diszmutáz H2O2-dá alakít. A keletkezett H2O2-ot ezután az aszkorbát-peroxidáz enzim vízzé alakítja. A folyamat során az eloxidálódott aszkorbát az aszkorbát-glutation ciklusban regenerálódik. A folyamat közben keletkező monodehidroaszkorbátot a NADPH aszkorbáttá redukálja, (Edreva, 2005). A GSH regenerálását a NADPH-függő glutation-reduktáz végzi. A ciklus működése lehetővé teszi az O2 vízzé történő redukálását anélkül, hogy a folyamat során keletkező ROS kifejtenék károsító hatásukat. 


A nem-enzimatikus védőrendszer elemei az aszkorbát, a glutation (GSH), fenoloidok, tokoferol, karotinoidok stb. Az aszkorbát az egyik legfontosabb antioxidáns a sejten belül, mivel közvetlenül képes reakcióba lépni a legmérgezőbb ROS-kal, úgymint a HO-, O2-, 1O2, valamint a víz-víz cikluson keresztül fontos szerepet játszik a H2O2 detoxifikálásában. Ezen kívül részt vesz az α-tokoferol regenerációjában, valamint a violaxantin-deepoxidáz kofaktora. A GSH a nagy redukáló kapacitást biztosító központi nukleofil Cys oldalláncának köszönhetően a sejt fő redox puffere (Arora és mtsai, 2002; Gratao és mtsai, 2005). Annak ellenére, hogy reagál a legtöbb mérgező ROS-val, mégis az antioxidatív rendszeren belül a legfontosabb szerepe az aszkorbát regenerálása az aszkorbát-glutation cikluson keresztül (Blokhina és mtsai, 2003). A karotinoidok a 3Chl és a szinglet oxigén (1O2) kioltásában vesznek részt (Arora és mtsai, 2002; Gratao és mtsai, 2005). Az α-tokoferol, mint membránhoz kötött antioxidáns az aszkorbáttal egyetemben fontos szerepet játszik az ROS membrán destrukciót okozó hatásának a kivédésében. A fenoloidokról (flavonoidok, tannin, lignin) az utóbbi időben kimutatták, hogy sokkal hatékonyabb gyökfogók, mint az aszkorbát vagy a tokoferol. Ezt a következő tulajdonságaiknak köszönhetik (1) H+ és e- donorok, (2) az átmeneti fémekkel kelátokat képeznek, és (3) a membrán fluiditás megváltoztatásával visszaszorítják a peroxidációs folyamatokat (Blokhina és mtsai, 2003). 

3. CÉLKITŰZÉS

Jelen munkában különböző stresszorok, elsősorban a Cd fotoszintetikus folyamatokra gyakorolt hatásának, hatásmechanizmusának további feltárását tűztük ki célul. Bár a Cd hatásait intenzíven és kiterjedten vizsgálják, molekuláris hatásmechanizmusa, a fotoszintézisre in vivo gyakorolt hatások közvetlen, illetve közvetett volta kevéssé ismert. Ennek oka, hogy a vizsgálatok sokszor kevéssé átfogóak voltak, és a mért hatásokat igen különböző, sokszor összehasonlíthatatlan körülmények közt mutatták ki, beleértve a növényfajt, a növények korát és a kezelés körülményeit. Ezért mi nagyrészt azonos körülmények közt követjük a hatásokat. Továbbá, a Cd hatásai mind az általános anyagcserére, mind pedig az általunk behatóbban tanulmányozott fotoszintézisre igen összetett, direkt és indirekt hatások. Az indirekt hatások különböző stresszorok hatásaival fedhetnek át (vízfelvételi zavarok, sztómazáródás, iontartalom változások, a fotoszintézis gátlásának következményeként fellépő fény- és oxidatív stressz), ezért az ilyen hatásokat okozó stresszorok külön-külön történő alkalmazásával és hatásaikat a Cd okozta stresszel összevetve próbálunk információt nyerni a Cd fotoszintézisre gyakorolt hatásainak legfontosabb okairól. Vizsgálataink kiterjednek mind a fotoszintetikus apparátus működésével kapcsolatos paraméterekre, mind az annak strukturális bázisát képező és kevésbé kutatott klorofill-protein összetételbeli változásokra.

Ennek érdekében a következő vizsgálatokat végeztük el:
· Cd és vashiány hatásainak összehasonlítása annak felmérésére, hogy mekkora szerepet játszik a vashiány a Cd stressz szimptómáinak kialakulásában.

· A vízfelvételi zavarokat és sztómazáródást okozó ozmotikus- és szárazságstressz összevetése a Cd-hatásokkal.

· A fotoszintézis gátlásának modellezésére vizsgáltuk az LHC-k biogenezisét nem, de a reakciócentrumokét gátló LM hatását.

A fent tervezett vizsgálatok alapján választ várunk arra a kérdésre, hogy mely indirekt hatások a legfontosabbak a Cd fotoszintézist befolyásoló hatásai szempontjából. Ez a megközelítés lehetőséget ad a különböző stresszorok fotoszintézisre gyakorolt hatásainak összehasonlítására, valamint a beinduló védőmechanizmusok feltárására is. Ezek az ismeretek hozzájárulnak a stressztolerancia és fitoremediációs célokra történő növénynemesítés tudásbázisához.

4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

4.1. Növénynevelés 


A lincomycin (LM) hatását ¼-es mikroelemes Hoagland tápoldaton (,25 mM Ca(NO3)2, 1,25 mM KNO3, 0,5 mM MgSO4, 0,25 mM KH2PO4, 0,08 μM CuSO4, 4,6 μM MnCl2, 0,19 μM ZnSO4, 0,12 μM Na2MoO4, 11,56 μM H3BO3; 10,0 μM Fe(III)-EDTA), 25oC-on nevelt kukorica (Zea mays L., Mv NK 333 TC) csíranövényeken vizsgáltuk. A növényeket 5 napig sötétben neveltük, majd 72 órán keresztül 100 μmol m-2 s-1 intenzitású fehér fényen, folyamatos megvilágítással zöldítettük. A csíranövények egyik részét a sötét periódus utolsó 16 órájában, valamint a megvilágítás 72 órája alatt tápoldatban oldott LM-nel (100 μg/ml) kezeltük gyökéren keresztül. A kiséletet négy alkalommal végeztük el, az azonos kezelésen belüli ismétlésszám 3-6 volt.


A nehézfém-stressz/hiány és ozmotikus stressz vizsgálatokat mikroszaporított nyár (Populus glauca L. var Kopetzkii) növényeken végeztük. A hasonló fejlettségű (kb. 4 cm szárhosszúságú) növénykéket a Murashige-Skoog (MS) táptalajról a fent említett összetételű ¼-es Hoagland tápoldatra helyeztük, azzal a különbséggel, hogy a növények egy részénél a vasforrás 10,0 μM Fe(III)-EDTA helyett 10,0 μM Fe(III)-citrát volt. Az átültetett növényeket 6 hétig növénynevelő-kamrában neveltük ahol 12/12 órás fény (150 E m-2 s-1)/sötét (20/18 oC és 70/75% relatív páratartalom) periódusok követték egymást. A növényeket 4 héttel az átültetés után (4 leveles koruktól) két hétig (a kontroll növények 7-8 leveles állapotáig) tápoldatban adott 10 μM Cd(NO3)2-tal, 10% PEG-6000-rel, illetve a vas vagy mangán forrás megvonásával kezeltük. A mintavétel során figyelembe vettük, hogy az egyes levelek a kezelés kezdete előtt már kifejlett állapotban voltak (-3, -2, -1 levélemelet, alsó levelek) vagy a kezelés ideje alatt fejlődtek ki (+1, +2, +3 levélemelet, felső levelek). A kiséletet három alkalommal végeztük el, egy kísérleten belüli ismétlésszám kezelésenként 3-5 volt.


A szárazság-stressz vizsgálatokat két, a szárazság-stresszel szemben különböző érzékenységű őszi búza (Triticum aestivum L.) fajtával (Sakha-8, Capelle Desprez) végeztük növénynevelő kamrában nevelt növényeken, ahol 12/12 órás fény [150 E m-2 s-1]/sötét [22/18 oC és 35/50% relatív páratartalom] periódusok követték egymást. A növényeket vízkapacitásának 60%-ára locsolt talajban (8 kg kerti talaj/4 növény/cserép) neveltük. A szárazságkezelés a virágzás kezdetétől (Feekes-skála 16-os fenológiai fázis) történő vízmegvonást jelentett a fenti körülmények közt.

4.2. Klorofill meghatározás


Levéldarabok, valamint a fotoszintetikus membránokat és membránkomponenseket tartalmazó szuszpenziók klorofill tartalmát úgy határoztuk meg, hogy a levéldarabokat 80%-os acetonban elhomogenizáltuk a szuszpenziókat pedig acetonra nézve 80%-osra állítottuk be. Az elegyeket 3 percig 10000 g-vel centrifugáltuk, majd a felülúszó klorofill tartalmát spektrofotometriás módszerrel (Shimadzu UV-2101PC, Tokió, Japán) az alábbi egyenletek segítségével, a fényszórás figyelembevételével határoztuk meg (Porra és mtsai, 1989):

Chl-a (mg/ml)=12.25*E663,6–2.55*E646,6
Chl-b (mg/ml)=20,31*E646,6–4,91*E663,6
Chl-a+Chl-b (mg/ml)=7,34*E663,6+17,76*E646,6
ahol E az indexben jelzett hullámhossznál mért abszorpció.

4.3. Tilakoidmembránok izolálása kukorica csíranövényekből (Jansson és mtsai, 1997)

Az izolálást a növények kifejlett leveleiből 0-4 oC-on végeztük. A leveleket 3x5 s-ig Waring blendor késes homogenizátorral 50 mM Na-foszfátot (pH 7,4), 5 mM MgCl2-ot, 300 mM szacharózt tartalmazó homogenizáló pufferben teljes sebességgel homogenizáltuk. A homogenátumot négy réteg Miracloth-on és két réteg gézen leszűrtük. A szűrletet, amely nem tartalmazta a hüvelyparenchima sejteket, a sejttörmeléket és a széttört sejtek sejtmagjait, 2 percig 1500 g-vel centrifugáltuk. A kloroplasztisz csapadékot homogenizáló pufferben mostuk, majd 5 percig 2000 g-vel centrifugáltuk. A leülepített plasztiszok borítómembránjait 5 mM-os MgCl2-oldatban ozmotikusan széttörtük, majd 5 percig 2000 g-vel centrifugáltuk. A tilakoidokat tartalmazó csapadékot kétszer mostuk 10 mM Tricin-NaOH-t (pH 7,8), 5 mM MgCl2-ot és 300 mM szacharózt tartalmazó, egyszer pedig 50 mM Na-foszfátot (pH 7,4), 5 mM NaCl-ot, 1 mM MgCl2-ot és 100 mM szacharózt tartalmazó oldatban. Minden mosás után 5 percig 2000 g-vel ülepítettük a tilakoidokat. Az így kapott csapadékot az utolsó mosásnál használt pufferben felszuszpendáltuk és 10% glicerint hozzáadva folyékony nitrogénben tároltuk.

4.4. Membránfragmentumok izolálása kukorica mezofill tilakoidokból (Boardman, 1971)

A tárolt tilakoidokat mostuk az utolsó mosáshoz használt pufferrel, majd 5 mM NaCl-ot, 1 mM MgCl2-ot, 100 mM szacharózt tartalmazó 50 mM-os Na-foszfát-pufferben (pH 7,4) felszuszpendáltuk úgy, hogy a klorofill koncentráció 0,4 mg/ml legyen és 30 percig rázatva szolubilizáltuk 4oC-on 0,5% (w/w) digitonin jelenlétében. A különböző membrán-fragmentumokat differenciál centrifugálással választottuk szét. A nem szolubilizálódott membránokat 10 perc 2000 g-s, a nehéz frakciót 30 perc 20000 g-s, az átmeneti frakciót 30 perc 50000 g-s, a könnyű frakciót pedig 60 perc 144000 g-s centrifugálással ülepítettük le. A 144000 g-s felülúszó a teljesen szolubilizálódott komplexeket tartalmazta. A membráncsapadékokat 40% glicerint tartalmazó 2 mM-os Tris-maleát pufferben (pH 7,0) felvéve, a felülúszót pedig a Millipore centrifugáló szűrővel való koncentrálást követően folyékony nitrogénben tároltuk.

4.5. Korofill-proteinek izolálása


A tilakoidok és különböző membránfragmentumok klorofill-protein összetételét Deriphat-PAGE-sel vizsgáltuk (Sárvári és Nyitrai, 1994). A Deriphat (dinátrium-N-lauril--iminodipropionát), ikerionos detergens, az SDS-t helyettesítette az elektroforézis során.

4.5.1. Tilakoidmembránok izolálása


Az izolálást a növények kifejlett leveleiből 0-4 oC-on végeztük. A leveleket 3x5 s-ig Waring blendor késes homogenizátorral 50 mM Tricine-KOH (pH 7,8), 0,33 M szorbitol, 10 mM NaCl-os homogenizáló pufferben teljes sebességgel homogenizáltuk. A homogenátumot négy réteg Miracloth-on és két réteg gézen szűrtük, majd 5 percig 1000 (2000 – kevésbé fejlett plasztiszok) g-vel centrifugáltuk. Az izolált plasztiszokat 10 mM Na4P2O7 (pH 7,4)-ben ozmotikusan széttörtük és a tilakoidokat 5 percig 5000 g-vel centrifugálva kiülepítettük, majd 5 mM Tricine-(CH3)4NOH (pH 7,5), 0,1 M szorbitollal mostuk a CF1 minél tökéletesebb eltávolítása érdekében. A keményítőt 3 perc 100 g-s centrifugálással ülepítettük ki, majd a felülúszóban lévő mosott tilakoidokat 10 percig 10000 g-n centrifugáltuk, reszuszpendáltuk 2 mM Tris-maleát (pH 7,0), 40 % glicerinben, majd felhasználásig folyékony nitrogénben tároltuk.

4.5.2. Szolubilizáció


A szolubilizálást detergens keverékkel (dodecil-szacharóz:nonil-glukozid:litium-dodecil-szulfát=4,5:4,5:1,0) végeztük 0,5 vagy 1,0 mg/ml klorofill koncentrációnál, 30 percig, 4oC-on. A detergens és klorofill tömegének aránya 10-15 volt. A glukozidos detergensek alkalmazásával kevesebb volt a fehérjékről levált szabad pigment. A nem szolubilizálódott anyagokat 10 perces 10000 g-s centrifugálással távolítottuk el.
4.5.3. Gélelektroforézis


A tömörítő gél 4% akrilamidot (AA:BisAA=30:0,8), 0,1 M Tris-HCl-t (pH 6,1), 0,1% Deriphatot, a szeparáló gél 7-12% akrilamid gradienst (AA:BisAA=100:1), 1,31 M Tris-HCl-t (pH 9,8) 0,1% Deriphatot és 5-15% szacharóz gradienst tartalmazott. A polimerizáció a tömörítő gélben 0,16% TEMED és 0,025% ammónium-perszulfát, a szeparáló gélben 0,057-0,071% TEMED gradiens és 0,0143% ammónium-perszulfát segítségével történt.

Az alsó kádpuffer 0,025 M Tris, 0,192 M glicin, a felső kádpuffer 0,025 M Tris, 0,192 M glicin és 0,2% Deriphat volt. A gélelektroforézis során 10 mA/lap (keresztmetszete 8×0,15 cm) állandó áramerősséget alkalmaztunk.

4.5.4. A gélek kiértékelése


A géleket szkenneltük, majd a Phoretix (Newcastle, Egyesült Királyság) program segítségével értékeltük ki a denzitogrammokat. Az abszolút mennyiséget az 1 cm2 felületű levélmennyiség klorofilltartalmának a sávok relatív arányában történő szétosztásával kaptuk meg. A szétválasztott zöld sávokat ezután második dimenzióban denaturáló körülmények között fehérjére megfuttattuk, majd a fehérje-összetétel alapján azonosítottuk. Az azonos tilakoid-partikulumhoz tartozó komponensek mennyiségét összeadtuk.

4.6. A fehérjék elválasztása denaturáló PAGE-sel (Laemmli, 1970)

Tilakoid membránok, membránfragmentumok és izolált klorofill-proteinek polipeptid összetételét vizsgáltuk.

4.6.1. Szolubilizáció


A szolubilizáló puffer 62,5 mM Tris-HCl-t (pH 6,8), 2% Na-dodecil-szulfátot, 2% merkaptoetanolt/ditiotreitolt, 10% glicerint és 0,001% brómfenolkéket tartalmazott. A tilakoid membránokat és membránfragmentumokat (0,5 mg/ml klorofilltartalmú szuszpenzió) 30 percig szobahőmérsékleten szolubilizáltuk, majd a nem szolubilizálódott anyagot 10 perc 10000 g-s centrifugálással távolítottuk el. A lapgélek egy-egy mintahelyére 10 µg Chl-nak megfelelő anyagot vittünk fel.


A klorofill-proteineket tartalmazó géleket vagy gélsávokat 10 percig, szobahőmérsékleten, háromszoros töménységű szolubilizáló pufferben tartottuk, majd a gélsávokat szolubilizáló pufferben oldott forró agarózzal stabilizáltuk a mintahelyen.

4.6.2. Gélelekroforézis


A tömörítő gél 5% akrilamidot, 0,125 MTris-HCl-t (pH 6,8) 0,1 % Na-dodecil-szulfátot, a szeparáló gél 10-18%-os akrilamid gradienst, 0,375 M Tris-HCl-t (pH 8,8), 0,1% Na-dodecil-szulfátot és 5-15% szaharóz grádienst tartalmazott. Az akrilamid/biszakrilamid arány mindkét esetben 30:0,8 volt. A polimerizáció a tömörítő gélben 0,056% TEMED és 0,112% ammónium-perszulfát, a szeparáló gélben 0,013-0,017% TEMED gradiens és 0,04% ammónium-perszulfát segítségével történt. A kádpuffer 0,025 M Tris, 0,192 M glicin, 0,1% Na-dodecil-szulfát volt. A gélelektroforézis során 20 mA/lap állandó áramerősséget alkalmaztunk, amíg a jelzőfesték a gélen végigfutott.

4.6.3. A gélek kiértékelése


A gélek festéséhez Coomassie Brilliant Blue R-250-et használtunk. A géleket egy éjszakán keresztül 41,6% (v/v) metanolt, 16,6% (v/v) ecetsavat és 0,1% (w/v) festéket tartalmazó oldatban fixáltuk és festettük, majd a felesleges festéket 30%-os (v/v) metanol és 10% (v/v) ecetsav tartalmú oldatban mostuk ki. A mosott géleket 7%-os ecetsavban tároltuk. A megfestett géleket szkenneltük, majd a Phoretix program segítségével értékeltük ki a denzitogrammokat.

4.7. A fluoreszcencia spektrumok mérése


A tilakoidok, a tilakoid fragmentumok és izolált klorofill-proteinek fluoreszcencia spektrumait 77 K-en mértük Jobin-Yvon FluoroMax-2 spektrofluoriméterrel. A mérés 0,5 nm-enként, 0,1 s integrációs idővel történt. A végeredményt három egymás után felvett spektrum átlaga adta.


A fluoreszcencia emissziós spektrumokat 650 és 780 nm között vettük fel, a mintákat 440 nm-nél gerjesztve. A gerjesztő rés 4 nm, az emissziós rés 2 nm volt. 

A fluoreszcencia gerjesztési spektrum felvételekor a mintát 600 és 730 nm között gerjesztettük, 740 nm-nél követve a fluoreszcenciát. A gerjesztő és az emissziós rés szélessége 2 nm volt. 


Az emissziós spektrumok gauss-komponensekre bontása az SPSERV program (Bagyinka Csaba, MTA Szegedi Biológiai Központ) segítségével történt.

4.8. A fluoreszcencia indukció mérése


A fluoreszcencia-indukciós kísérleteket impulzus amplitúdó moduláció elvén működő PAM klorofill fluoriméterrel (Heinz Walz GmbH, Germany) végeztük. A kifejlett leveleket 20 perc sötétadaptáció után kis intenzitású (kb. 1 μmol/m2s, kb. 10 mW/m2), szaggatott, 1,6 kHz frekvenciájú vörös fénnyel világítottuk meg. A kibocsátott fluoreszcenciát fotodióda detektálta. Mind a fluoreszcens, mind a gerjesztő fényt száloptikán keresztül vezettük. A készülék a jelet ugyancsak szaggatottan (1,6 kHz), a mérőfénnyel szinkronban, szelektíven erősítette (amplitúdó moduláció). Az amplitúdó moduláció tette lehetővé hogy olyan kis intenzitású modulált mérőfényt alkalmazhattunk, ami nem okozott észlelhető fluoreszcencia átmeneteket. Így jutottunk az Fo azaz a kiindulási fluoreszcencia-hozamhoz.


A maximális (Fm) fluoreszcencia értéket 0,7 s időtartamú, a PS II elektrontranszportot telítő (kb. 3500 μmol/m2s; minden PSII reakciócentrum zárt állapotban), fehér fényfelvillanás hatására kaptuk meg (fényforrás: Schott, KL 1500 electronic).


