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I. Bevezetés

A nehézfémek és az altaluk okozott karok az emberi tevékenység altal valtak
kornyezetvédelmi problémava. Természetes eléfordulasuk csekély, vulkanikus, esetenként
tiledékes kozetek ritka komponensei. Természetes kdrnyezetben a Cd kiséré fémként
fordul el az Pb és Zn mellett (Baker és mtsai, 1990). Talajokba leginkabb kiilonb6z6 ipari
és mezoOgazdasagi tevékenységek révén jut. Az éldlények szempontjabdl a Cd nem-
esszencialis atmeneti nehézfém, igy a ndvények szamara is mérgezd. Szamos metabolikus
folyamatot, koztiik a produkcid szempontjabdl nagy jelentdségli fotoszintézist is gatolja.
Bar a Cd-stressz irodalma gazdag, a leirt tlinetek hatterében allé pontos hatasmechanizmus
még korantsem ismert. Tudjuk, hogy az SH-csoportokhoz valé kotddése, fémionok
helyettesitése révén zavarokat okozhat az enzimfehérjék aktivitdsaban, ami a szén-dioxid-
fixacio és a fotoszisztéma II aktivitasanak csokkenésében mutatkozik meg. A szabad
jonként eléforduld Cd*" a névényi szervezetben kompeticidban 4all tbb esszencialis
fémionnal is. A vas koziilikk kiemelkedden fontos a fotoszintézis szempontjabol. A Cd
vashidny okozta klordzis, ami a vasat igényld klorofill-szintézis zavarainak kdszonhetd. A
Cd azonban kozvetlen modon is képes zavarokat okozni a novényi fotoszintézisben. Arra
voltunk tehat kivancsiak, hogy a fotoszintetikus apparatus kialakulasat erésen befolyasolo
Fe-hidny milyen mértékben jarul hozzd a Cd-stressz pigment-protein komplexeket érintd
tiineteihez.

A fotoszintetikus apparatus képes bizonyos mértékben alkalmazkodni a stresszorok
jelenlétéhez. Az un. akklimatizécid soran megvaltozik a fotoszintetikus miikodés, ami
egylitt jar a komplexek szervezddésének, ill. az antenna szerkezetének atalakuldsaval. E
folyamatok hatterében transzkripcios, transzlacios és poszttranszlacios szintli szabalyozas
egyarant allhat. Az antenna-komponensek esetében a legvaldsziniibbnek tartott
mechanizmus a transzkripcids szabdlyozds, aminek a Cd-stresszvalaszban betdltott
jelentdségét kivantuk felderiteni. Ennek érdekében a pigmenttartalmu tilakoid-komplexek
Osszetételében ¢és szervezddésében bekdvetkezd valtozdsokat Osszevetettik az
akklimatizacidban elsddleges szerepet betoltdé antenna fehérjék transzkripcidjanak

valtozasaval Cd-stressz alatt.



II. Irodalmi attekintés

1. A tilakoid membranok felépitése és miikodése

A magasabbrendii ndvények fotoszintetikus apparatusdnak f6 alkotoelemei a
kloroplasztisz tilakoid-membréanjaiba agyazott nagy multiprotein-komplexek (1. abra).
Ezek kozremiikddésével megy végbe a fényenergia abszorpcidja €s kémiai energiava vald
atalakitasa, amelynek kiséré folyamata a vizmolekula bontasa és O,-evolucio. E reakciok
lebonyolitdsdban részt vesz a két fotoszisztéma (PSI és PSII), a citokrom (Cit) bgf
komplex, valamint az ATP szintdz. A fotoszintézis ,termékei” a NADPH és ATP
molekulak, amelyek a sejt felépité biokémiai folyamataihoz szolgéltatnak redukalo erdt €s

energiat.

A fotoszintézis fényreakcioit katalizdldé multiprotein-komplexek a lapitott,
zsakszerli membranokbol felépitett tilakoidokban helyezkednek el. A tilakoidok folytonos,
haromdimenziés halozatot alkotnak a kloroplasztiszok belsejében. Az altaluk kozrezart tér
a lumen. A tilakoid membranrendszer két fizikailag elkiilonithetd doménje az egymadsra
rétegz0dott korongokbol 4llo granum tilakoidok, és az 0Osszekdtd membranelemeket
tartalmaz6 sztroma lamellak. A PSI és az ATP szintdz a sztromalamellakban, mig a PSII
csaknem kizardlag a granumokban fordul eld, a Cit bsf komplex pedig féleg a

granumokban, azoknak is a sz¢li részein helyezkedik el (Dekker és Boekema, 2005).

1.1. A fotoszintetikus elektrontranszport és fotofoszforilacio

A fotoszintetikus membranprotein-komplexek funkcid szerint a kdvetkezOképpen
allithatéak sorba: 1) PSII a viz-plasztokinon oxidoreduktdz, 2) Cit bgf~komplex a
plasztokinon-plasztocianin  oxidoreduktdz, 3) PSI a  plasztocianin-ferredoxin
oxidoreduktaz, 4) az ATP-az pedig a protongradiens altal hajtott ATP szintaz (Nelson és
Ben-Shem, 2004). Az elektronok tovabbitasaban szerepet jatszik a membranban oldott
mobilis plasztokinon (PQ), a lumenben talalhat6 plasztocianin (PC), valamint a sztromaban
oldott ferredoxin (Fd), amelyek az elektron transzport sordn iddlegesen a megfeleld

komplexekhez kapcsolddnak.
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1. abra: A multiprotein membran-komplexek ¢és a szolubilis komponensek elrendezédése a
tilakoidokban az eletrontranszportlancban részt vevo kofaktorok feltiintetésével. Sarga szin jeldli a
magban, zold szin a plasztisz genomban kodolt proteineket (Allen, 2011).

A tilakoid-membranban taldlhaté pigment molekuldk nagy részét a fénygyiijto
antenna komplexek (LHC) kdtik, amelyek Iényegesen megndvelik a PS-k altal elnyelhetd
fényenergia mennyiségét. Az energia az antennakrdl a PSI és a PSII reakcid centrumat
alkot6 klorofill (Chl) a dimerekre (P700 és P680) kertil. A foton abszorpcid és a gerjesztési
energia atadasa az LHC és a reakcidcentrum (RC) Chl-molekulai kozott 107°-107"2 s alatt
jatszodik le. A PSII reakcio centrumokban akkor mehet végbe toltés-szeparacio, amikor a
primer akceptor redukalt, vagyis nyitott allapotban vannak. Ekkor a Pego oxidalodik és az
elektron egy feofitin molekulan keresztiil atadodik az elsd stabil elektron akceptorra, a Qa
plasztokinon molekulara. Ez a stabil toltés-szeparaciot el6idézé folyamat 10°-10° s alatt
megy végbe, melynek eredményeként a PSII reakcidcentrum zart allapotba keriil, és
gerjesztési energiat nem képes fogadni. A kdvetkezd fotokémiai ciklus végbemeneteléhez
sziikség van Peso redukciodjara. Az elektron vizmolekulakbol szarmazik, amelyek bontasat
a Mn-tartalma vizbonté komplex végzi. A vizmolekuldkrol a D1 reakciocentrum-fehérje
Y -tirozinjan keresztiil egy elektron adédik at Pego'-ra, mig a feofitinr6l Qa-ra atadott
elektront a masodlagos elektron akceptor Qg-molekula (kotott PQ) veszi at. Ennek
eredményeként a reakcidcentrum ujra nyitott allapotba keriil. Két fotokémiai ciklus
szlikséges ahhoz, hogy a PSII akceptor oldalan kotott PQ két elektronnal redukalodjon, és
két protont felvéve a sztromabol, plasztokinolld (PQH;) alakuljon. A donor oldalon a
vizbontdé komplex éltal koordinalt két vizmolekula oxidacidjdhoz négy fotokémiai ciklus

sziikséges, mikozben molekularis oxigén szabadul fel (Wilson, 2006).



A PQH, a PSII-rdl levalva a tilakoidmembranba diffundal, ahol a Cit bsf komplex
segitségével oxidalodik vissza. A PQH; egyik elektronja a Rieske-féle vas-kén centrumon
¢s a Cit f-en keresztiil a mobilis PC-ra kertil, mely tovéabbitja azt a PSI akceptor oldaldhoz.
A PQH;-r6l szdrmazd masik elektron a Cit bg-protein két b tipust és egy atipusos hem-
csoportja a membran sztroma feldli oldalan egy PQ-molekulara tovéabbitja, amely PQH,-4
redukalodik. Ez ugyanugy képes visszaoxidalddni a Cit bgf komplex plasztokinol kotd
helyén, mint a PSII altal redukalt Qg (Q-ciklus). Egy PQH, Cit bgf komplexen torténd
oxidacidja soran 2 proton adédik le a lumenbe. A PQH, oxidaciéjahoz 107 s sziikséges,
emiatt ez a reakcio az elektron-transzportlanc sebesség-meghatirozo 1épése.

A PSI reakcidécentrumaban 1évd P7g az abszorbedlt fényenergia hatisara szintén
foto-oxidalodik és Pyo'-z4 alakul. A PSI kvantumhatékonysaga igen nagy, majdnem
mindegyik abszorbealt foton toltésszeparaciot idéz eld a kozponti P;go €s a primer akceptor
Chl a kozott. A gerjesztett Poo elektronjait az elektrontranszportlanc tovabbi komponensei
az Ay (Chl a), A; (fillokinon) akceptorok, valamint az Fy Fa és Fp vas-kén centrumok
tovabbitjadk a Fd-ra. Két egymast kovetd fotokémiai reakcid sziikséges a NADP'
redukciéjahoz NADPH-v4, amelyet a Fd-NADP -oxidoreduktiz enzim katalizal.

A PSII lumen feldli oldaldn végbemend vizbontds és a PQH, Cit-bsf komplexen
torténd oxidacidja egyarant protonokat juttat a tilakoidok lumenébe. Az ATP szintézisé¢hez
felhalmozodott protonok a fotoszintetikus foszforilacid soran az ATP-az protoncsatorndjan
(CF, - c alegységek) keresztiil visszakeriilnek a sztromaba, mikdézben konformacio
valtozast idéznek eld a CF;-en, igy a megkotott ADP-bdl és Pi-bol ATP képzddik.

A fenti linearis elektrontranszporton kiviil létezik a fény hasznositasanak egy
ciklikus elektronaramlason (CEF) alapulo, pusztdin ATP-t szintetizald6 modja is. A CEF
miikddése soran a redukalt Fd a Cit bgf komplexnek adja 4t elektronjat, amely innen ismét
visszajut a PSI-re. Az ekdzben lejatszodo Q-ciklus megteremti az ATP szintézis feltételeit.
A Fd-r6l a PQ-ra torténd e’-atadas kétféle tuton lehetséges, a NAD(P)H
dehidrogenaz(NDH)-fiiggd és a Fd-fiiggd ut, amely utobbit PGRS5 (Proton Gradient
Regulator 5)-fliggd utnak is nevezik, az egyik kulcsfontossagu fehérje utan (Munekage és
mtsai, 2002). A lineéris és a ciklikus elektrontranszport verseng egymassal az oxidalt Fd-
ért, az egymashoz képesti ardnyukat a kloroplasztisz oxidacids allapota és foként a PSI
donor és akceptor oldala kozotti oxidacios egyensuly szabalyozza (Joliot és Joliot, 2002;
Kramer és mtsai, 2004). A CEF jelent6ségét a C3-as ndvényekben sokaig

megkérddjelezték, de az ujabb kutatdsok bizonyitottdk fontossagat (Munekage és mtsai,
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2004; DalCorso és mtsai, 2008). A CEF fontos szerepet jatszik az anyagcsere-folyamatok
szlikségleteinek megfeleld0 ATP/NADPH arany kialakitasdban (Livingston és mtsai, 2010),
illetve a fotoszintézis indukcidjakor, valamint stressz koriilmények kozott is (Joliot és
Joliot, 2002, 2006, Golding és Johnson, 2003; Golding et al., 2004). A PGRS5 fiiggo e -
transzportot tekintik a f6 ciklikus utnak, amely a lumen savanyodasaért és ennek hataséra a
PSII-ben a nem-fotokémiai kiolté folyamatok (NPQ) aktivaciojaért felelds (Shikanai,
2007a). Az NDH-fiiggd ut funkcidjaként irtak le, hogy a sztroma talzott redukcidjat
akadalyozza meg, ami kiilondsen stressz koriilmények kozott 1étfontossagh (Munekage és

mtsai, 2004, Shikanai, 2007b).

2. A fotoszintézis pigment-protein komplexei

A fényenergia 0sszegytijtését és kémiai energiava torténd atalakitasat a tilakoidok
pigment-tartalmu komplexei, a PSI és a PSII bonyolitjak le (1. tdblazat). A PSI és PSII
reakciocentrumai és a belsd antenna komplexei Chl a-t és S-karotint koto, a plasztiszban
kodolt és szintetizalt fehérjék (Green és Durnford, 1996). Az ezek koré rendezddott
periférialis fénygylijtd Chl-protein komplexek, az LHCI és LHCII, Chl a/b-proteinek, kis
mennyiségben xantofillokat is kotnek. Transzkripcidjuk a sejtmagban kodolt génekrdl
torténik és a citoplazmdban szintetizalodnak (Jansson, 1994, Green és Durnford, 1996).

A fotoszintetikus pigment-protein komplexek nemcsak az elektrontranszport
miitkddéséhez sziikséges fényabszorpciot, hanem fényfelesleg esetén az energia
disszipaciojat is biztositjak. Ez altaldban a pigmentk6td komponensek az alacsony tilakoid-
lumen pH éltal indukalt konforméci6 valtozéasaival €s az Un. xantofill-ciklus sordn torténd

violaxantin-zeaxantin atalakuldsokkal hozhat6 dsszefliggésbe (1d. késdbb).
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2.1. A fotoszisztéma II felépitése

A PSII struktarajara vonatkoz6 adatok a kiilonb6zd baktériumokbdl kristalyositott
PSII partikulumok elemzésébdl szarmaznak (Loll és mtsai, 2005, Guskov és mtsai, 2009),
a magasabbrendii névények PSII komplexének nagyfelbontdsu analizise még varat magara.
Az olyan ¢érzékeny technikdk, mint a folyadék kromatografia és SDS-PAGE
tomegspektrometridval kombinalva a PSII ujabb alkotoelemeinek felfedezéséhez vezetett.

A PSII kozponti heterodimerjén, a DI1/D2 proteineken kotddnek az
elektrontranszportlanc komponensei: a P680, a vizbonto rendszer Mn-centruma, egy Chl a,
egy feofitin a, valamint Qa és Qg kinon molekuldk (Zouni és mtsai, 2001, Dekker és
Boekema, 2005; 1. téblazat). Egy-egy tovabbi Chl a és feofitin a strukturastabilizald
szerepet tolt be, €s tovabbi 2 perifériasan k6tddd Chl a az antennakrol vald energiatranszfer
iranyitasdban jatszik szerepet. A dimeren 2 f-karotin is taldlhatd. A heterodimerhez
kapcsolddnak a belsd antennaként funkcionalé CP43 és CP47 Chl a-t és f-karotint kitd
pigment-proteinek. Mindkét protein 6 transzmembran hélixet tartalmaz, a CP43 50 kDa, a
CP47 56 kDa molekulatomegli. A CP43 13 Chl a molekula mellett 5 B—karotint, a CP47
16 Chl a mellett 3 f-karotint kot. A komplex kdzponti (core) része ezen kiviil nagyszamu,
kis molekulatomegli, pigmentet nem kotdé fehérjét tartalmaz. Tobbségiik szerepe
mindezidaig nem tisztdzott. A lumen feldli oldalhoz kapcsolddnak a vizbontod apparatust
hordozo PsbO-Q fehérjék (cianobaktériumokkan PsbO, PsbU és PsbV, 1d. 2.A abra). A
legkisebb méretli komponensek nem érik el az 5 kDa tomeget, vagyis nagyjabol 40-60
aminosavat tartalmaznak, amelyek minddssze egy transzmembran o-hélixet alkotnak.
Cianobaktériumok PSII komplexében 14 ilyen transzmembran hélixet talaltak (2.A abra).
Koziiliik a PsbE ¢s PsbF a Cit bsso két alegysége, melyek esszencialisak a PSII struktura és
a funkcido szempontjabodl (Swiatek és mtsai, 2003). A funkciondlisan aktiv PSII a
magasabbrendli novényekben egy 1100 kDa méretli szuperkomplexet képez az LHCII-vel,
amelyben a PSII dimer forméjaban van jelen. A dimer-struktira stabilizalasaban fontos
szerepe van a kisméretii fehérjéknek, mint példaul a két monomer taldlkozasi feliiletén
elhelyezkedd PsbL, PsbM és PsbTc elemeknek, valamint a Psbl és PsbW komponenseknek
(Shi és mtsai, 2012). A PsbR alegység génjét csak zoldalgakbol és magasabbrendii
novények genomjabol mutattdk ki, a kristalyositott cianobaktérium PSII-ben a fehérje
nincs jelen. Valoészinisitik azonban, hogy a vizbont6 apparatust hordozo PsbO-Q fehérjék
dokkolasaban lehet szerepe (Suorsa és mtsai, 2006). Tobb kisméretii fehérje jelenléte

elengedhetetlen a PSII megfelelé miikddéséhez, mint ahogy bebizonyosodott, hogy a PsblJ,
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PsbTc és PsbX fontosak a kinonok kozotti e’-transzpontban és a kinon-turnoverben. Az
ujabb kutatasok négy, eddig ismeretlen fehérjét fedeztek fel, amelyek koziil a Psb27 és
Psb32 (szolubilis komponensek) a lumen feloli oldalon, mig a Psb28 ¢és Psb29 a

tilakoidmembran sztroma feloli feliiletén kapcsolodnak idOlegesen (Shi és mtsai, 2012).

A

2. Abra A: cianobakterialis PSII core komplex transzmembran fehérjéi (jobb oldal) és a lumen
oldali felszinhez kapcsolddo kiils6 fehérjék (bal oldal). A fekete nyil a két monomer talalkozasi
felszinét jeloli. 1-12 rendre: Psbl, PsbTc, PsbL, PsbM, PsbH, PsbX, PsbY, PsbF, PsbE, PsbJ, PsbK,
Psb30; 13-14: PsbZ. B: a PSII-LHCII szuperkomplex feliilnézete a spenotbol késziilt
elektromikroszkopos kép alapjan. S, M és L rendre: erdsen, kozepes erdsséggel és gyengén kotddod
LHCII trimerek. X: PsbW (Dekker és Boekema, 2005, Shi és mtsai, 2012).

A PSII-ben eléforduld Chl-ok nagy részét a periférids antennakomplex koti, melyet
Lhcbl, Lheb2, Lheb3 fehérjéket eltérd aranyban tartalmazé LHCII trimerek alkotnak
(Jansson, 1994, Green és Durnford, 1996). A periférias LHCII trimerek core komplexhez
valo kotddését és az energiatranszfert a core komplex felé kapcsold antenndkat (CA)
alkot6 monomer Chl a/b-proteinek, az Lhcb4 (CP29), Lhcb5 (CP26), Lhcb6 (CP24)
fehérjék biztositjdk. A trimerizacidhoz sziikséges aminosav szekvenciat (WYGPDR) az
Lhcbl-3 fehérjék N-termindlis szakasza tartalmazza. Meglepd moéddon az Lhceb5, ami
altaldban monomerként van jelen, szintén hordozza ezt a motivumot. Leirtak azt is, hogy
az Lhcbl és 2 hidnya esetén képes homotrimereket, valamint az Lhcb3-al heterotrimert
alkotni, és az LHCII antenna szerepét betolteni (Ruban és mtsai, 2006). Méra ismertté valt
az LHCII komplex Rontgen-krisztallografias 2.7 A felbontast szerkezete (Liu és mtsai,

2004), valamint a CP29 monomer antenna szintén hasonlé felbontasu struktaraja (Pan és
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mtsai, 2011). A proteinek hidrom transzmembran hélixet (A-C) és két, a lumen feldli

oldalon elhelyezkedd amfipatikus spiralt (D, E) tartalmaznak (3. abra).

Chla 602
Chlag12

Chla610 Chla 603

Chla 608

Chla611

N1
Neoxanthin
Chl b 601 o ’/
Lut.l-fz\.l’io. Chl b 609
V1
Violaxanthin Chl b 606
L1
Lutein
Chlab 614 — 37 DA "
Chla/b 613 / ' oy
Chl b 605

E € A  Chla/b604 D Chl b 607

3. abra Az LHCII monomer szerkezeti modellje. a Chl- és xantofill-molekulék helyzetének
feltiintetésével (Ballottari és mtsai, 2012).

Az LHCII monomer komponensei 4 xantofillt és 14 Chl-molekulat kotnek, az
LHCII szerkezet stabilitasahoz hozzajarul két lipid-molekula is, a foszfatidil-glicerol és a
digalaktozil-diacil-glicerol. A fehérjéken négy karotinoid kotdhely talalhatd, az L1 és L2
luteint, az N1 neoxantint és a V1 xantofill-ciklusban szereplé pigmentet kot (3. &bra),
melyeknek fontos szerepe van egyrészt a struktira fenntartasaban (L1 lutein), masrészt a
fénygylijtésben (neoxantin), valamint a fényvédelemben (L2, violaxantin). A CP29
(Lhcb4) szerkezetében 3 xantofill és 12 Chl talalhato. Bar az CP26 (LhcbS) antennaban 3
xantofillt és minddssze 10 Chl-t sikeriilt eddig biztosan azonositani, feltételezik, hogy
pigmentosszetétele hasonlé a CP29-éhez. A CP24 (Lhcb6) antennaban szintén 10 Chl-
molekulat, viszont csak két xantofillt mutattak ki. Az L1 és L2 helyekhez a komplexben
rendre lutein és violaxantin kapcsolodik, mig a neoxantin jelenlétét nem sikeriilt kimutatni
(Passarini és mtsai, 2009). A CP29 és CP24 antenndban egyarant bebizonyitottak, hogy a

violaxantin kotéséért az L2 hely a felelds, mely a fénygylijté és az energia disszipalo
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allapotok kozotti atmenetet szabalyozza (Dall'Osto és mtsai, 2005, Passarini és mtsai,
2009). Bar a pontos molekularis mechanizmus még nem ismert, feltételezik, hogy az L2
helyre kotd zeaxantinnak kdszonhetden jon 1étre az dtmenet.

A magasabbrendli ndvényekben két kordbban ismeretlen Lheb fehérje jelenlétére is
talaltak bizonyitékokat, a fehérjék szerkezetére egyeldre csak a nukleinsav szekvencia altal
tudunk kovetkeztetni. Az Lhch8 gén jelenlétét eldszor Arabidopsis-ban mutattak ki, és a
szekvencidja alapjan Lhcb4.3-nak nevezték el, vagyis az Lhcb4 egyik izoformdjat vélték
felfedezni benne (Jansson és mtsai, 1999). A késObbi in silico analizis azonban arra
engedett kovetkeztetni, hogy egy kiilon szabalyozas alatt 4ll6 Lhch génrdl van sz6, amit
aztan Lhcb8-nak neveztek el (Klimmek és mtsai, 2006). Az EST és genomi adatok analizise
még egy tovabbi taggal bdvitette az Lhc géncsaladot. Bar az Lhcb7 jelenlétét a PSII-ben
még nem bizonyitottdk, szekvenciaja alapjdn az Lhcb5-hoz all legkdzelebb (Klimmek és
mtsai, 2006). Tartalmazza a jellegzetes Lhc-motivumokat, mint a 3 transzmembran hélixet,
a Chl- és karotinoidkotd helyeket. Viszont talaltak egy 4. transzmembran hélixre utald
részt is, ami alapjan az érett fehérjét joval hosszabbnak valosziniisitik, mint barmelyik
masik ismert Lhc fehérjét. A gén homoldgjai az egyszikii és kétszikii novényekben
egyarant megtalalhatok, sot a kodold régidja mar a nyitvatermokben is jelen van. Az egyes
Lheb fehérjéknek fajtol fliggd szamu, valoszintileg kiilonbdzdé funkeidju izoformdja

mutathat6 ki (Jansson, 1999, Zolla és mtsai, 2003; Klimmek és mtsai, 2000).

2.2. A fotoszisztéma I felépitése

A PSI funkcio szerint 2 részre, a kdzponti (core) és az antenna komplexre,
bonthatdo. A core hordozza a toltésszeparacioban ¢és az azt kovetd elektrondtadasi
folyamatokban részt vevé komponenseket, valamint a belsé fénygytijté antennat (Amunts
és mtsai, 2007). A core antennat egésziti ki a kiils0 LHCI antenna komplex, amely sarl6
alaku strukturat alkotva a core-komplex PsaF/Psal oldaldhoz kapcsolodik az Un. gap
(réskitoltd) Chl-molekuldkon keresztiil (Ben-Shem és mtsai, 2003). Jelen ismereteink
szerint 15 alegység (PsaA-L és PsaN-P) alkotja a core részt, a kikristalyositott PSI-LHCI
komplexben 173 Chl-t, 15 p-karotint, 3 vas-kén (4Fe-S) centrumot és 2 fillokinont és 4
lipidet (1-foszfatidil-glicerol, 3-digalaktozil-diacil-glicerol) azonositottak.

A PsaA ¢és PsaB altal alkotott kozponti heterodimeren talalhatéo a Py Chl a-a’
reakciocentrum és az elektrontranszportlanc elemei, az Ay monomer Chl a, az A,

fillokinon, valamint az Fyx (Fes-S4) vas-kén centrum (Jordan és mtsai, 2001; Dekker és
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Boekema, 2005; 2. abra). A heterodimerhez kotddik még koriilbeliil 80 Chl a molekula,
amelyek a belsé antennat alkotjak. A két tovabbi vas-kén centrum (Fo és Fg) a PsaC
polipeptiden kotddik. Egyéb komponensei koziil a sztroma feloli oldalon a PsaD, PsaE a
Fd, a lumen feldli oldalon a PsaF és PsaN a mobilis PC koétésében vesz részt (Farah és
szerepet (Fischer és mtsai, 1999, Hansson és mtsai, 2007). Kimutattdk, hogy a PsaG
alegységnek fontos szerep jut az Lhcal/Lhcad4 dimer kotésében, mig az Lhca3/Lhca2 a
PsaK kozvetitésével kotddik a core-hoz (Ben-Shem és mtsai, 2003, Haldrup és mtsai,
2000). A PsaH, Psal, PsaO, PsaP és Psal alegységek az LHCII proteinek dokkold helyét
alkotjak, ami a PSII fényfeleslege esetén kotddhet a PSI-hez (Jensen és mtsai, 2007).