Az Fm meghatározása után a kioltásanalízishez folyamatos, közepes intenzitású aktinikus fényt (kb. 150 μmol/m2s) használtunk (Ft). Az indukciós görbe felvétele alatt telítési intenzitású fényfelvillanásokat adtunk, hogy meghatározhassuk a fényadaptált minta maximális fluoreszcencia (Fm'), illetve az aktinikus fény kikapcsolása után 3 s időtartamú hosszú hullámhosszú vörös fényt (λ=735 nm) bekapcsolva a minimális fluoreszcencia értékét (Fo’). A paramétereket a következő egyenletek alapján számoltuk:

A PSII maximális kvantumhatékonysága (Fv/Fm)=(Fm-Fo)/Fm
A PSII aktuális kvantumhatékonysága (F/Fm’)=(Fm’-Ft)/Fm’
A nyitott PSII RC-ok aránya (qP)=(Fm’-Ft)/(Fm’-Fo’)
A nyitott PSII RC-ok energia elnyelési hatékonysága (Fv’/Fm’)=(Fm’-Fo’)/Fm’
A teljes nem-fotokémiai kioltás mértéke (NPQ)=(Fm-Fm’)/Fm’
Relatív fotokémiai kioltási együttható (q(P)rel)=(Fm’-Ft)/(Fm-Fo’)

Relatív nem-fotokémiai kioltási együttható (q(N)rel)=(Fm-Fm’)/(Fm-Fo’)
Az Fv/Fm paraméter értékében történt csökkenés esetén a sötétadaptáció során történő látszólagos Fo növekedés szerepét a 30 percig sötétadaptált minták 30 s hosszú vörös fénnyel (fehér fényforrás+KG1, KG3 infravörös szűrők+RG 715 Schott szűrő alkalmazásával a transzmissziós tartomány 715 és 760 nm között, 7 μmol /m2s intenzitás a levél felületén) való megvilágítás hatására a fluoreszcencia indukció gyors szakaszának Fv/Fp értékében történt változás alapján értékeltük (Morales és mtsai, 1991). A fluoreszcencia indukciót kiváltó kék fény (fehér fényforrás+KG1,KG3 infravörös szűrők+620 nm-es vágószűrő alkalmazásával, 150 μmol /m2s intenzitás a levél felületén) intenzitása nem érte el a PSII telítéséhez szükséges szintet ezért a klorofill fluoreszcencia maximális értékét Fp-vel jelöltük (Fv= Fp-Fo).
4.9. Búza levelek relatív vízhiányának meghatározása

A levelek relatív vízhiányának meghatározásához 1 cm hosszúságú levéldarabokat vágtunk. A friss tömeg meghatározása után a levéldarabokat vízpárával telített edénybe helyeztük, majd meghatározott időközönként mérve tömegüket meghatároztuk turgeszcens tömegüket (tömegállandóság). Ezután a levéldarabokat 24 órára 90oC-os szárítószekrénybe helyeztük, végül meghatároztuk száraz tömegüket. A relatív vízhiányt az alábbi képlettel számítottuk:

Relatív vízhiány (%)=100×(turgeszcens tömeg–friss tömeg)/(turgeszcens tömeg–száraz tömeg)

4.10. Karotinoid-tartalom mérése

A karotinoid-összetétel meghatározása reverz fázisú HPLC-vel, zeaxantin standard felhasználásával történt (CISC, Estación Experimental del Aula Dei, Zaragoza; Debreceni Egyetem, Növénytani Tanszék, Debrecen).

A deepoxidációs állapot (DEPS) meghatározása a következő képlettel történt:

DEPS = (Zx+ 0,5 Ax)/ (Vx+Ax+Zx)

4.11. Fotoszintetikus aktivitás mérése

Levágott levéldarabok fotoszintetikus aktivitását 14CO2-fixáció meghatározásával mértük, higanyzáras kamrában, 1% CO2 koncentráció (0,1% aktív – 37 MBq) és 1000 (E m-2 s-1 fényintenzitás mellett Láng és mtsai (1985) szerint. A levélkorongok radioaktivitását Beckmann LS 5000 TD folyadék-szcintillációs berendezéssel mértük. A szcintillációs keverék 0,5% 2,5-difenil-oxazol és 0,005% 1,4-di(2-(5-fenil)-oxazolil)-benzolt tartalmazott toluolban oldva.

Intakt levelek fotoszintetikus aktivitását 600 µmol m-2 s-1 fényintenzitáson infravörös gázanalizátorral (LCA-2, ADC, Egyesült Királyság) mértük.

4.12. Iontartalom meghatározás

Az ion koncentrációt TXRF (totál reflexiós röntgen fluoreszcencia) spektrométerrel (EXTRA IIA) határozták meg az ELTE Kémiai Technológiai és Környezetkémiai Tanszékén a minták koncentrált salétromsavas feltárása után (Varga és mtsai, 1999).

5. EREDMÉNYEK

5.1. A Cd stressz és a vashiány hatásainak összehasonlítása


Mivel a Cd stressz vashiányt is okoz, amit sokszor alapvetőnek tekintenek a Cd hatása, különösen a fotoszintézisre gyakorolt hatások szempontjából, a Cd és a vashiány tüneteit összehasonlítva tárgyalom a hasonlóságok és a különbségek pontosabb feltárása céljából. Bár kísérleteinkben a Cd hatásait többféle koncentrációban és különböző növényeken is vizsgáltuk, a következőkben elsősorban a nyárfán végzett, a vizsgálati periódusban mérsékelt gátlást okozó 10 µM-os Cd kezeléssel kapott eredményeket mutatom be.

5.1.1. A Cd stressz és a vashiány hatása a növekedésre

A vizsgált fotoszintetikus paramétereket általában felületegységre vonatkoztattuk, ezért az egyes paraméterek értékében bekövetkezett változások reális megítéléséhez fontos ismerni a kezelések levélnövekedésre gyakorolt hatását is (5.1. ábra).
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5.1. ábra. A Cd kezelés és a vashiány szimptómái 6 hetes Populus glauca növényeken 14 napos kezelés után. Cd-C, Ko-C: Fe-citráton nevelt, Cd kezelt, illetve kontroll növények, FeH-E: Fe-EDTA-n előnevelt, a kezelés időszakában Fe megvonással kezelt növények.

A kontroll növények növekedése nem különbözött Fe-EDTA, illetve Fe-citrát, mint vasforrás esetében. A Cd kezelés a kezelés előtt fejlődő levelekre gyakorolt növekedést gátló hatása viszonylag kis mértékű volt (10-25%), a később fejlődésnek induló leveleknél egyre kifejezettebbé vált és a legfelső vizsgált leveleknél elérte a 60%-ot (5.2. ábra). A gátló hatás kismértékben erősödött, ha a tápoldatban Fe-EDTA helyett Fe-citrátot adtunk vasforrásként. A növények előnevelését követő 2 hetes vashiányos tápoldaton való kezelés átlagosan 25%-kal csökkentette a kezelés alatt fejlődő levelek felületét, ha a kezelés előtt Fe-EDTA-t tartalmazó tápoldaton fejlődtek, míg Fe-citrátos előnevelés mellett nem volt kimutatható jelentős növekedésgátlás.
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5.2. ábra A vashiány és a Cd kezelés hatása a levelek felületnövekedésére. A kontroll adatait abszolút értékben adtuk meg (baloldali y tengely), a kezelések hatását pedig a kontroll %-ában fejeztük ki. (n=4-6)

5.1.2. A Cd stressz és a vashiány hatása a növények elemösszetételére
Kéthetes Cd kezelés után a Cd jellegzetes eloszlást mutatott a növény különböző részeiben (5.3. ábra). A Fe-citráton nevelt növények gyökerében és leveleiben a Cd-kezelés hatására nagyobb Cd-koncentráció volt kimutatható, mint a Fe-EDTA-n nevelt növényeknél. A Cd-koncentráció a kezelés kezdetén még intenzíven növekvő levelekben volt magasabb.
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5.3. ábra A Cd kezelés hatása a gyökér és a levelek Cd koncentrációjára (μmol g-1 száraz tömeg). Reprezentatív kísérlet eredménye.

A Cd kezelés és a vashiány jelentősen megváltoztatta egyes esszenciális elemek koncentrációját is a növényekben. A makro-tápelemek közül a vizsgált K és Ca növénybeli koncentrációjában, mennyiségében és megoszlásában a kezelések csak kisebb változásokat okoztak (5.1. táblázat). A K koncentráció a Fe-EDTA-t tartalmazó tápoldaton fejlődő kezelt növények gyökereiben és a Cd kezelt növények alsó leveleiben csökkent kis mértékben. Nem történt kimutatható változás a növényi részek Ca koncentrációjában sem, a Cd-C kezelés kivételével, ahol mintegy 20%-os csökkenés volt mérhető a felső levelekben.

5.1. táblázat: A Cd kezelés és a vashiány hatása a gyökér és a levelek elemkoncentrációjára. A kontroll adatait abszolút értékben adtuk meg (µmol g-1 száraz tömeg), a kezelések hatását pedig a kontroll %-ában fejeztük ki. Az alsó (-4 – -1) és felső (+1 – +4) levelek megnevezés a kezelés előtt, illetve a kezelés alatt fejlődött leveleket jelöli. Reprezentatív kísérlet eredménye.
	 
	 
	Kontroll
	Cd
	Vashiány

	 
	 
	EDTA
	Citrát
	EDTA
	Citrát
	EDTA
	Citrát

	K
	Gyökér
	849
	858
	76,2
	102,0
	70,9
	104,2

	
	Alsó levelek
	826
	1058
	84,5
	85,3
	123,3
	97,0

	
	Felső levelek
	943
	1016
	103,2
	116,0
	112,9
	99,6


	Ca
	Gyökér
	151
	173
	92,8
	118,3
	76,0
	92,2

	
	Alsó levelek
	507
	537
	90,0
	105,2
	93,9
	111,4

	
	Felső levelek
	406
	472
	94,5
	81,5
	94,4
	95,7

	Fe
	Gyökér
	6,37
	61,07
	193,4
	122,5
	11,2
	13,9

	
	Alsó levelek
	1,92
	1,89
	57,6
	44,1
	54,1
	26,8

	
	Felső levelek
	1,70
	1,49
	47,3
	18,7
	24,9
	65,3

	Mn
	Gyökér
	2,64
	9,54
	23,4
	19,8
	382,8
	153,1

	
	Alsó levelek
	5,20
	7,02
	82,0
	71,7
	142,0
	115,0

	
	Felső levelek
	4,45
	5,24
	51,9
	46,4
	142,0
	110,0

	Zn
	Gyökér
	0,398
	0,337
	111,5
	131,8
	111,5
	113,6

	
	Alsó levelek
	0,444
	0,541
	182,8
	282,1
	157,5
	626,4

	
	Felső levelek
	0,286
	0,224
	291,1
	511,4
	225,0
	304,5



A fotoszintézis szempontjából fontos mikroelemek mennyiségét és megoszlását viszont a kezelések nagymértékben megváltoztatták. Már a kontroll növények Fe-tartalma is különbözött az adagolt vas-komplextől függően (5.1. táblázat). A Fe-citrát tápoldaton nevelt növények gyökerei sokkal több vasat tartalmaztak, mint a Fe-EDTA-n nevelt növényeké: a gyökér össz-Fe tekintetében 10-szeres, míg a nem-apoplasztikus Fe esetében 3-szoros volt a különbség. Az alsó és felső levelek Fe-tartalma azonban hasonló volt mindkét Fe-forráson történő neveléskor.

A Cd kezelés eredményeképpen a gyökerekben jelentősen nőtt a vas koncentrációja, különösen a Fe-EDTA-n nevelt növényeknél (5.1. táblázat). Ez a növekmény azonban elsősorban a felszínen kötött, apoplasztban lévő vasat érintette, míg a nem-apoplasztikus vas mennyisége nem (Fe-EDTA) vagy kevéssé (Fe-citrát) változott (5.4. ábra). A levelek Fe-koncentrációja (5.1. táblázat) és Fe-tartalma (5.4. ábra) erősen csökkent, főként a kezelés alatt fejlődött felső levelekben, különösképpen a Fe-citráton nevelt növényeknél (81%), szemben az Cd-E-s növényeknél tapasztalt 53%-os redukcióval.
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5.4. ábra A Cd kezelés és a vashiány hatása a növények Fe-tartalmára (µmol/szerv). A kezelések hatása a kontroll %-ában kifejezve. Alsó és felső levelek az 5.1. táblázat szerint.

A levelekben a Fe és Cd koncentrációja szoros összefüggést mutatott. A Cd koncentráció növekedésével kezdetben a levelek Fe-koncentrációja erősen csökkent, a Cd koncentráció további növekedése (2-3 μmol g-1 felett) azonban már nem befolyásolta számottevő mértékben a Fe-koncentrációt (5.5. ábra).
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5.5. ábra A levelek Cd- és Fe-koncentrációjának(μmol g-1 száraz tömeg) összefüggései.

A Cd kezeléssel ellentétben a vashiány sokkal drasztikusabban csökkentette a Fe koncentrációját a gyökérben (5.1. táblázat). Ugyancsak jelentősen csökkent a levelek Fe-tartalma, de míg Fe-EDTA előnevelés mellett a Fe nagy része az alsó levelekben volt megtalálható és a felső levelek klorotikusak voltak, addig a Fe-citráton előnevelt növények esetében a Fe nagyobb hányada transzlokálódott a kezelés alatt fejlődő felső levelekbe, amelyek így Fe-tartalmukat tekintve a kontrolltól kevésbé különböztek.

A növények Mn koncentrációja eltérően változott Cd-kezelés hatására, illetve vashiányos tápoldaton. A Cd-kezelés erősen csökkentette a Mn-koncentrációt, mind a gyökérben, mind a levelekben, és nagyobb mértékben a Fe-citráton nevelt növényeknél (5.1. táblázat). A vashiányos növényeknél viszont nőtt a Mn-koncentráció, különösen a Fe-EDTA-n előnevelteknél. Minden kezelési kombináció esetén magasabb volt az alsó levelek Mn-koncentrációja, mint a kezelés alatt fejlődött felső leveleké.

A Fe- és Mn-koncentráció összefüggéseit vizsgálva a levelekben megállapítható, hogy vashiányos kezeléskor minél nagyobb volt a vashiány annál nagyobb volt a levelek Mn-koncentrációja (5.6. ábra). Cd-kezelés mellett ellentétes tendencia volt megfigyelhető: a növekvő vashiánnyal párhuzamosan a mangánhiány mértéke is növekedett.
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5.6. ábra A Mn- és Fe-koncentráció (μmol g-1 száraz tömeg) összefüggései a levelekben (a kezelések hatása a kontroll %-ában kifejezve).
5.1.3. A vashiány és a Cd stressz hatása a fotoszintetikus pigmentek mennyiségére és összetételére

A kontroll növények klorofill koncentrációja 26,1(2,0 µg cm-2 volt, kivéve a két vizsgált felső levélemeletet (+2 és +3). Ezek a levelek a vizsgálat időpontjában még fiatalabbak voltak, illetve az alsó levelekhez képest, amelyeket a felsőbb levelek többé-kevésbé árnyékoltak, nagyobb fényintenzitásnak voltak kitéve, így klorofill koncentrációjuk kissé alacsonyabb volt (22.8(1,5 µg/cm2). A vashiány és a Cd kezelés nemcsak a levélnövekedést gátolta, hanem klorózist is okozott (5.1. ábra). A Fe-citráton előnevelt növényeknél a vashiányos kezelés alig befolyásolta a levelek klorofill koncentrációját, ugyanakkor a többi kezelés, a két legalsó levélemelet (-3 és -2) kivételével, szignifikáns klorofill koncentráció csökkenést eredményezett, a fiatalabb levelekben egyre nagyobb mértékben (5.7. ábra). A legnagyobb mértékű klorofill koncentráció csökkenést a Fe-citráton nevelt növények Cd kezelése okozta (a +3 levélemeleten 63%) ettől némileg elmaradt a Fe-EDTA-n nevelt vashiányos (47%) és Cd-kezelt növények (39%) klorofill koncentráció csökkenése.
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5.7. ábra Cd kezelés és vashiány hatása a levelek klorofill koncentrációjára. A kezelések hatása a megfelelő kontroll értékek (μg cm-2, 2. y tengely) %-ában kifejezve. (n=4-6) 
A klorofill koncentráció stresszindukált csökkenése nem azonos mértékben érintette a klorofill a és b típusú pigmenteket. Míg a kontroll növények leveleiben a klorofill a/b arány többé-kevésbé állandó volt (3,6), a kezelteknél ez az arány is változott. A változások tendenciája követte a klorofill koncentrációbeli változásokat, vagyis a legnagyobb mértékű csökkenést a Fe-citráton nevelt Cd-kezelt (a +3 levélemeleten 20%-os csökkenés) és a Fe-EDTA-n előnevelt vashiányos növényeknél (a +3 levélemeleten 16%-os csökkenés) tapasztaltuk (5.8. ábra). Ezen kezeléseknél az alsóbb levélemeleteken fokozatos volt a változás a kontrollhoz hasonló tulajdonságokat mutató –3-as levélemelet irányába. A Fe-EDTA-n nevelt Cd-kezelt és a Fe-citráton előnevelt vashiányos növények esetében csak kis mértékű klorofill a/b arány csökkenés (4 illetve 7%) volt megfigyelhető.
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5.8. ábra A Cd kezelés és a vashiány hatása a levelek klorofill a/b arányára. A kezelések hatása a megfelelő kontroll értékek (ld. 2. y tengely) %-ában kifejezve (n=4-6). 


A levelek klorofill- és Cd koncentrációi közt nem találtunk egyenes arányosságot (v.ö. 5.3. és 5.7. ábrákat). A vashiányos és Cd-kezelt levelek klorofill koncentrációját a Fe-koncentráció függvényében vizsgálva viszont megállapítható volt, hogy a Fe-koncentráció csökkenésével párhuzamosan változott a levelek klorofill koncentrációja is (5.9. ábra), ezért a későbbiekben a vashiánnyal összefüggő stresszek mértékének jellemzésére a klorofill koncentrációt használtuk, mint könnyen és költségkímélő módon meghatározható paramétert. Így a Fe koncentrációjának meghatározása nélkül megvizsgálhattuk, hogy hasonló mértékű vashiány ugyanolyan vagy eltérő tüneteket okoz-e a vashiányos, illetve a Cd kezelt növényeknél. Bár a kezelések azonos körülmények közt történtek, a kezelt növények nem voltak egységesek. Ez lehetővé tette a hatások az aktuális stressz erősségétől (vashiány esetén arányos a klorofill koncentráció változásával) való függésének feltérképezését.
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5.9. ábra A levélbeli Fe- és klorofill koncentráció összefüggése Cd kezelt és a vashiányos növényeknél. A Fe- és a klorofill koncentráció a megfelelő kontroll értékek %-ában kifejezve. 

A Cd kezelés jellegzetes változásokat okozott a karotinoid összetételben is, amit az 5.1.6. pontban később tárgyalunk.

5.1.4. A vashiány és a Cd stressz hatása a fotoszintetikus apparátus klorofill-protein összetételére

A Cd-kezelés eredményeképpen a levelek klorofill koncentrációja fokozatosan csökkent. A tilakoid membránokban található klorofill-proteinek mennyisége a klorofill koncentráció változásának megfelelően szintén csökkent (5.11. ábra). Ez a csökkenés azonban a különböző klorofill-proteinek esetén eltérő volt, amire már a klorofill a/b arány változása is utalt.

Deriphat PAGE-sel a kontroll és különbözőképpen kezelt növények glukozidos detergensekkel szolubilizált tilakoidjaiból 11 zöld sávot választottunk el (5.10A ábra). Ezeket a fehérje-összetételük alapján azonosítottuk (5.10B ábra). Ezt az izolált PSI, PSIICC és LHCII partikulumok polipeptid mintázatának ismerete alapján (saját eredményeink), valamint a denaturált gélkép hasonló körülmények közt (azonos PAGE módszer) elválasztott és azonosított polipeptidekkel való összehasonlítása alapján (Zhang és Scheller, 1999) tehettük meg. A kontroll és kezelt növényekben a gélen ugyanott elváló sávok ugyanazokat a komplexeket/klorofill-proteineket tartalmazták. Az 1-3-as sávok különböző antennaméretű (1,2), illetve antennát nem tartalmazó PSI partikulumok (3) voltak. A PSII „core” komponenseit a 4,5-ös sávban (komplex formában), illetve a 8-as sávban (monomer klorofill-proteinek) mutattuk ki. A PSII kapcsoló antennáját a 6-os és monomer formában a 9,10-es sávok tartalmazták. A perifériás LHCII trimerek a 7-es sávban jelentek meg. A 11. sáv a szolubilizálás során levált pigmenteket tartalmazta, főként karotinoidokat és a gélre felvitt szolubilizátum klorofill tartalmának maximum 5-10%-át. A Cd-kezelt mintákban megfigyelhető a PSI és az LHCII csökkenés, ami a Fe-EDTA-n nevelt növényeknél kisebb mértékű volt. A vashiányos mintáknál Fe-EDTA-n nevelve a Cd kezelthez hasonló változás látható, míg a Fe-citrátos minta inkább kontrollszerű képet mutatott.
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5.10. ábra A kontroll (Ko), Cd kezelt és vashiányos (FeH) növényekből származó tilakoidok klorofill-protein megoszlása (A) és a kontroll tilakoidok klorofill-protein sávjainak polipeptid összetétele (B). Protein standard-ek – S (kDa): foszforiláz-b (94), marha szérum albumin (67), ovalbumin (43), szénsavanhidráz (30), szója tripszin inhibitor (20), α-laktabumin (14,4)

Az azonos komplexhez tartozó sávokat egyesítve kiszámíthatjuk a klorofill-protein komplexek adott kezelésre jellemző arányát. A kontroll növények alsó és felső leveleinek 1 cm2-es darabjában a klorofill-proteinek mennyiségében jelentős különbségeket nem mutattunk ki, kivéve az LHCII csökkenő tendenciáját a felső levelekben (5.2. táblázat). 

5.2. táblázat A Fe-EDTA-n és Fe-citráton nevelt kontroll növények alsó és felső leveleinek klorofill-proteinek koncentrációja (µg klorofill cm-2). 
	Klorofill-protein

komplexek
	Alsó levelek
	Felső levelek

	
	Fe-EDTA
	Fe-citrát
	Fe-EDTA
	Fe-citrát

	PSI
	9,99±0,92
	9,58±0,61
	9,69±0,83
	9,23±0,49

	PSIICC
	2,74±0,36
	2,68±0,50
	2,63±0,65
	2,49±0,61

	LHCII
	8,55±0,64
	8,37±0,87
	7,80±0,24
	8,09±0,69


Ha a stressz alatt fejlődött felső levelekben a komplexek mennyiségét a klorofill koncentráció függvényében ábrázoljuk, akkor a Cd stressz kezdeti szakaszában (a klorofill koncentráció 20%-os csökkenéséig) a PSI a PSII és az LHCII mennyisége is nagyjából azonos mértékben, a klorofill koncentráció redukciójával párhuzamosan csökkent (5.11A ábra). Az adatok többsége azonban az erősen klorotikus tartományba esett, ahol az LHCII és főleg a PSI csökkenésének mértéke meghaladta az PSII core komplexét. Ilyen körülmények között tehát a klorofill-proteinek stabilitási sorrendje PSII core>LHCII>PSI volt, a klorofill a/b arány csökkenésének oka pedig a nagyobb LHCII/PSI arány. 

A már kifejlett alsó levelekben (-3, -2) a hatás elsősorban a PSII core csökkenésében nyilvánult meg (5.11B ábra), és ennek következménye volt az ilyen esetekben is kimutatható klorofill a/b arány csökkenés.

A vashiányos alsó levelek klorofill-protein összetétele nem tért el szignifikánsan a kontrolltól, legfeljebb a Fe-EDTA-n előnevelt növényekben tendenciáját tekintve kissé csökkent a PSII core mennyisége. A felső levelekben a vashiány kezdeti szakaszában nem volt kimutatható egyetlen klorofill-protein a többitől jelentősen eltérő stabilitása sem (5.11C ábra). A Cd kezeléssel ellentétben a vashiány csak 50%-nál nagyobb klorofill koncentráció csökkenés esetén változtatta meg a klorofill-proteinek egymáshoz viszonyított arányát. Az erősen klorotikus levelekben a komplexek stabilitási sorrendje vashiányos kezeléskor is hasonló volt, mint a Cd-os kezelésnél.
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5.11. ábra A klorofill-protein összetétel változása Cd kezelés (A, B), illetve vashiány (C) hatására a kezelés előtt kialakult alsó (B), illetve a kezelés folyamán fejlődött felső levelek (A,C) tilakoidjaiban. A klorofill-proteinek μg klorofill cm-2 egységben számolt mennyiségét a megfelelő kontroll minták értékeinek (ld. 5.2. táblázat) százalékában mutatjuk


A Cd-kezelt mintákban a kezelés alatt fejlődött levelekből készült plasztisz-szuszpenziók 77K-on mért fluoreszcencia emissziós spektrumai tükrözték a klorofill-protein összetételben kimutatott változásokat. A fluoreszcencia emisszió intenzitása a vizsgált tartomány teljes egészében alacsonyabb volt a kontrollnál, legnagyobb mértékben azonban a PSI által kibocsátott fluoreszcencia csökkent (5.12. ábra). Hasonló változások voltak megfigyelhetők a Fe-EDTA-n előnevelt vashiányos növények esetén, míg a Fe-citráton előnevelt vashiányos növények fluoreszcencia emissziós spektruma kontroll-jellegű volt.
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5.12. ábra A Cd kezelés és a vashiány hatása izolált kloroplasztiszok 77K-on mért fluoreszcencia emissziós spektrumaira. A mintákat a kezelés 14. napján Fe-EDTA-n (A) illetve Fe-citráton (B) (elő)nevelt növények felső leveleiből vettük. A kloroplasztisz-szuszpenziók klorofill-koncentrációja 1 μg ml-1 volt, a gerjesztés 440 nm-nél történt.

5.1.5. A Cd stressz és a vashiány hatása a fotoszintetikus apparátus működésére

A fényindukált CO2-fixációval jellemezhető a totális fotoszintetikus aktivitás. A CO2-fixáció mértéke a klorofill koncentráció csökkenésével arányosan csökkent (5.13. ábra). A maximális fotoszintetikus CO2-fixációs kapacitást a klorofill koncentráció függvényében vizsgálva nem találtunk lényeges különbséget a Cd-kezelt és a Fe-EDTA-n előnevelt vashiányos növények között. A Fe-citráton előnevelt vashiányos növények leveleinek klorofill koncentrációja ugyan nem csökkent, mégis kismértékű (10-20%) CO2-fixáció csökkenés volt tapasztalható, főként a kezelés alatt fejlődött felső levelek esetén.
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5.13. ábra A Cd kezelés és a vashiány hatása a növények CO2-fixációjára (a kezelések hatása a megfelelő kontroll levelek értékeinek (cpm cm-2) %-ában kifejezve). 
A fotoszintetikus szénasszimilációt számos tényező befolyásolja. A Cd stressz és a vashiány esetében megvizsgáltuk, hogy a PSII működési hatékonyságában bekövetkező változások mennyiben járultak hozzá ehhez. A fluoreszcencia indukciós paraméterek alapján ezek a változások, amelyeket a megfelelő kontroll értékek (ld. 5.14. ábra, betét-táblázat) %-ában adtunk meg, jól követhetők.

A klorofill koncentráció csökkenésével a PSII maximális kvantumhatékonysága (Fv/Fm) folyamatosan csökkent a Fe-citráton és a Fe-EDTA-n nevelt (némileg kisebb mértékben) Cd-kezelt növényeknél (5.14. ábra). 
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5.14. ábra A Cd kezelés és a vashiány hatása a növények fluoreszcencia indukciós paramétereire. A kezelések hatása a megfelelő kontroll értékek (ld. táblázat) %-ában kifejezve.

A fluoreszcencia indukciós görbék felvétele előtt (a 15 perc sötétadaptáció után) alkalmazott hosszú-vörös megvilágítás azonban a Cd kezelt növények kezelés alatt nőtt leveleinél megnövelte a fluoreszcencia indukció gyors szakaszában mérhető Fv/Fp (az Fv/Fm-mel analóg paraméter de itt az indukciót kiváltó fény alacsonyabb intenzitása miatt az összes PSII RC nem kerül egyidejűleg zárt állapotba) paraméter értékét (csaknem elérte a kontroll levelekét) ezért megállapítható, hogy az Fv/Fm csökkenését a Cd kezelt növények vashiányával kapcsolatos látszólagos Fo növekedés (PQ-pool sötétredukció) okozta (5.3. táblázat).

5.3. táblázat. A kontroll és Cd kezelt (Fe-EDTA) növények felső leveleinek gyors fluoreszcencia indukciós görbéi alapján számolt Fv/Fp értékei. A görbéket 15 min sötétadaptáció után 1 min hosszú-vörös megvilágítás/1 min sötétadaptáció alkalmazásával (+HV) vagy anélkül (-HV) vettük fel. (n=12)
	
	Fv/Fp

	
	-HV
	+HV

	Kontroll
	0,820(0,011
	0,816(0,026

	Cd
	0,776(0,018
	0,805(0,024


Kismértékű klorofill koncentráció csökkenés hatására (0-20%) az elektron transzport hatékonyságát is jellemző paraméter, a PSII aktuális kvantumhatékonyságának (ΔF/Fm’) növekedése volt kimutatható (5.14. ábra). Ebben a szakaszban a ΔF/Fm’-t meghatározó tényezők közül a nyitott reakciócentrumok energiacsapdázási hatékonysága (Fv’/Fm’) növekedett a megfelelő kontrollhoz viszonyítva, míg a nyitott reakciócentrumok aránya (qP) nem változott. A klorofill koncentráció további csökkenésével (20-60% között) a qP kissé megemelkedett, a Fv’/Fm’ pedig fokozatosan csökkent. Ezek a változások a ΔF/Fm’ csökkenését okozták a Fe-citráton nevelt növényeknél, a Fe-EDTA-n nevelt növények esetén ugyanakkor a qP növekedése ebben a tartományban még kompenzálta a Fv’/Fm’ kisebb csökkenését, így a ΔF/Fm’ értéke állandó (a kontrollal lényegében megegyező) maradt. A Cd stressz további erősödése esetén a qP kis mértékben csökkent, ami a Fv’/Fm’ csökkenésével együtt a ΔF/Fm’ jelentős csökkenését eredményezte.

A klorofill koncentráció függvényében vizsgálva a Cd-kezelt növények nem-fotokémiai kioltása (NPQ) kezdetben a kontrollhoz hasonló vagy annál alacsonyabb (Fe-citráton nevelt növények) volt, majd erőteljesen növekedett 30-40% klorofill koncentráció csökkenésig, ezután, bár csökkenés következett be, de a Cd-kezelt növények NPQ értékei így is meghaladták a megfelelő kontrollét. Az NPQ és a qP emelkedése hasonló klorofill koncentráció tartományban volt megfigyelhető.

A vashiányos növények megint csak a jelentősen csökkent klorofill koncentráció tartományban mutattak a Cd kezeléshez hasonló tüneteket. A Fe-EDTA-n előnevelt vashiányos növények Fv/Fm értékeiben a klorofill koncentráció csökkenés kezdeti szakaszában (a kontroll 60%-áig) nem volt kimutatható változás. A levelek klorozisának további növekedése ugyanakkor jelentős Fv/Fm csökkenést okozott. Hasonló tendencia volt megfigyelhető a ΔF/Fm’ tekintetében is, amelynek változását elsősorban a Fv’/Fm’ értéke befolyásolta, míg a qP a változásának mértéke lényegesen kisebb volt. A NPQ lefutása a klorofill koncentráció csökkenésével a Cd-kezelt növényekéhez hasonló volt.

A Fe-citráton előnevelt vashiányos növények leveleinek klorofill koncentrációja nem csökkent, de a Fv/Fm, Fv’/Fm’ és ΔF/Fm’ értéke mégis jelentősen elmaradt a megfelelő kontroll értékektől, míg a NPQ meghaladta a megfelelő kontroll értékét. 
5.1.6. A nem-fotokémiai kioltással kapcsolatos karotinoid összetételbeli változások a Cd-kezelt növényekben

A Cd kezelés hatására egységnyi klorofillra vonatkoztatva megnövekedett a β–karotin (105,8%), a xantofill (110,4%) és ezen belül legnagyobb mértékben a violaxantin-ciklus pigmentek (VAZ) mennyisége (132,5%) is. Azonban nemcsak a violaxantin klorofillra vonatkoztatott mennyisége emelkedett, hanem a deepoxidációja is (5.4. táblázat), aminek jelentős szerepet tulajdonítanak a nem-fotokémiai kioltásban. A sötétadaptált kontroll és Cd-kezelt növények deepoxidációs foka (DEPS) lényegében nem különbözött egymástól. A megvilágítás hatására a DEPS jelentősen nőtt és a NPQ-val együtt az első 100 s alatt elérte a maximális értéket mind a kontroll mind pedig a Cd-kezelt növényekben. Ebben a szakaszban a Cd-kezelt növények DEPS és NPQ értéke is jelentősen meghaladta a kontroll növényekét. A megvilágítás további szakaszában a fluoreszcencia steady-state állapotának eléréséig (500 s) a DEPS és az NPQ is csökkent a kontroll és a kezelt növényekben. Míg a DEPS a kezelteknél kissé magasabb maradt, az NPQ teljesen kiegyenlítődött.

5.4. táblázat A nem-fotokémiai kioltás (NPQ) és a xantofill-ciklus pigmentek deepoxidációs állapotának (DEPS) változása kontroll és Cd kezelt növények kezelés alatt fejlődött felső leveleiben különböző időtartamú megvilágítás (100 µmol m-2 s-1) hatására (n=9-15).

	
	Kontroll
	Cd

	
	NPQ
	DEPS
	NPQ
	DEPS

	16 h sötétadaptáció
	
	0,056±0,053
	
	0,032±0,027

	100 s megvilágítás
	0,966±0,247
	0,228±0,019
	1,812±0,282
	0,362±0,048

	500 s megvilágítás
	0,168±0,037
	0,110±0,038
	0,164±0,046
	0,162±0,065


5.2. A mangánhiány és az ozmotikus stressz hatása a fotoszintetikus apparátus fejlődésére és működésére nyárfán

Irodalmi adatok és saját adataink szerint is a Cd kezelés számos hatása közül lényeges még a mangánhiány valamint a vízfelvétel zavarai, ezért ezeket a hatásokat külön is megvizsgáltuk. A fent említettekhez hasonló módon végzett vizsgálatok eredményeit, a Cd és vashiány hatásaival összehasonlítva, a rövidség kedvéért csak vázlatosan (5.5. táblázat) adjuk meg.

A mangánhiány a növekedést és a klorofill koncentrációt kevéssé befolyásolta. A klorofill-proteinek közül, bár akkumulációja a PSI-éhez hasonlóan csak kismértékben gátlódott, funkcióképességét tekintve a PSII core volt a legérzékenyebb (ld. fluoreszcencia indukciós paraméterek). A PSII működési zavara az NPQ nagymértékű emelkedését okozta. A mangánhiány a CO2-fixációt alig befolyásolta. Míg a vashiány Mn- és Zn-többletet eredményezett, a mangánhiány Fe és Zn felhalmozódást okozott.

A PEG-kezelés okozta vízhiány, amely nagyobb volt, mint a Cd kezeléskor kialakuló, elsősorban felső levelek növekedését gátolta, a kialakult fotoszintetikus struktúrák épek voltak. A PSII működése a kontrollhoz hasonló paraméterekkel volt jellemezhető, az NPQ kis mértékben emelkedett. A legérzékenyebb paraméter a CO2-fixáció volt, de elsősorban a már kifejlett sztómákat tartalmazó alsó levelekben csökkent kissé (nem mutatjuk), a stressz ideje alatt fejlődött felső levelekben nem találtunk jelentős változást. 
5.5. táblázat. A Cd kezelés, a vashiány, a mangánhiány (14 napos kezelés) és a PEG-kezelés által kiváltott ozmotikus stressz (7 napos kezelés) hatása a növények kezelés alatt nőtt (+1 – +4) leveleinek növekedési és fotoszintetikus paramétereire, valamint a levelek elemkoncentrációjára. A kontroll adatokat abszolút értékben (mértékegység), a kezelések eredményeit a könnyebb összehasonlíthatóság kedvéért a kontroll %-ában adjuk meg (az RWD és száraztömeg % kivételével).

	
	Kontroll
	10-5 M Cd
	Vashiány
	Mangánhiány
	10% PEG

	Levélfelület (cm2)
	113
	±
	23
	56,8
	±
	9,4
	74,2
	±
	10,1
	73,7
	±
	7,6
	47,0
	±
	7,8

	RWD (%)
	3,30
	±
	0,88
	4,59
	±
	1,81
	
	
	
	
	
	
	10,67
	±
	1,39

	Száraztömeg (%)
	13,7
	±
	0,5
	14,6
	±
	0,9
	13,5
	±
	0,7
	13,9
	±
	0,9
	21,4
	±
	6,1

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Chl (µg cm-2)
	20,10
	±
	1,40
	54,1
	±
	8,6
	63,0
	±
	7,2
	94,8
	±
	12,7
	147,5
	±
	12,1

	Chl a/b levél
	3,43
	±
	0,06
	88,9
	±
	3,7
	89,4
	±
	5,1
	86,3
	±
	9,7
	99,0
	±
	2,2

	PSI (µg cm-2)
	7,22
	±
	0,52
	47,0
	±
	24,6
	54,3
	±
	18,6
	79,7
	±
	32,4
	152,5
	±
	30,8

	PSIICC (µg cm-2)
	2,00
	±
	0,41
	52,1
	±
	7,6
	62,8
	±
	12,4
	75,3
	±
	1,9
	151,0
	±
	37,5

	LHCII + CA (µg cm-2)
	10,20
	±
	0,30
	55,5
	±
	10,7
	60,7
	±
	11,1
	94,8
	±
	13,9
	161,2
	±
	14,7

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	E (mmol H2O m-2 s-1)
	497,2
	±
	83,1
	75,7
	±
	9,7
	100,3
	±
	8,3
	
	
	
	54,1
	±
	13,4

	CO2–fix. (cpm/cm2)
	83281
	±
	30850
	52,2
	±
	11,8
	58,6
	±
	15,7
	92,4
	±
	21,1
	107,1
	±
	11,0

	Fv/Fm
	0,796
	±
	0,013
	84,7
	±
	7,5
	96,3
	±
	6,4
	83,7
	±
	16,9
	99,1
	±
	1,6

	ΔF/Fm'
	0,617
	±
	0,023
	90,9
	±
	16,0
	93,9
	±
	14,2
	64,0
	±
	41,8
	98,8
	±
	1,5

	Fv'/Fm'
	0,741
	±
	0,005
	88,9
	±
	10,8
	92,0
	±
	6,7
	65,2
	±
	38,8
	98,5
	±
	2,0

	qP
	0,833
	±
	0,025
	102,5
	±
	3,6
	103,2
	±
	2,4
	96,0
	±
	7,1
	100,3
	±
	2,3

	NPQ
	0,266
	±
	0,004
	183,2
	±
	82,5
	174,8
	±
	89,5
	426,5
	±
	231,9
	135,1
	±
	49,7

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Fe (nmol/cm2)
	1,85
	±
	0,16
	18,7
	±
	10,1
	24,9
	±
	8,9
	150,1
	±
	21,5
	
	
	

	Mn (nmol/cm2)
	1,69
	±
	0,10
	46,4
	±
	12,5
	142,0
	±
	21,5
	26,6
	±
	4,6
	
	
	

	Ca (nmol/cm2)
	226
	±
	66
	116,0
	±
	24,0
	112,9
	±
	11,9
	130,6
	±
	51,9
	
	
	

	K (nmol/cm2)
	1032
	±
	19
	81,5
	±
	9,8
	94,4
	±
	26,7
	125,1
	±
	15,5
	
	
	

	Zn (nmol/cm2)
	0,47
	±
	0,05
	511,4
	±
	108,9
	225,0
	±
	96,8
	158,3
	±
	23,1
	
	
	


5.3. A szárazságstressz hatásainak vizsgálata búzában


A szárazságstressz hatásainak részletesebb bemutatására a búzán mért eredményeket választottuk, mert ezzel kapcsolatosan nemcsak több paramétert vizsgáltunk, hanem összehasonlítottuk ezeket egy szárazságtűrő (Sakha-8) és egy szárazságra érzékeny (Capelle-Desprez) fajtában. A relatív vízhiány vizsgált tartománya is kiterjedtebb volt.

5.3.1. A levél relatív vízhiányának alakulása a szárazságstressz során

A növények fejlődése folyamán a talaj víztartalma a vízkapacitás 60%-a volt. A növények kalászhányása és virágzás kezdete után, amikor már a levelek kifejlődtek, a talaj további öntözését beszüntettük. Ez a talaj víztartalmának kezdetben gyors majd egyre lassúbb csökkenéséhez vezetett. Ilyen módon érhettük el a természetben előforduló fokozatosan erősödő szárazságstressz modellezését. A kísérlet során elsősorban a termésképzés szempontjából leglényegesebb zászlós és a zászlós alatti levelet vizsgáltuk. A vizsgált levelek már kialakult, de még növekvő levelek voltak.

A vízutánpótlás megszűnése után a talaj víztartalma 3-4 nap alatt a vízkapacitás 30%-ára csökkent (5.15. ábra). Eközben a vizsgált zászlós levelek vízhiánya mind a szárazság-érzékeny Capelle-Desprez (a továbbiakban Capelle), mind pedig a szárazsággal szemben ellenálló Sakha-8 (Sakha) esetében a megfelelő kontroll növények szintjén maradt (2-5% illetve 4-8%). A talajbeli víztartalom további csökkenésekor előbb az érzékeny Capelle (kb. 20% talaj víztartalom) majd a toleráns Sakha (kb. 15% talaj víztartalom) esetében is megindult a levél vízhiányának növekedése. Jelentős különbség mutatkozott azonban a két eltérő érzékenységű őszibúza-fajta között a 20-5% talaj víztartalom tartományban: a Sakha vízmegtartó képessége lényegesen nagyobbnak bizonyult a Capelle-hez képest. Az extrém szárazságstressz tartományban ez a különbség kiegyenlítődött. Míg a 75-80%-ban vízhiányos levelek az ismételt öntözést követő harmadik napon sem mutattak teljes helyreállást, addig az 50-60%-os vízhiányú levelek vízállapota már az újraöntözést követő napon a kontroll növényekéhez hasonló volt.
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5.15. ábra A levél relatív vízhiányának változása a Capelle és a Sakha búzafajtákban a talaj száradásakor. A talaj vízkapacitása 0,275 kg/kg (100%-os víztartalom) volt. R=újraöntözött, (n=4-7)
5.3.2. A szárazságstressz hatása a fotoszintetikus aktivitást jellemző paraméterekre

5.3.2.1. Fotoszintetikus szénasszimiláció

A fotoszintetikus aktivitást jellemző paraméterek közül a sztómakonduktivitás, valamint a CO2-fixáció (nettó fotoszintézis) volt a szárazságstresszre a legérzékenyebb.. A normál vízellátású növényekhez (3-5% relatív vízhiány) képest már viszonylag csekély vízhiány növekedés (10-15%) hatására is jelentősen csökkent a sztómakonduktancia (a kontroll 40%-ára) és a nettó fotoszintézis (a kontroll 60%-ára) mindkét fajta esetében (5.16. ábra). Az alacsony vízhiányú tartományban a Sakha rendre nagyobb sztómakonduktivitást mutatott, mint az azonos vízhiányú Capelle levelei, azonban ez a különbség 20%-os vízhiány felett eltűnt. A növekvő vízhiány a fenti paraméterek további lassú csökkenését eredményezte 50% relatív vízhiány eléréséig, ahol a sztómák gyakorlatilag teljesen bezáródtak, a nettó fotoszintézis pedig negatív értékekbe csapott át. A levél vízhiányának függvényében ebben a tartományban nem volt kimutatható különbség a szárazság-érzékeny Capelle és a toleráns Sakha sztómakonduktancia és nettó fotoszintézis értékeiben sem. Nem találtunk lényeges különbséget a kiszárított növények újralocsolása utáni helyreállási képességben sem. A 45%-nál kisebb relatív vízhiányt mutató növények újralocsolása után a sztómakonduktancia és a nettó fotoszintézis gyakorlatilag a normál vízellátásúakkal megegyező volt, míg a 45% feletti vízhiányt szenvedett levelek fokozatosan csökkenő mértékben nyerték vissza fotoszintetikus aktivitásukat.
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5.16. ábra. A vízhiány hatása a Sakha és Capelle búzafajták sztómakonduktivitására (A) és a nettó fotoszintézisére (B). R=újraöntözött

Bár a vizsgált szárazság-érzékeny és -toleráns fajta sztómakonduktanciája és nettó fotoszintézise a levelek vízhiányával összefüggésben nem mutatott jelentős különbséget, a két paraméter közvetlen összefüggésének vizsgálatával mégis kimutatható volt a toleráns Sakha adaptív előnye az érzékeny fajtával szemben. Azonos sztómakonduktancia mellett ugyanis, különösen az enyhe szárazságstresszre jellemző 0,20-0,05 mol m-2 s-1 tartományban, a Sakha nettó fotoszintézis értékei rendre meghaladták a Capelle esetén mérhető értékeket, ezáltal azonos sztómanyitottság mellett is nagyobb CO2-fixációt biztosítva (5.17. ábra). Mindkét fajtánál fent említett 45%-nál nagyobb relatív vízhiányú növények esetében, ahol a helyreállás mind a sztóma konduktancia, mind pedig a nettó fotoszintézis tekintetében részleges volt, a nettó fotoszintézis az esetek többségében az azonos sztóma konduktivitású kontroll illetve kiszáradó növények nettó fotoszintézisét sem érte el.
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5.17. ábra. A nettó fotoszintézis alakulása a sztóma konduktancia függvényében a Sakha és Capelle búzafajták esetén. (R=újraöntözött)
5.3.2.2. Fotoszintetikus paraméterek a klorofill a fluoreszcencia kioltás analízisével

A fluoreszcencia indukciós paraméterek közül a PSII maximális kvantumhatékonyságát jellemző Fv/Fm paraméterben sem a Capelle, sem pedig a Sakha fajtánál nem találtunk számottevő csökkenést a normál vízellátottságú növényekhez képest (0,80-0,78) 55% relatív vízhiány eléréséig (5.18. ábra). A levelek vízhiányának további növekedésével mindkét fajtánál előbb fokozatosan csökkent, majd 70% relatív vízhiány felett meredeken csökkent az Fv/Fm értéke.