PsaH

Psal
i PsaK

4. abra: A PSI sematikus felépitése (Dekker és Boekema, 2005)

A PSI fénygylijté komplexe az LHCI, melyet az Lhcal-4 pigment-proteinek
épitenek fel (Jansson, 1994; Green és Durnford, 1996). Az egyes Lhca fehérjéknek is
kimutathatok izoformai (Storf és mtsai, 2004). Harom transzmembran hélixet tartalmaznak,
amelyeken Osszesen 10 Chl-molekulat kotnek (1. tablazat). Emellett karotinoidok is
asszicidlodnak hozzajuk kiilonb6z6 mennyiségben. Az LHCI-t alkotd6 Lhca fehérjék két
dimert alkotva félhold alakban kapcsolodnak a komplex PsaF fel6li oldaldhoz (Ben-Shem
és mtsai, 2003). Az Lhcal-Lhca4 és az Lhca2-Lhca3 dimerek proteinjei a tilnyuld N- és

C-termindlis doménjeiken keresztiil kapcsolodnak egymdshoz. A monomerek kozott
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hidként funkcional6 ,.linker” Chl-ok talalhatoak, melyeknek szerepiik lehet az LHCI-lanc
mentén torténd energiamigracioban. Csak az Lhcal monomer kotddik szorosan a
reakciocentrumhoz a PsaG-vel valo hélix-hélix asszocidcio révén. A tobbi Lhca monomer
kapcsolodasa relative gyenge, legtobbszor a sztromalis doméneken és egymason keresztiil
valosul meg. Az LHCI-t az Lhcal-Lhca4 dimer horgonyozza a PSI-hez, lehetévé téve
azonban a struktira dinamikus atalakuldsat a fényintenzitds és a tidpanyag ellatottsag
figgvényében (Jansson és mtsai, 1997, Dekker és Boekema, 2005).

Eldszor az Arabidopsis genomban azonositottak két gént, amelyek a mar ismert
Lhcal-4 polipeptideken kiviil tovabbi két Lhca-t, az Lhca5S és Lhca6 fehérjéket kodoljak
(Ganeteg és mtsai, 2004). A genomi adatbazisok bdviilésével azonban szamos mas
novényben is megtalaltdk homologjaikat, és az Lhca5-6t fehérje szinten is kimutattak
(Storf és mtsai, 2004, Zolla és mtsai, 2007). Tovabbi vizsgalatokkal megallapitottak, hogy
a protein 12 Chl-molekulat két. A Chl a/b aranya 2,6 és altalaban 3 karotinoid is
megtalalhato rajta (Storf és mtsai, 2005). Normal koriilmények kozott valdsziniileg nagyon
kis szdmban reprezentalt ¢s kapcsoloddsa gyenge kolcsonhatasokon alapul (Lucinski és
mtsai, 2006). Kimutattdk, hogy az Lhca5 részt vesz a fénygylijtésben, és heterodimert
képezve az Lhcal-gyel bizonyos koriilmények kozott helyettesitheti az Lhcad-t (Storf és
mtsai, 2005).

Ujabb kutatasokbol az is kideriilt, hogy a plasztiszban jelenlévé NDH a PSl-el egy
nagy molekulatomegili szuperkomplexet alkot (5. 4dbra) és a komplexek kolcsonhatasaban
az un. minor Lhc-k, az Lhca5 és Lhca6 fehérjék elengedhetetleniil sziikségesek (Peng és
mtsai,2008, 2009). Mig az Lhca5 fehérje a monomer PSI-hez is k6tddik, nem mondhat6 el
ez az Lhca6-rdl, melynek jelenlétét reverz fazisi HPLC-vel, tobb kiilonb6zd ndveénybdl,
izolalt PSI fehérje-Osszetételének analizisével sem sikeriilt kimutatni (Zolla és mtsai,
2007). Ugy tiinik, hogy az Lhca6 csak a NDH-PSI szuperkomplexben van jelen. Szerepe,
az Lhca5-el egyilitt, a két komplex kolcsonhatasanak stabilizalasa lehet. A Peng és mtsai
(2011) altal kozolt sematikus modell szerint a szuperkomplexben legalabb két PSI-et
kopiat talalunk, amelyek az LHCI-en és az un. minor Lhca-kon keresztiil kapcsolodnak az

NDH-hoz, igy képezve a tobb mint 1000 kDa-os miikodoképes egységet.
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5. Abra: Az NDH-PSI komplex sematikus felépitése (Peng és mtsai, 2011). A plasztiszban kodolt
alegységeket z6ld, a magban kodoltakat piros betii jeloli.

3. Az Lhc fehérjék szerepe a fényvédelemben

Az evoluci6 soran az Lhc fehérjék megjelenése a szarazfoldi fotoszintézis fontos
feltétele volt. Az eltérd izoformdk specifikus fénygyljté és fényvédd funkcidval
rendelkeznek, igy a szupramolekularis fotoszintetikus apparatus képes alkalmazkodni a
folytonosan valtoz6 kornyezeti feltételekhez. A fénygytijté Chl-protein komplexek nélkiil a
fotoszintézis hatékonysdga nagyon alacsony lenne. Ezek biztositjdk a megfeleld
mennyiségll foton abszorpcigjat a RC-ok maximalis gyorsasaggal torténd miikodésehez. A
fény, mint szubsztrat mennyisége és spektralis tulajdonsagai is folytonosan valtoznak, ezért
a fénygylijtés szabdlyozasara a novényekben tobbféle mechanizmus alakult ki. Kozepes
fényintenzitdsndl a PQ-pool redoxallapota szabdlyozza a fényenergia egyenletes
megoszlasat a két fotokémiai rendszer kozott, ami egy révidtava alkalmazkodast tesz
lehetévé. A PQ-pool redukalt allapota aktivdl egy a tilakoidokban jelenlévd,
membrankotott kindzt, amely az LHCII egy részét foszforilalja (Allen és Forsberg, 2001).
Ennek kovetkeztében az LHCII disszocial PSII-r61, majd a PSI-hez kapcsolddva az elnyelt
energiat a PSI-re tovabbitja. Ha a PSI abszorbedl relative tobb fotont (a PQ-pool oxidalt
allapotu), akkor a foszforilalt LHCII egy PQ-aktivalt foszfatdz-katalizalta reakcioban
defoszforilalodik, igy levalva a PSI-rdl visszakotddhet a PSII-re.

A felesleges energia semlegesitése kulcsfontossagu az O,-fliggd fotoszintézis
szempontjabol. Tulzott fényen ugyanis a reakcidocentrum nem képes a Chl gerjeszetett
allapotait hatékonyan lecsendesiteni, ami megndveli a gerjesztett triplet allapotba vald
atmenet lehetéségét. A Chl-tripletek (*Chl*) azonnal reagalnak a molekularis O,-nel és
rendkiviil reaktiv szinglet oxigén ('O,) keletkezik, amely tovabbi aktiv oxigénformak
(ROS) keletkezéséhez vezet. A ROS, a 1égkori oxigénnek részlegesen redukalt formai az

olyan normadlis metabolikus folyamatoknak is kisérdi, mint a fotoszintézis és a 1égzés.
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Koziiliik néhanyan jelatvivé molekula szerepét is betoltik, azaz a védekezési folyamatok
indukalasaban vesznek részt. Ugyanakkor a nagy mennyiségben jelenlévé ROS komoly
karosodasokat okoz a novényekben. Képesek oxidalni fehérjéket, lipideket ¢&s
nukleinsavakat, amely folyamatok a sejtstrukturak karosodasat és mutacidkat idéznek eld.

Az Lhe-k katalizaljak a szinglet allapota gerjesztett Chl-ok (‘Chl*) energidjanak
hévé alakulasat, megakadalyozva a triplet kialakuldsat, a nem fotokémiai kioltasnak (NPQ)
nevezett fényvédd mechanizmuson keresztiil (Horton és mtsai, 2005). Az NPQ egy fény
altal szabalyozott, az antenndkhoz kotdddé folyamat, amelyben a xantofilloknak fontos
szerep jut. A széarazfoldi novényekben a PsbS fehérje a lumen pH-janak szenzoraként
mikodik  (Li és mtsai, 2004). A pH megvaltozdsira a PSII antennajaban
konforméciovaltozas vagy egyéb kolcsonhatas altal indukdlodik az NPQ un. qE
komponense. Ez az NPQ komponens csakis a lumen pH-ja altal szabalyozott, gyorsan
kialakulo és gyors lecsengésii kioltast tesz lehetéveé a PSII-rdl levalod antennaban, amelyet
LHCII, CP29 ¢és CP24 alkot (Betterle és mtsai, 2009). Korabban ugy vélték, hogy a qE
karotinoidokhoz kotott folyamat. A legjabb kutatdsok azonban egy ujabb modell
felallitaséhoz vezettek, amely szerint az LHCII-ben 'Chl* gerjesztési energidjanak hévé
alakulasa egy fluoreszcens Chl-Chl t6ltés atadasnak koszonhetd (Miiller és mtsai, 2010).
Az NPQ gqZ komponense egy lassabban kialakul6 (10-30 perc) és lassabban lecsengd (10-
60 perc) kioltast takar, amely zeaxantin- (Zx-) fiiggd. Ez a komponens a PSII monomer
antenndihoz (Lhcb4-6) kothetd és valosziniisitik, hogy a Chl-Zx téltésatadason alapul
(Avenson és mtsai, 2008).

Az ql az NPQ stressz hatasara legkésobb kialakulo kioltasi komponense, magéban
foglalja mindazon folyamatokat, amelyek a fotoinhibiciot kisérik. A fotoinhibicio
elsdsorban a PSII aktivitdsat csokkenti ¢és 4altaldban a D1 (és D2) kontrollalt

Ha a megvaltozott fényviszonyok hosszabb ideig fennallnak, akkor
fotoakklimatizacio torténik, ami a fotoszintetikus apparatus szervezddés- és miitkdésbeli
megvaltozasat eredményezi. Az akklimatizacid6 kovetkeztében megvaltozik a
fotoszisztémak sztochiometridja, a komplexek egymashoz viszonyitott aranya, az LHC
antennak mérete és dsszetétele (Pfanschmidt, 2003). Ha a PQ-pool redukalt allapotban van,
akkor az Lhc gének atirddasa is gatolt, ami az antenna méretének csokkenését eredményezi
és kialakul a ,magas fényintenzitdsu fenotipus”. Ezzel szemben az ,alacsony
fényintenzitasti fenotipus” esetében az antenndk mérete megndvekszik az Lhc gének

transzkripcidjanak serkentése révén (Escoubas és mtsai, 1995).
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A kiilonb6zd kornyezeti tényezOk megvaltozasa a PSI funkciondlis antenndjanak
méretét is befolydsolja. Ez nemcsak az LHCII kotddése révén szabalyozott (Kouril és
mtsai, 2005), hanem tovabbi Lhca-k, pl Lhca5 kapcsolodésaval is. Ezek altaldban
gyengébb kolcsonhatassal kotddnek a komplexhez, ami lehetdvé teszi a fényviszonyok
megvaltozasahoz valo gyors alkalmazkodast. Kimutattdk, hogy magas fényintenzitdson az
LHCI antenna 6sszetétele gy modosul, hogy az Lhca$ relativ mennyisége megnovekszik,
az Lhcal-4 mennyisége pedig kismértékben csokken, amit transzkripcids szinten is
igazoltak (Ganeteg és mtsai, 2004). Az Lhca5 a karotinoidok kotése révén vehet részt a
PSI talzott fénnyel szembeni védelmében.

Kiilonbdz6 novényekben olyan, az Lhc csaladhoz tartozé stressz-indukalta fehérjék
jelenlétét mutattak ki, melyeknek vélhetd funkcidja a fotoszintetikus apparatus védelme az
energiafelesleg és az ennek hatasara képz6dé karos *Chl* ellen (Heddad és Adamska,
2000; Jansson és mtsai, 2000; Adamska, 2001; Teramoto és mtsai, 2004). Szekvenciajuk
homologiat mutat az Lhc apoproteinekével, és 1-4 transzmembran hélixet tartalmaznak,
melyeken klorofill molekulak kotésére alkalmas konszenzus régiok talalhatok. A
klorofillok gyengén kotddnek hozzajuk, €s a kromoforok kozott térbeli helyzetiik miatt az
energiatranszfer kis hatékonysaga, ami valosziniisiti, hogy nem a fénygy{jtés a proteinek
6 funkcidja. A négy hélixes PsbS a PSII-ben sztochiometrikus mennyiségben fordul el
(2/PSII), expresszidja folyamatos. Védofunkciot tolt be azéltal, hogy részt vesz a nem
fotokémiai kioltasi folyamatban (Li és mtsai, 2000). Az Elip (early light inducable
protein)-szerl proteinek kozé olyan egy-harom transzmembran hélix-szel rendelkezd tagok
tartoznak, amelyekben megtalalhatdo egy un. Elip-konszenzusszekvencia az 1. szamu
hélixben. Ide tartoznak az egyhélixes Hlip (High light induced proteins) és Scp (small Cab-
like protein) proteinek, a két transzmembran hélixet tartalmazo Sep (Stress enhanced
proteins), €s Lil (Light-harvesting-like) fehérjék és a harom hélixes Elip-ek. Az Elip-ek
Chl a-t és luteint kotnek vélhetd funkcidjuk a tilakoidok fejlédésekor az Ujonnan
szintetizalodott, vagy a protein turn-over (DI-protein) soran szabadda valt klorofillok
megkotése (Adamska, 2001).

Bar a kiilonb6zé Lhe csaladba tartozé Chl-proteinek/komplexek felépitését jol
ismerjiik, a sokféle Lhc fénygytijtésben/fényvédelemben betdltdtt pontos szerepe sokkal
kevésbé ismert. Az sem tisztazott még, hogy a kiilonb6zé Chl a/b-proteinek eltérd

izoformai milyen szerepet jatszanak e folyamatokban.
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4. A fénygyiijto proteinek biogenezise és az akklimatizacié6 mechanizmusa

Az Lhc tipusu proteinek a genomban kddoltak és a citoplazméban szintetizdlodnak.
Az éretlen fehérjék N-terminalis végiikon egy Un. tranzit peptid talalhatd, ami biztositja e
fehérjék bejutasat a plasztiszba. A kloroplasztisz kiilsé és bels¢ burkolomembranjaban
talalhatd6 TOC/TIC (translocon of the outer/inner envelope of chloroplast) szallitorendszer
kozvetitésével jutnak be az organellumba (Kessler és Schnell, 2009). Ahhoz, hogy egy Lhc
fehérje 4atjusson a burkoldmembranon sziikséges, hogy meghatarozott helyeken
kapcsolodjanak hozza Chl a ¢és Chl b molekulak (Hoober és mtsai, 2007). A
tilakoidmembranba valé beépiilésének két utja lehetséges (Schmid, 2008; Rochaix, 2011).
Az egyik lehetdség, hogy a tranzitpeptid levagodéasa utan a fehérje a sztroméban talalhatod
un. tranzit-komplexbe ¢épiill be. Ennek részét képezi egy kloroplasztisz-specifikus
szignalfelismerd részecske (cpSRP) (Falk és Sinning, 2010), ami biztositja az Lhc-k
sztromdban vald szallitdisdhoz és a tilakoid membranba vald beépiiléshez sziikséges
konformacié megtartasat. Feltételezik, hogy az SRP-LHC tranzit-komplexhez egy a
tilakoidmembran talalhaté SRP-receptorhoz kapcsolodik, tobb egyéb, eddig ismeretlen
faktor tarsasdgdban. Az FtsY receptor fehérjét tartjak feleldsnek az érett Lhce
komplexeknek a tilakoid-membranba vald beépiiléséért, mely GTP energia
felhasznalasaval torténik. Az Lhebl és Lheb4 importjdban egy masik lehetséges utat is
kimutattak, amihez sziikséges egy TIC-hez kapcsolt Chlid a oxigenaz (CAO) enzim ¢és
Chl(id) b jelenléte (Reinbothe és mtsai, 2006). A CAO legnagyobb része a belsd
burkoldémembranhoz kototten talalhatd. Az enzim vélheten szerepet jatszik a Chl-ok az
Lhebl ¢és Lhcb4 fehérjékhez vald szallitdsdban és stabilitdsuk biztositasdban. Az
Osszeszerelést kovetden az Lhc-k vezikularis transzporttal szallitodhatnak a tilakoid
membranba.

Az Lhc fehérjék expresszidja fényfiiggd, és napi ritmust kovet, amit a fitokrom
rendszer szabalyoz (Apel és Kloppstech, 1978). Legmagasabb aktivitast a déli ordkban ér el
(Kellmann és mtsai, 1993). Az Lhc fehérjék életideje normadl koriilmények kozott
viszonylag hosszi. Bizonyos kiils6 hatdsok azonban eléidézhetik a degradécio
felgyorsulasat. A protedaz enzimeket jelenlétét kimutattdk a sztromalamelldkban és a
granumok nem kapcsolt régioiban, ezért ugy vélik, hogy a tilakoidok ezen régidi a
szabalyozott lebontas szinterei. Az LHC-k leépiiléséhez szamos protedz kooperacidja

sziikséges, azonban a teljes folyamatnak csak egyes részletei tisztazottak (Schmid, 2008).
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Példaul Arabidopsis-ban kimutattak, hogy az FtsH6 protedz felelds a magas fényintenzitas
altal kivaltott akklimatizaciot kisérd Lhcb1 €s Lheb3 lebontasaért (Zelisko és mtsai, 2005).
Az, hogy az Lhc fehérjék genetikai kodja a sejtmagban taldlhato, megkoveteli az
kloroplasztisznak a sejtmaggal valod szoros egyiittmiikodését, az organellum mindenkori
szlikségleteinek megfelelden. Ezért sem meglepd, hogy az Lhc-k esetében a transzkripcios
szabalyozas elsddlegességét valoszintisitik (Klimmek és mtsai, 2006), bar fehérje szinten a
gének szamanal tobb izoformét mutattak ki mind az Lhca-k (Storf és mtsai, 2004), mind az
Lhcb-k korében (Galetsky és mtsai, 2008), amelyek poszt-transzlaciés modosulés
kovetkeztében alakulnak ki. Az Lhcb fehérjéket kodold génekrdl bebizonyitottdk, hogy
szabalyozasuk fligg a PQ pool oxidacios allapotatol is (Escoubas 1995). Pursiheimo és
mtsai (2001) dsszefliggést talaltak az LHCII foszforilacio €s az Lhchb gének transzkripcidja
kozott. Az egyik feltételezett 6sszekotokapocs a TSP9 membrankotott fehérje (Carlberg és
mtsai, 2003). Kimutattdk ugyanis, hogy az LHCII-kinéz &ltal tobbszordsen foszforilalhatd
fehérje képes kotddni az LHCII-h6z és a PSII-LHCII szuperkomplexhez is, valamint
szerepe lehet a mobil LHCII és a PSI kdlcsonhatasaban is (Hansson és mtsai, 2007) Azt is
valoszinlisitik rola, hogy a foszforilaciés kaszkad kezdd elemeként a magba iranyulo
jelatvitelben szerepel. A plasztiszbol a magba irdnyuld jelatvitelben még szdmos mas
molekula részvételét is feltételezik. Ilyenek lehetnek a reaktiv oxigénformak (Balczun és
mtsai, 2005; Smeets és mtsai, 2008), a Chl-szintézis intermedierek (Wilson és mtsai, 2006),
valamint kiilonb6z6 foszfoproteinek €s protein kinadzok (Escoubas és mtsai, 1995). A
kloroplasztiszban tehat tobb olyan mechanizmus all rendelkezésre, amelyek segitségével az
kovetden pedig szabalyozza a megfeleld valasz kialakulasat, ellenstlyozva a
stresszhatasokat, eldsegitve az akklimatizacidés folyamatokat (Pfannschmidt és mtsai,

2009).

5. Cd-toxicitas a novényekben

A nehézfémek koziil néhany a ndvények szamara fontos mikroelem, mésok, mint a
Cd is, toxikusak. Természetes kornyezetben a Cd kisérd fémként fordul el6 az 6lom és cink
mellett (Baker és mtsai, 1990). Talajokba jutdsa leginkdbb kiilonboz6 ipari és
mezdgazdasagi tevékenységeknek tulajdonithatd. Az erdmiivek a fém- és milanyagipar, a
kozlekedés és a banyaszat éppugy noveli e toxikus nehézfém kornyezeti el6fordulasat,

mint a szennyviziszapos tragyazas, tovabba bizonyos novényvéddszerek és miitragyak
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hasznalata. Széleskorlien haszndljak a Cd-ot a galvanizdlashoz, mlianyagok és festékek
stabilizalaséra és a nikkel-cadmium elemek eléallitasa sordn.

A ndovények szamara a Cd felvehetdsége fiigg a talaj pH-jatol, a redoxpotencialtol,
a homérséklettdl, az esetleges kelatorok jelenlététdl (Sanita di Toppi és Gabrielli, 1999). A
Cd vizben oldott formaban a gyokéren keresztiil vevddik fel olyan transzmembran
karrierek segitségével, amelyek mds, a ndvények szdmara fontos fémek felvételéért
felelosek. A Cd ezért e fémekkel kompeticioban all a felvétel sordn, vagyis csokkenti
hozzaférhetoségiiket a talajoldatban (Prasad, 1995, Siedlecka, 1995), igy megzavarja a
novény viz- és ionhaztartasat (Barcelo és Poschenrieder, 1990). Az ionhdztartasban
okozott zavarai koziil ki kell emelniink, hogy gatolja a vas felvételét (dlcantara és mtsai,
1994) ¢és transzlokaciojat a hajtasba (Siedlecka és Krupa 1999, Fodor és mtsai, 2005). A
novény altal felvett Cd nagy része a gyokérben marad, de egy része a hajtasba is feljut
(Clemens, 2006, Siedlecka, 1995). Hatasara a gyokér és a hajtas is csokkent ndovekedést
mutat. A Cd ugyanis a sejtfalszintézise sordn a kozéplemezhez kapcsolddik és noveli a
pektinlancok kozotti keresztkotések szamat, ezaltal csokkenti a sejtfal elaszticitasat, gatolja
az elongacids ndvekedést. Kotddése a sejtfal Ca**-koté helyeihez szintén gatolja a sejtfal
megnyulasat (Webster és Gadd 1996). A Cd noveli tovabba az abszcizinsavszintet a
levelekben, kivaltja a sztdémak zarodasat és csokkenti a transpiraciot (Sanita di Toppi,
Gabrielli, 1999). Kozvetlen és kozvetett hatasai révén szamos metabolikus folyamatot
gatol, koztilkk a fotoszintézist is (van Assche és Clijsters, 1990, Sanita di Toppi és
Gabbrielli, 1999, Rodriguez-Serrano és mtsai, 2009).

5.1. A Cd hatasa a fotoszintetikus aktivitasra

A kozepes Cd-koncentracionak kitett novényekben a levelekbe juto Cd
nagymeértékben gatolja a fotoszintézist (Krupa és Baszynski 1995, Mysliwa-Kurdziel és
mtsai. 2002). Kimutathatdo mindkét fotoszisztéma aktivitdsanak, tovabba az ATP
szintézisnek és a szénasszimilacionak csdkkenése is. Ez utobbi a sztomazarddason kiviil a
ribul6z-1,5-biszfoszfat-karboxilaz/oxigendz (Rubisco) gatlasaval is Osszefiiggésben lehet
(Stiborova, 1988).

A Cd PS II-ben megnyilvanulé karos hatasainak hatterében a fehérjék aktiv
gatlas annak koszonhetd, hogy a szuperkomplex felépiilése kdzben a vizbonté komplex

esszencialis Ca-koto helyét foglalja el (Sigfridsson és mtsai, 2004). A vizbontd katalitikus
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centrum a komplex legkésdbb beépiild eleme. Ezutan torténik a PSII fotoaktivacidja,
amelyhez a komplex kofaktorain kiviil (Mn**, Ca**, CI) fényre is szlikség van. A PSII-t
tartalmazo ¢él6lényeknél ez a fotoaktivacio gyakran ismétlddé folyamat, figyelembe véve a
katalitikus centrumot hordozd D1 protein gyors turnoverét (Faller és mtsai, 2005). A Cd
donor oldali gatlasanak masik formdja az Yz oxidacidjanak megakadalyozasaban nyilvanul
meg. Valdszinii, hogy az Y  fenolos oxigénje és a kozvetlen kozelében taldlhatod Ca’" ion
kozott 1évo vizmolekuldk kiszoritasa révén jatszik a Cd ebben szerepet, megbontva a
fenolos hidrogén koordinédlasat végz0 érzékeny struktirat. Ugyanakkor a Cd-nak az
akceptor oldalon megnyilvanulé hatdsa is van. Valosziniisithetd, hogy a Cd a Qp
protonacioban résztvevd aminosavmaradékhoz kotédve akadalyozza a protonéciot
(Axelrod és mtsai, 2000). A PSII core részében taldlhatd Cit bsso redoxpotencialjat is
csokkenti a Cd-kezelés. A PSI-ben folyd elektrontranszportot a nehézfémstressz/Cd
hatasok sokkal kevésbé befolyasoljak (Siedlecka és Baszynski, 1993).