A PSII-n áthaladó lineáris fotoszintetikus elektrontranszport intenzitását jellemző ΔF/Fm’ paraméter kétfázisú csökkenést mutatott mindkét vizsgált fajta esetében (5.18. ábra). Az első fázisban, 50% relatív vízhiányig, kismértékű fokozatos csökkenést tapasztaltuk a levelek növekvő vízhiánya mellett. A Sakha leveleiben kezdetben alacsonyabb ΔF/Fm’ értékek voltak mérhetők a Capelle-hez képest. A lineáris elektrontranszport kezdeti gyorsabb csökkenését a nyitott állapotú PSII reakciócentrumok számának (qP) csökkenése okozta (5.18. ábra), míg a nyitott reakciócentrumok energiacsapdázási hatékonyságában (Fv’/Fm’), valamint a nem-fotokémiai kioltás mértékében nem találtunk különbséget a szárazságstressz e szakaszában a két vizsgált fajta között (5.18. ábra). 
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5.18. ábra A szárazságstressz hatása a Sakha és Capelle búzafajták fluoreszcencia indukciós paramétereire

Bár a 10-50% relatív vízhiányú levelek nettó fotoszintézise jelentősen csökkent a normál vízellátású növényekhez képest, a lineáris elektrontranszport intenzitása csekély mértékben változott. A levelek 50%-ot meghaladó vízhiánya esetén a lineáris elektrontranszport meredeken csökkent mindkét vizsgált fajtában, amely szoros összefüggésben van az ebben a fázisban jelentősen megnövekedő nem-fotokémiai kioltással (a nettó fotoszintézis negatívvá válásakor hirtelen megnőtt. A nem-fotokémiai kioltás különösen a szárazságstresszel szemben toleráns Sakha fajtában emelkedett (1,70), míg az érzékeny Capelle-ben kisebb mértékű növekedés volt megfigyelhető (1,40). A relatív vízhiány 70% fölé való növekedésével a nem-fotokémiai kioltás fokozatosan csökkent.

A lineáris elektrontranszport sebességének a CO2-fixáció glicerinaldehiddel történő gátlásának hatására bekövetkező változását a PSII effektív kvantumhatékonyságának meghatározásával becsültük a kontroll és ozmotikus stressznek kitett vízkultúrán nevelt növények levelein. Mindkét fajtánál hozzávetőlegesen 40%-kal csökkent a kontroll levelek ΔF/Fm' értéke a glicerinaldehides kezelés hatására az ugyancsak kontroll növényekről származó, de glicerinaldehiddel nem kezelt levelekhez képest (5.19. ábra) Az ozmotikus stressznek kitett növényeknél nagyobb mértékű lineáris elektrontranszport volt kimutatható. Különösen gyorsan és nagymértékben indukálódtak az egyéb elektrontranszport utak a Sakha fajta esetén (a ΔF/Fm' gátlása már -0.72 Mpa tápoldaton fejlődő növényeknél is csak 10% volt, míg a Capelle-nél a maximális -1.80 Mpa ozmotikus stressznél is meghaladta a gátlás a 20%-ot). 
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5.19. ábra Kontroll és PEG-kezelt Sakha és Capelle búzafajták levágott leveleinek effektív PSII kvantumhatékonysága (ΔF/Fm') a Calvin-Benson-ciklus gátlásának hatására. A mérések  vízkultúrában nevelt növények levágott és a mérés előtt 2 h-n át vízben vagy 30 mM glicerinaldehid-oldatban előkezelt legfelső kifejlett levelein, a 7 napos PEG-kezelési ciklusok (a PEG-tartalmú tápoldatok vízpotenciálja a következő volt: 0-7 nap: -0.46 Mpa; 7-14 nap: -0.72 Mpa; 14-21 nap: -1.15 Mpa; 21-28 nap: -1.80 Mpa; a kontroll tápoldat vízpotenciálja 0-28 nap: -0.03 Mpa) utolsó napján történtek. Az eredményeket a kontroll levelek %-ában fejeztük ki.
A szárazságstressz jelentősen befolyásolta a plasztisz szuszpenziók 77K-on mért fluoreszcencia emissziós tulajdonságait. A nem-fotokémiai kioltás növekedésével csökkent a teljes kibocsátott fluoreszcencia mértéke, ezen belül pedig elsősorban a PSI által kibocsátott fluoreszcencia (5.20. ábra, 5.6. táblázat). Ugyanakkor 680 és főleg 700 nm-nél (relatív) fluoreszcencia intenzitás növekedés volt megfigyelhető mind a Capelle mind pedig a Sakha fajta esetén.
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5.20. ábra A Sakha (A) és Capelle (B) búzafajták 77K klorofill fluoreszcencia emissziós tulajdonságainak összefüggése a szárazságstressz által kiváltott nem-fotokémiai kioltás növekedésével. A fluoreszcenciát 440 nm-es fénnyel gerjesztettük. A spektrumokat a rövid hullámhosszú maximumra normáltuk. Az inzertben a normált emissziós spektrumok különbségi spektruma található

5.6. táblázat A Sakha és Capelle búzafajták 77K klorofill fluoreszcencia emissziós tulajdonságainak összefüggése a szárazságstressz által kiváltott nem-fotokémiai kioltás növekedésével. A fluoreszcenciát 440 nm-es fénnyel gerjesztettük. Fl. Int. - cpm

	
	
	Sakha
	
	Capelle

	NPQ
	 
	0,35
	1,64
	 
	0,43
	1,54

	
	
	
	
	
	
	

	Σfl.int. (*108)
	12,60
	5,74
	
	8,97
	5,96

	
	
	
	
	
	
	

	PSII fl.int. (*108)
	2,05
	1,28
	
	1,60
	1,47

	PSI fl.int. (*108)
	10,55
	4,46
	
	7,37
	4,49

	PSI/PSII
	
	5,15
	3,50
	
	4,61
	3,04

	
	
	
	
	
	
	

	700±10nm fl.int. (*107)
	7,46
	6,31
	
	6,36
	7,15

	680±10nm fl.int. (*107)
	13,36
	6,73
	
	9,91
	7,89

	700/680
	 
	0,56
	0,94
	 
	0,64
	0,91


A vizsgálatok során már kifejlett, fotoszintetikusan kompetens levelek szárazságstressz által indukált változásait vizsgáltuk. A fotoszintézis fényreakcióiban megfigyelt változások azonban utaltak arra, hogy a fotoszintetikus apparátus szerkezetében is módosulások történhettek. Ennek egyik jele a fent említett steady-state fluoreszcencia csökkenése megvilágítás hatására, ami a klorofill-protein komplexek kapcsolatainak, valamint a fotokémiai/fluoreszcencia/hő formájában történő kioltás arányainak változásait tükrözi. A működéssel kapcsolatos dinamikus változások mellett megvizsgáltuk a fényreakciók működése szempontjából alapvető pigmentek és pigment-protein komplexek mennyiségbeli változásait is.

5.3.3. A fotoszintetikus pigmentek mennyiségének és összetételének alakulása a szárazságstressz során

A fotoszintetikus pigmentek (klorofill a és b) mennyiségének változását a levél friss tömegének a szárazságstressz során bekövetkező nagymértékű csökkenése miatt a levél turgeszcens (100% relatív víztartalmú) tömegére vonatkoztatva vizsgáltuk. A kontroll növények esetén illetve a teljes kezelés során a Sakha klorofill a+b koncentrációja Capelle-nél magasabb volt (5.21. ábra). A levelek vízhiányának növekedésével a klorofill koncentráció a mindkét fajta esetében kezdetben mérsékelten, majd 50%-nál nagyobb vízhiány felett fokozott mértékben csökkent. 
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5.21. ábra A vízhiány hatása a Sakha és Capelle búzafajták klorofill koncentrációjára (µg/g turgeszcens tömeg). A klorofill koncentrációt első lépésben a friss tömegre vonatoztatva határoztuk meg, majd azt az azonos levelekből vett minták turgeszcens/friss tömeg értéke alapján a turgeszcens tömegre korrigáltuk. R=újraöntözött

A vizsgált fajtáknál a szárazságstressz a klorofill összetételt kevéssé befolyásolta. A kontroll növények klorofill a/b aránya 3,2 (Capelle) illetve 3,6 (Sakha) körül szóródott és ezen értékek nem változtak számottevő mértékben a szárazságstressz során sem. A kiszáradó növények vízállapotának helyreállása sem befolyásolta a klorofill a/b arányt.

5.3.4. A szárazságstressz hatása a fotoszintetikus apparátus klorofill-protein összetételére
Bár a klorofill a/b arány változása nem volt szignifikáns, a klorofill-protein komplexek aránya változott a szárazságstressz során. A levelek kismértékű relatív vízhiánya esetén mindkét vizsgált fajtában nőtt a PSII, illetve a Sakha esetében az LHCII mennyisége is a jó vízellátású növényekhez képest (5.22. ábra). A szárazságstressz erősödésével a PSII kiemelkedő érzékenységet mutatott mindkét vizsgált fajta esetében, míg a PSI és főleg az LHCII jelentősen nagyobb stabilitást mutatott a szélsőséges szárazságstressz körülményei között is.
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5.22. ábra A szárazságstressz hatása a Sakha (A) és Capelle (B) búzafajták klorofill-protein összetételére. A különböző minták klorofill-protein mennyiségét μg klorofill g-1 turgeszcens tömeg egységben számolva, a megfelelő kontroll minták értékeinek (ld. beszúrt táblázat) százalékában fejeztük ki.
5.4. A lincomycin hatása a fotoszintetikus apparátus struktúrájára és működésére

A különböző stresszorok általában csökkentik a fotoszintézis intenzitását annak legkülönbözőbb részfolyamatait befolyásolva. Ez érintheti a tilakoidokban lokalizált, a fotoszintetikus elektrontranszportot lebonyolító fotorendszerek aktivitását, stabilitását, mennyiségét, arányait és dinamikus kapcsolatait is. Ezt a jelenséget modellezhetjük a lincomycin (LM) antibiotikummal való kezeléssel, ami a kloroplasztiszban transzlálódó komponensek szintézisét gátolva (Josten és Allen, 1964) csökkenti az aktív reakció centrumok mennyiségét (Hiller és mtsai, 1977; Duysen és mtsai, 1985; Farineau és mtsai, 1988), ugyanakkor az LHCII mennyisége lényegében változatlan marad (Nyitrai és mtsai, 1994). A kísérleteket laboratóriumi körülmények közt könnyen nevelhető, gyors fejlődésű kukorica csíranövényeken végeztük el, azok mezofillum plasztiszait vizsgáltuk.

5.4.1. Fluoreszcencia indukciós paraméterek

A LM-nel kezelt növények fotoszintetikus aktivitása, a CO2-fixáció, oxigén evolúció és a PSI aktivitás erősen csökkent (Sárvári és mtsai, 1989). Ez markáns változásokat okozott a levelek/plasztiszok fluoreszcenciájában/fluoreszcencia indukciós paramétereiben is.

Az aktinikus fénnyel való megvilágítás hatására a kontroll növények aktuális fluoreszcencia (Ft) intenzitása egy alapfluoreszcenciáról (Fo) kiinduló gyors növekedés után fokozatosan csökkent, amíg el nem ért egy új, az Fo-nál magasabb egyensúlyi értéket (5.23. ábra). A LM-nel kezelt növényeknél a fluoreszcencia intenzitás csökkenése gyorsabb és nagyobb mértékű volt. Ezek a kiindulási Fo érték 75%-ánál értek el egy minimumot, ezt követően pedig lassú növekedés kezdődött az egyensúlyi fluoreszcencia eléréséig.
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5.23. ábra Kontroll (1) és lincomycinnel kezelt (2) növények fluoreszcencia indukciós görbéje (reprezentatív görbék)

A LM kezelés hatására jelentősen csökkent a PSII maximális kvantumhatékonysága (Fv/Fm) (5.7. táblázat). A csökkenés nagysága azonban nem valós, nagyrészt a kontrollhoz képest hatszorosára növekedett Fo okozta. Mivel a fluoreszcencia indukciós görbék felvétele előtt (a 15 perc sötétadaptáció után) alkalmazott hosszú-vörös megvilágítás alkalmazása sem okozott változást az indukció gyors szakaszában mérhető Fv/Fm értékben megállapítható, hogy Fo növekedésének oka nem a sötétadaptáció során redukálódó PQ-pool volt (5.7. táblázat).

5.7. táblázat A kontroll és lincomycinnel kezelt növények fluoreszcencia indukciós paraméterei: az alap- (Fo) és a maximális fluoreszcencia (Fm) intenzitása, a PSII maximális fotokémiai hatékonysága (Fv/Fm), a relatív fotokémiai (q(P)rel) és nem-fotokémiai kioltás (q(N)rel) 40 és 300 s-os aktinikus megvilágítás után. Fv/Fp-t a levelek gyors fluoreszcencia indukciós görbéi alapján számoltuk. A görbéket 15 min sötétadaptáció után 1 min hosszú-vörös megvilágítás/1 min sötétadaptáció alkalmazásával (+HV) vagy anélkül (-HV) vettük fel. (n=6)
	
	Fo
	Fm
	Fv/Fm
	Fv/Fp
	q(P)rel
	q(N)rel

	
	(a. u.)
	(a. u.)
	
	-FR
	+FR
	40 s
	300 s
	40 s
	300 s

	Kontroll


	138

(16
	539

(51
	0.75

(0.02
	0.86

(0.01
	0.85

(0.01
	0.64

(0.04
	0.68

(0.03
	0.08

(0.02
	0.22

(0.03

	Lincomycin


	783

(126
	1117

(157
	0.30

(0.06
	0.45

(0.07
	0.46

(0.07
	0.28

(0.08
	0.49

(0.03
	0.54

(0.08
	0.38

(0.06


Az Fo ilyen mértékű növekedése nem teszi lehetővé a kontroll és LM-kezelt azon fluoreszcencia emissziós paramétereinek összehasonlítását, amelyek számítása a fluoreszcencia abszolút értékén alapul (qP, qN, NPQ). A változó fluoreszcencia (Fv) azonban összemérhető volt, ezért a relatív kioltási paraméterek számításával hasonlítottuk össze a kontroll és LM-kezelt növények fotokémiai (q(P)rel) és nem-fotokémiai kioltását (q(N)rel), mivel e paramétereket nem befolyásolja az erősen eltérő Fv/Fo arány sem. A LM kezelés jelentősen csökkentette a növények fotokémiai hatékonyságát, az egyensúly a nem-fotokémiai kioltó folyamatok irányába tolódott el, különösen az indukció kezdeti szakaszában, amikor a fluoreszcencia intenzitása a legalacsonyabb volt (5.23. ábra, 5.7. táblázat). Az Ft növekedésével párhuzamosan a nem-fotokémiai kioltó folyamatok részlegesen relaxálódtak. Ezzel szemben a kontroll növények esetén a nem-fotokémiai kioltás fokozatosan épült fel a fényadaptációs periódus alatt.

A nem-fotokémiai kioltás relaxációjának kinetikája alapján a kontroll növényekben felépült nem-fotokémiai kioltás nagy része a megelőző megvilágítás időtartamától függetlenül gyorsan (300 s sötétadaptáció alatt) relaxálódott, ezért ezt energia-függő (qE) kioltásként azonosítottuk. Ugyanakkor a LM-kezelt növények esetén a megvilágítás hosszának növekedésével a nem-fotokémiai kioltás lassan relaxálódó komponensének aránya fokozatosan növekedett (5.24. ábra).
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5.24. ábra Kontroll (a) és lincomycin-kezelt (b) növények nem-fotokémiai kioltásának relaxációs kinetikája különböző hosszúságú megvilágítás után (reprezentatív kísérlet). A diagrammon az aktinikus megvilágítást (100 μmol m-2 s-1 intenzitású fehér fény) követően 100 s-ként felvett Fo (○) és Fm (●) értékek változása látható. A pontozott vonalak jelképezik Fo és Fm eredeti (12 h sötétadaptáció után) értékét

5.4.2. Fényindukált fluoreszcencia emisszió változások a LM-kezelt növényekben

A fluoreszcencia indukció során megfigyelt Ft változás kimutatható volt a levágott levelek különböző időtartamú megvilágítását követően szobahőmérsékleten felvett fluoreszcencia emissziós spektrumokban is. Míg a kontroll növények levelein mérhető fluoreszcencia intenzitása fokozatosan csökkent, amíg az aktinikus megvilágítás hossza el nem érte a 800 s-t, addig a LM-kezelt növények esetében 50 s-os megvilágítás után volt legalacsonyabb a fluoreszcenciahozam (5.25. ábra). A kontroll és LM-kezelt növények fluoreszcencia emissziós spektrumának alakja a fényadaptáció során állandó volt, az intenzitás a teljes vörös hullámhossz-tartományban azonos mértékben változott. A LM-kezelt növények hosszú hullámhosszú emissziós maximuma azonban a kontroll növényekben található 740 nm-hez képest 736 nm-re tolódott, szélessége nagyobb volt, valamint egy emissziós váll is megjelent 720 nm-nél. 
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5.25. ábra Kontroll (A) és lincomycinnel kezelt (B) növények sötétadaptált (●), valamint azt követően 100 μmol m-2 s-1 intenzitású fehér fénnyel 50 (○), illetve 800 s-ig (△) megvilágított levéldarabjainak szobahőmérsékleten mért fluoreszcencia emissziós spektrumai

5.4.3. Fényindukált karotinoid összetételbeli változások a LM-kezelt növényekben

A xantofill-ciklus pigmentjeinek klorofillra vonatkoztatott mennyisége jelentősen nőtt a LM kezelés hatására (5.8. táblázat). Ezen pigmentek mennyisége nem változott az 500 s aktinikus megvilágítás, valamint az azt követő 16 h sötétadaptáció időtartama alatt sem. A kontroll növények xantofill-ciklus pigmentjeinek deepoxidációs foka (DEPS) jelentősen növekedett a sötétadaptált értékhez képest az aktinikus megvilágítás ideje alatt. Ezzel szemben a LM-kezelt növények DEPS-a a sötétadaptált állapotban is olyan magas volt, mint a megvilágított kontroll növényeknél, és a 100 μmol m-2s-1 intenzitású (nevelési körülményeknek megfelelő) aktinikus megvilágítás hatására sem változott.

5.8. táblázat A xantofill-ciklus pigmentek mennyiségének (mmol VAZ/mol Chl a+b) és deepoxidációs állapotának (DEPS) változása kontroll és lincomycinnel kezelt növényekben különböző időtartamú megvilágítás (100 µmol m-2 s-1) hatására (n=9-10).

	
	Kontroll
	Lincomycin

	
	VAZ/Chl
	DEPS
	VAZ/Chl
	DEPS

	30 min sötétadaptáció
	33,6±3,9
	0,046±0,007
	61,9±10,2
	0,111±0,061

	100 s megvilágítás
	30,8±2,8
	0,060±0,019
	59,5±10,9
	0,085±0,034

	500 s megvilágítás
	34,7±2,2
	0,092±0,019
	54,2±8,6
	0,094±0,020

	16 h sötétadaptáció
	32,7±5,5
	0,032±0,021
	60,1±14,8
	0,101±0,024


Ez a megváltozott karotinoid összetétel magyarázhatja a LM-kezelt növényekben tapasztalható erős és gyors nem-fotokémiai kioltást, de nem ad magyarázatot annak fényindukált változásaira. Ennek okait tovább kerestük a kezelt növények tilakoidszerkezetének vizsgálatával. A klorofill-protein szerveződés jelentős változásaira utalt ugyanis a fluoreszcencia spektrum is.

5.4.4. A klorofill-proteinek szerveződése a tilakoid membránokban a LM kezelés hatására

A LM-kezelt növények klorofill koncentrációja csak mérsékelten, mindössze a kontroll érték 80%-ára csökkent. A klorofill a/b arány azonban a kontroll levélben mérhető 4,07-ről 2,83-ra csökkent, amit a PSI és PSIICC mennyiségének jelentős redukciója okozott, miközben a fénygyűjtő antenna komplexek (LHCI és LHCII) mennyisége változatlan maradt (Sárvári és mtsai, 1996).