Normal megvilagitds mellett is megbomlik az egyensuly az abszorbedlt fény ¢és a
hasznosithatd energia kozott a Cd-nak a fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt
gatld hatdsa miatt. Fényfelesleg alakul ki, ami eldsegiti reaktiv oxigén formak (ROS)
keletkezését (Benavides és mtsai 2005), amelyek karositjdk a membranlipideket, a
fotoszintetikus apparatus fehérjéit, fémcentrumait. A redox kapacitassal nem rendelkezd
nehézfémek, mint a Cd is eldsegitik a szabadda valt vegyértékvaltd Fe ¢s Cu oxidalt
allapotanak fenntartasat a glutation (GSH) pool csokkentése révén, mely tobbféle
mechanizmus eredményeként johet 1étre. A fitokelatin szintézis és a keletkezd kelatorok
Cd altali megkotése csokkenti a GSH szintet. A glutation reduktdz gétlasa is szerepet
jatszhat ebben, aminek oka lehet a megemelkedett aszkorbat szintézis vagy a Cd a

glutation reduktazhoz val6 kotddése. A lecsdkkent GSH szint kovetkeztében a Fe® és Cu®*
ionok OH" gyokok képzddését generaljak a Haber-Weiss reakcio soran. Ezen tilmenden, a

Cd-stressz a kiilonboz6 enzimatikus és nem-fotokémiai védelmi mechanizmusokat is képes

gatolni (Gallego és mtsai, 1996, Latowsky és mtsai, 2005)

5.2. A Cd hatasa a fotoszintetikus struktirakra

A Cd-kezelés amellett, hogy csokkenti kloroplasztiszok szédmat, a belsd
szerkezetiiket is befolyasolja. Cd hatdsara szabalytalanul elhelyezkedd granumokat, a
sztroma lamelldk redukcidjat, tilakoid tagulast és a plasztoglobulusok szamanak

emelkedését figyelték meg (Barcelo és mtsai, 1988).
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A Chl-tartalom csokkenése a Chl-tartalmu pigment-protein komplexek kialakulasat
is befolyasolja (Mysliwa-Kurdziel és mtsai, 2002a). A Cd-stressz soran tapasztalt Chl a/b
arany modosuldsa a PS-ek és az azokat felépitdé Chl-proteinek relativ aranyainak
megvaltozasat tiikrozi. A Chl-tartalmt komplexek koziil a PSI bizonyult a
legérzékenyebbnek (Sarvari, 2005, Fagioni és mtsai, 2009). Proteomikai vizsgalatokban
érint6legesen beszamoltak egyes Lhc protein foltok csokkenésérdl is (Kieffer és mtsai,
2009, Farinati és mtsai, 2009; Durand és mtsai, 2010). Kevés irodalmi adatot talalunk a
Chl-protein interakciok Cd stressz hatdsara bekovetkezd valtozéasairol is. Tobb ndvényben
is kimutattak példaul az LHCII trimerizacidjanak csokkenését (Krupa, 1988, Fagioni és
mtsai, 2009; Qureshi és mtsai, 2010), és ezzel egyidejlileg a PSII degradacid/reszintézis
ciklusdnak felgyorsulasara utald valtozasokat is leirtak (Qureshi és mtsai, 2010). Cd
kezelés hatdsira ugyanis egy un. PSII szubkomplex mennyisége megemelkedett mustar
novényekben, amely kompexrdél valdsziniisitik, hogy a PSII lebomlédsa soran keletkezd

egyik koztes allapotot képviseli.

5.3 A Cd hatasa a génexpressziora

A Cd-stressz  géatolja mind a metabolikus folyamatok, mind az
elektrontranszportlanc miikodését, igy az abszorbealt energia feleslegben van a
metabolikusan felhasznalt energidhoz képest, ami fénystresszt és ezzel egylitt oxidativ
stresszt okoz. A fotoszintetikus folyamatok kiegyensulyozatlansdgat a rendszer
komponensei, elsésorban a PQ-pool és a tioredoxin redox allapota alapjan érzékeli
(Pfannschmidt, 2003, Pfannschmidt és mtsai 2009). Ha a fényfelesleg, illetve a PSI és PSII
miikddésének kiegyensulyozatlansdga hosszabb ideig fennall és a novény képes a talélésre,
akkor a gyors metabolikus regulacids folyamatokat felvaltjak a génexpresszid valtozasaval
jar6 akklimatizacios folyamatok. Ezek hatdsara a komplexek mennyisége és szervezddése,
valamint a core komponensek €és antennak aranya valtozik meg (Wilson és mtsai, 2000).

Az akklimatizéacios folyamatokat kozvetitd szenzor(ok)nak képesnek kell lenniiik
az oxidacios allapot és a ApH megvaltozasait atalakitani olyan biokémiai jellé, amely a
sejtmagban zajlo génexpresszidt szabalyozza. A kloroplasztisz metabolikus allapotat a
citoszolba és a magba kozvetitd jelatvitelben tobbféle mechanizmus részvétele
feltételezhetd. A Cd hatasara bekovetkezd oxidacios allapot valtozasok kozvetitésében
egyarant szerepelhet a kloroplasztisz ditiol- és glutation szintje, reaktiv oxigénformak,

ATP/NADPH arany és a szénhidratok mennyisége (Rolland és mtsai, 2006, Pogson és
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mtsai, 2008; Kleine és mtsai, 2009). Az oxidacids allapottol befolyasolt Cit bsf komplex
masodlagos szerkezetét érintd véltozasok szintén részt vehetnek a szignalizacioban. Bar
folyamatosan fedezik fel a Cd-stressz szignalizacidban részt vevO elemeket, a pontos
mechanizmust még korantsem ismerjiik. Kimutattdk pl. a MAP kinazok aktivitdsanak
novekedését (Yeh és mtsai, 2007), és kiillonbozo transzkripcids faktorok aktivalddasat is
(Weber és mtsai, 2006). A génexpresszidt vizsgald kisérletek sordn feltartak egy sor Cd-
stressz altal szabalyozott gént, amelyek kozott megtaldlhatoak a DNS duplikéaciot kovetd
,mismatch”-ek javitasat végzd fehérjék génjei is (Liu és mtsai, 2008), a proteolitikus
lebontasban szerepld elemek (Djebali és mtsai, 2007), valamint az oxidativ
stresszvalaszban (Smeets és mtsai, 2008) és vashidny hatdsara indukalodd gének is
(Hodoshima és mtsai, 2007).

A Cd-regulalt gének atfogd analizise azt mutatta, hogy a Cd altal befolyéasolt gének
kiilonb6zd funkciondlis kategoridkhoz rendelhetdk (Fusco és mtsai, 2005, Herbette és
mtsai, 2006). Protein kindzok és transzkripcids faktorok megjelenése a kezelés elején a
szignaltranszdukcios utak gyors aktivalodasat jelenti. Kimutathatd volt a kloroplasztisz
nagyszamu fotoszintézis génjének gatldsa mar a 6 6rds mintavételnél, amig a sejtmagban
kodolt fotoszintetikus fehérjék génexpresszioja 30 ora elteltével mutatott csokkenést. A Cd
altal negativan szabdlyozott gének kozott megtalalhatok voltak a Chl-szintézisben részt
vevo enzimek, a PSI és PSII fehérjéi, Lhcb fehérjék és a Calvin ciklus enzimei is (Herbette
és mtsai, 20006). A stresszvalaszban szerepet jatszo, védd funkcidval rendelkezd fehérjek
génjeinek sora mutatott aktivalodast a Cd hatdsara. Kozéjlik tartoznak hésokk fehérjék,
chaperonok, amelyek a fehérjelebomlds megakadalyozasdban jatszanak fontos szerepet,
valamint az oxidativ stressz elleni védelemben szereplé enzimek.

Bar a Cd hatésait széles korben dokumentaltdk a fotoszintézis strukturalis és
funkcionalis megvaltozasait érintd publikicidkban, a fotoszintetikus akklimatizacidoban
fontos Lhc gének atfogod vizsgalatat célzo, a Cd génexpresszios szintll hatdsait leiré munka

mindezidaig nem késziilt.

6. A Cd és a Fe kolcsonhatasa

A Cd-stressz okozta fiziologiai valtozasok egy része Osszefiiggésbe hozhato a
novények csokkent vastartalmaval, ami a fotoszintetikus apparatus kialakuldsat is
jelentésen befolyasolja (Siedlecka és Krupa, 1999). A Cd a gyokér-epidermiszsejtek

plazmamembranjaban talalhato ferri-kelat reduktaz (Ferric Chelate Reductase Oxidase,
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FRO2) miikodését gatolja (Alcdntara és misai, 1994), mely a talaj Fe**-tartalménak szabad
Fe’" ionokka torténd redukélasat végzi. A redukalt és szabadda valt Fe*™ ionok a ZIP-
csaladba (Zinc-Iron Proteins) tartozd IRT1 (Iron Regulated Transporter 1) juttatja a
gyokérepidermisz szimplasztjaba (Mdser és mtsai, 2001). A xilémben a vas valosziniileg
vas-citrat komplexek formajaban szallitddik. A levél mezofillum sejtjeibe azonban csak
redukcidt kdvetden juthat be. A vas-citrat redukcioban a FRO6-nak tulajdonitanak szerepet
(Jeong és Conolly, 2009), a redukalt vasat pedig valosziniileg itt is a ZIP-csaladba tartozé
vastranszporterek veszik fel (4badia és mtsai, 2011). Ez utobbiakkal kapcsolatosan ugyan
nem vizsgaltdk a Cd hatasat, feltételezheté azonban, hogy hasonld a gyokérsejtek
vasfelvételére gyakorolt gatlashoz. Kimutattuk azt is, hogy a Cd-kezelt nyarfakban a

kloroplasztiszok vastartalma is alacsonyabb volt (Sarvari és mtsai, 2011).

6.1 A vashiany hatasai a fotoszintetikus apparatusra

A vas limitdlt elérhetdsége elsddlegesen a kloroplasztiszok struktirajat és
funkcidjat befolyasolja (Soldatini és mtsai, 2000, Morales és mtsai 2001). Ugyanis a levél
vastartalméanak 80%-a a kloroplasztiszokban taldlhato, nagyrészt a tilakoid membranokban,
amelyek a levélben 1évé Chl mintegy 60%-at tartalmazzdk (7Terry és Abadia 1986).
Vashiany kovetkeztében a Chl-szintézis erésen gatolt, ugyanakkor a fiatal levelek
novekedése a kontrollhoz hasonld mértékli marad (Terry és Rao, 1991). Ezért a
levélfeliiletre es6 Chl tartalom lecsokken és kialakul a vashidny jellegzetes tiinete, a
»Klordzis”. A Chl-bioszintézis szamos 1épésérdl feltételezik, hogy vasigényes folyamat
(Terry és Abadia, 1986). igy pl. a folyamat prekurzoranak, a §-amino-levulinsavnak a
szintézise is vasat igényel (Miller és mtsai, 1982; Yu és Miller, 1982). Tovabba a vas
szerepet jatszik a porfirin szintézis késObbi reakcioiban is, a koproporfirinogén III —
protoporfirinogén IX atalakulasban (Lascelles, 1975; Hsu és Miller, 1970) és a Mg-
protoporfirin IX-monometilészter — protoklorofillid atalakuldsban is (Spiller és mtsai,
1982; Tottey és mtsai, 2003). A klorotikus levelek sargulasa annak is koszonhetd, hogy a
Chl/karotinoid arany lecsokken a levelekben. A karotinoidok koziil kiilondsen a xantofillok
jatszanak fontos szerepet a vashidny kovetkeztében fellépd fényfelesleg eltavolitasaban.
Kimutattak ugyanis, hogy a vashidnyos levelek de-epoxidacids indexe is megemelkedik,
jelezve a violaxantin ciklus aktivalodéasat (Morales és mtsai, 2000; Donnini és mtsai,

2006).
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A levél fotoszintetikus aktivitasat a vashidny a Rubisco aktivitdsanak ¢&s
génexpresszidjanak gatlasan keresztiil is befolyasolja (Winder and Nishio 1995; Ferraro et
al. 2003). Azt is kimutattak, hogy vashidny kovetkeztében egyarant csokken a PSII
maximalis és aktualis kvantumhatékonysaga (Morales és mtsai, 1991; Donnini és mtsai,
2003). Ez utdbbi az NPQ megemelkedésével egyiitt jelzi a stressz hatdsara kialakulo
fotoinhibicidt és fényfelesleg karos hatasainak kivédésére szolgdldé mechanizmusok
aktivalodasat (Abadia és mtsai, 1999; Larbi és mtsai, 20006). A vas esszencialis alkotéelem
tobb komplexben is: a PSII reakcid centruma és a Cit bssg, a Cit bgf komplex hemjei és
Rieske Fe-S centruma, valamint a PSI vas-kén proteinjei és a ferredoxin is tartalmaz vasat.
Ez kiilondsen érzékennyé teszi a tilakoid biogenezist vashidny esetén. A vas csokkent
elérhetdsége a tilakoidok szerkezetében, polipeptid Osszetételében jelentds atalakulasokat
indukal. Viszonylag kevesen vizsgaltdk hogyan befolyasolja a vashiany a magasabbrendii
novények fotoszintetikus apparatusanak szervezddését. Cukorrépaban proteomikai
vizsgalattal kimutattak, hogy a PSI, PSII és a Cit bsf komplex fehérjéinek mennyisége is
jelentéen lecsokkent (Andaluz és mtsai, 2006). Ugyanakkor a membranokhoz kapcsolddo
Rubisco mennyisége megemelkedett. Talaltak tovabba egy enzimkomplexet is, amelynek a
tilakoidokhoz val6d kapcsolodésa vashiany kovetkeztében megndvekedett. A kimutatott
enzimek az aminosav és szerves sav anyagcserében vesznek részt és funkciojuk vélhetden
a vashianyos tilakoidok oxidacios egyensulyanak fenntartdsa lehet.

A vas elérhetéségének csokkenésére legérzékenyebben a PSI komplex reagil.
Vashianyos spenot levelében a PSI core proteinek és az antenna alkotdinak mennyisége is
jelentdsen lecsokken. Azt is megfigyelték, hogy a stressz hatdsara megvaltozott a PSII
antenna alkotoinak ardnya (Timperio és mtsai, 2007). Kimutattak a PSI antenna
reorganizaciojat (Moseley és mtsai, 2002) és az LHCII antenna részleges levalasat a PSII-
10l (Morales és mtsai, 2001). Szintén jellegzetes az LHCII monomerizéacidja vashiany
hatasara, amirdl feltételezik, hogy a fényfelesleg kéaros hatdsainak kivédésében fontos
védekezési mechanizmus része lehet (Timperio és mtsai, 2007; Qureshi és mtsai, 2010). A
csokkent Chl-tartalom és a Zx-tartalom egyideji emelkedése valdsziniileg befolyasolja az
Lhe fehérjék trimerizacids képességét. A vashiany kovetkeztében fellépd fotoinhibicio a
PSII reszintézisét vonja maga utdn. Ennek egyik bizonyitéka vashianyos mustar
novényekben a lebomlas egyik koztes allapotat képviseld un. PSII szubkomplexek
megemelkedett akkumulacidja (Qureshi és mtsai, 2010). A Cd-kezelés illetve a vashiany
kovetkezményeként megfigyelt valtozadsok Osszehasonlitasa informéciokat adhat arrdl,

hogy Cd-stressz tilineteit a Cd kozvetlen hatdsai vagy az altala indukalt vashiany okozza-e.
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II1. Célkituzések

A novények helyhez kotott életmodjuk miatt foként biokémiai mechanizmusok
révén alkalmazkodnak a valtozo kornyezeti feltételekhez. A kiilonbozd stresszorok a
novényekben fizioldgiai és regulacids valaszokat egyarant aktivalnak. A fotoszintézissel
kapcsolatos regulacios valaszokrol Cd-stressz esetében keveset tudunk. A disszertacio
célja, hogy a Chl-protein komplexek szervez6désében, pigment- és fehérjedsszetételében
Cd hatédsara bekdvetkezd valtozésokat, valamint azok okait és fiziologiai jelentdségét
feltarja.

A Cd-indukalt vashiany Cd-stresszben betdltott jelentdségét a nagy bioldgiai
produktivitasi cukorrépan vizsgaljuk. Arra keressilk a valaszt, hogy a vastartalom
redukcioja mennyiben jarul hozza a Cd-stressz pigment-protein komplexeket érintd
tiinetethez. A regeneraciora képes nyarfa ndvények esetében az akut Cd-stressz pigment-
protein komplexekre gyakorolt hatdsait a regeneracidé szempontjabdl kivanjuk
megvizsgalni. A nyarfa, mint fas szaru genetikai modellnovény, alkalmas arra is, hogy
informéciot kapjunk a pigment-protein komplexek Osszetételében és szervezddéseben

bekovetkezett valtozasok szabalyozasi szintjérol.

Megvizsgaljuk a BN-PAGE-sel elvalasztott pigment-protein komplexek pigment (HPLC)
¢s protein (SDS-PAGE, nanoHPLC) 0Osszetételét cukorrépaban a Cd-stressz €s a
vashidny tiineteinek 0sszehasonlitasa érdekében.

A BN-PAGE-el elvalasztott nyarfa tilakoid-komplexek szervezddésének és Osszetételének
(SDS-PAGE) feltarasaval valaszt keresiink az akut Cd stressz altal eldidézett
véltozasoknak a regeneracioban betdltott szerepére.

Az Lhc géncsalad tagjainak, az Lhca €s Lhcb fehérje-izoformak génjeinek, transzkripcids
vizsgalataval (qQRT-PCR) kivanjuk feltarni az akut Cd-stressz soran tapasztalt,
els6sorban az antenndhoz kothetd akklimatizaciés folyamatok szabalyozasat

kiilonbozo fejlettségii levelekben.
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IV. Anyag és modszerek

1. Novénynevelés

A cukorrépa novényeket (Beta vulgaris L. cv. Orbis) ndvényneveld kamraban 80%
relativ paratartalom mellett, 16 6ra 23 °C-os fényperiodus (350 pmol foton m™ s™) és 8
oras 18 °C-os sotétperiodus alkalmazasaval neveltik. A magokat vermikulit kézegben
csirdztattuk 2 héten keresztiil. Ezutan a csirandvényeket 2 hétig 1/2 toménységii Hoagland
tapoldatoton (2,5 mM KNOs; 2,5 mM Ca(NOs),; 1,0 mM MgSOq; 0,5 mM KH,POy; 23,2
uM H3;BO;; 9,20 uM MgCly; 0,28 uM ZnSOg; 0,24 uM Na,Moy; 0,16 uM CuSOy, a
vasforras 45 uM Fe(III)-EDTA volt) eléneveltiik. A kezelésekhez a novényeket 20 literes,
a fenti tapoldatot tartalmazod milanyag edényekbe tettiik at, egy edényben 4 ndvényt
neveltiink egyszerre. A Cd-kezelt ndvények tapoldata 10 uM CdCl,-ot is tartalmazott. A
vashianyos novények tapoldataba 1 g 1" CaCOs-ot is tettiink a vashianyos talajban 16v6 pH
7,7 viszonyoknak megfeleld kozeg biztositasahoz. A mérésekhez a 10 napos ndvények
fiatal, de mar kifejlett méretli leveleit hasznaltuk fel. A ndvénynevelést haromszor
ismételtiik, kezelésenként 4-4 ndvényt hasznalva a mintavételhez.

A mikroszaporitott nyar novényeket (Populus jacquemontiana var. glauca (Haines)
Kimura, cv. Kopeczkii) Y4 toménységli Hoagland tapoldaton neveltiilk, amelyben a Fe-
forras 10 uM Fe(Ill)-citrat volt. A novényneveld-kamraban 14/10 o6ras fény (120 pmol
foton m™ s')/ sotét periodusok kovették egymast, rendre 25/22 °C  szabélyozott
hémeérséklet és 70/75% relativ paratartalom mellett. A novények egy részét 4 leveles (~4
hetes) koruktol 10 napig (Cd10), valamint 3 hétig (Cd21) a fenti tapoldatban adott 10 uM
Cd(NOs),-tal kezeltik. A mérésekhez mintat vettlink a ndvények als6 és felsd
levélemeleteibdl is: a kezelések elott mar kifejlett, fotoszintetikusan kompetens (-2)
levelekbdl, és a kezelések alatt fejlodott (+2) levelekbdl is. A kisérletet haromszor

végeztiik el, 3-5 parhuzamos ndvényi mintan, amelyeket kiilon edényekben neveltiink.

2. Iontartalom meghatarozas

A mintdk analizise a Debreceni Egyetem Agrartudomanyi Centrumanak
Elelmiszertudoméanyi Min&ségbiztositd és Mikrobiologiai Intézetének —elemanalitikai
laborjdban, a makroelemek esetében ICP-OES (induktiv csatolasi plazma optikai

emisszids spektrométer, Thermo-Fisher, USA, kimutatasi hatar: 1-10 ppb), a mikroelemek
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esetében ICP-MS (induktiv csatolasti plazma tomegspektrométer, Perkin Elmer, USA,
kimutatasi hatar: 1 ppt) késziilékekkel tortént. A modszer alkali- és alkali-foldfémek,
félfémek, atmeneti fémek, valamint a nemfémes elemek koziil a S és P mérésére alkalmas.
A mintadkat 60 °C-os széritoszekrényben az allandé szdraztomeg eléréséig
szaritottuk. A savas feltaras soran 1 g szaritott levélmintat 10 ml tdmény salétromsavban
egy ¢jszakan at inkubaltdk. Az eléroncsolést 30 percig 60 °C-on végezték, amit a 90 percig
tartdo, 120 °C-on végzett fOroncsolds kovetett 3 ml hidrogénperoxid oldat (30%)
hozzéadasaval. A kapott oldatot mérés eldtt ioncserélt vizzel 50 ml-re feltoltottek, és MN-

640W jelli szlir6papiron sziirték.

3. A fotoszintetikus pigmentek analizise
3.1 Chl-tartalom meghatarozas

A levelek kiilonbozd részeirdl 5,5 mm atmérdjii levélkorong mintdkat vettiink
dugofurdoval. A korongokat 80%-0s acetonban dorzsoltiik el. A homogenatumot 5 percig
10000 g-n centrifugaltuk, majd a feliiluszobol kéthullamhossz modszerrel meghataroztuk a
Chl-tartalmat (Porra et al, 1989). A fényszoras kikiiszobdlésére korrekciot végeztiink a
800 ¢és 730 nm kozotti abszorpcid-emelkedés mértéke alapjan. A szamoldsok

alapegyenletei a kovetkezok:
Chl a (ng cm™?)=12,25%Es3,6-2,55%Egs6. 6 <térfogat xhigitas/feliilet
Chl b (ng cm™?)=20,31xEg4s,64,91xEgg3.6 xtérfogat xhigitas/feliilet
(Exxx az indexben jelzett hullamhossznal mért abszorpcio.)
3.2 Karotinoid-tartalom meghatarozas

Azonos feliiletli levélkorongokat folyékony N,-ben dorzsoltiink el Na-aszkorbat
jelenlétében, majd a karotinoidokat 100% acetonnal oldottuk ki. Az elegyet fél ora, -20°C-
on valo allas utan 0,2 pm-es molekulaszlirdn engedtiik at, €¢s 5 ml-re toltottiik fel.

Az izolalt komplexek karotinoid tartalménak a meghatarozdsdhoz a mintakat 0,2
um-es fecskendds molekulaszliron (Teknokrama, OlimPeak) engedtik at, majd
kromatografias oszlopra vittiik fel (Sep-Pak Plus C18, WAT020515, Waters Corporation).
Az oszlopot elézdleg 100%-o0s, majd kdvetkezo 1épésben 80%-0s metanollal egyenlitettiik
ki, hogy a vizes fazisban 1évé komplexek a feliiletén kelléen adszorbealddjanak. A

pigmenteket ezutan 100%-o0s acetonnal elualtuk.
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felallitott HPLC berendezéssel hataroztuk meg, az eredeti mddszer kis modositasaval. A
pigmenteket 100 x 8 mm-es Novapak C18 kromatografids oszlopon (Waters Corporation)
valasztottuk el. A mintat Rheodyne 7010 20 pl-es térfogatl injektoron (Thermo Scientific)
keresztiil fecskendeztiik a berendezésbe, a mobil fazis 1.7 ml min™ sebességli mozgasat a
Waters M45 magas nyomdsu pumpa biztositotta. Az elvalasztas soran elészor 3 percig
acetonitril:metanol:trietil-amin=7:1:0.007  oldodszerelegyet, ezt koévetden 5 percig
acetonitril:metanol:viz:etil-acetat: TEA=  7:0,96:0.04:8:0.007, végil pedig 7 percen
keresztiil Gjra az els6ként alkalmazott oldoszerelegyet hasznaltuk. A kromatografias gorbe
csticsait 450 nm-nél Shimadzu UV-VIS spektrofotométerrel detektaltuk. A pigmentek

crer

kalibraciéra alapozva — a kromatografias gérbe csticsainak integralasaval végeztiik.

4. A fotoszintetikus aktivitas jellemzése fluoreszcencia indukcioval

A Chl a fluoreszcencia indukciét PAM 101-102-103 fluoriméterrel (Heinz Walz
GmbH, Germany), intakt novényeken mértiik. A leveleket 30 percig sététadaptaltuk, majd
az Fo-szintet a szaggatott méréfény (intenzitds<l pmol m™? s, modulcios frekvencia 1,6
kHz) bekapcsoldsa utan hataroztuk meg. A maximalis fluoreszcencia intenzitast sotét-
(Fm), illetve fényadaptalt (F,,”) allapotban 0,7 s-os, a PSII elektrontranszportot telit fehér
fényfelvillanast (3000 pmol m™ s, fényforras: KL 1500 electronic, Schott, Germany)
kovetéen mértiik. A kioltasi vizsgalatokhoz aktinikus fényt (100 uE m™ s”, 100 kHz)
hasznaltunk. A paramétereket Hendrickson és mtsai (2005) és Baker (2008) szerint

szamoltuk:
A PSII maximalis kvantumhatékonysaga: F./Fn=(Fm-Fo)/Fn,
A PSII aktualis hatékonysaga: AF/Fy’=(Fn’-F)/Fn’,
Nem-fotokémiai kioltas: NPQ=(Fy-Fi’)/Fr’,
Konstitutiv hédisszipacid/fluoreszcencia: ~ @¢p=Fy/F,*(Fy/Fi)/(Fv/Frm);
ApH és xantofill-ciklus alapu kioltés: DOnp=(F/Fr’-F/Fm)*(Fo/Fin)/(F/Fram);
Osszes PSII RC hatékonyséaga: Opsi=(1-F/Fp’)*(Fo/Fin)/(Fy/Frum);

Inaktiv PSII RC-ok altali hédISSleéCIé ©NF:1'(®PSII+q)ﬁD+q)NPQ);
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ahol Fy és F,,, a sotétadaptalt levél minimalis és maximalis fluoreszcencigja, F; és Fy,’
pedig a fényadaptalt levél aktualis (t idOpontban mért) és maximalis fluoreszcenciaja, Fv —
a valtoz6 fluoreszcencia, F,/F,v — referencia kvantumhatékonysag (atlagos kontroll

kvantumhatékonysag).

5. A tilakoid-membranok izolalasa

Az izolalast Jansson és mtsai (/997) szerint végeztiik, kis valtoztatasokkal. Az
izolalas soran 0-2 °C-ra hiitott oldatokkal dolgoztunk, a centrifugélasi 1épéseket 4 °C-on
tartott késziilékben végeztilk. A leveleket késes homogenizatorral (Waring Blendor)
el6hiitott edényben és izoldlo pufferben (50 mM Tricin/KOH (pH 7.8), 2 mM MgCl,, 330
mM szorbitol, 2 mM EDTA, 0,1% BSA) haromszor 5 s-ig homogenizaltuk. A
homogenatumot négy réteg gézen és két réteg Miracloth-on szirtilk, majd a kontroll
plasztiszokat 3 perces 1000 g-s, a kezelteket 2000 g-s centrifugéldssal tlepitettiik ki.
Ezutan ozmotikus sokkal (10 mM Na-foszfat (pH 7,4)) és tjracentrifugéléssal (7 perc,
5000 g) eltavolitottuk a boritomembrant és az oldhatd fehérjéket. A csapadékban kapott
tilakoidokat egyszer mostuk 0,1 M szorbitolt tartalmazé 5 mM Tricin-(CH3)sNOH (pH
7,5) pufferben. A keményitd kililepitése érdekében a szuszpenziot 3 percig 100 g-n
centrifugaltuk, majd a feliiliszobol kitilepitettiik a tilakoidokat (10 perc 10000 g). A
mintdkat 40% glicerint és 2 mM Tris-maleatot (pH 7,0) tartalmaz6 oldatban, folyékony
nitrogénben (77 K) taroltuk.

6. Klorofill-protein  komplexek elvalasztasa  Blue-native  poliakrilamid

gélelektroforézis (BN-PAGE) modszerrel

A tarolt membranokat kiiilepitettiik (10 perc 10000 g), €s 330 mM szorbitolt és 250
pg ml”' Pefabloc-ot tartalmazé 50 mM Bisz-Trisz-HCI (pH 7.,0) pufferben mostuk (10
perc, 10000 g). A tilakoidokat (500 pg ml™ Chl) 0 °C-on 30 percig 750 mM
aminokapronsavat, 0,5 mM EDTA-t, 250 ug ml™" Pefabloc-ot és 2% (m/v) n-dodecil-g-D-
maltozidot (Roche, Mannheim, Germany) tartalmazé 50 mM Bisz-Trisz-HC1 (pH 7,0)
pufferben szolubilizaltuk. A nem szolubilizadlédott anyagokat 15 perc 19000 g
cenrifugaldssal {tlepitettiik ki, majd minden mintdhoz 1/5-6d térfogatnyi 750 mM
aminokapronsavat és 5% Serva Blue G-t tartalmazo elegyet adtunk.

A szolubilizalt komplexeket BN PAGE-sel valasztottuk el. A tomoritd gél (4%
akrilamid, 0,125% biszakrilamid, 0,5 M aminokapronsav, 50 mM Bisz-Trisz-HCI pH 7,0,
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10% glicerin,) a polimerizaciojat 0,125% TEMED-et és 0,125% ammonium-perszulfat
idézte eld. A szepardldo gélben (5-12% akrilamid, 0,155-0,375 biszakrilamid, 5-15%
szahar6z gradiens, 0,5 M aminokapronsav, 50 mM Bisz-Trisz-HCI pH 7,0, 10% glicerin,) a
polimerizaci6 0,028-0,047% TEMED gradiens ¢és 0,028-0,042% ammonium-perszulfat
gradiens mellett tortént. Az akrilamid/bisz-akrilamid arany 30:0,8 volt. A 10x8x0,15 cm-
es géleket Mini-Protean (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) gélelektroforézis késziilékbe
helyeztiik, anodpufferként 50 mM Bisz-Triszt (pH 7,0), katdéd pufferként 15 mM Bisz-
Triszt, 50 mM Tricint és 0,02% Serva Blue G-t tartalmazo oldatot hasznaltunk. Az
analitikai gélekre 10-15 pl tilakoidot vittlink fel. Az elektroforézis elsd fél 6rajaban 40V-os
allando fesziiltséget alkalmaztunk, amig a mintdk bevandoroltak a tomorité gélbe, majd
attértiink a géllaponként SmA alland6 aramerdsségre 300V maximalis fesziiltség mellett.
Amikor a festékfront elérte a gél 2/3-4t, a katddpuffert lecseréltiik festéket nem tartalmazo
katodpuferre, és folytattuk a szeparalast, amig a festékfront elérte a gél végét.

A géleket szkenneltiik, majd a Phoretix 4.1 (Newcastle-upon-Tyne, UK) program
segitségével értékeltiik ki a denzitogramokat. A denzitogram Osszepixel intenzitdsa aranyos
volt a felvitt membranok (Chl-) mennyiségével. Az egyes savokban 1évé komplexek
mennyiségét ugy szamoltuk, hogy az azonos membran(Chl)-mennyiség elvalasztasakor
kapott sav integralt pixelintenzitasat korrigaltuk az adott mintara jellemzd, levélfeliiletre
es6 Chl-tartalommal (ng cm™). A savokat a fehérje-6sszetétel alapjan azonositottuk, és az

azonos tilakoid-partikulumhoz tartozé komponensek mennyiségét sszeadtuk.

7. A fehérjék elvalasztasa denaturalo SDS-PAGE-sel

A komplexek polipeptid 0sszetételének meghatarozéasa céljabol a BN savok protein
komponenseit masodik dimenzidban denaturald koriilmények kozott valasztottuk el
egymastol (Laemmli 1970).

A BN-PAGE-sel nyert gélsavokat szolubilizalod pufferben (5 mM Trisz-HCl, (pH
6,8), 2% Na-dodecil-szulfat, 2% ditiotreitol, 10% glicerin és 0,001% brémfenolkék) oldott
meleg agarozzal stabilizaltuk a mintahelyen.

Az 5% akrilamidot és 0,125% biszakrilamidot, 0,125 M Trisz-HCI (pH 6,8) puffert,
0,1 % Na-dodecil-szulfatot tartalmaz¢ tomoritd gélben a polimerizacidt 0,056% TEMED
és 0,112% ammonium-perszulfat idézte el6. A 10-18% akrilamid, 0,267-0,500%
biszakrilamid, 5-15% szaharoz gradienst (0,375 M Trisz-HCI (pH 8,8), és 0,1% Na-
dodecil-szulfatot tartalmazd szepardldo gélben a polimerizacié 0,013-0,017% TEMED

gradiens €s 0,04% ammonium-perszulfat mellett tortént. Az akrilamid/bisz-akrilamid arany
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30:0,8 volt. Az andd ¢és katdéd puffer 0,025 M Triszt, 0,192 M glicint és 0,1% SDS-t
tartalmazott. Az elektroforézist 20 mA/lap alland6é aramerdsség mellett, a jelzOfesték
kifutasaig végeztiik.

A géleket Candiano ¢és mtsai. (2008) altal kidolgozott un. ,,Blue silver” modszerrel
festettliik. A géleket 1 6rat fixaltuk 50% metanolt és 2% foszforsavat tartalmazé oldatban,
majd haromszor 15 percig mostuk desztillalt vizzel. 1 ¢éjszaka 10% foszforsavat, 10%
(NH4)2SO4-0t (w/v), 0,12% Coomassie G250-et és 20% metanolt tartalmazd oldatban
festettilk, majd a felesleges festéket desztillalt vizzel mostuk ki. A festéshez hasznalt
Coomassie Blue G-250 (Serva) a fehérjékhez bizonyitottan, azok mennyiségével aranyosan
kotddik, vagyis az igy festett gélek alkalmasak kvantitativ analizisre. A szkennelt gélek

kiértékelését szintén a Phoretix programmal végeztiik.

8. Pigment és fehérjekivonas a BN savokbol

A preparativ BN gélekre egyenként 300-500 pl szolubilizalt tilakoid mintat vittlink
fel, egy-egy azonos biologiai mintabol 6-8 ilyen gélt készitettiink. Az elektroforézis utan
kivagott pigment tartalma sdvokat a felhasznalasig -20 °C-on taroltuk. A feltarast vizes
kozegben végzetik, a gélcsikokat 2mM Trisz-maleat (pH:7,0) pufferben teflon
homogenizatorral Osszetortiik, majd egy ¢jszakdn at -20 °C-on inkubaltuk, hogy a
gélmatrixbol a komplexek kiszabaduljanak. A géltérmeléket 10 perces 12000 g
centrifugaldssal iilepitettiik le. A feliiliszoban taldlhatd pigment-protein komplexeket
tartalmazd hig vizes oldatot ezutan 300-500 pl végtérfogatra toményitettiik Centricon
(RCYM-10) csovekben, tobb o6ras 6500 g centrifugalassal. Az igy nyert komplexek
polipeptid Osszetételét 2D elektroforézissel (IEF/SDS PAGE), pigmentdsszetételét HPLC-

vel hataroztuk meg.

9. 2D-PAGE: Izoelektromos fokuszalas (IEF)/SDS-PAGE

Az izolalt tilakoid vagy BN-PAGE savokbdl kinyert mintdkhoz négyszeres
térfogati 80% acetont és 0,07% p-merkaptoetanolt tartalmazo oldatot adtunk, majd egy
éjszakan keresztiil -20 °C-on inkubaltuk. A fehérjéket 10 perces 14000 g centrifugalassal
tilepitettiik ki. A leiilepedett csapadékot kétszer mostuk 80%-os acetonnal (10 perc, 14000
g) majd N, gézzal beszaritottuk. A csapadékot 8 M urea és 2 M tiourea, 20 mM Trisz, 4%
(m/v) CHAPS, 50 mM ditiotreitol (DTT), 0,05% (m/v) n-dodecil-$-D-maltozid, 2 mM
PMSF (fenil-metil-szulfonil-fluorid) és 0,5% (v/v) amfolit (pH=3-10, ill. 4-7) tartalmu
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rehidratal6 pufferben oldottuk fel, oly médon, hogy a mintat egy éjszakan keresztiil 28 C°-
on inkubdltuk. A mintdk fehérjetartalmat SDS-PAGE-en (Id. 6-os pont) elvélasztva,
Photerix-es analizissel, BSA-bol késziilt higitasi sor alapjan hataroztuk meg.

Az IEF-t az eldzetes kisérletek alapjan kivalasztott, 4-7 linearis pH gradienst
tartalmaz6 ReadyStrip IPG (Bio-Rad) géleken végeztiik. A 7 cm-es kész IEF gélek passziv
rehidratacidja 16 6ran at, 125 pl, nyomnyi mennyiségli brom-fenolkék festéket tartalmazo
rehidratdld pufferben tortént, szobahOmeérsékleten. A puffer fehérje tartalma a tilakoid
mintdk esetében 75 pg volt, a BN gélsavokbol kinyert mintdk pedig 5-20 pg fehérjét
tartalmaztak.

A rehidrataci6 utdn a fehérjék fokuszalasit PROTEAN IEF Cell (BioRad)
elektroforézis késziilékben 3 1épésben, Osszesen 14000 Vh-an at, 5 mA/gél maximalis
aramerdsség mellett végeztiik. 20 perc 0-250 V linearis fesziiltség gradiens utan 250-4000
V szintén linedris gradiens kovetkezett, végiil konstans 4000 V-os fesziiltségen a
fokuszalas a 10000 Vh eléréséig tartott.

A géleket ezutan 10 percig 6 M urea, 0,375 M Trisz-HCI, (pH= 8,8), 2% (m/v)
SDS, 20% glicerin, és 2% (m/v) a fehérjék diszulfid hidjait redukalo DTT tartalmu
pufferben szolubilizaltuk, majd Gjabb 10 percig DTT helyett 2,5% (m/v) jéd-acetamidot, az
—SH oldallancokat alkilalo reagenst tartalmazo pufferben inkubaltuk, szobahémérsékleten.
A masodik dimenzios elvalasztds SDS-PAGE-sel, Laemmli (/970) modszerével tortént. A
szolubilizalt gélcsikokat 12% akrilamidot tartalmazé gélek (8x10x1,0 cm) tetejére
fektettiik és felmelegitett 0,5% agarozt és 0,1% SDS-t tartalmaz6 50 mM Trisz-HCI (pH
6,8) pufferoldattal rogzitettiik. Kadpufferként 25 mM Trisz, 192 mM glicin és 0,1% SDS
tartalmu oldatot hasznélva, az elektroforézist 20 mA/ gél aramerdsség mellett, 300 V
maximalis fesziiltséggel végeztiik, amig jelzofestékként alkalmazott bromfenolkék elérte a
gél aljat. A 2.D-s géleket szintén a fent emlitett ,,Blue silver” moddszerrel festettiik. A
foltok detektalasat, a gélek Osszehasonlitasat és kvantitativ kiértékelését a PDQuest 8.0
(BioRad) programmal végeztiik. A program altal detektalt foltokat manualisan korrigaltuk.
A kontroll és Cd-kezelt ndvények tilakoidjaibol késziilt 2.D-s gélek azonos foltjainak
intenzitas kiilonbségét t- probaval (p<0,10) ellendriztiik.

10. A fehérjefoltok aznositisa nano HPLC-ESI-MS/MS modszerrel

Az analizisre kivalasztott gélfoltokat automatizalt EXQuest (BioRad)

berendezésben vagtuk ki, majd egyenként 400 pl acetonitril:NH4HCO5 2:3 elegyben 30
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percig hagytuk allni a Coomassie eltdvolitasa érdekében. Ezutan 10 perces acetonitril
kezeléssel dehidrataltuk a géldarabokat és szobahdmérsékleten elpérologtattuk beldle az
olddszert. Ezutan kovetkezett a fehérjék un. in-gel/ emésztése 15 ul tripszin (Sequencing
Grade Modified Trypsin V511, Promega, Madison) tartalmu oldattal (0.1 pg pl™" tripszin,
40 mM NH4HCO;; 9% v/v ACN). A 37 °C-on 5 é6ran at tartd inkubaciot kdvetéen a
reakciot 1 pl 1% triflour-ecetsav hozzdadasaval allitottuk le.

Az emésztéssel kapott peptid-elegyet nanoflow-HPLC berendezésben (1200 series;
Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) valasztottuk el. A mintakbo6l 3 pl-t vittiink fel
az eldzetes elvalasztast végz0 5 mm-es szilikon oszlopra 100 pl/min atfolyési sebességgel
(5 pm részecskeméret; ZORBAX 300SB-C18, Agilent Technologies). A peptideket
eluaci6 utdn egyenesen a nagy kapacitdsu ionizaciés kamraba  keriiltek
tomegspektrometrias analizisre (model HCTPlus, Bruker Daltonik). A fehérjéket az
NCBInr 20110129 és a Plants EST EST 105 adatbazisok felhasznalasaval a Mascot

keres6 programmal azonositottuk.

11. mRNS-ek Kkinyerése és atirasa cDNS-re

A levélmintakbol 130-150 mg-ot hasznaltunk mRNS kivonashoz. Kvarchomok
jelenlétében foly€kony nitrogénben eldorzsoltiik a leveleket. Az elporitott levélszovetbdl a
poliA+ RNS-eket a feliiletiikon Oligo d(T)25-t tartalmaz6 magnesgyongyokkel (Magnetic
Beads, New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) izolaltuk a gyartd leirasa szerint. A
kinyert RNS mennyiségét NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) mértik meg. Az esetleges genomi DNS
szennyezOdést RN-az-mentes DNasel (Fermentas, Burlington, Ontario, Canada) enzimmel
bontottuk le. Az egyszalu kopia DNS (cDNS) szintézisét oligo d(T) primerekbdl kiindulva
a RevertAid HMinusM-MuLV (Fermentas) reverz tanszkriptdz enzimmel, egy PCR
ciklusban, a gyartd instrukcioi alapjan végeztiik. Az atirt cDNS mintdk egy hanyadat a
RiboGreen-es fluoreszcens koncentracid meghatarozashoz hasznaltuk fel, a tobbit pedig
kis térfogatokban szétmérve -80 C°-on taroltuk a Real-Time reakciokban vald késobbi

felhasznalasig.

12. A ¢DNS mintak fluoreszcens mérése RiboGreen festékkel

A c¢DNS mintak nukleinsav tartalmat a RiboGreen (Molecular Probes, Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA) fluoreszcens festékkel detektaltuk. A festéket ugyan eredetileg az
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RNS koncentracio meghatarozasara tervezték (Jones és mtsai, 1998), az egyszalu cDNS-
hez is kotédik, annak mennyiségével aranyosan (Libus és Storchova, 2006). A mérés
feltétele, hogy reverz transzkripcid6 utdn maradd RNS-eket el kell tavolitani. Lugos
hidrolizis utdn a cDNS mennyiség meghatarozasat 60 ul végtérfogatban (RiboGreen 200x-
os higitds, cDNS minta 4x-es higitds), mintanként hdrmas ismétlésben végeztik A
fluoreszcens jelet a FluoroMax-2 (Jobin Yvon, Longjumeau, France) spektro-
fluoriméterben 15 perces inkubacios i1d0 elteltével mértilk. A gerjesztést 486 nm-nél
(résszélesség 5 nm) alkalmaztuk, a foton emissziot 510-700 nm-es tartoméanyban, 0,5 nm-
enként (résszélesség 2 nm, intergracidés idé 0,1 s) detektaltuk. A fluoreszcens gorbék
integralasaval kapott értékeket hasznaltuk fel a Real-Time PCR esszékben mért cDNS

mennyiség korrigalasahoz.

13. Real-Time PCR reakciok

Az Lhc fehérjecsalad genetikai kodja a sejtmagban taldlhatd, ezért a nukleotid

szekvencidkat a nyarfa (Populus trichocarpa) genomi adatbazisbol (http://genome.jgi-

psf.org/Poptrl _1/Poptrl _1.home.html) nyertiik ki, a Klimmek és mtsai (2006) altal k6zolt

annotaciok  alapjan. A primerek  tervezéséhez =~ a  Primer3  programot

(www.es.embnet.org/cgi-bin/primer3_www.cgi), ellendrzésiikh6z az OligoAnalyzer 3.1

programot (http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) hasznaltuk.

Minden vizsgdlni kivant gén esetében optimalizaltuk a PCR reakcié kapcsolési
Version 2.003 PCR késziilékben (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A 25 pl térfogatu
reakcidelegy 2,5 ul 10X Hot Start PCR puffert; 1,5mM MgCly-ot; 0,32mM dNTP-t; 0,5—
0,7 uM oligot; cDNA templatot valamint 0,05 U/uL Thermo Scientific Maxima Hot Start
Taq (Fermentas) DNS polimerdaz enzimet tartalmazott. A reakcidkat 10 perc 95 °C
enzimaktivacid/denaturacids 1€épést kovetden, 40 ciklusban, 15 s 95 °C, denaturacios és 40
masodperces kapcsolasi/elongécios 1épések ismétlésével végeztiik. A termékeket 2%-os
agardz gélben elektroforetizaltuk és etidium-bromiddal detektaltuk.

A valoés idejli, kvantitativ PCR reakciokat az Applied Biosystems SBS 7000
késziilékkel végeztik (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Egy kontroll
novénybdl szarmazd cDNS templatbol 6 elemii higitasi sorozatot allitottunk el (100x,
200x, 400x, 800x, 1600x és 3200x higitott) és valos idejli PCR reakcidban a higitdsok

fiiggvényében néztilk a kivalasztott fluoreszcencia kiiszobértékhez tartozd ciklusszam


http://genome.jgi-psf.org/Poptr1_1/Poptr1_1.home.html
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valtozasat (Ct). Ez alapjan valasztottunk minden primerparhoz az optimalis detektacios
tartomanyba esé cDNS higitast.

A Real-Time PCR esszéket génenként végeztik. Minden egyes primerparral
megmértiik a 10 kiillonbozé cDNS mintat 3-3 ismétlésben. A reakcidt, a primerek és
templat hozzaadasaval, a puffert, ANTP-t és DNS polimeraz enzimet egyarant tartalmazo
Thermo Scientific Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Fermentas) felhasznalasaval
végeztiik 25 ul végtérfogatban. Az 6sszemérések soran eléforduld esetleges eltéréseket, a
gPCR reakcioelegyhez mellékelt, ROX belsd referencia festékkel kiiszoboltiik ki. Az elsd
enzimaktivald és DNS denaturald 1épést 40 darab, a fent leirtakkal egyezd termikus ciklus
kovette. A termékek olvadaspontjat is meghatdroztuk, melynek segitségével a primerek
specifikus kapcsolodasat ellendriztiik.

A val6s idejli reakcid soran mért, a referencia festék jelével korrigalt, fluoreszcens
jel logaritmusat, az un. ARn értékeket hasznaltuk fel az esszék kiértékeléséhez, amit a
LinReg (Ramakers et al. 2003) programmal végeztiink. A program minden egyes PCR
reakcid6 ARn értékeibdl allo gorbe linearis szakaszat elemzi. Linedris regresszidval
(legalabb 4 pontra illesztett egyenes, R*>0.998) szamolja ki, hogy a kiindulasi cDNS
elegyben a vizsgalt fragment mekkora mennyiségben (Ny) volt jelen. Ehhez felhasznalja az
egyes reakciok hatékonysagat, amelyet az egyenes meredekségébdl szamol, valamint az
altalunk megszabott egységes kiiszob fluoreszcencia értékhez tartozo ciklusszamokat, Ct
értekeket. A kiindulasi cDNS fragment mennyiség a kdvetkezd egyenletbdl szamolhato:

Nee= N eff
Ahol N¢; a Ct-edik ciklusban jelen 1év6 fragment mennyiségével, Ny a kiindulasi fragment
mennyiséggel ardnyos érték, eff. a reakcid hatékonysdga, Ct a kiiszob fluoreszcencia
értékhez tartoz6 ciklusszam. Az igy szadmolt Ny értékeket korrigaltuk a bemért cDNS
mennyiségével (RiboGreen mérés alapjan) és igy megkaptuk a vizsgalt gén relativ mRNS

mennyiségét a tiz eltérd kisérleti mintaban.
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V. Eredmények

1. Cd-stressz és vashiany hatasa a cukorrépa fotoszintetikus apparatusara
1.1. A novények altalanos jellemzése

A novényeket kéthetes elénevelés utan, vagyis 4 leveles allapotban kontroll, Cd-
kezelt ¢és vashidnyos csoportokra kiilonitve kezeltiik tovabbi tiz napig. A Cd-kezelt és
vashidnyos novényeken a 9-10. napra kialakultak a kezelés jellemzd tiinetei, az un.
»klorozis” és a novekedésgatlas (6. abra). A mérésekhez a fiatal, ugyanakkor teljes
méretiiket elért leveleket hasznaltuk fel. A kadmium hatasanak kitett novényeknél a
levelek sargulasa mozaikos volt, és az erek mentén zoldebbek maradtak. A vashianyos
novények levelei egyenletesen vilagoszoldek voltak. A kezelés végén fejlodo levelek

teljesen kifehéredtek, de ez utobbiakat kizartuk a mintavételbol.

6. abra: A kontroll (Ko), Cd-kezelt (+Cd) és Fe-hianyos (-Fe) ndvények habitusa.
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2. tablazat: A kontroll (Ko), Cd-kezelt (+Cd) és Fe extrém mértékben
vashianyos (-Fe) novények leveleinek elemtartalma a levél szaraz
tomegére vonatkoztatva, illetve a kontroll (Ko) %-aban kifejezve.

Ko +Cd -Fe*
(Lgg) (Ko%) (Ko%)
0.8 633 1.2
Cd 0167 0262
K 53345 81.5* 62.5*
165 2.1 3.1
21853 121.1 158.4
Ca
492 44.1 47.5
23773 49.7* 51.8*
Mg
6842 7.8 3.6
76.0 57.3* 24.7*
Fe
2.2 12.4 2.7
418.5 32.2* 9.1*
Mn
58.7 4.6 4.0
7 53.7 95.1 127.5*
n 9.6 8.1 6.2

A Cd tartalom mindegyik mintdban abszolut érték
* Szignifikans eltérés a kontroll értéktdl (p>0,05).

A Cd-kezelt novények leveleiben jelentds meértékben felhalmozodott a Cd a 10.
napra, a kontroll és vashidnyos levelekben azonban csak elhanyagolhaté mennyiségben
volt kimutathat6. Az elemkoncentraciokban a Cd kezelés és a vashidny is némi valtozast
okozott. Csokkent a szaraz tomegre vonatkoztatott K-, Mg-, a Mn-tartalom, a Zn-tartalom
pedig a vashidny hat4sara emelkedett (2. tablazat). A Cd-kezelt levelek vaskoncentracioja a
kezelés alatt csak mérsékelten csokkent. A -Fe* levelekben viszont a Fe koncentracioja
kevesebb, mint 25%-a volt a kontroll értékének.

A levelek Chl-tartalma Iényeges csOkkenést mutatott, mind a Cd-kezelt, mind a
vashidnyos novények esetében, ami a klorofill 5 pigmenteket jobban érintette (3. tablazat).
A feltlinden alacsony Chl-tartalom és magas Chl a/b arany alapjan egy extrém vashidnyos

névénycsoportot (-Fe”) kiilonitettiink el, amelyet kiilon is vizsgaltunk.

3. tablazat: A kontroll (Ko), Cd-kezelt (+Cd), enyhén Fe-hianyos
(-Fe) és erdsen vashianyos (-Fe*) ndvények leveleinek Chl
tartalma és Chl a/b aranya.

Ko Cd -Fe -Fe*
Chl 53,09 19,65* 25,73* 16,94*
(nglcm?) 3,91 7,55 1,93 4,29
Chl a/b 3,26 3,93* 3,77* 5,22*

0,10 0,22 0,11 1,47

* Szignifikans eltérés a kontrolltél, p>0,05.