A nagymennyiségű LHC jelenléte erősen csökkent reakció centrum mennyiség mellett felvetette a kérdést: hogyan változott a komplexek összetétele és elrendeződése ezekben a tilakoidokban. Ezért a tilakoidok digitoninos szolubilizálását és frakcionálását követően a különböző tilakoid doménekben vizsgáltuk a LM-kezelés hatására bekövetkezett változásokat. A frakcionálás eredményeként kaptunk nem szolubilizálódott membránokat (D2=2000 g-vel leülepített digitonin szolubilizált frakció), a gránumokból (D20), a gránumok széli részeiből (D50) és sztróma lamellákból (D144) származó vezikulumokat, valamint szolubilizálódott membrán komponenseket (S144) (Boardmann, 1971). A kontroll és LM-kezelt növények tilakoidmembránjainak digitoninos szolubilizációja némileg különböző eredményre vezetett. A kontroll növényekben a klorofill legnagyobb része a D2 és D20 frakciókban ülepedett le (5.9. táblázat). A LM kezelés csökkentette e frakciók mennyiségét (57% helyett 45%) és növelte a könnyebb frakciókét (43% helyett 55%). A LM-nel kezelt növények mezofill tilakoidjainak klorofill a/b aránya, a levelekéhez hasonlóan, jelentősen csökkent a kontrollhoz képest. A tilakoidfrakciók tilakoidokhoz viszonyított klorofill a/b aránya információt ad arról, hogy a tilakoidfrakciókban lévő klorofill a-t (core komplexek) és a klorofill a-t és b-t is tartalmazó klorofill-proteinek (Lhc-proteinek) mennyiségének aránya hogyan változik a tilakoidhoz képest. A kontroll növények nehéz frakcióiban (D2, D20) a tilakoidokhoz képest csökkent a klorofill a/b arány, míg a könnyű frakciókban (D144, F144) emelkedett. A LM-nel kezelt növényekben a klorofill a/b arány csak a legkönnyebb frakcióban (F144) emelkedett, míg a többi frakcióban kisebb-nagyobb mértékben csökkent (5.9. táblázat). A kontroll és a LM-nel kezelt növények esetén is megfigyelhető volt, hogy legnagyobb mértékben a D20 frakció klorofill a/b aránya csökkent a tilakoidokhoz képest, azaz itt dúsultak fel leginkább a klorofill a/b proteinek.

5.9. táblázat. A klorofill megoszlása a kontroll és lincomycinnel kezelt növények tilakoidfrakciói között és a tilakoidfrakciók klorofill a/b aránya. (n=3-4)

	 
	Klorofill-megoszlás (%)
	Klorofill a/b arány

	 
	Kontroll
	Lincomycin
	Kontroll
	Lincomycin

	Tilakoid
	100,0
	
	100,0
	
	3,86
	±0,22
	2,59
	±0,13

	D2
	30,7
	±9,2
	26,9
	±7,6
	3,62
	±0,12
	2,54
	±0,11

	D20
	26,3
	±5,8
	17,9
	±1,2
	3,03
	±0,28
	2,18
	±0,16

	D50
	11,9
	±8,4
	10,7
	±6,8
	3,53
	±0,57
	2,29
	±0,22

	D144
	12,4
	±1,5
	17,0
	±3,3
	5,21
	±0,65
	2,50
	±0,10

	S144
	18,8
	±1,7
	26,5
	±2,9
	5,45
	±1,63
	3,11
	±0,38


A tilakoidok és tilakoid frakciók klorofill-protein összetételét a szolubilizált komplexek natív PAGE-vel határoztuk meg (5.26A ábra). A sávokat denaturáló PAGE-sel nyert polipeptid összetételük alapján azonosítottuk (5.26B ábra). A kontroll tilakoidok különböző frakcióinak natív PAGE-e 13 klorofill-protein sávot eredményezett. Az 1-3. sávok PSI partikulumokat és az ahhoz kapcsolódó LHCI+LHCII, LHCI (25,5 kDa–Lhca3, 23,5 kDa–Lhca2, 22 kDa–Lhca1 és Lhca4), illetve LHCII (27 kDa) antennát, míg a 4. sáv PSI core-t (>70 kDa, <20 kDa polipeptidek) tartalmazott. A PSII core (monomer) komponensei (46 kDa–CP47 apo, 42 kDa–CP43 apo, 34 kDa–D2, 32 kDa–D1) az 5. (PSII core) és 6. (CP43 nélküli PSII core) valamint a 10. sávban (szolubilizált CP43) voltak megtalálhatók. A PSII egy része, valószínűleg dimer formában, a PSI-gyel együtt futott a 2. és 3. sávban. Az LHCII (27 és 25 kDa polipeptidek) legnagyobb része trimer formában volt megtalálható a 9. (és 8.) sávban. A 7. sáv LHCII-vel kapcsolt PSIICA-t (29 kDa–CP29, 27 kDa–CP26/LHCII) tartalmazott. A monomer LHCII, a PSII kapcsoló antenna monomer komponenseivel (CP29, CP26, CP24) és kevés szolubilizált LHCI monomerrel együtt a 11. és 12. sávban volt kimutatható. A 13. sáv tartalmazta a szolubilizáció során a klorofill-protein komplexekről levált pigmenteket (nagyrészt karotinoidok) amelyek az össz-pigmenttartalomnak hozzávetőleg 5-10%-át tették ki.
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5.26. ábra: A kontroll (Ko) és LM-nel kezelt növényekből származó tilakoidok és az elválasztott tilakoid frakciók klorofill-protein és polipeptid összetétele. A A fő tilakoid frakciók klorofill-protein összetétele. A klorofill-protein sávokat a mobilitás sorrendjében számokkal jelöltük (SzP=szabad pigment). B A tilakoidok klorofill-protein sávjainak (balra) és a tilakoid membránok polipeptid összetétele (jobbra). ►= LHCI apoproteinek (26, 24 és 22 kDa). *=LHCII apoproteinek. Protein standard-ek (kDa): foszforiláz-b (94), marha szérum albumin (67), ovalbumin (43), szénsavanhidráz (30), szója tripszin inhibitor (20), α-laktabumin

A LM-kezelt növényekből származó klorofill-protein sávok a kontroll sávoknak megfelelő helyen jelentek meg, de nem mindig ugyanazokat a komponenseket tartalmazták. Az 1-6. és 8-9. sávok a kontrollhoz hasonló összetételűek voltak, de a 9. sávban még egy 22 kDa polipeptid is megjelent. A 7., illetve a 10. sáv helyén ugyanakkor nagyrészt csak teljes LHCI partikulumokat (minden LHCI apoprotein jelen volt), illetve csak a 22 kDa apoproteint tartalmazó LHCI komponenst mutattunk ki. Ezek a sávok 77K-en erős fluoreszcenciát bocsátottak ki 730 nm-nél (Sárvári és mtsai, 1984). A nem monomer 10. sávot a hosszú hullámhosszú fluoreszcencia és a 22 kDa apoproteinek jelenléte alapján Lhca1/4 heterodimerként azonosítottuk. A 11-12. sávban a kontrollhoz képest nagyobb mennyiségben voltak jelen monomer formában LHC komponensek, amelyek közül különösen a 27 kDa (Lhcb1, Lhcb2 és CP26) és a 25,5/23,5 kDa apoproteinek (Lhca3,2) mennyisége növekedett.

A tilakoidokból és a különböző membránfrakciókból izolált sávok összetétele hasonló volt. A sávok egymás közti arányait tekintve az elvárásoknak és a tilakoid frakciók klorofill a/b arányainak megfelelően a gránum tilakoidokból származó nehéz frakciókban (D2, D20) a PSII és az LHCII, a sztróma tilakoid eredetű könnyebb frakciókban (D144, S144) pedig a PSI dúsult fel mind a kontroll, mind a LM-kezelt tilakoidokban (5.26. ábra).

A klorofill-protein komplexek mennyiségének meghatározásához az azonos komplexeket tartalmazó sávokat összeadtuk. Összetett sávok esetében a következőképpen számoltunk: Az 5.26A ábrán a 2-3. sávban futó PSIICC mennyiségét a sávok CP47 tartalma alapján becsültük. A szabad és PSI partikulumban kötött LHCI mennyiségét (a szolubilizáláskor esetleg levált LHCI figyelembevételével) a PSI ismert összetétele alapján határoztuk meg. Az 1. sáv klorofill-tartalma PSICC:Lhca1/4:Lhca2/3:LHCII=2:1:1:1, a 2. klorofill-tartalma pedig PSICC:Lhca1/4:Lhca2/3:=2:1:1 arányban került megosztásra, mivel az LHCI teszi ki a PSI holokomplex klorofill-tartalmának felét (Scheller és mtsai, 2001), és egy LHCII trimer kapcsolódhat a PSI-hez (Jansson és mtsai, 1997). A monomer LHC-ket tartalmazó sávok klorofill-tartalma a sávok apoproteinjeinek arányában került megosztásra az LHCI és LHCII között (feltételezve az egy géncsaládba tartozó apoproteinek nagyon hasonló Coomassie-festődését). A szabad Lhca1/4 mennyiségét a PSI holokomplex fent említett összetételét feltételezve, a jelenlévő PSICC mennyiséghez nem köthető Lhca1/4 becslésével határoztuk meg.

A klorofill-proteinek abszolút mennyisége lokalizációja, és szerveződése különböző volt a kontroll és LM-kezelt növények esetén. A LM kezelés minden tilakoid frakcióban jelentősen csökkentette a PSICC és a PSIICC mennyiségét, ugyanakkor az LHCI és az oligomer LHCII mennyisége lényegében nem változott (5.27. ábra). A monomer Lhcb klorofill-proteinek mennyisége azonban növekedett, különösen a könnyű frakciókban (5.27D ábra, az oszlopok sávozott része). Korábban megállapításra került, hogy a LM-kezelt növényekben megmaradó PSI komplexek klorofill-protein összetétele a kontrollal megegyező volt (Sárvári és mtsai, 1996) ezért feltételezhető, hogy a feleslegben lévő LHCI nagy része PSI-hez nem kötött állapotban volt a tilakoidmembránban. A PSI-hez nem kapcsolódó LHCI azon része, amely oligomer szerveződése és hosszú hullámhosszú fluoreszcencia emissziója alapján egyértelműen azonosítható volt, ún. szabad Lhca1/4 populációt alkotott (5.27C ábra, az oszlopok sávozott része). A szabad Lhca1/4 nemcsak a sztóma tilakoidokból származó frakciókban volt kimutatható, hanem inkább egyenletes eloszlást mutatott az egyes tilakoid frakciók között. 
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5.27. ábra A kontroll és lincomycinnel kezelt növények tilakoid frakcióinak abszolút PSICC (A), PSIICC (B), LHCI (C) és LHCII tartalma (D). 1 g friss tömegű levél klorofill-tartalma került megosztásra a tilakoid frakciók és ezen belül a klorofill-protein komplexek között mennyiségi arányaiknak megfelelően. Az ábra alsó részén az oszlopok sávozott része megfelel a szabad Lhca1/4 (C) illetve a monomer LHCII mennyiségének (D).

A tilakoidok és tilakoid frakciók 77K–en mért fluoreszcencia emissziós spektrumai is tükrözték a klorofill-protein összetételben és szerveződésben bekövetkezett változásokat (5.28. ábra). A kontroll növényekből izolált plasztiszokban mért rövid és hosszú hullámhosszú fluoreszcencia kb. azonos intenzitású volt. A kontroll növények nehéz frakcióiban (D2, D20) a rövid hullámhosszú (684, 695 nm, főleg PSII+LHCII eredetű) formák voltak nagyobb mennyiségben, míg a D144 frakcióban a hosszú hullámhosszú (735 nm, PSI+LHCI eredetű) formák voltak túlsúlyban. A LM-nel kezelt növények plasztiszaiban és különböző tilakoidfrakcióiban mért fluoreszcencia emissziós spektrumok nem mutattak eltéréseket a levélen mértektől, azaz a plasztiszban és minden tilakoid frakcióban a hosszú hullámhosszú fluoreszcencia dominált, maximumhelye minden esetben rövidebb hullámhossz felé tolódott (735 nm-ről 730 nm-re). Hogy kiküszöböljük az emissziós spektrum hosszú hullámhosszú részének eltolódásából eredő különbséget, a spektrumokból eltávolítottuk a hosszú hullámhosszú sávot. A maradék spektrumrész LM-kontroll különbségi spektrumában a 684 nm-es negatív sáv mellett egy 700 nm-nél egy széles pozitív sáv és 679 nm-nél történő növekedés volt megfigyelhető (5.28B ábra) A 740 nm-es fluoreszcencia 77K-en mért gerjesztési spektrumában a LM-kezelés hatására növekedett a 650 nm-es sáv (klorofill b), míg a 680 nm-nél hosszabb hullámhossznál elnyelő klorofill a formák mennyisége (vagy 740 nm-es fluoreszcenciát kiváltó hatékonysága) jelentősen csökkent.
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5.28. ábra A kontroll (vékony vonal) és LM-nel kezelt növények (vastag vonal) 77K-on mért fluoreszcencia spektrumai. A Fluoreszcencia emissziós spektrumok 440 nm-es gerjesztés mellett. B LM-kontroll fluoreszcencia emissziós különbségi spektrumok. A fluoreszcencia emissziós spektrumokat gauss komponensekre bontottuk, majd eltávolítottuk a hosszú hullámhosszú sávot (a LM-kezelt növényekben a sáv maximuma eltolódott, ami megnehezítette volna a különbségi spektrumok értékelését), ezután a rövid hullámhosszú maximumra normált spektrumok különbségét képeztük. C Gerjesztési spektrumok (emisszió 740 nm-nél). A minták klorofill-koncentrációja 1 μg ml-1 volt.

6. AZ EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE

A Cd fotoszintézisre gyakorolt hatásainak erőssége az eddigi vizsgálatokban nagyon eltérő volt, sokszor ellentétes hatásokat is kimutattak, és elsődlegességük tekintetében is sok megválaszolatlan kérdés maradt (Krupa és Baszynski, 1995; Mysliwa-Kurdziel és mtsai, 2002). Bár in vitro kimutatták a Cd közvetlen hatásait a fotoszintetikus elektron transzport egyes részfolyamataira és az enzimaktivitásra (van Assche és Clujsters 1990; Krupa és Baszynski, 1995), az in vivo hatások/kezelések esetén nagyobb jelentőséget tulajdonítanak az indirekt hatásoknak, mivel a gyökéren keresztül felvett Cd-nak csak kis része jut a kloroplasztiszba (Siedlecka és Krupa, 1999). Az irodalmi adatok szerint a Cd okozta indirekt hatások kialakításában elsődleges szerepet játszik, hogy a membránműködés gátlása révén befolyásolja mind a víz- (Barceló és Poschenrieder, 1990), mind az ionháztartást (Wallace és mtsai 1992). A Cd jelenléte, a többi nehézfémionhoz hasonlóan, a felvételi rendszereken történő kompetitív kölcsönhatások révén elsősorban a vasháztartást érinti (Clemens, 2006). A vízfelvételi zavarok tovább csökkenthetik az ionok transzlokációját a hajtásba. A sztómaműködésre gyakorolt hatásával a Cd befolyásolja a fotoszintetikus CO2–fixációt is (Sanitá di Toppi és Gabbrielli, 1999). A Cd okozta direkt vagy indirekt hatások fotoszintézisgátlást, illetve ennek következtében már közepes fényintenzitáson is fénystresszt és oxidatív stresszt válthatnak ki (Benavides és mtsai, 2005). A gyökéren keresztül adott Cd nemcsak a fotoszintetikus apparátus működését, hanem az új fotoszintetikus struktúrák kialakulását is nagymértékben befolyásolja (Sárvári 2005). Hogy a Cd különböző hatásainak jelentőségét a fotoszintézis szempontjából felmérhessük, a Cd hatásait a szóbajövő stresszorok külön-külön vizsgált hatásaival vetettük össze.

6.1. A Cd hatása az ionháztartásra

Eredményeink szerint Cd kezelés hatására nagy mennyiségű Cd jutott be az összes vizsgált szervbe, így a hajtásba és a levelekbe is. Ezek alapján a vizsgált Populus glauca faj Cd hiperakkumulátor, mivel a felvett Cd mennyisége meghaladta az 1000 mg/kg szárazanyag értéket (Brooks, 1998), így potenciálisan felhasználható fitoextrakciós eljárásokban. A Cd kezelés csak kisebb változásokat okozott a makro-tápelemek közül vizsgált K és Ca növénybeli koncentrációjában és megoszlásában. Ezzel szemben, a fotoszintézis szempontjából fontos mikroelemek koncentrációját és megoszlását nagymértékben megváltoztatta. Erősen csökkentette a gyökér és a levelek, különösen a felső levélemeletek Mn-koncentrációját. A legdrasztikusabb változásokat azonban, a vártnak megfelelően, a különböző növényi szervek vaskoncentrációjában tapasztaltuk. A gyökerek vaskoncentrációja jelentősen emelkedett, ez a növekmény azonban elsősorban a sejtfelszínen kötött, apoplasztban lévő vasat érintette, míg a nem-apoplasztikus vas mennyisége az alkalmazott vaskomplexálótól függően nem (Fe-EDTA), vagy csak kevéssé (Fe-citrát) változott, inkább növekedett (Fodor és mtsai, 2005). Tehát a nyárfában a Cd nem volt hatással a gyökerek vasfelvételére a más növényeken kapott eredményekkel ellentétben (Alcántara és mtsai, 1994, Chang és mtsai, 2003). A levelekben mérhető Fe-koncentráció, valamint a levelek teljes Fe-tartalma viszont jelentős mértékben csökkent, ami a Fe-transzlokáció gátlására utal (Siedlecka és Krupa 1999, Fodor és mtsai, 2002; 2005). A hatás a kezelés alatt fejlődött felső levelekben volt a legkifejezettebb. Kimutattuk, hogy a vassal erősebb komplexet alkotó EDTA nagyobb mértékben járult hozzá a fejlődésben lévő szövetekbe történő Fe transzlokációhoz, mint a gyengébb komplexet képző citrát. A Cd kezelés vashiányt előidéző hatását a Fe-EDTA alkalmazása tovább enyhítette oly módon is, hogy a felső levelekbe transzlokálódott Fe nagyobb hányada vevődött fel a sejtek szimplasztjába (Fe-EDTA esetében az apoplasztikus Fe arányának csökkenése volt kimutatható).

6.2. A vashiány szerepe a Cd-hatás kialakulásában

Mivel a Cd-kezelés az ionháztartás szempontjából leginkább a Fe-tartalmat befolyásolta, ezért összehasonlítottuk az önmagában alkalmazott vashiány hatásait a Cd-kezelés hatásával. A szövetek makroelem koncentrációit tekintve – a Cd kezeléshez hasonlóan – a vashiány sem okozott lényeges változásokat. Jelentősen eltérő képet mutatott azonban a növények Mn-koncentrációja, ami a vashiányos növényeknél, különösen a Fe-EDTA-n előnevelteknél, megnövekedett, szemben a Cd kezelteknél tapasztalt csökkenéssel. A Fe- és Mn-koncentráció összefüggéseit vizsgálva a levelekben megállapítható volt, hogy minél nagyobb volt a vashiány annál nagyobb volt a levelek Mn-koncentrációja, tehát a Mn transzlokáció bizonyos mértékben helyettesíthette a Fe-t. Cd-kezelés mellett ellentétes tendencia volt megfigyelhető: a növekvő vashiánnyal párhuzamosan a mangánhiány mértéke is növekedett. A Cd tehát mindkét elem levelekbe történő transzlokációját gátolta. A transzlokációs gátlás Fe esetében már 3 µmol g-1 száraztömeg Cd levelekbe jutásakor maximális volt. A transzlokációs gátlás oka az lehet, hogy a Cd kompetícióban van a Mn-nal és a vassal nemcsak a szimplasztba történő felvételi rendszerek működésekor, hanem e kétértékű fémionok transzlokációjában szerepet játszó komponensek esetén is (Fodor és mtsai, 2002; Clemens, 2006). Eredményeink alapján ugyanez igaz vashiányos kezeléskor a Fe és a Mn viszonylatában is.

A vashiányos kezeléseknél az alkalmazott vasforrástól függetlenül drasztikusan csökkent a gyökerek vastartalma, a levelek esetében azonban jellegzetesen különböző képet kaptunk a két különböző komplexképző esetén. Fe-EDTA-val történt előkezelés mellett legnagyobb mértékben a felső levelek vastartalma csökkent. A Fe-citráton előnevelt növények esetében viszont az alsó leveknél mutatkozott nagyobb vashiány, ami a felső levelekben jóval mérsékeltebb volt. Ebből arra lehet következtetni, hogy a citrát a vashiányos kezelés alatt elősegítette az előnevelés ideje alatt felvett, a gyökérben akkumulálódott vagy az akkor fejlődő levelekbe (későbbi alsó levelek) szállított Fe nagy részének remobilizációját és a vashiány ideje alatt fejlődött levelekbe történő szállítását. A citráton előnevelt növények levelei így csak csekély mértékben mutatták a vashiány tüneteit, klorofilltartalmuk és fotoszintetikus aktivitásuk a kontrollhoz hasonló volt (Fodor és mtsai, 2005). Tehát a komplexképzők hatása a Fe hajtásbeli mobilitására különböző volt Cd jelenlétében és csak vashiányos körülmények közt, amely jelenség magyarázata további vizsgálatokat igényel. 

A Cd stressz és a vashiány hatása a fotoszintézisre sok tekintetben hasonló volt. A levelek klorofill-koncentrációja egyértelmű összefüggést mutatott a levélszövetek Fe-koncentrációjával attól függetlenül, hogy a Fe-koncentráció csökkenését a Cd-kezelés vagy a Fe megvonása váltotta ki. Ez azokat a korábbi eredményeket látszik megerősíteni, melyek szerint a Cd-stressz által kiváltott klorózis elsődleges oka a vashiány (Horváth és mtsai, 1996; Mysliwa-Kurdziel és Strzalka, 2002). Nem szabad elfelejteni azonban, hogy ismertek speciális esetek, amikor a Fe inaktivációja miatt a levélszövetek teljes Fe-tartalma nincs összefüggésben a klorózis mértékével (Römheld, 2000). 