42

A Cd-kezelt novényekben a PSII maximalis (F,/F,) ¢és aktudlis
kvantumhatékonysaga (AF/F,,’) kismértékben csdkkent, a nem fotokémiai kioltas (NPQ)
viszont lényegesen alatta maradt a kontrollban mért értéknek (4. tdblazat). A gerjesztési
energia kioltasa kiilonb6z0 mechanizmusainak megoszlasat tekintve, a ApH kialakuldsaval
¢s a xantofill-ciklus miikodésével kapcsolatos kioltas (Pnpg) €s a fluoreszcencia/konstitutiv
hédisszipacio (O¢p) ardnya alig valtozott, ugyanakkor a mitkddésképtelen PSII komplexek
altali energiadisszipacio (®Onr) megemelkedett a miikodé PSII komplexek fotokémiai
hatékonysaganak (®pgsy) terhére. Az extrém vashidny a Cd kezelésnél kissé erdsebben
csOkkentette a PSII maximalis és aktudlis hatékonysagat (4. tablazat). A Cd kezeléssel
szemben nagymértékben megnovelte az NPQ-t, komponensei koziil ndvekedett a Onpg €s

kiilonosen a Onr aranya, a PSII fotokémiai hatékonysaganak terhére.

4. tablazat: A fotoszintetikus aktivitas és a nem-fotokémiai kioltas
valtozéasa a Cd-kezelés (+Cd) és er6s Fe-hiany (-Fe*) hatdsara,
valamint a kioltasi paraméterek %-os megoszlasa.

Ko +Cd (Ko%) -Fe* (Ko%)
FJ/Fm 0,746%0,010 94,2+38 91,2+6,1
AF/[F ' 0,7040,009 92,8+3,8 87,1+6,1
NPQ 0,051+0,001 67,4+2,8 156,1+10,5
Dpsy % 70,4+0,9 61,5425 55,9437
One % 0,0+0,0 5,8+0,2 8,8+0,6
Dnpq Y% 1,4+0,0 1,1+0,0 2,6+0,2
D:p % 28,1+0,4 31,5+1,3 32,6122

A kezelt névények leveleiben minden paraméter értéke
szingifikansan (p>0.05) eltért a kontrolltol (Ko).

1.2. A pigment-protein-osszetétel valtozasai a tilakoidokban Cd-stressz és vashiany

hatasara

A pigment-fehérje komplexeket nativ koriilmények kozott, ugynevezett BN-PAGE
modszerrel valasztottuk szét. Az 1. dimenzids gélen 18 savot kiilonitettiink el, amelyek

koziil 13-at tudtunk azonositani a protein-osszetétel alapjan (7. abra).
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Ko +Cd -Fe -Fe*
PSI oligomer 1 .

2 1497

- —3 1309
PSll oI|gomer—| 4 1149
5] 1013

PSI monomer —,

PSli coredimer— ¢ P S T e 580

CF+CFp——————

PSl core —l—'f' 425
CF;

PSIl core monomer — 8 - 315
Cytbg-f dimer ——,_

CP43 nélkali PSlicore 9 . 209

LHCIl trimer ——10 -- e— 155
—

Cytbs-f 133

CP43 ——————12 106

Lhc monomer 13 90

7. abra: A kontroll (Ko), Cd-kezelt (+Cd) és mérsékelten (-Fe) és erdsen vashianyos
(-Fe*) novények tilakoidjaiban BN-PAGE-sel kimutathaté komplexek. Az komplexek
ismeretlen molekulatomegét (piros szamok, kDa) a Fagioni és mtsai (2009) altal leirt
savok molekulatomegeit (fekete) standard-ként hasznalva (1d. 8. abra) becsiiltiik meg.

Az elsd 5 sav PSl-tartalmu (pontos polipeptid dsszetételiik kis mennyiségiik miatt
nem volt megallapithatd), illetve PSII+kapcsold antenna (CA)+LHCII komplexeket
tartalmazé szuperkomplex (oligo). Az 580 kDa molekulatomegli savegylittesben a
monomer PSI, az ATP szintaz ¢és a dimer PSII volt kimutathato. A hetedik sav PSI core
komplexet ¢és az ATP szintdz CF; részét tartalmazta. A korilbelil 315 kDa
molekulatomegii sav komponensei a PSII core monomer, és a Cit bg/f dimer (ez a két
komplex nem mindig jelent meg kiilonallé savként). A CP43 nélkiili PSII komplexet a 209
kDa-os savban talaltuk, mig a rola levalt monomer CP43 a 12. savban jelent meg. Az
LHCII trimerek a 155 kDa-os savban mutathatok ki, mig a 11. savot Cit bs/f monomerként
azonositottuk. A leggyorsabban mozgd savban (kb. 90 kDa) Lhc monomerek voltak

talalhatok.
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8. abra: Kalibraci6 a savok molekulatomegének szamitasahoz. @
Fagioni és mtsai (2009) altal publikalt értékek, [1: az egyenlet alapjan
szamolt molekulatomegek.

A komplexeket alkotod polipeptideket méasodik dimenzidban (2D) denaturaldé SDS
PAGE-sel valasztottuk el. A polipeptidek egy része egyértelmiien azonosithaté volt a
hasonlo gélelektroforézis rendszert hasznal6 irodalmi adatokra tdimaszkodva (Suh és mtsai,
2000, Seelert és mtsai, 2003; Aro és mtsai, 2005; Nelson és Yocum, 2006) és a hasonlo
komplexeket tartalmazd savok fehérjedsszetételét Gsszevetve. A proteinek egy jelentds
részét azonban tomegspektrometrids analizissel vizsgaltuk (9. abra). A gélbdl kivagott
foltok tripszines emésztését kovetden a kapott fragmenteket nagyérzékenységii nano HPLC
berendezésben valasztottuk el, majd ionizacidt kovetden (Electrospray lonisation: ESI)
MS/MS analizissel mértiik meg a tomegiiket. A kapott adatokat tobb adatbazissal
Osszevetettiik €s a Mascot programmal azonositottuk a fehérjéket (5. tdblazat).

A PSI monomer sav (6-os szdmu) alkotdi koziil legnagyobb molekulatomegii az
aggregalt PsaA/PsaB reakciocentrum proteinek altal alkotott folt. Az ATP-szintaz CF
részének a, és [ alegységeit reprezentdlo jellegzetes dupla séav (AtpA, AtpB) az 55 kDa os
régidoban jelent meg, mig a y alegység (AtpC) 35 kDa-nal volt talalhato. A gél alsobb

fehérjefoltot Lhca-ként azonositottuk. Alatta voltak talalhatok a PSI core proteinek: PsaD,
PsaF, Psal, valamint az ATP-szintaz kis molekulatomegi alkotdelemei: AtpD, CF,-II,
AtpE. A PSI core komplexek kiséretében (7-es sav) mar csak a CF; fehérjéit tudtuk

kimutatni.
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9. abra: A kontroll (Ko) és az extrém vashianyos (-Fe*) tilakoidok az elsé dimenziéban BN-
PAGE-sel elvalasztott savjai (fent) és a 2. dimenzioban SDS-PAGE-sel nyert fehérje
Osszetétele (lent). A gél feletti szamozas megegyezik a 7. abra szamozasaval. Balra:

Precision Plus Protein™ Standards All Blue (Bio-Rad). Fekete szinnel jeléltiik az irodalom
alapjan egyértelmiien azonosithatdo komponenseket, piros betiikkel és fehér szamokkal a
nanoHPLC-ESI-MS/MS modszerrel azonositott fehérjéket.

A PSII osszes fehérje komponense a PSII szuperkomplex savokban (3. és 5.)
lathato jol elkiiloniilten. A trimer LHCII-t 75 kDa-nal talaltuk, bar a BN géleken az LHCII
trimer komplex mérete 155 kDa-nak adodott. Mivel ez a sdv a masodik dimenzidban is sok
Chl-t kotott, igy feltételezziik, hogy emiatt futott a varttol eltérd sebességgel az
elektroforézis sordn. Az oligomer LHCII alatt lefelé haladva kovetkeztek a CP47 és a
CP43 apoproteinjei (PsbB és PsbC), majd a D2/D1 proteinek (PsbD/PsbA), valamint a
kapcsold antennat képviseld CP29 ¢s CP26 apoproteinjei (Lhcb4 és Lheb5). Az LHCII-t
alkotd apoproteinek és az Lhc monomerek (Lhcb) a 20-30 kDa-os mérettartomanyba
esnek. Az Lhc monomer sav kozelében talaltunk egy 70 kDa tomegli aggregatumot, amely
a tomegspektrometrias azonositas szerint Lhcb8-at tartalmazott. Szintén ebben a régidoban
volt kimutathat6 a PSII vizbont6 apparatusanak 33 kDa-os (OEE1) fehérjéje is.

A Cit bg/f komplex apoproteinjei, a Cit f (PetA), a Cit bs (PetB), a Rieske Fe-S-
protein (PetC) és a IV alegység (PetD), dimer komplexet képezve a PSII monomer savban
jelentek meg. Monomerként kiilon savot alkotva az LHCII trimer utan talalhatéak, ahol

azonban a Rieske-féle Fe-S-fehérje hianyzik a komplexbdl.
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5. tablazat: A fehérjefoltok azonositasanak paraméterei MASCOT programmal.

Adathazis )
F?It Azonositott fehérje MASCOT azonositd Ma?cut F'epftlclek Szoekv
szama Scare talalat szama (%)
MNCBIF EST
PSI komplex
Psab 146 gi[752032 4 2 3
] Psah, g2 gil22091526 2 2 2
PEltype Il chloraphyll afb-binding .
[Arabidopsis t ], Lhca3 B3 gil430947 3 E 10
3 P51 P?DQ chlprophyll a apoprotein A2, 106 gil11 497524 3 5 3
PzaB [Spinacia oleracea)
15 Photosystern | reaction center subunit 1, 200 gilt1 7544 2 g o8
PsaD
Photosystem | reaction center subunit 111, gil131187/¢
17 PsaF 130 EGS51670 3 3 10.5
Photosystern | subunit ¥l precursor | Psal -
19 [Arabidopsis thaliana) 85 gilo7 36542 ! ! B
ATP sy_nthas_e CF1 epsilon subunit 55 gil13518422 1 1 15
[Lotus japonicus)
Lhc feheérjek
5 LHCB4.3 {light harvesting complex PSII, 124 gil15225630/6 5 5 31
LHCES [Arabidopsis thaliana] Q459041
Type | (26 kD) CP29 polypeptide gil19184/
10 [Zalanum lycopersicum) 520 BQ4a76548 10 7 42
LHCES; chloraphyll binding, CP26 .
1 [Arabidopsis thaliana) 104 gil15 235028 2 2 J
LHCIH type | CAB-40, LHCB1 .
12 (Micotiana tabacum) & il13829 2 2 <6
LHCI type | CAB-36, LHCB1 .
13 [Micotiana tabacum] e a8z 2 ! 8
P 3l type Il chlorophyll afb-binding protein, .
14 LHCAS [Arabidopsis thaliana) 155 gild30347 5 3 14
ATP szintaz
4 ATP syn_thase he@a subunit 260 gil1 2004131 4 4 15
[Anagallis arvensis]
. gil114584¢
16 ATP synthase delta chain, chloroplast 363 BQ4a7a14 g 4 20
18 ATP synthase hetla chain, chloroplast B4 GildB 1595 1 1 4
precursar (Subunit 11
Enzimek
2 Rubisco Large Subunit 143 gil118624224 4 3 9
9 33 lea precursor protein ofthe OEC w3 4il197691939 17 5 31
[Salicormia europaeal
Thylakoid membrane phosphoprotein 14 -
20 kDa, chloroplast precursar, putative 23 Q25554 1776/ 2 1 46
! ) G345112
[Ricinus communis]
& fru_ct_use—hlsphusphate aldolase, putative 240 gil255581400 17 5 16
[Ricinus communis]
7 Ferredm{ln—l—NADP reductase, leaf isozyme, 0 gl 115905 9 5 15
chloroplastic
g fructose-bisphosphate aldolase, putative 778 Gil255681400 44 5 19

[Ricinus communis)
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Mig a kontroll és Cd-kezelt tilakoidok masodik dimenzids elvalasa mindségileg
nem kiilonbozott, addig a vashidnyos ndvényekbdl tisztitott tilakoid membranokban (9.
abra, jobb oldala) tisztan kimutathaté volt hat olyan fehérje folt, amelyek nem vagy alig
jelentek meg a kontroll ¢s a Cd-kezelt ndvények mintaiban. Ezeket egyrészt a Rubisco kis-
¢s nagy alegységeiként (RbcL, RbcS) azonositottuk, masrészt 3 egymashoz kozeli foltot
alkoté enzimfehérje komplexként (6-8), amely aldolazt és ferredoxin-NADP" reduktazt

(FNR) tartalmazott. Elsé dimenzidban nagyon gyenge vagy nem festddd savokat adtak.

1.3. A pigment-protein komplexek mennyiségének és aranyanak Cd-kezelés, ill.

vashiany altal eloidézett valtozasai

A BN-PAGE modszerrel elvalasztott Chl-protein komplexeket tartalmazd savok
Osszpixeldenzitas értéke aranyos volt a gélre felvitt tilakoidmembran mennyiségével, amit
a Chl-tartalommal jellemeztiink (204585+£15216 pixel =1 pg Chl). A kezelések
Osszehasonlitdsakor az Osszpixeldenzitas értékeket a levelek Chl tartalméval aranyositva
kimutathaté volt, hogy a Chl-protein komplexek eltérd mennyiségben voltak jelen a
kiilonbozoképpen kezelt tilakoidokban (10.A é&bra). A PSI szuperkomplex és core savok
nem minden technikai ismétlésben voltak kiilon detektalhatoak, ezért a PSI savok értékeit
Osszevonva abrazoltuk (sum PSI).

Cd-kezelés hatasara minden komplex mennyisége lényegesen és szignifikdnsan
(p>0.05) lecsokkent. Legerdsebb hatast a PSII szuperkomplexek, a PSI, és az LHCII trimer
esetében mutattunk ki, melyek értéke a kontroll 30%-ara csokkent (10.B abra). A PSII
dimer és monomer, valamint az Lhc monomerek mennyisége a kontrollhoz képest 60%-al
csokkent, a CP43-at nem tartalmaz6 PSII monomer mennyisége pedig csak 50% volt.

A vashidnyos mintdkban erdsen €s szignifikansan csokkent a PSI, a PSII
szuperkomplex és monomer, valamint az LHCII trimer mennyisége, ugyanakkor a PSII
dimer mennyisége kevésbé, bar szintén szignifikdnsan redukalodott (10.B ébra). Az Lhc
monomerek és a CP43 nélkiili PSII mennyisége nem Kkiilonbozott szignifikdnsan a
kontrollétol.

Az extrém vashidny tiineteit mutatd novények (-Fe*) tilakoidjaiban szintén minden
komplex mennyisége szignifikdnsan alacsonyabb volta kontrollnal (10.B &bra). A Cd
kezeléshez hasonléan a PSII szuperkomplexek, a PSI és az LHCII trimer mennyisége
csokkent legnagyobb mértékben. A kontrollhoz viszonyitva minddssze 20-30%-o0s

értékeket kaptunk, mig a tobbi komplex kissé magasabb aranyban, 40-50%-ban volt jelen.



48

A @ Kontroll® +Cd [0 -Fe [0 -Fe*
700000 -
600000 -
& 500000 -
=
N 400000 -
)
T
— 300000 -
)
=
o 200000 _ =
100000 - H : " E‘L’_‘_‘ H ’—'—‘
0 T — T — — T |
Sum PSI PSil PSll dimer Psil PSI-CP43 LHCII LHC
oligomer monomer trimer monomer

vy

m+Cd 0 -Fe 1 -Fe*

— —

o [y

o o
| |

Pixel denzitas a kontroll %-aban
o o™
o O
| |

40 ~
20 ~
0 i T T 1
Sum PSI P&l P&l dimer Psll PSII-CP43 LHCII Lhe
oligomer monomer trimer monomer

10. abra: A: a BN-PAGE-el elvalasztott komplexek mennyiségi valtozasa, B: a komplexek
relativ intenzitasa a kontroll szazalékaban. Ko: kontroll, -Cd: Cd-kezelt, —Fe ill. —Fe*:
mérsékelten ill. er6sen vashianyos mintak.

A kezelések nemcsak csokkentették a Chl-protein komplexek mennyiségét, hanem
egymashoz viszonyitott aranyukat is befolyasoltak (11. abra). A PSI/PSII arany nem
valtozott Iényegesen, az LHCII/PSII aranyt viszont a vashiany szignifikansan csokkentette.
Az LHCII/Lhc¢ monomer ardny a Cd kezelés és kiilonésen a vashidny hatdsara

szignifikansan csokkent.
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11. abra: A komplexek egymashoz viszonyitott aranya a kontroll (Ko) és
a kezelt tilakoidokban. -Cd: Cd-kezelt, —Fe ill. —-Fe*: mérsékelten ill.
erésen vashianyos mintak.* Szignifikans eltérés a kontroll értékétol
(p>0.05).

Az egyes komplexek szervezddésében bekovetkezett valtozasokat mind a BN-
PAGE savok, mind az SDS-PAGE alapjan kapott polipeptidek mennyiségi dsszevetésével
értekeltiik. A kétdimenzios fehérje gélek kiértékelése sordn megallapithatd volt, hogy a
kezelések nem okoztak észrevehetd valtozast az egyes BN savok polipeptid-Osszetételében
(az adatokat nem mutatjuk).

A PSII komplexeket vizsgalva, a BN-PAGE savok denzitometrias analizisével,
megallapitottuk, hogy a kontroll mintdkban a PSII monomer komplex volt jelen
legnagyobb mennyiségben (33%), ezzel szemben a szuperkomplexek (oligomerek) és
dimer komplexek egyenként 23-24%-ot tettek ki, és 20% CP43 nélkiili monomerként jelent
meg (12. dbra). Cd hatdsara valtozatlan aranyt mutattak a dimer és monomer komplexek,
ugyanakkor kismértékben csokkent az szuperkomplexek részesedése ¢€s egyuttal
megemelkedett a CP43 nélkiili core komplexek ardanya. Az enyhén vashidnyos
novényekben a kontrollhoz képest majdnem dupla aranyban volt jelen a CP43 nélkiili PSII
core monomer, ami elsésorban a monomer- és szuperkomplexek aranyanak csokkenésével

jart. Szignifikans eltérést azonban csak a szuperkomplexek esetében mutattunk ki. Az
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erdsen vashianyos tilakoidokban a kontrollhoz viszonyitva valtozatlan ardnyban voltak
jelen a dimer és monomer komplexek, a CP43 hidnyos monomerek novekedése, a Cd
kezelt mintadkhoz hasonldan, a szuperkomplexek részesedését csokkentette. A denataralo
gélek kiértékelése a PSII ¢s az LHCII esetében megerdsitette a nativ gélek adatai alapjan

kapott, a 11. és 12. abran bemutatott eredményeket (az adatokat nem mutatjuk).

1000/0 N T Atz J_ i
*x * *
. . — T | | PsSll oligomer
80% - *' i - | |@PSIldimer
l = PSll monomer
60 E PSI-CP43
b -
40% -
20% - *
0% . |
Ko +Cd -Fe -Fe*

12. abra: A PSII komplexformak aranyai a kontroll (Ko) ¢és a kezelt
tilakoidokban. -Cd: Cd-kezelt, —Fe ill. —Fe*: mérsékelten ill. er6sen vashidnyos
mintak. * Szignifikans eltérés a kontroll értékétdl (p>0.05).

100% 7 [ T T T
80% - J l l
[OPSI oligomer
60% 7 r WPSI monomer
- EPSI core
5
20% A !!
0%

Ko +Cd -Fe -Fe*

13. abra: A PSI komplexformak aranyai a kontroll (Ko) és a kezelt tilakoidokban. PSI
oligomer: PSI szuperkomplex. Ko: kontroll, -Cd: Cd-kezelt, —Fe ill. -Fe*: mérsékelten
ill. er6sen vashidnyos mintak. * Szignifikans eltérés a kontroll értékétdl (p>0.05).
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A kiilonbozé PSI komplexek aranyarol csak a 2. dimenzié adatai szolgaltattak
megfeleld informaciét (13. abra). Cd hatdsara mindegyik PSI komplexforma mennyisége
kozel harmadara csokkent, viszont egymashoz viszonyitott aranyaikban nem kaptunk
szignifikans eltérést. A vashianyos mintdkban is erdsen csokkent a PSI komplexeinek
eléfordulasa, a kontrollban mért értéknek minddsszesen a felét tették ki. Ugyanakkor csak
az extrém mértékben vashianyos tilakoidokban mutattunk ki szignifikdns csokkenést a PSI

monomerek ardnyaban, amit a szuperkomplexek és core komplexek aranyos novekedése

kisért.
- * ® Ko
10 4 = m+Cd
O -Fe
8 - ¥ % O -Fe*
1

% fehérje 6sszemennyiség
[0} ]

4
* *
*
2 1 *

*
0 . T . T - T - T T ]
CFo+CFq CF4 Citbgf dimer  Cithgf Rubisco  Aldolaz/FNR

monomer

14. abra A nem pigment-protein komponensek relativ mennyisége a kontroll (Ko) és a kezelt
tilakoidokban. -Cd: Cd-kezelt, —Fe ill. -Fe*: mérsékelten ill. erdsen vashianyos mintak.
* Szignifikans eltérés a kontroll értékétél p>0.05.

Szintén a 2. dimenzids gélek kiértékelése segitett felderiteni a tilakoidokban
talalhaté vagy azokhoz kotddd egyéb, nem pigmentkotd komplexek mennyiségének
valtozasat (14. abra). Az ATP-szintdz mennyisége a kezelések hatdsara emelkedd
tendencidt mutatott, szignifikans emelkedést azonban csak az extrém vashidnyos
tilakoidokban kaptunk. Az ATP-szintaz 6sszetevOinek aranya (CF;/CF,+CF;) a Cd kezelés
és az erds vashiany hatdsara a kontrollhoz képest novekedett, mig enyhe vashianyos
kezelés hatasara némileg csokkent. A Cit bg/f komplex Osszmennyisége a kezelések
kovetkeztében lényegesen nem valtozott. Kimutattuk azonban, hogy Cd hatdsira a

dimer/monomer ardny megemelkedett. Hasonld valtozast tapasztaltunk az extrém vashiany
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esetén, mig az enyhe vashidny nem okozott valtozast a kontrollhoz képest. A tilakoidokhoz
kotddd Rubisco, valamint az aldolaz és FNR enzimek alkotta komplexek mennyisége az

csak az extrém vashidny kovetkeztében emelkedett meg jelentdsen €s szignifikansan.

1.4. BN savok karotinoid-osszetételének valtozasa a kezelések hatasara

Kisérletet tettiink a foébb BN savok karotinoid tartalmdnak meghatarozasara is. A
nagy mennyiségli, BN-PAGE-sel eloallitott mintat igényld, hosszadalmas kivonasi
metodus csak kis ismétlésszamot engedett meg. A karotinoidok mennyisége csak a
pigment-proteinekre jellemz6 eltéréseket mutatta. A core komplexek féleg [-karotint,
ugyanakkor az Lhc-k féleg luteint tartalmaztak (15. abra). Egyik kezelés hatdsara sem
mutattunk ki szignifikans eltérést az egyes komplexek karotinoid Gsszetételében. Bar a
vashianyos levelekben erdsen felhalmozddott a violaxantin-anteraxantin-zeaxantin (VAZ)
mennyisége, viszont egyik altalunk vizsgalt komplexben sem tudtuk kimutatni ezt a
felesleget (16. dbra). A lutein tartalomhoz viszonyitva (az Lhc-k mennyiségét reprezentalja
az adott komplexben — Id. 1. tdblazat) a VAZ pigmentek legnagyobb aranyban a PSII
szuperkomplex (oligomer), PSI monomer és az Lhc monomer sadvokban voltak jelen (16.

abra). Az LHCII trimerekben csak minimalis mennyiség volt kimutathato.
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MKo m+Cd [O-Fe

ww_

0.0

Level PEI-O PSI-M+ PSI-M  PSlicore- LHCI-T Lhc-M
korong PSII-D CP43

16. Abra A VAZ pigmentek lutein tartalomhoz viszonyitott mennyisége a

komplexekben -O: szuperkomplex (oligomer); -M: monomer; -D: dimer; -T: trimer,

Ko: kontroll, -Cd: Cd-kezelt, —Fe*: er6sen vashianyos mintak.
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2. Az akut és kronikus Cd-stressz hatasa a nyarfanovények fotoszintetikus

apparatusara
2.1. A novények altalanos jellemzése

A nyarfa novényeket négyleveles allapotukban kezdtik el kadmiummal kezelni
(+Cd). Az els6 csoportbdl a 10. napon vettliink mintat (Cd10), ekkor jol lathatéak voltak a
kezelés tiinetei, a ndovekedésgatlas és a klordzis (17. abra). A hosszabb tavi, 21 napos
kezelés utan (Cd21) a ndvények bizonyos foku helyredllast mutattak, a mar kifejlett

levelek az erek mentén visszazoldiiltek, illetve az uj levelek zoldiilését tapasztaltuk.

17. abra. Kontroll (Ko) és Cd-kezelt (Cd, 10 uM) nyarfa novények 10
napos (A), illetve 21 napos (B) kezelés utan.
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A kontroll ndvények also, a kezelés kezdetekor mar kifejlett levelei (-2) a kezelés
soran arnyéklevéllé modosultak, illetve oregedtek, ami a szdraz tomegre vonatkoztatott
elemkoncentraciokban némi valtozast okozott. Elsdsorban a K-, Mg-, a Mn-tartalom
csokkent, a Zn-tartalom pedig emelkedett a fiatal levelekéhez képest (6. tablazat). A
kontroll levelekben csak elhanyagolhatdé mennyiségli Cd volt kimutathat6. A kezelt
novényekben a Cd folyamatos felhalmozodasa volt jellemzd a kezelés teljes ideje alatt. A
Cd10-es also levelekben a Cd felhalmozodasan kiviil nem volt szignifikdns valtozas az
elemkoncentraciokban a kontrollhoz képest. Cd-koncentracidjuk a felsé levelekétdl
nagysagrendileg nem kiilonbozott. A Cd10-es felsd levelek vaskoncentracidja mar a rovid
idejii kezelés alatt nagymértékben lecsokkent. A Cd21-es ndvény +2-es leveleiben ugyan
kiss¢ emelkedett a vas mennyisége, de ez nem jelentkezett a %-os ardny novekedésében
mivel a kontrollban is n6tt a vaskoncentracio. A K-, Ca-, és a Mn-koncentracio Cd-kezelés
hatasara mérsékelten valtozott, a Zn koncentréacioja viszont emelkedett, kiilonosen a Cd21-

es ndvény felsd leveleiben.

6. tablazat: A 10 és 21 napig Cd-mal kezelt és a megfeleld kontroll névények elemtartalma
a levél szaraz tomegére vonatkoztatva.

10 napos kezelés 21 napos kezelés

also levél (-2) felsé levél (+2) felsd levél (+2)
Ko | +Cd Ko | +Cd Ko | +Cd

(Lgg) (Ko%) (Lgg) (Ko%) (hgg) (Ko%)

cd 0,34  203,3* (ug g'l) 1,16 268,0* (ug g'l) 2,29  373,0* (ug g'l)

0,11 22,4 0,20 17,3 0,90 28,2

K 23019 96,2 39228 77,5* 41679 89,8
2980 15,0 5361 4,1 3461 1,5

Ca 7157 91,0 7650 68,2* 9683 85,2*
1742 8,2 155 9,3 154 1,6

Mg 1285 90,2 1912 114,1* 1974 119,9*
244 3,1 197 6,4 88 4,1

Fe 107,3 90,3 96,9 27,8* 149,0 32,1*
27,5 16,3 7.7 1,7 11,4 4,9

Mn 50,9 91,7 70,7 69,2* 90,3 90,4
11,6 12,2 11,9 54 6,6 2,2

Zn 82,1 119,6 31,4 117,9* 49,2 142,3*
10,0 19,57 4,3 7,5 2,8 1,9

* Szignifikans eltérés a kontroll értéktdl (p>0,05).

A rovidtavi kezelés alatt az egy levélre juto elemtartalom (mg elem/levél) a legtobb

elem esetében kb. 30%-kal csokkent a kontrollhoz képest (az adatokat nem mutatjuk), a

vastartalmuk viszont csak 15%-a volt a kontrollénak. A hosszt tav( kezelés utan is hasonld
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aranyokat kaptunk, kivéve a Zn-et, melynek egy levélre jutdé mennyisége 20%-kal
novekedett.

A Cd-kezelés a fotoszintetikus apparatus fejlettségét altaldnosan jellemzé Chl
mennyiségben és Osszetételben is jelentds valtozasokat okozott. A 10 napos Cd-kezelés
utan kismértéki, de szignifikdns csokkenést tapasztaltunk a -2-es levelek Chl-tartalméban,
ugyanakkor a +2-es levelek Chl-tartalma nagyjabdl a fele volt a megfeleld kontroll
levelekének (7. Tablazat). A Chl a/b arany jelentdsen lecsokkent a Cd10-es ndvények alséd
¢és felsd leveleiben is. A 21 napos felsd, kontroll levelekben jelentdsen megnétt a Chl
tartalom a 10. naphoz képest, azonban a Chl a/b ardny némileg csokkent. Bar a kezelt 21
napos felsd levelek Chl-tartalmaban is tapasztaltunk kismértékii emelkedést a 10 napos
allapothoz képest, ugyanakkor a kontrollhoz viszonyitott értékiik alig haladta meg a 30%-
ot. A 21 napos kezelés utan a Chl a/b arany elérte, st meg is haladta az idokozben

lecsokkent kontroll értéket, megkdzelitve a felsd fiatal kontrollra jellemz6 aranyt.

7. tablazat: A 10 és 21 napos kontroll (Ko) és kadmiummal kezelt (+Cd) levelek Chl-tartalma

¢s Chl a/b aranya.
10 napos kezelés 21 napos kezelés
also levél (-2) felso levél (+2) felso levél (+2)
Ko +Cd Ko +Cd Ko +Cd
Chl a+l27 23,00 17,89* 19,50 9,50* 27,90 11,00*
(Mg cm™) 1,17 1,65 2,20 1,20 9,60 0,10
Chl alb 3,39 3.17* 3,66 3,27* 3,41 3,56
0,09 0,04 0,14 0,12 0,05 0,09

* Szignifikans eltérés a kontroll értékt61 (p>0,05).

A kezelt ndvények fotoszintetikus aktivitasat jellemzd paraméterek is markénsan
valtoztak. A Cd10 ndvények -2-es leveleiben csak az NPQ értéke csokkent szignifikéns,
ugyanakkor a +2-es levelekben a PSII aktudlis (AF/F,’) ¢és maximalis
kvantumhatékonysdga (F,/F,), valamint az NPQ is erd0sen lecsokkent a megfeleld
kontrollhoz képest (8. tablazat). A kioltds kiilonb6z6 mechanizmusainak megoszlasat
tekintve, a ApH kialakuladsaval és a xantofill-ciklus miikodésével kapcsolatos antenna
kioltds (®npg) ardnya kissé csokkend, mig a miikodésképtelen PSII komplexek altali
hdédisszipacio (Pnr) kissé emelkedd tendencidt mutatott az also levelekben, de a PSII
fotokémiai hatékonysaga nem csokkent. A +2-es levelekben szintén kissé csokkent a @npg
aranya, ugyanakkor a fluoreszcencia/konstitutiv hddisszipacio (®rp) kismértékben, a Oy
pedig jelentdsen megemelkedett a PSII fotokémiai hatékonysaganak (®psy) terhére. A

kezelt levelekben a 21. napra a fotoszintetikus aktivitds majdnem teljesen helyreallt. Mind
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a PSII aktualis és maximalis kvantumhatékonysaga, mind az NPQ megkozelitette a
kontroll értékét. A kioltdsi mechanizmusok ardnya volt hasonlé a kontrollhoz, bar a
miikddésképtelen PSII komplexek altali hddisszipacio (®np) értéke kiss€ magasabb

maradt.

8. tablazat. A fotoszintetikus aktivitas és a nem-fotokémiai kioltas valtozasa, valamint a kioltasi
paraméterek %-os megoszlasa a kontroll és Cd-kezelt levelekben.

10 napos kezelés 21 napos kezelés
also levél (-2) felso levél (+2) felso levél (+2)
Ko +Cd (Ko%) Ko +Cd (Ko%) Ko +Cd (Ko%) |
F./F 0,782 99,3 0,800 77,8 0,790 89,5
v 0,013 3,0 0,004 7,8 0,006 43
AF/F.' 0,641 102,2 0,691 82,2 0,695 92,7
" 0,040 7,9 0,018 7,7 0,019 6.9
27 78,6* ,214 55,6 A7 ,
NPQ 0,279 0 0,170 93,5
0,115 37,4 0,059 14,0 0,069 21,2
64,1 65,0 69,6 43,7 68,3 62,5*
¢PSII (%)
48 6,2 04 4,9 1,1 3,6
Or (%) 0,1 0,8 -0,6 23,0 0,0 3,9
1,7 3,0 0,9 48 1,0 2,8
7,8 6,2* 5,1 4,0 4,3 4,3
Dnpa (%)
3,1 3,3 1,1 1,1 0.6 1,2
®rp (%) 28,1 28,0 25,9 29,3 27,4 29,3
1,9 1,4 05 07 1,1 1,4

* Szignifikans eltérés a kontroll értéktdl (p>0,05)

2.2. A pigment-protein-osszetétel valtozasai a tilakoidokban akut és kronikus Cd-

stressz esetén

A nativ koriilmények kozott BN-PAGE modszerrel elvalasztott pigment-protein
komplexeket fehérje-0sszetételiik alapjan, valamint a hasonlé komplexeket tartalmazo
sdvok apoprotein mintazatat 6sszevetve €és a hasonld gélelektroforézis rendszert hasznalo
irodalmi adatokra tdamaszkodva (Suh és mtsai, 2000, Seelert és mtsai, 2003, Aro és mtsai,
2005, Nelson és Yocum, 2006) azonositottuk.

A nativ gélen kapott 19 sav (18. abra) kozil az els6 9 sav PSI és PSII
szuperkomplexeket tartalmazott. Az 580 kDa-os (10) sdvban monomer PSI, ATP szintaz és
dimer PSII volt megtalalhat6. A 11-es szammal jeldlt savok a PST LHCI-t nem tartalmazo,
un. core komplexei. A 315 kDa-os (12) sav PSII core monomert és Cit bg/f dimer
komplexet tartalmazott. A 11. és 12. sav kozott megjelentek a CF; proteinjei is. Kapcsolo
antennat kotd LHCII trimert talaltunk a 13. sdvban. A CP43 nélkiili PSII core komplexet a

14. savban azonositottuk, a rola levalt monomer CP43 pedig a 18. savban jelenik meg. A
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155 kDa-os erételjes, z6ld szinti sav LHCII trimerekbdl all. A 16. sdvban a Rieske Fe-S

protein nélkiili Cit b¢/f monomer mutathaté ki. A 17. sév alkoto6it nem sikeriilt azonositani.

Az utolso, festékfronttol alig elvalo, nagy mobilitdsu savot Lhe monomerek alkotjak.

18. abra: A: a 10 napos kontroll (Ko) és Cd-kezelt (+Cd) ndovények tilakoidjaibol BN

10721 000
891

794

"1 Ps Ko +Cd «pa
———

2Pl — 1505

Y | — W WO

4 Psnf 128941122

oligomerek

580

447 405
355

315

282
209

8 PSIIJ_
L9 PSI
10 PSI monomer
PSII dimer v
CFotCF4
11 PSl core .
12 PSII monomer —
Cit bgf dimer 4
13 LHC+CA
i ; 141

14 PSII-CP43
16 Cit bsfmonomer/-M “126

15 LHCII trimer
17 2
112

18 CP43
19 Lhc monomer

—
e

90

10 1 121

)

14 15 16

B”T” [ 1]
B |
N n

’\?

3  PsaAl
" PsaB
o i
kDa ; A s
LHCIl-
£2 o R R . W
e Atp-A
-
45 ® wren i AtpB
"’ '—'P!bc ;
36 i
e o PR SO B
L) ‘—Pm/"’
29 - PsbA = LHCH
- + EL:M ' s s -
2 ~ o e Lncks - Lheb1,2
b —Lhcbg__
g e
- & . 4
"~ Lhcatl4
4 —PetB—— ;
% -Fs ———PetC
M psip. o PetD———
1
- s
-
E
B

PAGE-sel elvalasztott savok azonositasa. A komplexek ismeretlen molekulatomegét (fekete

szamok, kDa) a Fagioni és mtsai. (2009) éltal
hasznalva (piros szdmok) becsiiltiikk meg. B

leirt savok molekulatomegét standard-ként
: A kontroll tilakoidokbol BN-PAGE-sel

elvalasztott sdvok (fent) masodik dimenzidban denaturalo SDS-PAGE-sel kapott fehérje
Osszetétele (Ient). Standard proteinek (kDa): marha szérum albumin (66), ovalbumin (45),
nyul izom gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (36), szénsav anhidraz (29), marha
pankreasz tripszinogén (24), szoja tripszin inhibitor (20.1), marha a-laktalbumin (14.2)

A PSI monomer sav proteinjei koziil a legnagyobb molekulatomegii folt az

aggregalt PsaA,B proteineket tartalmazta. Alatta jelent meg az ATP-szintaz CF1 részének

a, és [ alegységeit reprezentalo jellegzetes dupla sav (AtpA, AtpB), mig a y alegységet

valamivel lejjebb, 35 kDa-ndl talaltuk (AtpC). A gél alsébb régiojaban, 22-24 kDa kozott,

az LHCI komponensei helyezkednek el egymas alatt, rendre Lhca3, Lhca2, Lhcal,4. Ez

utobbi legnagyobb része azonban az Lhc monomer sédvban jelent meg. Alattuk talalhatok a

PSI core proteinek (PsaD, PsaF, Psal.).

A PSII savokat alkot6 fehérjék az szuperkomplexek (PSII oligomer) régidban

lathatok jol elkiilontilten. Legnagyobb méretii volt koziiliik a trimer LHCII, ezt kovették a

CP47 és CP43 apoproteinjei (PsbB, PsbC).

A negyedik folt D2 proteint (PsbD), az 6tddik a
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PsbO-t és a D1 proteint (PsbA) tartalmazott. A kapcsold antennat (CA) képviselé CP29,
CP26 ¢és CP24 apoproteinjei (Lhcb4, Lhcb5, Lheb6) a 24-29 kDa-os régidban voltak
megtalalhatok. A Chl-t kotd LHCII trimerek (75 kDa) €s monomerek (30 kDa) mellett az
apoproteinek a 24-27 kDa-os régioban jelentek meg a gélen.

A Cit bg/f komplex apoproteinjei, a Cit f (PetA), a Cit bs (PetB), a Rieske Fe-S-
protein (PetC) és a IV alegység (PetD), dimer komplexet képezve a PSII monomer savban
vannak jelen. Kiilon savot alkotva jelennek meg monomerként az LHCII trimer utén, ahol

azonban a komplexbdl a Rieske Fe-S-protein hianyzik.

2.3. A pigment-protein komplexek mennyiségének és aranyanak valtozasai akut és

kronikus Cd-stressz alatt

A nativ gélek denzitometrids analizisének eredménye a 19. dbran lathat6. A PSI és
PSII szuperkomplexek, valamint a PSI core esetében az eltérd molekulatomegli sdvokat a
kiértékelés soran dsszeadtuk.

A 10. napon, a legtobb komplex mennyisége azonos volt az als¢ és fels6 kontroll
levélmintakban (19.A abra). Eltérést a PSI szuperkomplexek, az LHCII+CA ¢és az Lhc
monomer sav denzitdsaban mértiink. A 21 napos kontroll mintdkban a komplexek nagy
részének mennyisége megemelkedett a 10 napos kontroll levelekéhez képest. A
legnagyobb mértékii emelkedést a PSII szuperkomplexek, a PSI, a PSII dimer ¢s az LHCII
mennyiségében figyeltiink meg.

A rovid Cd kezelés kovetkeztében az also levelekben 30-40%-kal csokkent a PSI
komplexek, PSII dimer, LHCII+CA ¢és a PSII-CP43 komplexek mennyisége a kontrollhoz
képest. A felsO levelekben sokkal erdteljesebb valtozasokat tapasztaltunk. Rovid kezelés
hatdsara a PSI szuperkomplexek €s az Lhc monomerek mennyisége jelentdsen emelkedett,
mig a PSI monomer, PSII dimer, PSII monomer, LHCII+CA ¢és LHCII trimer savok
mennyisége mintegy 60-80%-kal csokkent.



61

A

180000 1 M Ko10 also m Ko10 felso 00 Ko21 felsd
160000
140000 -
B 120000 -
:‘ﬁ
S 100000
=
< 50000
2
0. 50000
40000
20000 1 m
- . , : Hl‘ : : - :

PSi PSIl PS5l PSlldimer P Slcore PSlII LHCI+CA PSII-CP43 LHCI Lhe
oligomer oligomer monomer monomer trimer  monomer

0Cd10 als6 B Cd10 fels6 0 Cd21 felso

Denzitas a Ko %-aban

PSI Psl Psl PSll dimer PSlcore PSIl LHCHI+CA PSICP42 LHCIH Lhe
oligomer ocligomer monomer monomer trimer  monomer

19. abra A: a kontroll BN savok intenzitasa a levelek Chl-tartalmara vonatkoztatva. B: a Cd
kezelt BN savok denzitasa a megfeleld kontroll szazalékaban. Oligomer — szuperkomplex.
* Szignifikans eltérés a kontroll értéktdl (p>0,05).

A hosszabb kezelés utan is valtozatlan maradt a PSI monomer, PSII dimer és
LHCII trimerek csokkent mennyisége, mig a PSII monomer és a CP43 nélkiili PSII
mennyisége emelkedett. Bar a PSII szuperkomplexek abszolit mennyisége csak
kismértékben tért el egymastdl a Cd10-es €s Cd21-es mintdkban, a Cd21-es mintaban a
Ko21-hez képest minddssze 23%-nak adddott a kontroll érték nagymértékli emelkedése
miatt. Az LHCII+CA komplexek mennyisége a hosszabb tavi kezelés folyaman még
tovabb csokkent.

A Cd kezelés amellett, hogy csokkentette a Chl-protein komplexek mennyiségét,
egymashoz viszonyitott aranyukat is befolyésolta, legalabbis a felsé levelekben. Az alsé

levelek esetében nem mutattunk ki ilyen jellegli valtozasokat. A PSI szuperkomplex/PSI
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monomer ardny szignifikdnsan megemelkedett a Cdl10-es mintdkban, de kismérték
emelkedés megfigyelhetd volt a 21 napos kontroll és a kezelt mintdkban is, mig a core
komplexek mennyisége allandé6 maradt (20.A é&bra). Mind a Cd10, mind a Cd21-es
mintdknal az Lhc monomerek ardnya ndvekedett meg a kontrollhoz képest (20.B éabra),
ezzel egyidejiileg a Cd10 mintdkban csékkent az LHCII trimer és az LHCII+CA aranya, a
Cd21 esetében csak az LHCII+CA komplexek mennyisége csokkent. A masodik
dimenzids fehérje gélek denzitometrias kiértékelése megerdsitette a PSI és az LHCII
esetében a nativ gélek adatai alapjan kapott eredményeket (az adatokat nem mutatjuk).

A PSII komplexek megoszlasat a BN poliakrilamid gélen kapott savok
denzitometraldsdval és a mdasodik dimenzidban végzett (SDS-PAGE) elvalasztds utan
kapott fehérje foltok kiértékelésével (20.C dbra) is megvizsgaltuk. A 2D fehérje
gélelektroforézis utdn csak a CP47 apoprotein mennyiségét hasonlitottuk 6ssze, mert igy
pontosabban mérhettiik a kiilonb6z0 méretli antenndkkal rendelkezd, ill. antenna nélkiili
PSII komplexek aranyat. A kapott eredmények megerdsitették, ugyanakkor pontositottak is
a BN-PAGE moddszerrel kimutatott eltéréseket (az adatokat nem mutatjuk), mivel a legtobb
esetben csokkent a szoras. A 10 napos kontroll mintdban a PSII monomer komplex volt
jelen legnagyobb mennyiségben. Az idésebb kontroll ndvényekben a szuperkomplexek
mennyisége kiss¢ emelkedett a PSII monomer és CP43 nélkiili komplexek terhére. A PSII
dimer mennyisége a kiilonb6z6 mintakban viszonylag alland6 volt. A Cd10 kezelés
hatasara megemelkedett az szuperkomplexek ardnya, ugyanakkor jelentdsen és
szignifikansan csokkent a monomer formak részesedése. Hosszabb Cd kezelés utan
azonban visszafordult a tapasztalt aranyeltolodds és a kontrollhoz hasonlo eloszlast

mértink.
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2.4. Az akut Cd-stressz hatasa az antennak izoforma-osszetételére

A 2D BN/SDS gélek analizisének eredményei azt mutattdk, hogy a Cd kezelés
viszonylag rovid idé alatt (10 nap) megvaltoztatta a tilakoid membranokban taladlhatd
komplexek mennyiségét €s aranyait, ezzel a mddszerrel azonban Osszetételilkben nem volt
kimutathatd valtozéas (Ross, 2010). Az egyes fehérjék mindségi €s mennyiségi valtozasanak
felderitésére a 2D IEF/SDS PAGE modszer alkalmasabb. A komplexek core részében
lokalizalt, meglehetésen nagyméretli, apolaros membranfehérjéket nem lehet megfelelden
oldatba vinni az IEF-hez hasznalatos detergensekkel, viszont az antennat alkot6, 20-30 kDa-
os mérettartoméanyba esé Lhc fehérjék jol vizsgalhatok ezzel a modszerrel. Az Lhe fehérjék
eltérd izoformainak mennyiségi és mindségi valtozasait a fehérjék szintjén megvizsgalva, az
eredmények Osszevethetdek a transzkripcids szinten megfigyelhetd valtozasokkal. A Cd-
indukalta Osszetételbeli valtozasok kimutatasa céljabol ezért 2D gélelektroforézisre alkalmas
fehérjekivonatot készitettink a BN-savokbol, majd ezeket IEF/SDS gélrendszerben
analizaltuk. Mivel elsésorban az Lhc apoproteinek valtozasait kivantuk kovetni, a fobb Lhc-
tartalmu savokat, a PSII szuperkomplexek (18. ébra, 4., 6. és 8. BN sav), PSI monomer (10.),
LHCII-CA (13.), LHC trimer (15.) és Lhc monomer (19.) savot valasztottuk ki a munkéahoz.
A komplexekbdl késziilt 2D gélek Lhc savjainak helyzetét a tilakoid mintdkbol keésziilt
IEF/SDS gélek segitségével, valamint irodalmi adatok alapjan (Storf és mtsai, 2004, Andaluz
és mtsai, 2006, Galetsky és mtsai, 2008) becsiiltik meg (21. és 22. abra). A pontos
azonositashoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A kontroll és Cd-kezelt PSI komplexek antenna dsszetevdinek mintazata azonos (21.
abra), ezért arra kovetkeztettlink, hogy a kezelés az LHCI antenna fehérje Osszetételét nem
véltoztatta meg. A viszonylag nagy mennyiségben jelenlévd core-proteinhez, a PsaD-hez
viszonyitott ardnyukban azonban kimutattunk valtozast. Megemelkedett az Lhca2
mennyisége, ami kiilondsképpen két izoforma (35, 36) esetében volt szembetiin (21.C éabra).
Ugyanakkor csokkent az Lhcal és Lhca4 fehérjék aranya a Cd kezelt PSI partikulumokban.

Az Lhcb fehérjék tobb komplexben is jelen vannak. Az Lhcbl1-3 altal alkotott LHCII
trimer komplexben e fehérjék sokféle izoformaja ill. poszt-transzlaciés modosulata lehet jelen
a kiilonbozo izoelektromos ponttal jellemezhetd foltok szamabol kovetkezden (22.A és B
abra). A Cd kezelés e formak aranyara és eléfordulasukra is hatassal volt. Az 1-10 foltok az
Lhebl és Lheb2, valamint komplextdl fliggéen Lhcb4 izoformékat is tartalmazhatnak. A 11-
17-es szamu foltok valdszinilileg az Lhcb3-nak, a 23-26 az Lhcb5-nek (CP26), a 20-22-es
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szamu foltok pedig az Lhcb6-nak (CP24) felelhetnek meg. Viszonyitasi alapnak egy minden
komplexben kozepes mennyiségben jelenlévé Lhebl,2 izoformat (5) valasztottunk.

Cd kezelés hatdsara a legnagyobb valtozdsokat a trimer LHCII-ben és a PSII
szuperkomplexekben figyeltik meg (22/A-D abrdk). Az LHCII trimerben erdsen
megemelkedett a 6-os €és 8-as foltokban 1év0 fehérje mennyisége, €s megjelent a kontrollban
nem ¢észlelhetd 9-es szdmu 1j izoforma (23.A dbra). Az LHCII trimert, és kapcsold antennat is
tartalmaz6d PSII szuperkomplexek Osszetételében a legszembetiindbb a 6-os erds csokkenése
¢s a 8-as eltlinése volt (23.B abra). Ugyanakkor a kisebb mennyiségben jelenlévo feltehetéen
Lhcb3 izomereket képviseld 13-as és 14-es folt intenzitasa is jelentdsen lecsokkent. A kezelés
kovetkeztében mind a PSII szuperkomplexben, mind az LHCI+CA komplexben kissé
csokkent az Lhcb6-nak megfelelé 23-25-o0s proteinek mennyisége, és megjelent egy jabb
izoforma, amit a 26-os szammal jeloltiink (23/B,C 4brak). Az Lhc monomerben az LHCII-hoz
hasonléan megndtt a 6-os protein mennyisége, €s valamivel tobb Lhcb6 (20-22) volt
kimutathat6 (23.D dbra). Az antenna Osszetétel vizsgalata sordn kapott elézetes eredményeink
azonban tovabbi megerdsitést igényelnek. A kovetkeztetések levonasa pedig a foltok pontos

azonositasa utan valik lehetségessé.

Lhea3 27 28 29 B i 2 37 28 29 30 31 32

Lhea2 B M 3 3 37 38 3 @ ECI T 36 3738 KIS
Lheal4 L “w " 9 - e .- -

41 42 43
Psal) - -
- - -
5 -
B Ko10

21. abra Az Lhca fehérjék a 10 napos kontroll (Ko10: A) és a Cd-kezelt (Cd10: B) PSI
komplexekben. IEF pH tartomany: 4 — 7. C: Az egyes proteinek mennyiségét relativ
egységben, a PsaD fehérje 6sszmennyiségéhez képest adtuk meg.
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TR 8 9 10
2 3% o .
-
1m 12 1 14 1 1 1
niem -l 3 5 16 17
18 19
- D - .
45 6 8 34
-
14 15 23 24 25 13 1415 16 23 24 25 26
16 17
4 5 6 4
. 5 e =
.
1314 23 24 25 13 14 o & 26
18 19 18 19
3 ShSh § 4 H 3 4 é ‘ 8
." 213 1415
1213 152 16 16
18 19 k)
20, 2 20

21 22

22. abra: Az Lhcb fehérjék a kontroll (Ko10: A, C, E, G) és Cd kezelt (Cd10: B, D, F, H) tilakoid
komplexekben. A, B: LHCII trimer; C,D: PSII oligomer; E,F: LHCII+CA; G,H: Lhc monomerek; IEF

pH tartomany: 4 — 5,5

257 | LHCH trimer 020
=0 018 mKo10
151
? - mCd10
104
054 005
00+ 0.00
1 2 3 4 5 6 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
020 =
257 |PSIl oligomer 030
20 4 015 025 1
020 -
15
010 015 4
A G 010
05 1 i 005 A
00 ml | = . 000 ; T . 000
1 2 3 4 5 6 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 20 21 22 23 24 25 26
251 [LHCl+CA e 074
20 015 087
05
15
010 04
10 Iy 03
i 0.05 02
041
00+ T T T 1 000 T T T T 1 00
1 2 3 4 5 6 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 20 21 22 23 24 25 26
05 i
54 095
04 020 1
15
03 015
- 02 010
05 m 01 0.05 E H
00 + R T T T T 00 T 0.00 A :
1 2 3 4 5 6 8 9 10 " 12 13 14 15 16 17 20 21 22 23 24 25 26

23. abra: Az Lhcb fehérjék mennyiségének valtozasa a tilakoid komplexekben Cd kezelés hatasara.
A: Lhcb1-2 izoformak, B: Lhcb3; C: Lheb5-6. Az egyes proteinek mennyiségét relativ egységben, az
5. szamu folthoz képest adtuk meg, kiilonbozd skalan abrdzolva. A szdmozas a 22. abra

fehérjefoltjainak felel me

2.
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3. Az Lhc géncsalad transzKkripciés szintjének valtozasa nyarfalevelekben akut Cd-

stressz alatt

Az mRNS izoldlashoz mind a kezelt, mind a kontroll csoport esetében 3-3 ndvény
azonos levélemeletér6l szarmazo, és azonos koru levelét hasznaltuk fel. Eltéré szamozas
kiilonbozteti meg a kezelés kezdetén mar kifejlett, also (-2) és a kezelés alatt fejlodo, felsd
(+2) leveleket. Az alsé (-2) levelek esetében a kezelés kezdetétdl szamitott 2. €s 7. napon
vettiink mintat mind a kontroll, mind a Cd-kezelt ndvényekbdl. A kezelés megkezdését
kovetden fejlodott, felsé (+2) levelekbdl harom idépontban vettiink mintat, a kezelés

kezdetétdl eltelt 4., 7. és 14. napon.