A klorofill tartalom csökkenésével párhuzamosan a vizsgált klorofill-proteinek mennyisége is csökkent. Korábbi kísérletekben kimutatták, hogy a Cd mind az LHCII kialakulását (Krupa, 1988), mind a PSI és PSII core működését károsította (Siedlecka és Baszynski, 1993; Siedlecka és Krupa, 1996). Kevés adat állt rendelkezésre azonban a komplexek Cd indukálta mennyiségi és aránybeli változásairól (Krupa, 1988, Sárvári és mtsai, 1999). A stressz alatt fejlődő levelekben a Cd-stressz és a vashiány esetén is a különböző klorofill-proteinek mennyisége a klorofill koncentráció veszteségnek megfelelő ütemben csökkent az enyhe stressz tartományában, tehát ebben a tartományban a vashiány nem volt olyan mértékű, amely valamelyik klorofill-protein akkumulációját vagy lebomlását kimutatható mértékben megváltoztatta volna. A Cd-kezelés kezdete előtt fejlődött levelek esetén, amelyeket a Cd-stressz csak kisebb mértékben érintett, valamint alacsony koncentrációjú Cd-kezeléskor (Nyitrai és mtsai, 2003) a hatás elsősorban a PSII core csökkenésében nyilvánult meg, amit a klorofill a/b arány csökkenése is tükrözött. Mind a vashiányosan nevelt növényekben (Abadía és mtsai, 1989, 5.11. ábra), mind a Cd kezelés esetén azonban erős vashiánynál a klorofill-proteinek stabilitási sorrendje PSII core>LHCII>PSI volt, és ezzel párhuzamosan a 77K-en mérhető hosszú hullámhosszú fluoreszcencia is csökkent. A PSI érzékenységét nagy vastartalma indokolja, különösen az, hogy a [4Fe-4S]-centrumoknak jelentős szerepe van a komplex stabilizációjában (Dekker és Boekema, 2005). Az egyensúly ilyen irányú eltolódása mindkét esetben a vashiány Cd-stresszben játszott elsődlegességét támasztja alá. Mérsékelt vashiánynál azonban különbség volt a Cd-kezelt és a vashiányos növények közt a klorofill-protein összetétel tekintetében. A Cd-stressz már a szövetek vashiányának kisebb mértéke mellett is megváltoztatta a klorofill-proteinek egyensúlyát, ami viszont arra utal, hogy a vashiányon kívül más tényezők is befolyásolhatták a tilakoidok fejlődését/akklimatizációját.

A fényindukált CO2-fixációval jellemzett totális fotoszintetikus aktivitás is mindkét stresszor esetén csaknem egyenes arányban volt a levelek klorofill/Fe-koncentrációjával. Ez arra utal, hogy a fotoszintetikus szén-asszimilációt befolyásoló legfőbb tényező a Cd klorofill-szintézis gátlása és az ennek következtében kialakuló csökkent klorofill-protein tartalom, erős hatásnál leginkább a csökkent PSI aktivitás. Szerepet játszhat azonban a vashiány közvetlen hatása is a ribulóz-1,5-biszfoszfát regenerációjában fontos ribulóz-5-foszfát-kináz aktivitására (Arulanantham és mtsai, 1990), aminek eredményeként a kevéssé vashiányos Fe-citráton előnevelt vashiányos növények CO2-fixációja is jelentősen gátlódik. Az irodalmi adatok elsősorban a PSII működés gátlására utalnak (Krupa és Baszynski, 1995). Mi is jelentős változásokat tapasztaltunk a PSII működését illetően, ami arra utal, hogy bár a PSII relatíve nagyobb arányban volt jelen, de a reakciócentrumok működőképessége károsodott. Ennek jellemzésére leggyakrabban a PSII maximális kvantumhatékonyságát jellemző Fv/Fm paramétert használják. Ez azonban a vashiányos növények, így a Cd-kezelt növények esetén sem ad valós képet a PSII állapotáról (5.3. táblázat) az ilyen körülmények között fellépő látszólagos Fo növekedés miatt, amit a PQ-pool sötétredukciója idéz elő (Belkhodja és mtsai, 1998). Az aktinikus fényen steady-state állapotban felvett, a PSII aktuális kvantumhatékonyságát jellemző, ΔF/Fm’ paramétert az előző hatás nem érinti, így az alkalmas a PSII működésének jellemzésére. Eredményeink szerint enyhe Cd-stressz esetén ΔF/Fm’ a kontrollhoz hasonló vagy enyhén magasabb értéket mutatott, azonban a klorózis növekedésével jelentősen a kontroll értéke alá csökkent. Vashiány esetén a ΔF/Fm’ hasonló lefutású volt, azzal a különbséggel, hogy ott csak nagyobb mértékű klorózis esetén volt csökkenés. A ΔF/Fm’ értékét végső soron befolyásoló két tényező közül a nyitott reakciócentrumok energiacsapdázási hatékonysága (Fv’/Fm’) határozta meg, míg Morales és mtsai (1998) eredményeivel ellentétben a nyitott reakciócentrumok aránya (qP) sem a vashiányos, sem a Cd-kezelt növényeknél nem változott számottevő mértékben a stressz teljes tartományában. Az Fv’/Fm’ csökkenését a PSII fénygyűjtő antennájában történő nem-fotokémiai kioltás növekedésével hozták összefüggésbe (Demmig-Adams és mtsai, 1995; Demmig-Adams és Adams, 1996; Verhoeven és mtsai. 1997). Ezzel összhangban a Cd-stressz és a vashiány esetén is jelentősen nőtt a nem-fotokémiai kioltást jellemző NPQ paraméter értéke. Az eredmények tehát arra utalnak, hogy a klorózis erőteljesebbé válásával adaptív válaszreakcióként a PSII fénygyűjtő antennája által abszorbeált fényenergia nagyobb hányada került hő formájában kisugárzásra és kisebb része hasznosult a primer fotokémiai reakcióban. Ugyanakkor a Cd-stressz erősödésével a steady state NPQ jelentősen visszaesett, de azért nagyobb maradt a kontroll értékénél. Nem tapasztaltuk a Cd zeaxantin-epoxidáz aktivitásának csökkenését (Latkowski és mtsai, 2005) ami a steady state NPQ értékét jelentősen növelhette volna. Ugyanezen levelek esetén a nem egyensúlyi NPQ (a megvilágítás kezdete után 100 s elteltével) a kontroll azonos időpontban mért értékét (amely a steady state-hez képest sokkal nagyobb volt) is jelentősen meghaladta. Az NPQ az irodalmi adatoknak megfelelően jól korrelált a DEPS értékével, ami arra utal, hogy az NPQ megfigyelt változásait a xantofill-ciklussal összefüggésben lévő, gyorsan felépülő és relaxálódó membránenergizáltság-függő kioltás (qE) mértékének változása okozta. Eredményeink alapján kijelenthető, hogy a Cd-kezelt növények legklorotikusabb leveleinek steady state NPQ csökkenésében nem a nem-fotokémiai kioltásban szerepet játszó valamely komponens (pl. LHCII – Horton és Ruban, 2005) károsodása játszott szerepet, hanem az egy szabályozott folyamat eredménye. A Cd-kezelés e fázisában az abszorbeált fényenergia hő formájában kibocsátott valamint a primer fotokémiai reakcióban hasznosuló hányada is csökken, ebből indirekt módon arra következtethetünk, hogy a fluoreszcencia formájában kibocsátott hányad viszont növekszik, amit az ezekben a szélsőségesen klorotikus levelekben a feltételezhetően károsodott klorofill-proteinek nem megfelelő szerveződése okozhat, azonban a kibocsátott fluoreszcencia abszolút mértéke nehezen összehasonlítható a kérdéses levelek jelentősen különböző klorofill-koncentrációja miatt.

A korábbi kísérletekben a vashiány Cd-kezeléshez hasonló hatásait mutatták ki a xantofill-ciklus pigmentjeinek megoszlására különböző növényfajok esetén. Míg egyes karotinoidok (β-karotin, neoxantin) koncentrációja a klorofill-koncentráció csökkenéssel azonos mértékben csökkent, addig a lutein és a VAZ-pool klorofillra vonatkoztatott mennyisége jelentősen nőtt (Abadía és Abadía, 1993; Morales és mtsai, 1990). Sötétadaptált növényekben a xantofill-ciklus pigmentek döntően violaxantin formában voltak jelen, fény hatására pedig egy részük rövid idő alatt deepoxidálódott (Morales és mtsai, 1990) ami arra utal, hogy a vashiányos levelekben a xantofill-ciklus teljes mértékben működőképes. A Cd-kezeléshez hasonlóan a xantofill-ciklus pigmentek epoxidációja és deepoxidációja szoros összefüggésben volt a NPQ és ezen keresztül az abszorbeált fényenergia hő formájában kibocsátott hányadának alakulásával.

A fenti eredmények is alátámasztják a vashiány igen jelentős szerepét a Cd okozta fotoszintézis gátlásban. A Cd kezelés következtében fellépő erős vashiány elsősorban a fotoszintetikus apparátus biogenezisére és turnover-ére hatva (klorofill szintézis, klorofill-protein stabilizáció, organizáció – klorofill-protein összetétel, Fv’/Fm’ paraméter változása), befolyásolja a fotoszintetikus aktivitást (PSII aktuális hatékonysága és valószínűleg az egyéb tilakoid komplexek működése is csökken), és kiváltja a fotoinhibició kivédésére irányuló mechanizmusok erősödését. Kezdetben ez a qE típusú nem-fotokémiai kioltás a xantofill-ciklus aktivitással összefüggésben, majd valószínűleg az inaktív PSII reakciócentrumok okozta kioltás kerül előtérbe. A mérsékelt Cd-indukált vashiány a tisztán csak vashiánytól eltérő tüneteit tekintve azonban kitűnik, hogy a Cd gátláshoz egyéb tényezők is hozzájárulnak.

6.3. A mangánhiány szerepe a Cd stresszben

A Cd nem csak a Fe de Mn felvételét és transzlokációját is jelentősen befolyásolja (Hernández és mtsai, 1998; Wu és mtsai, 2007, jelen munka). A mangánhiány eredményeként általánosan megfigyelhető a levelek mérsékelten csökkent klorofill-tartalma és erősen csökkent klorofill a/b aránya (Simpson és Robinson, 1984; Kriedeman és mtsai, 1985). A klorofill-proteinek közül a PSII core jelentős csökkenését mutatták ki, a PSI és az LHCII mennyisége pedig lényegében változatlan maradt (Kriedeman és mtsai, 1985). Eredményeink hasonló változásokra utalnak mangánhiányos Populus-ban is, bár a PSI mennyisége is csökkenő tendenciát mutatott. A PSII core tartalom csökkenésével párhuzamosan a 77K fluoreszcencia emissziós spektrumokban a 693 nm-es sáv hiányát és a 730 nm-es emisszió dominanciáját tapasztalták (Anderson és Thorne, 1968). A mangánhiányos növényeknél a csökkent PSII aktivitás (Fv/Fm) eredményeként gátolt elektrontranszport az O2-fejlődés gátlását okozta (Simpson és Robinson, 1984; Kriedeman és mtsai, 1985). Az Fv/Fm paraméter csökkenését részben a Fv csökkenése, részben pedig az Fo növekedése okozta. A vashiány indukálta a sötétadaptáció folyamán bekövetkező látszólagos Fo növekedéssel szemben azonban a mangánhiány által kiváltott Fo növekedés a paraméter meghatározása előtti hosszú-vörös  megvilágítással nem fordítható vissza (Simpson és Robinson, 1984). Ennek oka tehát nem a PSII elektronakceptorainak részleges redukciójában keresendő, hanem az LHC/RC arány növekedésében, mivel ilyen körülmények között az LHC által abszorbeált fényenergia kisebb valószínűséggel kerül felhasználásra a RC-okban, ezért nagyobb mértékű a fluoreszcencia kibocsátása. A nagyobb LHC/RC arány a mangánhiányos növényeket fogékonnyá teszi a másodlagosan kialakuló fotoinhibíciós károsodásra (Simpson és Robinson, 1984).

A Cd stressz folyamán tehát a mangánhiány is hozzájárulhatott a PSII aktivitás csökkentéséhez, elsősorban a PSII vízbontó centrumának működését gátolva. Ennek a következménye lehet az, hogy a PSII gátlása kisebb vashiánynál jelenik meg, mint a vashiányosan nevelt növényeknél. Ez indukálhatja továbbá a tilakoidszerkezet kisebb vashiánynál fellépő adaptív változását is.

6.4. A vízháztartás zavaraival összefüggő változások

A Cd-kezelt Populus glauca növények egyik jellemző fenotípusos tulajdonsága a levelek klorózisán kívül a szövetek száraztömeg tartalmának növekedése volt (5.5. táblázat, száraztömeg %), ami a Cd által kiváltott vízfelvételi zavarok következtében retardált sejtnövekedésre vezethető vissza (Barceló és mtsai, 1988; Prasad, 1995). Ilyen hatásokat a vashiányos kezelés esetén nem figyeltünk meg. A vízfelvételi zavarok – az abszcizinsav mennyiségének növekedése révén – sztómazáródást okoztak, ami a transpiráció csökkenésében nyilvánult meg (5.5. táblázat, Poschenrieder és mtsai, 1989). A sztómazáródásban szerepet játszhatott a Cd gyökérnövekedést gátló hatása is, ami csökkentette a citokinin gyökérből szárba történő transzportját (Blackmann és Davies, 1985; Marschner, 1986), valamint a gázcserenyílások zárósejtjeibe bejutott Cd közvetlen hatása a zárósejtekben lejátszódó K+ és Ca2+ fluxusokra (Poschenrieder és mtsai, 1989). A sztómazáródás gátolta a növények fotoszintetikus aktivitását, de a CO2-fixációja sokkal nagyobb mértékben gátlódott, mint azt a sztómazáródás önmagában indokolta volna.
Azt felmérendő, hogy a Cd-stressz okozta vízfelvételi zavarok milyen mértékben játszhatnak szerepet a fotoszintetikus apparátusra gyakorolt hatásban, a Cd-kezelt növények fotoszintetikus paramétereit csökkentett ozmotikus potenciálú tápoldaton nevelt, illetve szárazságstressznek kitett növényekével vetettük össze. A 10%-os PEG-gel kezelt nyárfa növények növekedésgátlása hasonló mértékű volt, mint a Cd-kezelteké. A szövetek vízhiánya jelentősen meghaladta ugyan a Cd által kiváltott mértéket, az egységnyi felületre vonatkoztatott klorofill-tartalom azonban más esetekhez hasonlóan nem csökkent (Tambussi és mtsai, 2002; Gallé és mtsai, 2007), hanem a növekedésgátlás eredményeként jelentősen nőtt. A klorofill-tartalom növekedésével egyidejűleg hasonló mértékben emelkedett a klorofill-protein komplexek mennyisége is, arányaik nem változtak. A PEG-kezelés hatására a Cd-kezeléshez hasonlóan kb. 50%-kal csökkent a transpiráció az alsó levelekben. Az ilyen mértékű sztómazáródás önmagában érdemben kevéssé befolyásolta a CO2-fixáció mértékét (a sztómakonduktancia és a CO2-fixáció összefüggését ld. 5.17. ábrán). A felső levelek vízhiánya a PEG-kezelés hatására kevésbé csökkent, mint az alsó leveleké, és sztómáik is nyitottabbak voltak. Ez magyarázatot ad arra, hogy miért nem tapasztaltunk változásokat sem a fotoszintetikus struktúrában, sem pedig a fluoreszcencia indukció funkcionális paramétereiben, hiszen a kezelés alatt fejlődött felső levelek esetén nem jelentkezett a vízhiány a fotoszintézis szempontjából egyik legalapvetőbb következménye, a CO2 csökkent hozzáférhetősége. Az adott, viszonylag alacsony fényintenzitáson a fotoszintetikus elektrontranszport egyensúlya nem borult fel, amit bizonyít az NPQ kontrollhoz képest csekély mértékű növekedése is. A 10%-os PEG-kezelésnek kitett növények jelentős növekedésgátlásában a levelek csökkent turgorának, és az ennek következtében gátolt sejtmegnyúlásnak lehetett meghatározó szerepe, valamint hozzájárulhatott a sztómanyitottság szempontjából vízhiányra érzékenyebb alsó levelek mérsékelt CO2-fixációs gátlása is. Ezen eredmények alapján tehát levonhatjuk azt a következtetést, hogy az általunk alkalmazott koncentrációjú Cd-kezelés fotoszintézisre gyakorolt hatásai nem magyarázhatók a vízfelvételi zavarokkal. A Cd okozta CO2-fixáció gátlás okát máshol kell keresnünk.

Azt, hogy a vízhiány (vízmegvonás) milyen körülmények közt és hogyan befolyásolja a fotoszintetikus működést, egy alternatív modellrendszeren, két eltérő szárazságtoleranciájú búzafajtát összehasonlítva is megvizsgáltuk. E vizsgálatok segítségével választ kerestünk arra a kérdésre is, hogy mely élettani jellemzők járulhatnak hozzá a szárazságstresszel szembeni nagyobb ellenállóképességhez. A talaj fokozatos kiszáradása során a szárazságérzékeny Capelle fajta esetén a levelek vízhiánya a talaj 25%-os víztartalmánál kezdett növekedni, míg a toleráns Sakha fajta leveleinek vízhiánya a 15%-os talajvíztartalomig nem változott a kontroll értékekhez képest és ennek eredményeként a talaj 25%-os víztartalmi értékei alatt a Sakha levél relatív vízhiánya jelentősen kisebb volt a Capelle-nél. A sejtek vízmegtartásának jól ismert fiziológiai eszköze az ozmotikumok felhalmozása (Morgan, 1984). Vízhiányos növényeknél a legnagyobb mennyiségben mono- és diszacharidok felhalmozódását mutatták ki (Premachandra és mtsai, 1995) de aminosavak, szerves savak és ionok, mint ozmotikusan aktív anyagok felhalmozódását is kimutatták (Ranney és mtsai, 1991; Zhang és  Archbold, 1993). A vizsgált búzafajták vízhiánya során a levelek ozmotikus koncentrációjának szabályozásában részt vevő cukrok közül a glukóz szerepe tűnt a legjelentősebbnek, mivel mennyiségi változása nagyságrendileg meghaladta a fruktóz és a szacharóz változásának mértékét (Czövek, személyes közlés). A Sakha fajtában már a szárazságstressz kezdeti szakaszában (15-30% relatív vízhiány) a kontroll értékek 2-3-szorosára nőtt a glukóztartalom, míg a Capelle esetén nem volt megfigyelhető számottevő változás. A vízhiány fokozódásával (50% relatív vízhiány felett) ugyanakkor mindkét fajta leveleiben növekedett a glukóztartalom. Megállapítható tehát, hogy a talaj adott mértékű vízhiánya a két különböző szárazságtoleranciával rendelkező fajta esetén a szövetek eltérő mértékű vízhiányát okozta, ami az ozmotikusan aktív anyagok különböző mértékű felhalmozásának volt a következménye.

A fotoszintetikus folyamatok és a fotoszintetikus struktúra változásainak vizsgálatával további adaptív tulajdonságokat kerestünk, amelyek növelhetik a szárazságstresszel szembeni toleranciát. E cél érdekében a fotoszintetikus paramétereket a szövetek relatív vízhiányának függvényében hasonlítottuk össze, mivel ha a talaj vízhiányának függvényében vizsgáljuk, akkor a két fajta közötti különbséget alapvetően a fent tárgyalt ozmotikum felhalmozási különbség határozza meg.

A vízhiány növekedésével az irodalmi adatokhoz hasonlóan a fotoszintézis mértékének csökkenését tapasztaltuk (Yordanov és mtsai, 2000), amely szoros összefüggésben volt a sztómazáródás mértékével (Cornic, 2000). A sztómakonduktancia és a nettó CO2-fixáció vízhiány-függésében a két fajta között leginkább alacsony levélvízhiány mellett volt kimutatható különbség. Bár e különbség a toleráns Sakha fajta javára mutatkozott, mégsem egyértelmű, hogy tekinthetjük-e ezt a különbséget adaptív előnynek az érzékeny Capelle fajtával szemben, mivel csak a legenyhébb vízhiány mellett volt jellemző, amely fázisban a fotoszintézist számottevő károsodás még nem érte. Megjegyzendő továbbá, hogy a két fajta kontroll növényeinek relatív vízhiányában mért különbség (Sakha=4,0±0,5 és Capelle=2,0±0,2) önmagában is okozhatta a fent említett jelenséget, ami feltehetően a levél fajtafüggő fizikai tulajdonságainak különbözőségével magyarázható. A sztómakonduktancia függvényében vizsgálva a nettó fotoszintézis mértékét azonban már kimutatható a Sakha fajta előnye a Capelle-vel szemben, mivel azonos sztómakonduktancia mellett (a teljes sztómanyitottság és a teljes sztómazáródás tartományának kivételével) mindig magasabb nettó fotoszintézist mutatott. Az is megállapítható, hogy bár a 30-40%-nál nagyobb relatív vízhiányt szenvedett növények a visszaöntözés után sztómáikat legalább részben kinyitották (az előzetes stressz erősségétől függően egyre csökkenő mértékben), de nettó fotoszintézisük mindig elmaradt az azonos sztómakonduktanciájú kiszáradó növények nettó fotoszintézisétől. Tehát a sztómakonduktancia (részleges) helyreállásával a CO2-fixáció megfelelő mértékű helyreállását nem tapasztaltuk 30-40%-os vízhiány fölött, ami összhangban van azokkal az irodalmi adatokkal, amelyek ilyenkor a fotoszintetikus apparátus károsodására utalnak (Chaves és mtsai, 2003).

A fluoreszcencia indukcióval mérhető fotoszintetikus paraméterek közül a PSII maximális kvantumhatékonyságát jellemző Fv/Fm bizonyult a szárazságstresszre legkevésbé érzékenynek, mint ez más stresszorok esetében is megfigyelhető volt (ld. pl. vashiány és Cd-stressz ahol a sötétadaptáció alatt bekövetkező látszólagos Fo növekedés hatását kiküszöbölve az Fv/Fm alig változott). Egyik vizsgált fajtánál sem találtunk számottevő csökkenést a normál vízellátottságú növényekhez képest 55% relatív vízhiány eléréséig, de a vízhiány további növekedése során is hasonló lefutást mutatott az Fv/Fm paraméter a két fajta esetén. Előbb mindkét fajtánál fokozatosan csökkent (feltételezhetően a nem-fotokémiai kioltás lassan relaxálódó komponensének növekvő dominanciája miatt), majd 70% relatív vízhiány felett meredeken kezdett csökkenni feltehetően a PSII reakciócentrumok irreverzibilis inaktivációja miatt (Chow és mtsai, 2002), amit a fotoszintézis alulműködése következtében képződő ROS válthatott ki (Asada, 1999).