3.1. A ¢cDNS mennyiségi meghatarozasa

Az atlagosan 130-150 mg levélmintdbol mRNS-et izoldltunk. Az mRNS mintakbol
fluoreszcens festék segitségével hataroztuk meg. A kapott fluoreszcencia értékekbdl
szamoltunk egy Un. normalizacids faktort, melyet a késébbiekben a Real-Time PCR (qPCR)
reakciok adatainak korrigdldsdra hasznaltuk (9. tablazat). Erre azért volt sziikség, mert a
kordbban megvizsgalt belsé kontroll gének expresszidja nem bizonyult elég stabilnak a
normalizalashoz (Basa és mtsai, 2009). A tiz vizsgalt cDNS-mintan a wvalos ideji
amplifikaciot korabban optimalizalt reakciokoriilmények kozott végeztiik (10. tablazat). Az
mRNS-ek kiindulasi mennyiségét (No) a detektalt kiiszob ciklusszam (Ct) és a reakcid
hatékonysaganak hatvanyabol szamoltuk, majd a RiboGreen modszerrel kapott normalizacios
faktorral korrigaltuk. A szamoléas eredményeként megkaptuk az egyes gének mRNS-einek

relativ mennyiségét a mintdban jelenlévd 6sszes mRNS/cDNS mennyiségéhez viszonyitva.
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9. tablazat: A RiboGreen mérés integralt fluoreszcenciaja (gerjesztés:
A= 485+5 nm, emisszio: A= 510-700 nm, cps — counts per second) és a
szarmaztatott normalizacids faktor.

RiboGreen
Levél- Mintavétel Kezelés fluoreszcencia Norm.
mintak ideje faktor
5,09E+07 1,00
Alsé 9 Kontroll 1,04E+06 0,02
(-2) - nap 3,55E+07 0,70
Cd-kezelt 1,71E+06 0,03
4 48E+07 0,88
Alsé 7 Kontroll 1,04E+06 0,02
. hap
(-2) Cd-kezelt 4,11E+07 0,81
9,68E+05 0,02
7,68E+07 1,51
Fels6 4. nap Kontroll 5,51E+06 0,11
(+2) ' Cd-kezelt 5,49E+07 1,08
4,97E+05 0,01
8,03E+07 1,58
Felss Kontroll 7 80E+06 0.04
(+2) ' ] 6,31E+07 1,24
Cd-kezelt 3,94E+06 0,08
3,34E+07 0,66
Fels6 14. nap Kontroll 9,03E+05 0,02
(+2) ' 3 5,18E+07 1,02
Cd-kezelt 2,97E+06 0,06

A nyérfa genomban az egyes Lhc fehérjék koziil tobbet nem egyetlen gén kodol. Az
Lhcal, Lhca2, Lhcb2, Lheb3, Lheb4 és Lheb6 izoformait két-két gén kodolja, ugyanakkor az
Lhebl fehérje esetében 4 eltérd izoformat kodolo allélt azonositottak (Klimmek és mtsai,
2006). Az evolucidsan konzervalt Lhc géncsaldd tagjainak szekvencidja nagymértékben
hasonld, kiilondsen az azonos fehérjét kodold gének esetében. A SybrGreen qRT-PCR
modszer alkalmazasdhoz két szekvencia-specifikus oligonukleotid sziikséges, melyek a
vizsgalt gén egy rovid szakaszat fogjak kozre. A Real-Time PCR reakcio sordn ez a szakasz
szaporodik fel, mikdzben minden egyes ciklusban detektaljuk a hozza kapcsolodd SybrGreen
festek fluoreszcens jelét. A jel nagysaga aranyos a felszaporodott termék mennyiségével.
Mivel az egyes izoformdkat kodolo gének szekvencidja rendkiviil hasonld, nem volt
lehetdségiink minden egyes génre specifikus primereket tervezni. Ezt az akadalyt tigy hidaltuk

at, hogy az egyes fehérjék két eltérd izoformdjat kodold gének esetében terveztiink egy un.

crer

s

szekvencia kiilonbségek alapjan lehetdség volt mind a 4 izoforma génjére kiilon-kiilon

primerpart tervezni.
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10. tablazat: Az Lhc géncsalad tagjainak kimutatasara és mennyiségének meghatarozasara tervezett
Real-Time PCR reakcidk paraméterei.

PCR

Fehéje  Gén baljobb primer (53) Fra(%r;)em “a‘}f?;’ 1as Ifi[;l!::s ha‘gg;“"' rtokek
ey G o @ w e news

Lhcal.2 Ei‘glg?%ﬁ%ﬁf@fg géi"T - 130 £9 800% 1975 255204
B

Lhca2.1 Sﬁ?éﬂfgg GemTACTfT%C . 125 &0 800x 1975 16.920.0
Lhea3  Lhcal el g etk 145 59 100x 1950 140472
Lhcad  Lhcad pralpatatocesn 114 57 100x 1945 140-180
Lhcas  Lhcas.g g?fg;éiég%g%?mgg 150 53 100% 1909 16.721.2
Lhca6  Lhcab Slﬁé%i?gﬁégﬂ%’%lgﬁ’ 147 &7 100% 1922 16.1-188

Lhebl.q L SobRCEh TOoaeAL 129 B0 800x 1970 1424178
. Lhebl.2 oo L i 146 50 3200x 1945 159-186

Lhebl3  SOAMCTORSEACaS 126 50 3200x 1921 175220

Lhebta o T o 122 B0 800x 1988 183233
O menenm e w o

Lheha.y  SHanSB IO O CaDa! 20 59 800x 1985 163195
Lhehd ok T e meAe e T 143 59 3200x 1952 200-24.4
L nmr om0 5w e
CE hepas  CTCCACACGACCATIATIGAC! & w18 210239
(Lg;g%) Lhehs TG AT T A DR TEAAG D 138 52 B00x 1972 1354165
Tl VR R pep—e—
O hobsa  ACCCTOOTCAABGOAAGAC 134 i B0 193 160214
Lheb?  LhchT AN o e v 139 55 100x 1940 198224
Lheh8  Lhchs ATTAGCTTTGTGECTALLTTL, 107 50 B00x 1953 19.0-21.3

GAAGAAAGGAMAGAACGTGTC
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Az Lhc fehérjéket kodold géncsalad egyes tagjainak transzkripcids szintje
nagysagrendileg kiillonbozik (Klimmek és mtsai. 2006). A mérés pontos kivitelezéséhez, az
adott gén kifejezddési szintjétdl fliggden, jobban vagy kevésbé higitott cDNS templatot
hasznaltunk (10. tablazat), ezért a Real-Time PCR esszéket primerparonként csoportositottuk.
A reakciok kiértékelése utdn minden génre kaptunk egy sorozat, mértékegység nélkiili un. Ny
értéket, amely a kiindulasi mRNS mennyiségével volt ardnyos a tiz kiilonbozd kisérleti
mintdban. Az egyes mérések Osszehasonlithatosdga végett tovabbi korrekciokat kellett
végezniink. Mivel a Real-Time reakciok adatait relativ mennyiségi meghatarozasra hasznaltuk
fel, viszonyitasi alapot kellet valasztanunk, ez a 2n Ko-2 cDNS minta volt. Ebben a mintaban
megmértliink az Osszes vizsgalt Lhc gén transzkripcidjat egy ,,forditott esszében”, ahol a
kontroll cDNS-sel szemben az Osszes primerpar jelen volt. Az igy szamolt No.x, értékek a
gének egymashoz viszonyitott relativ transzkripciojat tiikrozik a 2n Ko-2 mintan belil (11.
tablazat). Ehhez az Nj.k, €rtékhez ardnyitottuk a tobbi minta Ny értékét az egyes
primerparokkal végzett esszékben. Majd a bemért cDNS mennyiséggel is korrigaltuk az
adatokat, vagyis a RiboGreen mérés altal generdlt korrekcids faktorral elosztottuk az Ny
értékeket. Az igy kapott mértékegység nélkiili szamok az egyes Lhc génekrdl atirddo mRNS-
ek egymashoz viszonyitott, relativ mennyiségét képviselik minden altalunk vizsgalt cDNS
mintdban. A 12. tdblazat vizszintes sorai mutatjadk az egyes gének transzkripcids szintjének
valtozasat a tiz kiilonbozd vizsgalt mintdban. A fiiggdleges sorokat olvasva kapjuk meg a

gének egymashoz viszonyitott kifejezddési szintjét az adott mintan beliil.
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11. tablazat: Az Lhc géncsalad tagjainak transzkripcios szintje a 2
napos, alsé kontroll levélben.

Gén N, St dev. R;_';‘:{“ CV%
Lhcal.f+1.2 210E03 557E05 1579 265
[ heall2 1.40E-04 827E-06 104 5.89
Lhea?2 1+2.2 1596E03 BA42E-05 147 .4 3.27
[ heal 1 1.44E-03 4.10E-05 108.0 285
[ heal 8.88E-04 214E-0%5 b6 2.41
 hcad 31BE04 231E05 239 707
 hcas 163E04 287E06 122 176
[ hcab 2B4E-04 B.6BRE-OB 198 3.29
Lhehl T 530E-03  RB.9RE-05 3983 1.31
Lhehl.2 1.09e-02 1.78E-04 8197 1.63
Lhch1.3 118E03 198E04 888 1673
Lhehl g 1.82E-03 7.33E05 136.4 4.04
Lheb2. 1+2.2 5 45E03 5.03E-05 409.2 092
Lhch2. 2 1.47E-03 1.98E-04 1104 1347

Lheb3. 7+3.2  1BSE-03  54BE-0S 123.7 3.32
Lhebd. 7+4.2 1 41E-03  3.03E05 105.5 214

Lhebd, T J05E-05  1.26E-06 2.3 413
Lhehs 401E-03  1.37E-04 3007 3.41
LhebB.7+6.2  221E-03  KB.O3E-D4 166.2 272
Lhebb.2 1.26E-03  3.99E-05 845 317
Lhch¥ 1.33E-05  B.99E07 1.0 7.0

Lhchl 2086E-04 1.30E-05 216 4.53



72

12. tablazat: Az Lhca és Lhchb gének mértékegység nélkiili relativ transzkripcidja, az Lhcbl.1 gén
értékét 100 egységnek véve a 2n Ko-2-es mintaban.

2 nap;2 7 nap,-2 4 nap; +2 7 nap; +2 14 nap, +2

Cd Cd Cd Cd Cd

Gén Ko Cd (Ko%) Ko Cd (Ko™) Ko Cd (Ko%) Ko Cd (Ko™) Ko Cd (Ko)
Lhcal. 1+ 3963 3821 96.4% 4703 772 80.2 3873 5636 1419 5518 1516 275 4545 1517 334
Lhcal.2 116 2.50 6.3 1.21 350 74 347 2,66 67 249 146 7 1.3¢ 147 26
Lheat 0.0 053 58.2 0.30 0.19 629 0.4 0.44 105.19% 134 0.23 17.0 024 0.09 37.6
04 083 29 062 o 41 083 i 24 0.5 0z 14 0.6z o 25

L hcal 1+ 37.00 30.84 83.3 30,49 2984 97.9% 3231 3948 1222 E9E7 1878 270 3309 1.3 34.2
Lkca2.2 077 1.52 47 1.07 207 6.8 2.58 046 T4 1.4 142 20 1.79 1.43 43
Lheas 1 2rnN 24.14 89.0# 2307 18.77 81.3 2097 3644 1738 3819 1340 3541 2425 7.24 29.8
0.9 1.21 45 0.4 075 3.1 163 0.9 43 142 .59 23 077 0.59 25

L heal 16.73 1373 821 15.89 11.36 71.0 14.55 9.10 62.4 3513 8.49 242 1579 552 35.0
172 1.36 & 1.8t 1.28 &0 167 074 5.1 1.03 .56 1.6 .45 .52 20

Licad £.599 7.E3 1256 7.EE 7.19 938* 7o 736 933#% 1354 2.1 16.3 8.9 338 341
.83 @.37 a5 @44 .34 7.0 0,97 @47 5.2 a7 @18 1.3 034 @41 47

L heas 3.07 3.70 1204 290 1.56 54.0 .67 3.80 67.1 1222 461 378 1.58 183 1160
k) 025 &3 013 067 23 .44 (4] 37 .31 .57 30 O0L06 [ 6.8

Licab 497 7.51 151.2 27 343 126.4 746 5.50 73.8 1270 5.69 448 3.98 4.81 120.9
024 078 15.8 o4 .26 a7 062 0a7 0.9 042 .56 28 a2 .50 7.5

Lhebld 10000 7025 70.3 76.81 7433 96.8% 10147 13498 1330 16348 4371 26,7 10854 2418 222
303 3.82 3.5 2.59 383 50 8.56 5.55 55 4.52 384 23 3.87 1.46 1.3

Lheb1.a 20578 19962 970% 25210 17792 F06 18104 22382 1236 45210 9250 204 28288 4165 147
257 10.40 57 7.87 421 1.7 13.20 B.45 3.6 1164 586 1.3 12.45 241 09

Lhch1 19.63 2149 M04%* 2853 2678 90.3 33.80 2631 78.5 E5Z22 1546 280 31.42 E.EE 18.6
.86 1.06 5.4 0.68 Q.87 28 247 069 7 2.03 1.02 1.9 1.43 234 17
Lhehid 34.24 15.69 158 44 52 17 61 396 16.51 1554 94.2% 7366 1.90 26 41.65 1.12 2.7
172 076 22 1.54 .43 1.0 1.56 .90 5.5 241 [ 0.2 1.32 008 02

Lhch2.1+ 10273 7696 749 E7.E8 B4.56 954#% 7024 10810 1364 15620 2584 165 7352 1645 224
Lhch2.2 3.23 £.44 4.3 270 274 40 6.23 1.21 1.5 .99 2.00 1.3 614 1.0F 1.5
Lheha 2771 2582 924% 2197 2117 96.4%  14.40 2040 1416 3035 5.85 19.3 21.64 527 244
i 1.46 53 106 .55 25 1.04 ) 5.5 1.23 .53 1.7 162 .53 1.5

Lhch3.1+ 31.05 2368 76.3 2593 16.84 625 283 1587 62.7 8091 068 12.0 19,62 227 11.6
Lhch3.2 383 1.20 3.9 2.92 Q.79 28 292 292 3.6 2.29 Q.79 10 1.95 Q.21 17
Lhchd. T+ 26.55 18.46 69.5 21.44 18.68 87.1 2398 2521 105.1%  46.40 5.99 151 3271 7.28 22.2
Lhchd.2 175 1.33 5.0 276 1.86 &7 2.02 kXN 16.3 1.57 [ 1.3 1.2 .78 24
Lhchd.1 0.58 039 68.3 0.47 0.37 79.0 0.53 0.80 151.2 0.94 018 16.9 0.51 016 M5
[N 2.0z 35 a.01 a.07 24 204 @07 23 @04 @07 1.2 @03 a.07 1.9

Lhchs 75.50 9009 1193 7954 8604 10827 10548 11696 110.9% 20113 3831 19.0 13775 3954 287
1890 4.47 59 2.04 2.0 35 794 380 3.6 4.7 246 1.2 Je2 227 1.6

L hchb.1+ 41.72 289 69.3 712 21.66 799 3864 2965 76.8 7IET £.05 6.9 2813 473 16.8
Lhchb.2 114 247 5.9 297 246 ar 297 102 26 260 Q.32 [ 115 229 1.0
L hehB.a 2373 16.26 68.5 18.76 13.29 70.8 16.65 1472 884% 3775 2.10 5.6 21.06 1.79 8.5
074 1.0 42 068 .58 31 1.58 .47 28 .55 a7 04 062 [ 0.5

LichT 0.25 035 140.8 0.29 0.44 151.7 017 028 157.8 0.44 055 1254 044 0E0 1454
[N 2.0z a0 2.0z @03 g @02 @02 125 @07 @04 2.6 @04 2.03 1.6

Lhebs 542 522 96.3% 237 4. 180.3 238 4.06 170.4 6.51 323 496 3.58 248 69.4
013 029 5.4 o4 [k 5.5 018 a4 57 (AL 025 3.8 [ 045 47

#: nem volt szignifikans eltérés a kontroll értékétdl, p>0,05.
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3.2 Az Lhca gének transzkripcios szintjének valtozasa

Ha a fehérjéket 2 gén kodolja, az n. ,,k6z0s primerek” mindkét génhez specifikusan
kotédnek, igy mindkét gén terméke hozzajarul a keletkezett DNS mennyiségének
novekedéséhez a PCR reakcio soran. Az eltérd izoformakat kodolo gének koziil az egyikre
specifikus PCR primereket is terveztiink (10. tablazat).

Az Lhcal gének kozos reakcioban mért kifejezddési szintje a -2 kontroll mintakban a
2. naprol a 7.-re 20%-al emelkedett (24.A abra). A 4. napos fels6 levélmintdban mért
mRNS mennyiség a 2. napossal volt egyenld, majd ez az érték a 7. napra 40%-al
megemelkedett, és a 14. napra az el6z6 szintre csokkent.

A -2 levelekben Cd kezelés hatdsara a 2. napon nem tapasztaltunk eltérést a kontrolltol, de
a 7. napon 20%-al alacsonyabb mRNS mennyiséget detektaltunk. A +2 levelekbdl
szarmaz6 mintdkban a 4. napon mért 40%-os indukcidt kovetden erdteljes csokkenés
kovetkezett be. A 7. napon a kontrollhoz képest mar 70%-al kevesebb mRNS

szintetizalodott, ami a 14. napra sem valtozott (12. tablazat).

A B

x10'4' Lhcat.1+1.2 x10-6 Lhcai.2
o 10 20
=]
g2 8 16
-
®» B 12
g
B 4 8
\>
: lﬂ h ﬂ L IZL . N L
@

2n -2 n-2 4n+2 Tn+2 14n+2 2n -2 in-2 4n +2 n+2 14n +2

C

x10-4 Lhca2.1+2.2 Lhca2.1

10 m O O
‘-g EKo OCd
g7 EKo OCd
w B
c
E 4
=
g 2
[
x g

2n-2 n-2 4an +2 n+2 14n +2

24. abra: Az Lhcal (A, B, eltér6 skalan abrazolva) és Lhca2 (C) gének transzkripcids szintjének
valtozasa a kezelés soran. A kozos primerekkel végzett PCR reakciokat eltérd szinkod jeldli, az
egylitt szaporitott fragmenteket ,,+” jel koti 6ssze. Ko — kontroll, Cd — Cd-kezelt.

Az Lhcal.2 gén kifejezddési szintje két nagysagrenddel alacsonyabb, mint az Lhcal.l.

A kontroll mintdkban az Lhcal.l mRNS-ek mennyisége viszonylag szlik hatarok kozott
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mozgott. A joval kisebb mértékben kifejez6d6 Lhcal.2 szintje, ezzel szemben, 1ényeges
fluktuacidot mutatott (24.B abra): a -2 levelekben a 2. naprél a 7-re kevesebb, mint
harmadara csokkent; a +2 kontroll levelekben a 4. naphoz képest a 7. napra
megharomszorozodott az mRNS-ek mennyisége, majd ez az érték az 6tod részére csokkent
a 14. napra.

A Cd-kezelt also levelekben a kontrollnal 40%-al volt alacsonyabb az adott génrdl
szarmazd6 mRNS molekulak szdma. Az atirddas mértéke e felsé levelekben kadmium
hatdsara a 4. napon nem valtozott, de a 7. napra a felére csokkent, mely érték a hozza
tartozo kontrollnak minddssze 17%-at jelenti. A 14. napra tovabbi csokkenést mutattunk
ki. A kezelt ndvényben mért érték ebben az esetben a kontroll 37%-anak felelt meg (12.
tablazat).

Az Lhca2.l1 és Lhcal.2 gének transzkripcids aktivitasanak kimutatasara a ,,k6z0s”

reakcion kiviil specifikus PCR-t az Lhca2.l-re terveztink. Az 24/C &bran lathato
grafikonon egyiitt tlintettlik fel a két reakciot eredményét, mivel a kapott értékek azonos
skalara estek. A kozos primerekkel végzett mérések eredménye szerint a kontroll mintak
koziil csak a +2 7 napos levél adatai tértek el a tobbi, sziik hatarok k6zott mozgd, értéktol.
Az eltérés nagyjabol kétszeres volt.
A -2 levelekben jelentdsebb valtozast Cd kezelés hatdsara sem tapasztaltunk. Ugyanakkor
a 4 napos +2-es levélben szignifikdnsan magasabb mRNS szintet mértiink a megfeleld
kontrollhoz képest (12. tablazat), ami a 7. napra oly mértékben lecsokkent, hogy a kontroll
értekének mintegy 30%-4at tette ki csupan. A kezelés végére tovabbi csokkenést mértiink.

A két primerparral végzett vizsgdlatok ugyanolyan eldjelii és hasonld mértékii
eltéréseket mutattak, bar az Lhca2.] mRNS mennyisége a legtobb mintaban 25-30%-al
alacsonyabb volt, mint a k6z0s primerparral detektalt érték. Az indukcid6 mértékében
Iényeges eltérés a Cd kezelést kovetd 4. napon vett mintdban mértiink, ami az Lhca2.1
esetében 74%-os emelkedést jelentett a megfeleld kontrollhoz képest. A Cd-kezelt
novények leveleiben bekdvetkezd transzkripcids valtozasokat figyelembe véve, az Lhca?2
gének kifejezodése a -2 levelekben tobbé-kevésbé allandd volt, mig a +2 levelekben, a
kezdeti indukcidt kovetden, fokozatosan csGkkent.

Az Lhca3-Lhca6 fehérjéket egy-egy gén kodolja a genomban. Az Lhca3 atirodésa a
kontroll levelekben hasonld mértékli volt. Kiugroan magas értéket a 7 napos felsé levél
mutatott, ami nagyjabol kétszerese volt a tobbinek.

A -2 levelekben Cd kezelés hatasara a 2. napon 20%-o0s, majd a 7. napon 30%-o0s gatlast
mértiink (25.A 4bra). A +2 Cd-kezelt levelekben jol lathato a kifejez6dés fokozatos
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csokkenése. A kontrollhoz képest 40%-os, 75%-0s és 65%-0s esést tapasztaltunk (12.
tablazat).

Az Lhca4 mRNS-ek mennyisége a -2 kontroll levelekben csak kis mértékben tért el
egymastol. A +2 kontroll levél a 4. napon hasonl6 szintet mutatott, mint a -2 levélmintak.
A hetedik napon azonban 60%-al megemelkedett a transzkripcid szintje, majd a 14. napra
lecsokkent (25.B dbra).

Az -2 levelekben, Cd hatasara a 2. napon 25%-0s serkentést tapasztaltunk, ezzel szemben a
7. napon mar nem kaptunk szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz képest. A +2 levelekben
a kezelés 4. napjan nem lathatd eltérés a Cd hatdsara, ellenben a 7. napra az mRNS-ek
mennyiségében erdteljes esés kovetkezett be, a kontroll értékének csupan 16%-at tette ki.

A 14 napra kiss¢ emelkedett a transzkripcid szintje a kadmium kezelt levélben (12.

tablazat).
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25. abra: Az Lhca3-Lhca6 gének transzkripcios szintjének valtozasa a kezelés soran. Ko —
kontroll, Cd — Cd-kezelt

Az Lhca5 mRNS-ek mennyisége a -2 kontroll levélmintdkban azonos szinten volt a
masodik és hetedik napon is (25.C abra). A legfiatalabb felsé kontroll levélben az mRNS-
ek mennyisége dupldja a -2 levelekének, majd értéke a 7. napra ismételten

megkétszerezddott. A 14. napos levelekben azonban erdsen lecsdkkent.
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Cd kezelés hatasara a -2 levelekben a kezdeti (2n -2) szignifikans mértékti serkentést
kovetden a 7. napra 50%-os visszaesés kovetkezett be (12. tablazat). A kezelt mintak fels
levelében a 4. napon az atirddds mértéke a kontroll 67%-a volt, ami a 7. napra sem
valtozott lényegesen. Meg kell emliteni azonban, hogy, a megemelkedett kontroll
értékének csupan 37%-at tette ki. Csak a kadmiummal kezelt leveleket figyelembe véve a
transzkripcié mértéke a 14. napra lecsokkent, ugyanakkor nincs szignifikans eltérést a 14
napos kezelt és kontroll levél transzkripcids szintjében, azaz mindkettd nagyon alacsony.
Az Lhca6 gén esetében a -2 kontroll levélben a 7. napon mért mRNS szint a 2.
napindl kétszer alacsonyabb volt (25.D ébra). A +2 kontroll levelekben mért transzkripcios
szintek kisebb mértékii, bar hasonlé ingadozast mutattak, mint az Lhca5 mRNS-ek.
2. napos Cd kezelt -2 levélmintaban mért emelkedés 50%-os volt a kontroll értékéhez
képest. A transzkripci6 serkentését a 7. napos levelekben is megfigyeltiik bar itt az
el6zénél alacsonyabb értékeket mutattak a kezelt és kontroll levelek is. A Cd-kezelt mintak
felsd levelében az mRNS-ek mennyisége alig kiilonbozott egymastol, viszont az emelkedd,
majd csokkend kontroll értékekhez képest a 4. napon 27%-o0s, a hetedik napon 56%-0s
gatlast mértiink, a 14. napon pedig szignifikdns mértékii indukciot tapasztaltunk (12.

tablazat).