Bár az 10-50% relatív vízhiányú levelek nettó fotoszintézise jelentősen csökkent a normál vízellátású növényekhez képest, a lineáris elektrontranszport intenzitása (ΔF/Fm’-vel arányos) csak csekély mértékben változott. Ennek alapján feltételezhetjük az alternatív utak működésének szerepét a felesleges redukálóerő felhasználásában. A Sakha adaptív előnye a Capelle-vel szemben kimutatható volt a PEG-gel ozmotikusan kezelt mintáknál, mind a víz-víz elektrontranszport indukciója (5.19. ábra), mind pedig a fotorespiráció mértékének növekedése (Molnár és mtsai, 2004) területén. A levelek 50%-ot meghaladó vízhiánya esetén azonban a lineáris elektrontranszport meredeken csökkent mindkét vizsgált fajtában. Ennek oka egyrészt az ebben a fázisban jelentősen megnövekedő nem-fotokémiai kioltás, másrészt az, hogy a vízhiány fokozódásakor a PSII reakciócentrumok irreverzibilisen károsodhattak. A nem-fotokémiai kioltás védelmet jelent a CO2-fixációban és egyéb utakon hasznosulni nem tudó, reaktív oxigénformákat képző redukálóerő felesleg kialakulásával szemben. Különösen a szárazságstresszel szemben toleráns Sakha fajtában emelkedett, míg az érzékeny Capelle-ben kisebb mértékű növekedés volt megfigyelhető. A nem-fotokémiai kioltás növekedésével párhuzamosan csökkent a plasztisz-szuszpenziók 77K-en mérhető fluoreszcencia intenzitása de nem minden hullámhosszon azonos arányban. Az LHCII aggregációjával kapcsolatos 700 nm-es sáv relatív intenzitása növekedett, tehát feltételezhető, hogy az LHCII aggregációja hozzájárulhatott a megfigyelt nem-fotokémiai kioltáshoz, mint azt egyéb stresszhatásokra is kimutatták ((iffel P és Vácha F, 1998; Tang és mtsai, 2007). 70%-os relatív vízhiány felett azonban a nem-fotokémiai kioltás fokozatosan csökkent, valószínűleg azért, mert a kioltásban szerepet játszó klorofill-protein komplexek is károsodtak.

A különböző klorofill-protein komplexek mennyisége és egymáshoz viszonyított aránya azonban nem csak az ilyen szélsőséges szárazságstressz hatására változott. Már a levelek kismértékű relatív vízhiánya esetén is mindkét fajtánál nőtt a PSII, illetve a Sakha esetében az LHCII mennyisége a jó vízellátású növényekhez képest. A Capelle-ben ugyanakkor kis mértékben csökkent a PSI és az LHCII mennyisége. Az utóbbi redukciója összefüggésben lehet a Capelle-nél megfigyelt csökkent mértékű stresszindukált NPQ növekedéssel. A szárazságstressz erősödésével a PSII kiemelkedő érzékenységet mutatott mindkét vizsgált fajta esetében, ugyanakkor említést érdemel a PSII mennyiségének állandósulása a Sakha-ban extrém szárazságstressz esetén, ami stabil, nem működő, de a nem-fotokémiai kioltásban közreműködő „kioltó PSII centrumok” létrejöttére utalhat (Chow és mtsai, 2002). Ez is hozzájárulhat a Sakha-nál megfigyelt nagyobb mértékű nem-fotokémiai kioltáshoz. A PSI és főleg az LHCII jelentősen nagyobb stabilitást mutatott a szélsőséges szárazságstressz körülményei között is. 

A Cd stresszel összehasonlítva tehát azt mondhatjuk, hogy a szárazságstressz hatására a fotoszintetikus apparátus csak extrém levélbeli vízhiány esetén károsodik, amilyen körülmények az általunk alkalmazott Cd-kezeléskor nem álltak fenn. Sem Cd-kezelt levelek vízhiánya, sem a mért sztómazáródás nem indokolja a CO2-fixáció és az elektron transzport kimutatott mértékű károsodását. A klorofill-protein összetétel szempontjából a vízhiány elsősorban a PSII core-t érinti, míg Cd hatására inkább a PSI és LHCII mennyisége csökken.

6.5. A tilakoidszerkezet LM-indukált változásai és a funkcionális sajátságok közt lehetséges összefüggések

Megállapítottuk, hogy a Cd-kezelés hatására a reakciócentrumok működésének és a CO2-fixáció gátlásának eredményeként csökkent a növények fotoszintetikus aktivitása, de ugyanakkor a növényeket a Cd számos egyéb, a fotoszintézist csak közvetett módon érintő hatása is érintette. Egy, a prokarióta típusú fehérjeszintézist specifikusan gátló xenobiotikum, a lincomycin (Josten és Allen, 1964) segítségével olyan mesterséges modellrendszer volt létrehozható, amelyben a PSI és PSII reakciócentrumok valamint a Rubisco nagy alegység szintézisének részleges gátlása (Mulo és mtsai, 2003), azaz az említett komponensek funkcióképes mennyiségének csökkenése miatt a növények fotoszintézise gátolt volt. A csökkent fotoszintetikus aktivitás szempontjából tehát párhuzamba állítható a Cd-kezelés hatásaival, annak egyéb hatásai (ásványi anyagcsere és vízháztartás zavarai) nélkül.

Nemcsak a Cd-kezelt növényeknél de a legkülönbözőbb biotikus és abiotikus stresszorok esetén a fotoszintézis gátlása miatt az elnyelt fényenergia mennyisége meghaladja a fotoszintézisben hasznosítható fényenergia mennyiségét, ezáltal fénystressz alakul ki. A LM-nel mesterségesen megnövelt LHC/RC arányú rendszeren tanulmányozhatók a fénystressz körülményei között potenciálisan kialakuló adaptációs mechanizmusok is.

A LM kezelés hatására kimutatták a kloroplasztiszban kódolt, a PSI és PSII reakciócentrumát alkotó klorofill a proteinek mennyiségének nagymértékű csökkenését, míg a sejtmagban kódolt klorofill a/b proteinek mennyisége (LHCI és LHCII) gyakorlatilag változatlan volt (Sárvári és mtsai, 1976; Hiller és mtsai, 1977; Nyitrai és mtsai, 1994). Mivel a meglévő fotorendszerek klorofill-protein/protein összetétele lényegében azonos volt a kontrollban találhatóval (5.26B ábra), a fenti változások eredményeként a tilakoidokban nagy mennyiségű RC-okhoz nem kapcsolódó un. szabad LHC jelent meg (Gáspár és mtsai, 2006). A strukturális változások számos jele volt tapasztalható a minták klorofill fluoreszcencia sajátságaiban is. A klorofill fluoreszcencia-hozam szobahőmérsékleten kimutatható növekedése (a fluoreszcencia indukció során az Fo jelentős emelkedése) a szabad LHC megjelenésének egyértelmű következménye (Doan és mtsai, 2003).

Az antennaszerkezet és az energiatranszfer változásaira utaltak a LM-nel kezelt növények plasztiszainak és digitoninos membránfragmentumainak 77K-en mért fluoreszcencia emissziós spektrumai, amelyekben a hosszú hullámhosszú sáv 735 nm-ről 730 nm-re tolódása és a rövid hullámhosszú fluoreszcencia arányának csökkenése, valamint 684 nm-ről 680 nm-re tolódása volt megfigyelhető. A fluoreszcencia emissziós spektrum hosszú hullámhosszú régiójában megfigyelhető „blue-shift” nem lehetett izoláláskor vagy szolubilizáláskor keletkező műtermék, mivel ez a jelenség intakt leveleknél is megfigyelhető volt (Sárvári és mtsai, 1978). A hosszú hullámhosszú fluoreszcencia rövidebb hullámhossz felé tolódását okozhatja az LHC I összetételének megváltozása. Arabidopsis thaliana Lhca4 génjének antisense gátlásával kimutatták, hogy az Lhca4 proteinen kötött klorofill molekulák felelősek a leghosszabb hullámhosszú fluoreszcencia emisszióért (Zhang és mtsai, 1997). Lhca4-hiányos árpa chlorina mutánsok vizsgálata alapján az Lhca1 730 nm-es, az Lhca4 pedig 742 nm-es fluoreszcenciát bocsát ki (Bossmann és mtsai, 1997). Eltéréseket találtak a tilakoidok különböző frakcióiban található PSI részecskék LHC-összetételében (Jansson és mtsai, 1997). A hosszú hullámhosszú emisszióval rendelkező LHC-komponensek arányának csökkenése a PSI részecskék fluoreszcencia emissziós sávjának fent említett eltolódását eredményezhetné. Vizsgálataink során azonban azt tapasztaltuk, hogy a PSI részecskékben az LHCI komponensek egymáshoz viszonyított aránya nem változott a LM-nel kezelt növényekben, ezért nem tűnik valószínűnek, hogy a leghosszabb hullámhosszú fluoreszcenciát kibocsátó LHCI komponens mennyiségének csökkenése okozná a fluoreszcencia maximum eltolódását. A szabad LHCI megjelenését a hosszú hullámhosszú sáv rövidebb hullámhossz felé tolódása kísérte vashiányos Chlamydomonas reinhardtii esetében, illetve Rhodella violacea vörösalgánál is (Moseley és mtsai, 2002; Desquilbet és mtsai, 2003). Megfigyelhető volt továbbá, hogy az izolált LHCI mindig rövidebb hullámhossznál fluoreszkál, mint az LHCI-gyel rendelkező izolált PSI részecskék. Ezek alapján az is lehetséges, hogy olyan klorofill-formák hiányoznak a LM-nel kezelt növényből, amelyek csak a PSI és LHCI kapcsolódásakor jelennek meg. A hosszú hullámhosszú fluoreszcencia hasonló eltolódását a vashiány szimptómáit markánsan mutató növényekben is megfigyelték (Fodor és mtsai, 1995).

A kontroll növények nehéz tilakoidfrakcióiban a rövid hullámhosszú fluoreszcencia volt túlsúlyban, a könnyű frakcióban pedig a hosszú hullámhosszú fluoreszcencia intenzitása volt nagyobb, annak megfelelően, hogy a PSII és LHCII főként a gránum, a PSI és LHCI inkább a sztróma lamellákban lokalizált (Albertsson, 1995). A LM-nel kezelt növények tilakoidfrakciói esetén, annak ellenére, hogy klorofill-protein összetételük nem volt azonos, minden tilakoidfrakció fluoreszcencia spektrumában, a tilakoidokéhoz hasonlóan, a hosszú hullámhosszú emisszió túlsúlya volt tapasztalható. Az LHCII fluoreszcenciája, a komplex nagy mennyisége ellenére (a kontrollhoz képest mennyisége változatlan volt a nehezebb tilakoidfrakciókban és növekedett a könnyebb tilakoidfrakciókban), kevésbé jelent meg a tilakoidok spektrumában, s a kisebb abszolút mennyiségben jelenlévő LHCI fluoreszcenciája dominált, aminek alapján feltételezhető az LHCII-ről a minden tilakoidfrakcióban jelenlévő LHCI-re való energiatranszfer. Erre utal a LM-es tilakoidfrakciók 740 nm-nél mért fluoreszcenciájának gerjesztési spektrumában a 650 nm-es sáv erősödése, valamint az hogy a LM-es minták esetében az izolált partikulumok szintjén is kimutatható volt az LHCII és az Lhca1/4 egy részének asszociációja (5.26B ábra).


A LM-nel kezelt növényben a fluoreszcencia emissziós spektrum rövid hullámhosszú tartományában növekedett a 679 és a 700 és csökkent a 684 nm-es sáv intenzitása. A 679 nm-es sáv növekedését valószínűleg a 680 nm-nél fluoreszkáló szabad monomer LHCII mennyiségének növekedése (5.27D ábra) eredményezte (Ruban és mtsai, 1999). A CP43-ra jellemző 684 nm-es fluoreszcencia csökkent, amihez a core komplexek mennyiségének jelentős csökkenése és az LHCII-ről a PSII felé történő energiatranszfer csökkenése is hozzájárulhatott. A LM−kontroll differenciaspektrumban kimutatható 700 nm körüli fluoreszcencia növekedés, ami nem a hosszú hullámhosszú sávok eltolódásából adódott, az LHC II egy részének aggregációjával hozható kapcsolatba (Ruban és Horton, 1992). Ugyanakkor in vitro pigmentkötési kísérletekben bizonyították, hogy 77K-en az Lhca2 701 nm-es fluoreszcencia emisszióval jellemezhető (Croce és mtsai, 2004), ezért nem zárható ki az sem, hogy a 700 nm körüli fluoreszcencia emisszió növekedést a szabad Lhca2 megjelenése okozta.

A LM-nel kezelt növények fluoreszcencia indukciója során a változó fluoreszcencia nagymértékű nem-fotokémiai kioltása volt tapasztalható. Ez feltételezhetően szoros összefüggésben volt az alacsony RC/LHCII arány eredményeképpen nagyobb abszorpciós kapacitással, ami viszont így a fényabszorpció és az elnyelt fényenergia fotoszintetikus hasznosítása közötti egyensúly felborulásához vezetett. A LM-es növényekhez hasonlóan a nem-fotokémiai kioltás jelentős növekedését figyelték meg alacsony hőmérsékleten nevelt kukoricánál, ahol ugyancsak alacsony fotoszintetikus kapacitás társult a magas LHC/RC arányhoz (Caffari és mtsai, 2005). A LM-nel kezelt növényekben nemcsak a nem-fotokémiai kioltás egyensúlyi értéke haladta meg a kontrollét, de a megvilágítás kezdetén sokkal gyorsabban kialakult, viszont a megvilágítást követő sötétadaptáció során a relaxáció sebessége jelentősen elmaradt attól. A xantofill-ciklust sötét-fény-sötét periódusok során vizsgálva megállapítható volt, hogy míg a kontroll deepoxidáció mértéke a vártnak megfelelően sötétben csökkent, fényen pedig növekedett, addig a LM-es növényeknél a DEPS folyamatosan viszonylag magas volt és értéke nem változott. A LM-es növényeknél a megvilágítás kezdetén a már sötétben is jelenlévő zeaxantin mellett a ΔpH kialakulása elégséges volt a nem-fotokémiai kioltás megjelenéséhez, míg a kontrollnál a ΔpH kialakulását követően kerülhetett sor a violaxantin deepoxidációjára, ezért itt a nem-fotokémiai kioltás a LM-hez képest lassabban alakul ki. A DEPS állandóságának hasonló módon szerepe lehetett a sötétadaptáció során megfigyelt lassú relaxációban is (Dall’Osto és mtsai, 2005). Ez utóbbihoz még a LM ΔpH-t fenntartó hatása is hozzájárulhatott (Bachmann és mtsai, 2004). 

A konstans magas DEPS azonban önmagában nem indokolja a LM-es növények egyensúlyi nem-fotokémiai kioltásának nagyságát, mivel ekkor már nem volt számottevő különbség a kontroll és a LM DEPS értékében. Feltételezhető tehát, hogy az egyensúlyi nem-fotokémiai kioltás növekedésében szerepet játszanak a LM-es növények fent ismertetett antennaszerkezeti változásai. A 700 nm-es 77K fluoreszcencia emisszió növekedése utalhat az LHCII nagyobb mértékű aggregációjára (Ruban és Horton, 1992). A nem-fotokémiai kioltást potenciálisan minőségileg és mennyiségileg is befolyásoló változás lehet azonban a monomer formájú LHCII mennyiségének növekedése is. Az LHCII monomerizációja nem lehetett a szolubilizációval kapcsolatos műtermék, mivel a plasztiszok 77K fluoreszcencia emissziós spektrumában is megnövekedett a monomer LHCII-re jellemző 680 nm-es sáv. Az LHCII monomerizációját összefüggésbe hozták olyan fényindukált reverzibilis szerkezeti változások megjelenésével, amelyek eredményeként mind a kioltás kezdeti sebessége (5-10-szeresére), mind pedig az egyensúlyi kioltás mértéke (30%) jelentősen nőtt a trimer formához képest (Garab és mtsai, 2002; Wentworth és mtsai, 2004). A Garab és mtsai (2002) által felvetett LHCII monomerizációval kapcsolatos kioltási mechanizmus nemcsak a kioltás kontrollhoz képest nagyobb kezdeti sebességére, lassabb relaxációjára és az egyensúlyi kioltás nagyobb mértékére kínál magyarázatot, hanem arra a LM-es növényeknél megfigyelt jelenségre is miszerint bár 300 és 800 s megvilágítás után a kioltás mértéke azonos volt, a hosszabb megvilágítás után a kioltás sötétben történő relaxációja is jelentősen lassult a rövidebb idejű megvilágításhoz képest. A modell szerint megvilágítás hatására a nem kioltó trimer LHCII több lépésen keresztül monomerizálódik és az LHCII kioltó formájává alakul. A klorofillok gerjesztése, illetve ezt követően a gerjesztési energia hővé alakulása lokális T-növekedést eredményez. Az ismétlődő lokális T-növekedések hatására az LHCII több elemi szerkezetváltozási lépésen megy keresztül, amelyek végeredménye a monomer LHCII olyan kioltó formája, amely forma csak lassan alakul vissza. A LM-es növények esetén a gerjesztési energia nagyobb valószínűséggel alakulhat hővé, ezért lokális T-növekedések is nagyobb gyakorisággal történhetnek így a folyamat alacsony fényintenzitáson és viszonylag rövid idő alatt is végbemehet.

A Cd kezelés szempontjából nézve a LM-es kísérletek eredményeit, a core komplexek jelentős mennyiségi/aktivitásbeli csökkenése által kiváltott fénystressz/fotoinhibició antennaleválást okozhat. A LM-es eredmények arra is utalnak, hogy erős Cd stressz esetén bekövetkező kioltás csökkenéskor, amikor mind a fotoszintetikus aktivitás mind a nem fotokémiai kioltás csökken, a feltételezhető fluoreszcencia növekedést az antennaszerkezet reorganizációja okozhatja.

6.6. A fotoszintetikus apparátus stressz-akklimatizációja: a vizsgált stresszek általános hatásai

A Cd-stressz és a vele kapcsolatban vizsgált egyéb stresszorok hatásai részben különböztek de mind a fotoszintetikus apparátus felépítése, mind pedig a működése szempontjából számos hasonlóság is kimutatható volt.

A strukturális változások tekintetében általánosnak mondható a szövetek klorofilltartalmának stressz hatására bekövetkező csökkenése. A klorofilltartalom csökkenése a különböző stresszoroktól függően összefüggésben lehet a klorofill bioszintézisének, a klorofill-proteinek biogenezisének gátlásával, illetve a klorofill-proteinek lebomlásának gyorsulásával. Az első esetre példa a klorofillszintézisben szerepet játszó enzimek Cd-mal történő direkt gátlása (Stobart és mtsai, 1985; Parekh és mtsai, 1990; Padmaja és mtsai, 1990; Mysliwa-Kurdziel és Strzalka, 2002), valamint a másodlagosan kialakuló vashiány eredményeképpen kialakuló klorofillszintézis gátlás. A Cd-stressz és a vashiányos kezelés esetén a klorofilltartalom csökkenésében a levelek vashiányának következtében gátolt klorofillszintézis elsődleges szerepére utal a vas- és klorofilltartalom között megfigyelt egyenes arányosság (5.9. ábra). A klorofill-proteinek degradációja a stressz erősségétől függő mértékben az összes vizsgált stresszorra igaz lehet, mivel a csökkent fotoszintetikus kapacitás miatt az abszorbeált fényenergia átalakításával keletkező energia egy része ROS képződésére fordítódik. A ROS károsító hatására bekövetkező klorofilltartalom csökkenés felfogható egy adaptív válaszként is, mint a fotoszintetikusan hasznosíthatónál magasabb fényintenzitáson bekövetkező LHC lebontás (Yang és mtsai, 1998), aminek eredményeképpen csökken az abszorpciós keresztmetszet, és ezáltal a ROS keletkezésének sebessége. Ezt alátámasztja az is, hogy a stressz körülményei között a különböző klorofill-proteinek mennyisége nem szükségszerűen változik azonos mértékben, amit a klorofill a/b arány megváltozása is tükröz. Azt, hogy a különböző klorofill-proteinek mennyisége milyen mértékben változik, a kompexek károsodásának és lebomlásának, valamint a génexpresszió szabályozásának eredője határozza meg. A vizsgált stresszek általában a reakciócentrumok sérülése/aktivitásvesztése miatt a RC/LHC arány csökkenéséhez vezettek, ami a klorofill a/b arány csökkenésében is megmutatkozott. Ez alól kivétel volt a szárazságstressz, ahol a klorofill-protein összetételben lezajló jelentős változások ellenére sem mutattuk ki klorofill a/b arány változását. Tehát a klorofill a/b arány, bár fontos mutató, de mint totális változást tükröző paraméter, el is fedheti azokat. A szárazságstressz abban is eltért a többi vizsgált stresszortól, hogy a klorofill-protein összetételben már a stressz kezdeti szakaszában is kimutathatók voltak változások, nevezetesen a PSII (mindkét búzafajtában) valamint az LHCII (a toleráns búzafajtában) arányának növekedése. A növények kiszáradásának végső szakaszában, bár az LHCII és a PSI mennyisége is csökkent, mégis a legnagyobb arányban a PSII mennyiségében történt visszaesés. Ez összefüggésben lehet a CO2-fixáció jelentős gátlása következtében felboruló PSII lebontás-regeneráció egyensúlyának a lebontás irányában történő eltolódásával. Hasonló jelenség volt tapasztalható erősen mangánhiányos növényeknél ahol a Mn-tartalmú vízbontó centrumok hiánya okozhatta a PSII alacsony stabilitását. Az erős Cd-stressz és a vashiányos kezelés hatására, amelyek jelentősen csökkentették a klorofill tartalmat, a PSII bizonyult a legstabilabbnak, bár az NPQ jelentős növekedése alapján feltételezhető hogy e komplexeknek csak egy része volt jelen működőképes formában. A csökkent vastartalmú növényeknél a PSI mennyisége csökkent a legnagyobb mértékben, ami azzal magyarázható, hogy a PSI nagy mennyiségű vasat tartalmaz [4Fe-4S]-centrumok formájában és ezek hiányában a komplex egyébként szintetizálódó komponensei sem stabilak, és lebontódnak (Scheller és Haldrup, 2005). A LM kezelés következtében a fotorendszerek RC-át alkotó komplexek mennyisége jelentősen csökkent a megfelelő komponensek transzlációjának gátlása miatt, míg az LHCI és LHCII mennyisége nem változott számottevő mértékben (Nyitrai és mtsai, 1994). Ez a jelenség további vizsgálatokra érdemes kérdéseket vet fel az LHC-k biogenezisének regulációját illetően.

A különféle abiotikus stresszorok fotoszintézisre gyakorolt hatásának erőssége függvényében a klorofill-protein összetétel jellegzetes fázisokon keresztül változott. A hatás erősségének jellemzésekor, mivel nem volt olyan paraméter, amely önmagában megfelelően jellemezte volna, a levelek klorofill-tartalom csökkenésében, valamint a CO2-fixáció és a PSII aktuális kvantumhatékonyság gátlásában együttesen megfigyelhető tendenciát vettük figyelembe (6.1A ábra). Az így felállított sorrendben vizsgálva a különféle abiotikus stresszorok klorofill-protein összetételre gyakorolt hatását megállapítható, hogy a legenyhébb stesszornak tekinthető enyhe vízhiány (RVH~20%) kis mértékben növelte a PSII mennyiségét, míg a PSI és LHCII gyakorlatilag változatlan maradt (6.1B ábra). Hasonló változás következik be a PSI mérsékelt inaktivációját előidéző mutánsokban is, ahol nő a PSI mennyisége (Jensen és mtsai, 2000). Az erős stresszorral, de ugyancsak enyhe körülmények közt történő kezelés (5*10-8 M-os Cd-kezelés) esetén ellenkező irányú változást tapasztaltunk: míg a PSII mennyisége csökkent, addig a PSI és az LHCII, a levelek klorofill-tartalmát is megemelő, növekedése volt megfigyelhető (Nyitrai és mtsai, 2004). Ez összefüggésben lehet erős védelmi mechanizmusok indukciójával, mint a fotorespiráció és a ciklikus elektrontranszport, amelyek fontos stresszvédő szerepet töltenek be (Niyogi, 2000). A klorofill-protein összetétel hasonlóan változott az erősebb stressznek tekinthető mangánhiány és a nagyobb mértékű vízhiány hatására is (PSII aránya csökkent), de itt már a klorofill tartalom és az összes klorofill-protein mennyisége is csökkent, valószínűleg a védelmi mechanizmusok nem kielégítő működése következtében. A vashiány és a 10-5 M-os Cd hatására még további (60-70%-os) klorofill-tartalom csökkenés következett be, miközben a PSII vált a legstabilabbá a klorofill-protein komplexek közül, és a PSI aránya volt a legkisebb. A PSI akkumuláció és a fotoinhibíciót szenvedett PSII regenerációs képesség csökkenésével más protektív mechanizmusok, mint a kioltó PSII centrumok (Chow és mtsai, 2002) kerülhetnek előtérbe. A 10-5 M-os Cd-kezelésre a P. alba-nál érzékenyebben reagáló uborka esetén a levelek klorózisa még kifejezettebb volt, és ilyen körülmények között már az LHCII aránya volt a legnagyobb (Sárvári és mtsai, 1999), ami a szeneszcencia beindulására utal (Tang és mtsai, 2005). Mindezek alapján az alábbi fázisok voltak megkülönböztethetők a klorofill-protein összetétel változásában (6.1C ábra).
Az 1. fázisban a stresszhatások során keletkező megnövekedett mennyiségű ROS károsító hatásának kitett PSII szintézisének gyorsulása következtében megnő a PSII mennyisége, míg a többi klorofill-protein mennyisége még nem változik. A stresszhatások további erősödésével a PSII regenerációja és szintézise már nem tud lépést tartani a károsodás mértékével, ezért a PSII mennyisége csökken, ugyanakkor a regeneráció és védelem nagyobb energiaszükségletének fedezésére a ciklikus elektrontranszportban résztvevő PSI aránya (enyhébb stressz esetén a PSI abszolút mennyisége) növekszik csakúgy, mint a nem-fotokémiai kioltásban szerepet játszó LHCII-é (2. fázis). Az 1. és 2. fázisban tehát a védekező és akklimatizációs reakciók előtérbe kerülésével a fotoszintetikus apparátus nem vagy csak kisebb mértékben károsodik (a klorofill tartalom és az aktivitás nem vagy csak mérsékelten csökken), a stressz többé-kevésbé kivédhető. A stressz további erősödésével (3. fázis) ismét a PSII a legnagyobb mennyiségben jelenlévő komplex, ami feltételezhetően a regeneráció lehetőségének hiányában felszaporodott, inaktiválódott és a nem-fotokémiai kioltásban résztvevő PSIIRC-ok megjelenésével van összefüggésben. Ezek a változások már nem nevezhetők igazi stresszvédelemnek, de az adott körülmények közt a túlélést szolgálják. A stressz végső szakaszában, a növény kimerülésekor, a szeneszcencia kerül előtérbe, amikor az LHCII degradációja a leglassúbb.
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6.1. ábra. Klorofill-protein összetétel változásai különböző erősségű abiotikus stresszorok hatására. (A) A főbb fotoszintetikus paraméterek (klorofill-tartalom, CO2-fixáció és PSII aktuális kvantumhatékonyság) gátlása a különböző abiotikus stresszorok hatására. (B) A klorofill-protein komplexek (PSI, PSIICC és LHCII) arányainak alakulása különböző abiotikus stresszorok hatására. A szórás a megadott értékek 10-20%-a. (C) A klorofill-protein összetétel változás fázisai a stressz erősségének függvényében. A mennyiségeket a kontroll %-ában fejeztük ki. **10-5 M Cd kezelt uborka

Bár a klorofill-protein összetétel változásai a fotoszintetikus komplexek aktivitásváltozásainak következtében fellépő bioszintetikus és degradációs folyamatok következményei, mennyiségi és szerveződésbeli változásaik közvetlenül is befolyásolják a fotoszintézis működésének jellemzésére használt paraméterek értékeit. Ha tehát nem kellő körültekintéssel dolgozunk, hamis értékeket kaphatunk. Ilyen alapvető paraméter pl. a fluoreszcencia indukció során mérhető minimális fluoreszcencia (Fo), amely a PSII reakciócentrumok maximális kvantumhatékonyságát jellemző Fv/Fm paraméter egyik komponense. A szárazságstressz kivételével minden vizsgált stresszor esetén jelentős Fo növekedés következett be és ennek következtében csökkent az Fv/Fm értéke. A csökkenés azonban nem feltétlenül tükrözi a meglévő PSII RC-ok kvantumhatékonyságában bekövetkező visszaesést, mert az esetek egy részében jelentősen túlbecsülhetjük azt. Ez a vizsgált esetekben különböző okokra vezethető vissza, de mindig szoros összefüggésben van az Fo növekedésével. A LM-kezelés és valószínűleg a mangánhiány esetében a RC-ok mennyiségében történő csökkenés jelentősen meghaladta a fénygyűjtő antennákét, aminek közvetlen következményeként nagy mennyiségű, RC-hoz nem kapcsolódó LHC jelent meg. A szabad/nem megfelelően kapcsolódott LHC-k, mivel ezekről a RC-ok irányába energiatranszfer nem vagy csak alacsony hatékonysággal történhet, az általuk elnyelt fényenergia nagy részét fluoreszcencia formájában kibocsátják, ezáltal jelentősen növelve a fluoreszcencia indukció során mérhető fluoreszcencia azon hányadát, amely PSII elektronakceptorának oxidáltsági állapotától független (Fo). Az Fo növekedésének következménye, hogy az Fv/Fm értéke akkor is csökken, ha a meglévő PSII egyébként a kontrollal megegyező maximális kvantumhatékonysággal bír, ezért a szabad LHC megjelenésével járó stresszhatások vizsgálata során az Fv/Fm törvényszerűen alulbecsli a PSII maximális kvantumhatékonyságát. Ugyanez igaz az aktinikus megvilágítás alatt mérhető aktuális kvantumhatékonyság (ΔF/Fm’) értékére, mivel azt a szabad LHC-ekből származó fluoreszcencia hasonlóan befolyásolja. A vashiányos kezelés illetve Cd-kezelés eredményeként másodlagosan kialakuló vashiány esetén az Fo növekedése más okra vezethető vissza. Ebben az esetben a sötétadaptáció során is nettó PQ-pool redukció történik (Belkhodja és mtsai, 1998), aminek következtében nem teljesül az Fo mérésének azon feltétele, hogy az összes PSIIRC nyitott (az elektronakceptor oxidált) állapotban legyen. Ennek megfelelően az ilyen körülmények között mérhető minimális fluoreszcencia csak látszólagos Fo, melynek értéke a sötétadaptáció idejétől és a vashiány mértékétől függően jelentősen meghaladhatja a valós Fo értéket. Vashiányos növényeknél azonban hosszú-vörös megvilágítás segítségével (a PQ-pool oxidálásával) meghatározható az Fo valós értéke, ezáltal pedig a meglévő PSII valódi maximális kvantumhatékonysága. Ez a sötétben is lejátszódó elektrontranszport nem befolyásolja számottevő mértékben az aktinikus megvilágítás alatt mérhető ΔF/Fm’ értékét mivel az általában alkalmazott aktinikus fényintenzitások mellett a fotoszintetikus elektrontranszport mértéke jelentősen meghaladja a sötétben folyó elektrontranszport intenzitását. Mindezek alapján elmondható, hogy bár mindegyik stresszor esetén az Fv/Fm csökkenését tapasztaltuk a PSII állapotának és a működés hatékonyságának jellemzésére ez a paraméter a vizsgált esetekben csak korlátozottan alkalmazható. Az esetek nagy részében (a nagy mennyiségű szabad LHC keletkezését előidéző körülményektől eltekintve) a PSII működésének értékelésére a ΔF/Fm’ alkalmas. A ΔF/Fm’ azt fejezi ki, hogy egy elnyelt foton milyen valószínűséggel vált ki primer fotokémiai reakciót a PSII RC-okban ezért adott fényintenzitás mellett és hasonló klorofilltartalmú levelek esetén jó becslést ad a fotoszintetikus elektrontranszport sebességére. A vizsgált stresszorok esetében a ΔF/Fm’ jellegzetesen kétfázisú csökkenést mutatott a stressz erősségének függvényében. Az első fázisban a ΔF/Fm’ csökkenése egyenletesen kis mértékű volt, ami a nem fotokémiai-kioltás növekedésével magyarázható, majd a stressz egy bizonyos mértékénél (60%-os klorofill-koncentráció csökkenés – Cd-stressz és vashiány, valamint 50% relatív vízhiány – szárazságstressz esetén) a folyamat második fázisában a csökkenés meredeksége jelentősen megnőtt, valószínűleg a PSII inaktivációja miatt.
A fotoszintetikus elektontranszportban képződött kémiai energia legnagyobb része a CO2-fixációban hasznosul, ezért az elektrontranszport gátlása törvényszerűen csökkenti a CO2-fixációt. Ez valószínűleg akkor is igaz, ha a Cd-kezelt és vashiányos növények ΔF/Fm’ értékének kontrollhoz viszonyított csökkenése közvetlenül nem fordítható le az elektrontranszport csökkenés mértékére a klorofill-tartalom, és ezáltal a fényabszorpció számottevő csökkenése miatt. A Cd- és vashiányos kezelés esetén tehát a CO2-fixációt alapvetően a Fe- és a klorofill-tartalom csökkenés határozta meg. Ehhez járult a Cd sztómazáródást előidéző hatása, ami a szárazságstresszhez hasonlóan azt eredményezte, hogy a fotoszintetikus elektrontranszport gátlása a stressz első szakaszában kisebb volt a CO2-fixáció gátlásánál. Kis vashiánynál és a Fe-citráton előnevelt vashiányos növényeknél azonban, ahol az elektrontranszport aktivitás és a klorofill-tartalom alig csökkent, a gátlás legfőbb oka ribulóz-5-foszfát-kináz aktivitásának vashiány miatti csökkenése lehetett (Arulanantham és mtsai, 1990). Ezek alapján a CO2-fixáció mértéke a ΔF/Fm’-től jellegzetesen eltérő lefutást mutatott a különböző stresszorok erősségének függvényében (6.1A ábra), ami részben annak is köszönhető, hogy a CO2-fixáció mértékét közvetlenül befolyásolhatják olyan tényezők (pl. az intracelluláris CO2-koncentráció), amelyek a fotoszintetikus elektrontranszportra csak közvetett hatással vannak, másrészt a CO2-fixációban nem hasznosuló energia alternatív utakon is felhasználódhat. Ilyen alternatív útnak tekinthető a szárazságstressz során kimutatott víz-víz elektrontranszport, valamint a fotorespiráció intenzitásának növekedése (Niyogi, 2000). A Cd-kezelt növények esetén azonban a fotorespiráció indukciója csak a kezelés kezdetén már kifejlett, fotoszintetikusan aktív levelekben volt megfigyelhető (Szegi és mtsai, 2007). A stressz alatt fejlődött levelekben a redukálóerő felesleg hozzájárult a ROS keletkezéséhez és ezen keresztül a legkülönbözőbb sejtalkotók károsodásához/oxidációjához (pl. malondialdehid képződés). A megnövekedett ROS (főként H2O2) koncentráció indukálta a H2O2 közömbösítésében szerepet játszó aszkorbát-peroxidáz génexpresszióját így csökkentve a ROS által okozott kár mértékét.

A ROS keletkezése és az általuk okozott károsodás megelőzhető, a nem-fotokémiai kioltó folyamatok intenzitásának növekedésével, melyek során az abszorbeált fényenergia feleslege hő formájában szabadul fel, még mielőtt a primer fotokémiai reakció megtörténne. A nem-fotokémiai kioltó folyamatok az összes vizsgált stressz esetén indukálódtak, még ha a kioltás mechanizmusa az egyes esetekben különböző is volt. A Cd- és vashiányos kezelés, valamint a szárazságstressz esetén a stressz erősségének növekedésével a NPQ előbb növekedett, majd egy maximális érték elérése után csökkenni kezdett. Ugyanakkor, a stresszorok különböztek abban, hogy az NPQ jelentős változása (a növekedési illetve a csökkenési fázis) mikor következett be. A NPQ-ban bekövetkező visszaesés nem az abban szerepet játszó komponensek károsodásának volt a következménye mivel a megvilágítás kezdete után a fotoszintetikus apparátus még nem egyensúlyi helyzete mellett az NPQ mértéke jelentősen meghaladta az egyensúlyi helyzetben mérhető értéket (5.4. táblázat). Ez a különbség a nem egyensúlyi (maximális) és egyensúlyi NPQ között az NPQ növekedési fázisában lévő növényeknél is tapasztalható volt de azoknál a maximális értékről kisebb mértékű csökkenés következett be. Az NPQ növekedés a szárazságstressz alatt egybeesett a klorofill-protein összetétel drasztikus megváltozásával (PSII arányának csökkenése, D1 degradáció/reszintézis egyensúlyának felborulása), a csökkenés pedig a ΔF/Fm’ második gyorsan csökkenő fázisával (meglévő PSII komplexek inaktiválódása). A Cd- és vashiányos kezelés esetén azonban az NPQ gyors növekedése már akkor megfigyelhető volt, amikor a klorofill-protein összetételben még nem voltak kimutathatók jelentős változások, és a csökkenési fázis is előbb következett be, mint a ΔF/Fm’ csökkenésének jól látható második fázisa. Nem zárható ki azonban, hogy a PSII szárazságstresszhez hasonló szintű változásai már előbb elkezdődtek a Cd-kezelt és vashiányos növényekben. Az NPQ értékében bekövetkező változások jó korrelációban voltak a xantofill-ciklus DEPS értékeivel, tehát megállapítható, hogy az NPQ mértékét elsősorban a ΔpH által szabályozott violaxantin deepoxidációja határozta meg. Azonban nem csak a DEPS szabályozhatja az NPQ mértékét, amire példa a LM-es kezelés, ahol úgy alakult ki nagymértékű nem-fotokémiai kioltás, hogy közben a DEPS értékében nem történt számottevő változás. Ebben az esetben a ΔpH a nagy mennyiségű LHC-protein konformáció változását válthatta ki (Garab és mtsai, 2002), de eredményeink szerint szerepet játszhatott a kioltás növekedésében a LHCII nagyobb mértékű monomerizációja, a szabad LHCI-730 megjelenése is. A szárazságstressz alatt fejlődött búza növényeknél a 77K fluoreszcencia emissziós spektrumokban a 700 nm-es sáv (aggregált LHCII) intenzitása volt korrelációban az NPQ mértékével (5.20. ábra), aminek alapján a LHCII aggregáció szerepére következtethetünk a szárazságstressz alatti nem-fotokémiai kioltás kialakításában.

Összefoglalásképpen, tehát megállapítható, hogy bár a különböző stresszorok hatására hasonló jellegű funkcionális és akklimatizációs változások történtek a fotoszintetikus apparátus tekintetében, valamint hasonló védelmi reakciók indukciója volt megfigyelhető, de ezek hátterében gyakran különböző mechanizmusok mutathatók ki/sejthetők.

7. ÖSSZEFOGLALÁS

A növények helyhezkötöttségük miatt fokozott mértékben ki vannak téve a környezeti tényezők természetes és emberi hatásokra bekövetkező változásainak és extrémitásainak, melyek fejlődésüket és produkciójukat korlátozó terhelést jelenthetnek számukra. Az utóbbiak közé sorolható az erősen toxikus Cd is, amely különböző ipari és mezőgazdasági tevékenységek következtében kerülhet a talajba. A felvett Cd a produkció szempontjából elsőrendű fontosságú fotoszintézisre nagyobb koncentrációban közvetlenül (enzimgátlások, fémion helyettesítések), kisebb koncentrációban közvetve (pl. az ásványos táplálkozás, a vízháztartás befolyásolásával) hathat, pontos hatásmechanizmusa nem ismert. Jelen munkában a Cd-nak a fotoszintetikus struktúrák kialakulására és azok aktivitására gyakorolt hatásainak eredetét feltárandó a Cd hatásait a vas- és mangánhiány, valamint a vízháztartási zavarok hatásaival összehasonlítva vizsgáltuk.
A vashiány igen jelentős szerepet játszott a levelek Cd okozta fotoszintézis gátlásában. A Cd kezelés következtében fellépő erős vashiány elsősorban a fotoszintetikus apparátus biogenezisére és turnover-ére hatva befolyásolta a fotoszintetikus aktivitást és váltotta ki a fotoinhibició kivédésére irányuló mechanizmusok erősödését. A Cd-indukált mérsékelt vashiány a tisztán csak vashiánytól eltérő tüneteit tekintve azonban kitűnt, hogy a Cd gátláshoz egyéb tényezők (pl. mangánhiány) is hozzájárultak. A vízháztartásbeli zavarok szerepe nem volt jelentős, mivel sem a Cd-kezelt levelek vízhiánya, sem a mért sztómazáródás nem indokolta a CO2-fixáció és az elektrontranszport kimutatott mértékű károsodását. A lincomycin-es kísérletek eredményei alapján a fotoszintetikus aktivitás jelentős gátlása (pl. erős Cd stressz) esetén bekövetkező antennaleválás és az antennaszerkezet reorganizációja hozzájárulhat a fénystressz/fotoinhibició elleni védelemhez a nem-fotokémiai kioltó folyamatok erősítése révén.

Különféle abiotikus stresszorok vizsgálata alapján a fotoszintézisre gyakorolt hatás erőssége függvényében a klorofill-protein összetétel jellegzetes fázisokon keresztül változott: 

(1) megnőtt a PSII mennyisége (ROS károsító hatása miatt bekövetkező PSII szintézis gyorsulás), 

(2) a PSII mennyisége csökkent, PSI és LHCII növekedett, vagy kevésbé csökkent (PSII károsodás/regeneráció egyensúly eltolódása, védő reakciók, mint ciklikus elektrontranszport, LHCII-vel kapcsolatos nem-fotokémiai kioltás, erősödése), 

(3) a PSII-höz képest a PSI és LHCII aránya csökkent (klorofill akkumuláció erős csökkenése, inaktiválódott és a nem-fotokémiai kioltásban résztvevő PSIIRC-ok megjelenése), 

(4) LHCII a legstabilisabb komplex (szeneszcencia előtérbe kerülése).

8. SUMMARY

Plants are frequently exposed to changes and extremities of environmental factors which potentially restrain their growth and productivity. One of these factors is soil contamination by the highly toxic Cd. Cd contamination of soils is a result of various industrial and agricultural activities. Once absorbed by the plant Cd exerts its effect (among other metabolic processes) on photosynthesis directly (substitution of other essential metal ions, binding to active sites of enzymes resulting in inhibition of activity) and/or indirectly (through disturbances of water and mineral balance), although its exact mode of action is not yet known. In the present work the various aspects of the complexity of the Cd effect on the formation and activity of the photosynthetic apparatus was investigated by comparing the effect of Cd treatment with that of iron and manganese deficiency and water shortage.

Iron deficiency was the main cause of the inhibition of photosynthesis provoked by Cd treatment. Iron deficiency related to Cd treatment affected photosynthetic activity and triggered protecting mechanisms against photoinhibition mainly by a control over biogenesis and turnover of various elements of the photosynthetic apparatus. The difference between symptoms of moderate iron deficiency induced by Cd and those brought about by iron deprivation itself implies that the effect of Cd included factors other than iron deficiency (e.g. Mn deficiency) as well. Disturbances of water balance did not play an important role in triggering Cd effect as neither the water deficiency of leaves, nor the stomatal closure were affected to such an extent that they could justify the inhibition of CO2 fixation and photosynthetic electron transport detected in Cd treated plants. Results of lincomycin treatment imply that in the case of strong stresses causing significant damage to the reaction centres and inhibition of the photosynthetic activity (e.g. strong Cd treatment) the resulting disconnection of LHCs and reorganisation of the antenna structure may contribute to the increased non-photochemical quenching capacity protecting against photoinhibition.

On the basis of the results of various studies on different stressors there was a characteristic pattern of changes in the chlorophyll-protein composition (and supposed underlying mechanisms) as a function of the strength of effect on photosynthesis:

(1) increase in PSII (early acceleration of PSII synthesis as a result of the damage caused by ROS),

(2) decrease in PSII, increase (or decrease to a lesser extent) in PSI and LHCII (shift in the balance of PSII damage/regeneration, triggering of protective mechanisms: cyclic electron trensport, LHCII related non-photochemical quenching),

(3) decrease of PSI and LHCII relative to PSII (strong decrease in chlorophyll content, non-photochemical quenching by inactivated PSII reaction centres),

(4) stabilization of LHCII (processes leading to senescence).
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