3.3 Az Lhca gének expressziojanak mértéke és egymashoz viszonyitott aranyai

A transzkripci6 valtozas jellemzésére tanulmanyoztuk az Lhca mRNS-ek
Osszmennyiségének  valtozasat, valamint az egyes gének mRNS-einek az
O0sszmennyiséghez vald hozzdjarulasat. Az Lhca tagok mintanként vett relativ mRNS
szintjének O0sszegét abrazoltuk a 26. és 27. dbran szazalékos megoszlasban. Az Lhcal.l és
az Lhca2.? gének mRNS-einek mennyiségét gy kaptuk meg, hogy a megfeleld k6zos
reakcioban kapott értékekbdl kivontuk az Lhcal.2, illetve az Lhca2.l génre vonatkozo
értéket.

A 26. abran lathato, hogy a -2 kontroll levelekben az Lhca mRNS-ek
Osszmennyisége a 7. napra a 2. napon mért érték felére csokkent (v.6. 26.A és C abra). A
Cd kezelt mintdk a 2. napon a kontroll érték felét (26.B abra), a 7. napon pedig annak
mintegy 80%-at tették ki (26.D abra).

A -2 levelekbdl vett mintdkban az egyes Lhca gének mRNS-ei egymashoz képest
hasonl6 ardnyban voltak jelen. Legnagyobb mértékben reprezentaltak az Lhcal.l mRNS-

ek, az 6sszmennyiséghez viszonyitva 36-44%-ot tesznek ki mintanként. Szintén viszonylag
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nagyobb mértékben irddott at az Lhca2.1, melynek mRNS-ei 20-25%-ot képviseltek. Az
Lhca3 12,5-15,5%-al, mig a tobbi Lhca-ra egyenként 10-nél kisebb szazalékos arany jutott.
A legalacsonyabb szintli transzkripciot az Lhcal.2 génre kaptunk, ami 1%-nal is kevesebb.
Kadmium hatasara ezen aranyok egyes gének esetében szignifikansan megvaltoztak. Az
Lhca2.2 mRNS-ek 9,2%-ot képviseltek a két napos kontrollban, a megfeleld Cd kezelt
mintdban pedig 6,6%-ot, ami a 7. napra mar tobb mint 12%-ra emelkedett. Az Lhca6
mRNS-ek ardnya szintén jelentOs eltérést adott. A két napos als6 kontroll mintaban 4,6%
volt, ugyanakkor a vele egykorti kadmiumosban 7,4%-ot tett ki. A 7. napra a kontroll és a

kadmiumos mintéban is csdkkent ennek a génnek a transzkripcids szintje.

theas

Lhcad Lhcas

Lhecad

Lhca3
Lheca3

Lheca2 2 Lhca2.2

Lhca2.1
Lhca2.1
Lhcab
Lhcad Lhcas

Lhecad

Lhcal

Lheat.1 Lhecal Lhcat.1

Lheca2.2 Lhcaz.2

Lheat.2
Lheca2.1 Lhecat.2 Lheca2.1

26. abra: Az Lhca gének kifejezodési mennyisége és aranya az also levelekben. Az
Lhca mRNS-ek 6sszmennyisége a kor teriiletével aranyos. Ko — kontroll, Cd — Cd-
kezelt
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A 4. napos kontroll ndévény +2-es leveleiben az Lhca mRNS-ek Osszmennyisége
ugyanannyi volt, mint a -2 levelekben. A 7. napra aztan majdnem a kétszeresére
emelkedett, majd a 14. napra visszaallt az eredeti szintre (27. abra). A Cd-kezelt mintakban
a 4. napon mért 6sszes mRNS értéke kissé magasabbnak adodott a kontrollénal, majd a 7.
napra ez a felére csokkent, ami a megfeleld kontrollhoz viszonyitva csak 25%-ot tett ki. A
14. napon az abszolut értékben tovabbi csokkenést mértiink.

Az egyes Lhca mRNS-ek a kontroll névények+2 leveleiben is hasonld aranyt
mutattak egymashoz viszonyitva, mint a -2 levelekben. Lényegesen eltéré aranyokat az
Lhcal.] mRNS-ek adtak. Ertékiik rendre 36-, 27- és 41% volt. Szintén nagyobb ingadozast
mutatott az Lhca5. A 4. napon a 6sszes mRNS mennyiségének 5,3%-4t tette ki, ami enyhén
megemelkedett a 7. napra, majd 1,4%-ra csokkent az utolsé idépontban vett mintdban. Az
Lhca6 gén mRNS-e 7% korili értéket képviselt a 4. és 7. napon, ugyanakkor az utolso
mintaban mar csak 3,6%-ot.

Cd kezelés hatasara az Lhca gének kifejez6dési aranyaban jelentds eltolodast a
legfiatalabb +2-es levelekben mértiink (27.B abra). Az Lhcal.l gén mRNS-ei a 4. napos
kontroll mintdban 37%-ot képviselték, ehhez képest az azonos koru Cd-kezelt mintdban
46%-ot. Az Lhca2.1 mRNS-einek aranya a kontrollban mért 20%-r6l Cd kezelés hatasara
30%-ra emelkedett. Ezzel egyidejiileg az Lhca2.2 mRNS szintje 10%-ro6l 2,5%-ra
csokkent. Szintén csokkent kadmium hatasara az Lhca3 mRNS-ek el6fordulasi ardnya. A
kontroll levélben 14%-ot képviseltek, mig a kezelt mintdban csak 7,5%-ot. Kisebb mértékii
csOkkenést mutattunk ki az Lhca4-6 mRNS-ek aranyéaban is. A 7. napos Cd kezelt levélben
az Lhca mRNS-ek 6sszmennyisége jelentdsen csokkent, ugyanakkor az egyes tagok aranya
a kontrollban mérttdl csak kismértékben kiilonbozott (27.D abra). Az 6sszmennyiség a 14.
napra tovabbi csOkkenést mutatott, s ezzel egyiitt kismeértékli valtozas az aranyokban is
bekovetkezett (27.F abra). Szignifikdnsan megemelkedett az Lhca5 €s Lhca6 mRNS-ek
aranya, az eldbbi esetében a kontrollban mért 1,4%-hoz képest 4,4%-ra, az utdbbi estében

3,6%-161 11,5%-ra.



79

Lhea’ Lhcad
Lhcad Lhca3
Lhea22 Lheat.d
Lhca3

Lhea2.2 Lhcaz.1
Lheca2.1 Lhcat.2

Lhcat.1 Lhcas

Lhcad
Lhcas
Lhcad
Lhca3 Lhcat.2 L heas
Lhcaz.1
Lhca2.1 Lhea2 2
Lhca2.2
Lheae 14n Ko+2 14n Cd+2
Lhcas
Lhcad Lhca
Lhcas
Lhca3 Lhecat.1 Lhcad Lheat.t
Lhea3
~Lhcat.2
Lhca2.2
Lhcaz.2 \Lheaz1

Lheat.2

Lhcaz.1

27. abra: Az Lhca gének mennyisége €s kifejezddési aranya a felso levelekben. Az
Lhca mRNS-ek 6sszmennyisége a kor teriiletével aranyos. Ko — kontroll, Cd — Cd-
kezelt

3.4 Az Lhcb gének transzKripcids szintjének valtozasa

Az Lhebl fehérje valosziniisitett izoformait 4 kiilonb6zé gén kodolja a nyarfa
genomban, az Lhcbl.1-1.3 gének kiilondsen hasonld szekvenciaval rendelkeznek, ezért
megkiilonboztetésiikre a 3° végi fehérjét nem kodold régidra terveztiink egyenként
specifikus primereket. Az Lhcbl.4 gén szekvencidja a tobbi 3 géntdl jobban eltért, ezért
megkiilonboztetésére konnyebben talaltunk két olyan szakaszt, ahova a PCR-hez sziikséges

specifikus oligonukleotid szekvencidkat tudtunk tervezni.
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28. abra: Az LHCII antennat alkotd Lhcblgének transzkripcios szintjének valtozasa a kezelés
soran. Ko — kontroll, Cd — Cd-kezelt

Az Lhcebl fehérje izoformait kodolo gének kifejezddésiik mértékében némileg
kiilonboztek egymastol. Legnagyobb mennyiségben az Lhcbl.2 termékei voltak jelen, az
Lhebl.1 atlagosan fele annyi mRNS-t szintetizalt. Ez utdbbihoz képest nagyjabol
egyharmad résznek felelt meg az Lhcbl.3 génrdl késziilt mRNS-ek szdma, és az Lhcbl.4
gén 1s hasonld mértékben volt reprezentalt (28. 4bra).

Az Lhebl.1 gén kifejezddése a -2 kontroll mintdkban csak kismértékben tért el

egymastol. A 4. napos kontroll +2 levélbdl szarmazo minta a 2. napos -2 levélhez hasonlo
mRNS szintet produkalt, ami aztdn a 7. napra mintegy 30%-al novekedett, majd a 14.
napra visszaallt a kezdeti szintre.
A -2 levelekben a Cd kezelés 2. napjan 30%-os gatlast mértiink, ami aztan a 7. napra
megsziint (28.A abra). A +2 Cd kezelt levelekben mért transzkripcids szint a 4. napon
33%-al volt magasabb a kontrollnal. A 7. napra azonban oly mértékben lecsokkent, hogy a
kontroll 25%-4t érte csak el, majd tovabbi csokkenést mutatott (12. tablazat).

Az Lhebl.2 transzkripcidja az el6z6hoz nagymértékben hasonlé mintazatot adott
(28.B abra). A -2 levelekben a 2. naprol a hetedikre mintegy 20%-al emelkedett a mRNS-
ek mennyisége. A 2. napos -2 levélhez volt hasonlo6 a fiatal +2 levél mRNS szintje, ami

aztan a 7. napra kétszeresére novekedett €s ezt kdvetden a 14. napra lényegesen lecsokkent.
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A Cd kezelés hatasa a -2 levelekben csak a 7. napon mutatkozott meg, 30%-os gatlast
idézve eld. A +2 levelekben Cd hatisdra a 4. napon szignifikdns mértékii indukciot
mértiink, ami aztan gatlasba ment at, €s a 7. napon a kontroll mRNS szint mindossze 20%-
at tette ki. A kezelés végére értéke tovabb csokkent.

Az Lhebl.3 gén mRNS-einek mennyisége a kontroll -2 leveleiben mintegy 30%-os

kiilonbséget adott a 7 napos minta javara (28.C abra). A kontroll névény 4. napos +2
levélében a gén némileg nagyobb mértékben fejezddott ki, értéke azutan a 7. napra tobb
mint masfélszeresére nétt, majd a 14. napra visszacsokkent.
A -2 levelekben a gén kifejez6dését a Cd kezelés nem valtoztatta meg szignifikansan,
viszont mindegyik +2 levélben csokkent a transzkripcid szintje a kontrollhoz képest. Az
elsé mintaban a kontroll érték 78%-at képviselte, a kovetkez6 mintdban 28%-os relativ
értéket mutatott, a kezelés végén pedig mar csak 18%-ot.

A kontroll ndvényekben az Lhcbl.4 gén transzkripcidjat vizsgalva kimutattuk, hogy

annak szintje a -2 levelekben a masodikrol a hetedik napra 20%-al megnovekedett (28.D
abra). A 4. napos felsé levélben a -2 levelekhez képest fele annyi mRNS-t detektéaltunk. Ez
az ¢érték a 7. napra tObb mint négyszeresére emelkedett, majd a 14. napra a -2 levelekben
mérhetd szintre csokkent.
A kadmium kezelt novény alsé levélmintdiban az Lhcbl.4 mRNS-ek mennyisége a
kontroll mintegy 40%-at tette ki és id6ben nem valtozott. A +2 levelekben a 4. napos minta
értéke nem tért el a kontrolltol, a kezelés eldrehaladtaval azonban szinte teljes mértékii
gatlas alakult ki. A 7. és 14. napon a kontroll értékének kevesebb, mint 3%-at képviselte
(12. tablazat).

Az Lhcb2.1 ¢és Lhcb2.2 gének feltételezhetden két eltérd fehérje izoformat
kodolnak. A két gén transzkripcids szintjének mérésére egy un. ,,ko6z0s” primerpart,
valamint az Lhcb2.2 esetében specifikus primerpart is terveztiink. A kozds primerparral
végzett qPCR eredményei atlagosan 3-4-szer nagyobb értékeket képviseltek az egyes
mintadkban, mint az Lhch2.2 mRNS szintje kiillon mérve (29.A abra).

A két gén kifejezodését egyiitt vizsgalva a -2 kontroll levelekben 30%-al magasabb
értéket képviselt a 2. napos minta, mint a 7. napon vett. A +2 kontroll levelekben a
mintavétel kezdetén a -2 mintdkhoz hasonl6 mRNS mennyiséget mértiink. Ez az érték a 7.

napra megkétszerez6dott, végiil visszatért a 4. napos értékre.
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29. abra: Az LHCII antennat alkotd Lhcb2 és Lhcb3 gének transzkripcios szintjének valtozasa a
kezelés soran. Ko — kontroll, Cd — Cd-kezelt

Cd kezelés hatasara a -2 levelekben a 2. napon a 25%-0s csokkenést detektaltunk, mig a 7.
napon nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a kontrollhoz képest. A +2 levelekbdl
szarmazd 4 napos, Cd kezelt mintdban a kontrollndl 36%-al magasabb transzkripciot
mértiink, azonban a 7. napra drasztikus mértékli gatlads alakult ki. Az mRNS szint a
kontroll értékének csak 16%-at érte el, és a kezelés végén még tovabbi csokkenést
figyeltiink meg.

Az Lhch2.2 primerparral elvégzett reakcioban a -2 kontroll levelekbdl a 2. napon
vett mintandl a 7. napi 20%-al alacsonyabb értéket adott. A +2 kontroll levélbdl szarmazo
4. napos minta a -2 levelek értékénél 1ényegesen alacsonyabb szintet mutatott. A 7. napra
ez az értek megkétszerez0dott, majd a 14. napra enyhén lecsokkent, de még mindig
meghaladta a 4. napon mért mRNS mennyiséget.

A Cd kezelés a -2 levelekben nem idézett eld szignifikans valtozast az Lhcbh2.2 mRNS-ek
mennyiségében, ugyanakkor a 4 napos +2 levélben mintegy 40%-al megemelte azt. A
tovabbi két mintavételi idOpontban azonban a gén transzkripcioja, a megfeleld kontroll

értéknek 19- ill. 24%-ara csokkent.
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Az Lhcb3 fehérje esetében is 2 kodolo régiot taldltak a genomban. A két fehérje

minddssze egy aminosavban kiilonbozik. A nukleinsav szekvencia olyan mértéki
azonossagokat adott, hogy egyik génre sem tudtunk kiilon, specifikus primerpart tervezni,
ezért transzkripcidjuk mértéket egyiitt vizsgaltuk (29.B abra). A kontroll -2 levelek mRNS
szintje kis mértékben kiillonbozott. Ehhez hasonld volt a 4. napos +2 kontrollban mért
transzkripcid, melynek szintje a 7. napra tobb mint haromszorosara emelkedett, majd az
utols6 mintavételnél visszaallt az el6z6hoz kozeli értékre.
A Cd kezelés kovetkeztében csokkent az atirdédds mértéke: a -2 levelekben a 2. napos
mintdban 25%-al, a 7. naposban pedig majdnem 40%-al; a +2 levelekben az mRNS
mennyiség a 4. napon a kontroll érték 62%-at, majd a 7. és 14. napon a megfeleld
kontrollok csupan 12%-at tette ki.

Az Lhcb4 fehérje izoformadit is két gén kodolja a genomban. Transzkripcidjuk
vizsgélatara terveztiink egy ,,k6z0s” és egy az Lhcb4.1 szekvenciara specifikus primerpart.
A Real-Time esszék eredményei kozott két nagysagrend kiilonbséget kaptunk, a kdzos
primerekkel végzett reakcio javara (v. 6.: 30.A és B édbra). Ezért ennek a mérésnek az
eredményei féleg az Lhchb4.2 gén atirddasat tiikrozik, mivel a k6zos PCR soran termékei az
adataink alapjan lényeges talsulyban voltak az Lhcb4.1 gén termékéhez képest.

A koz06s primerekkel végzett PCR reakcidban a két als6 kontroll minta kozott 20%-

nyli mRNS-szint kiilonbséget mértiink, a kétnapos minta javara (30.A &bra). A 4. napos +2
kontroll levél adatai a -2 levelek értékei kozé estek. A 7. napra az Lhchb4 mRNS-ek szintje
a korabbi kétszeresére emelkedett, majd a vizsgalt idészak végére csokkenést mutatott.
A két napos Cd kezelt als6 levélmintaban 30%-al kevesebb transzkriptum volt jelen, mint
az azonos kontrollban. A 7. napon Cd kezelt és a kontroll minta kozott szignifikans
kiilonbség nem volt kimutathato. A Cd kezelés a 4. napos +2 levélmintdban sem okozott
kimutathaté valtozast a gének kifejezddésében. Radikalis csokkenést a 7. napon
tapasztaltunk, és valtozatlanul alacsony értéket mértiink a kezelés végén is (12. tablazat).

A két nagysagrenddel kisebb mértékben kifejez6d6 Lhcb4.] mRNS mennyisége a
kontroll mintdkban viszonylag sziik tartomanyban mozgott, minddssze a 7. napos +2 levél
képviselt a tobbinél nagyjabol kétszer magasabb értéket (30.B abra).

A Cd kezelés a -2 levelekben mért transzkripciot negativan befolyésolta, a 2. napon 30%-
0s, a 7.-en 20%-os csokkenést mértiink. A +2 levélmintdkban azonban eltérd eldjelii
valtozasokat idézett eld. A 4. napos levélben a kontrollhoz képest 50%-os indukciot
tapasztaltunk, melynek értéke a 7. napra majdnem 6tdd részére csokkent, igy a kontrollnak

mintegy 15%-4at tette ki, és valtozatlanul alacsony volt a 14. napon is.
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30. abra: A kapcsol6 antennat alkotd Lhch gének transzkripcids szintjének valtozasa a kezelés
soran. Ko — kontroll, Cd — Cd-kezelt

Az Lhcb5 gén transzkripcid aktivitdsanak valtozasat vizsgalva a -2 kontroll

levelekben hasonlé mRNS szintet mértiink és Cd hatdsdra sem mutatkozott szignifikans
eltérés (30.C abra). A 4. napos felsé kontroll levélben a -2 leveleknél magasabb mRNS
mennyiséget mértlink, ami a 7. napon csaknem kétszeresére emelkedett, majd a mintavétel
végére Ujra lecsokkent.
A Cd kezelés a 4. napos mintdban nem okozott szignifikans eltérést a kontrolltol, &m a 7.
napra lényegesen alacsonyabb transzkripcidt mutatott, a kontrollnak minddssze 20%-at
tette ki, bar értéke a 14. napra sem valtozott a kontrollhoz viszonyitva nagyjabol 30%-nak
adodott (12. tablazat).

Az Lhcb6.1 és Lhch6.2 gének aktivitdsdt kimutatd ,,k6z0s” reakcion kiviil
specifikus PCR primereket az Lhch6.2-re terveztiink. A k6zds primerekkel végzett mérés

eredményei szerint a -2 kontroll mintdkban a 2. napon mért mRNS szint a 7. napra a 2/3-
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ara csokkent (30.D abra), mig a +2 4. napos kontroll levélben a 2 napos als6 mintdhoz
hasonl6 volt. A 7. napra ez csaknem megkétszerez6dott majd a 14. napra Gjra lecsokkent.
Mindkét Cd-kezelt mintdban gatlast tapasztaltunk a -2 levelekben, ami rendre 20- és 30%
volt (12. tablazat). A +2 levelekben 25%-0s mRNS szint csokkenést mértiink a 4. napon,
amely érték a 7. napra drasztikusan leesett, igy a kontrollhoz képest csak 7%-ot képviselt.
A kezelés végén tovabbi csokkenést mértiink.

Az Lhcb6.2 gén expresszidos mintazataban ugyanilyen tendenciakat mértiink a
kontroll és kezelt levelekben. A két reakcidban mért transzkripcio szintek kozott atlagosan
masfél-kétszeres eltérés mutatkozott csupan, a kozos reakcio javara. igy valésziniisithetd,
hogy az Lhch6.1 gén parjdhoz képest hasonlo, bar némileg kisebb mértékben irodik at. A
két mérés értékeinek kiillonbsége (az adatokat nem mutatjuk) lehetdveé tette szamunkra,
hogy kovetkeztesslink az Lhcb6.1 mRNS szintjének valtozasara. A kapott mintazat szintén
igen hasonlonak bizonyult a 30./D abran bemutatotthoz. Eltérést a 14. napos fels6 kontroll
levél mRNS szintjében adodott, ez 1ényegesen lecsokkent, a 7. napos érték felét tette ki
minddssze. Ebbdl kovetkezden, bar a megfeleld Cd kezelt mintakban az mRNS szint
azonos volt, a 7. napon mért érték a kontroll 8,5%-anak adodott, mely a 14. napra 40%-ra

emelkedett.
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31. abra: Az un. ,,minor Lhcb” gének transzkripcids szintjének valtozasa a kezelés soran. Ko —
kontroll, Cd — Cd-kezelt

Az Lhcb7 gén mRNS szintje a -2 kontroll mintdkban csak enyhe eltérést adott. A
+2 levélben a 4. napon mért érték hasonld volt a -2 levelekben mért értékekhez, majd a 7.
napra tobb mint kétszeresére emelkedett, és a 14. napra is hasonléan magas maradt.
A Cd kezelés a -2-es levelekbdl szarmazo 2 napos mintaban 40%-o0s, a 7 naposban 50%-o0s

transzkripcidszint novekedést okozott a kontrollhoz viszonyitva. Ugyanigy emelkedést
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mértiink a +2 levelekben is, a kontroll értékhez képest 60-, 25-, és 45%-0s ndvekedést
kaptunk.

Az Lhcb8 mRNS-ek mennyisége a 2. naprol a 7. napra tobb mint felére csokkent a -
2 kontroll levelekben (31.B &bra). A +2 levélmintak értékei is erdsen kiilonboztek
egymastol. A 4. napon mért viszonylag alacsony szintrél a 7. napra 2,5-szeresére
emelkedett az mRNS mennyisége, mig a harmadik mintdban 0jbdl jelentdsen lecsokkent.
A -2 levelekben a Cd kezelés a két napos mintdt nem befolyasolta, viszont a 7 napos
mintdban 80%-al emelte az mRNS szintet. Hasonld serkentést mértiink a 4 napos +2
mintdban is, ahol az mRNS mennyisége 70%-al volt magasabb a kontrollnal. Ezt kovetden
azonban fokozatos csokkenést tapasztaltunk, a 7. napon a kontrollhoz viszonyitva 50%, a

kezelés végén 70% koriili mRNS szintet mértiink (12. tdblazat).

3.5 Az Lhcb gének expressziojanak mértéke és egymashoz viszonyitott aranya

Az Lhch mRNS-ek 0Osszmennyiségének ¢és szazalékos aranyainak valtozéasa
mintdnként a 32. ¢és 33. dbran lathatd6. A konnyebb attekinthetdség kedvéért az Lhch?2,
Lhcb4 és Lhch6 esetében csak a kozos primerekkel végzett reakciok eredményeit vontuk
be a szamolasba, bar a parok koziil az egyikre kiilon specifikus reakciot is terveztiink.

A két also kontroll mintdban az 6sszes Lhch transzkriptum mennyisége azonosnak
tekinthetd (32. abra). Hozzajuk képest a Cd kezelt mintdkban enyhe mértékii, mintegy 15-
20%-os csokkenést mértiink.

Az egyes Lhch génekrdl atirodo mRNS-ek aranyaban sem a kontroll, sem a kezelt
mintak esetében nem tapasztaltunk jelentds eltérést a -2 levelekben. Legnagyobb aranyban
talalhatok az Lhcbl mRNS-ek, melyek, az 6sszmennyiséghez viszonyitva atlagosan 60%-
ot tettek ki. Az egyes izoformakat reprezentald6 mRNS-ek ardnya azonban jelentdsen
kiilonbozott. Az 0sszes Lhch mRNS 32-40%-at a legnagyobb mennyiségben képzddo
Lhcbl.2 adta, ettdl joval kevesebb, 12-15%-ot tett ki az Lhchl.1. Mindbssze 3-5%-ot
képviselt az Lhcb1.3, az Lhcbl.4 aranya pedig 2,8-7% kozott valtozott. Szintén jelentds
mennyiségben voltak jelen az Lhcb2 és Lhcb5 gének mRNS-ei, amelyek egyenként 11-
16%-ot adtak. A kisebb mértékben kifejez6d6 Lhchb6 4-6%-ot képviselt, az Lhcb3 és Lhcb4
egyenként 3-4% kozott mozgott. Az Lhcb8 génre 1%-nal kevesebb, az Lhcb7-re pedig
0,1% alatti részesedés jutott.

A +2 kontroll levelekben az Lhcb mRNS-ek 6sszmennyisége a 4. naprdl a 7.-re

tobb mint kétszeresére nott, majd a 14. napra erdsen lecsokkent (33. abra). A kadmium
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kezelt mintdkban a 4. napon mért Lhch transzkriptum kissé tobbnek adodott a kontrollénal,
majd a 7. napra ez abszolut értékben csaknem a harmadara csokkent, ami a megfeleld
kontrollnak csupan 20%-at jelenti. A 14. napra tovabbi erdteljes csokkenést detektaltunk,
de a relativ mennyiség itt is 20% volt, mivel a kontroll értéke is lecsokkent.

Bér az 0sszmennyiség kiilonbozott a +2 kontroll levelekben, az Lhch gének mRNS-
einek aranya ugyanazon értékhatasok kozott mozgott, ahogyan a -2 levelekben mértiik.
Mindossze az Lhcbl.4 és Lhch3 mRNS-ek esetében kaptunk egymadstdl szembetiinden

kiilonb6z6 aranyokat az egyes kontroll mintakban (v.6. 33.A, C és E édbra).
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32. abra: Az Lhcb gének mennyisége és kifejez0dési ardnya az also levelekben. Az Lhch mRNS-
ek Osszmennyisége a kor teriiletével aranyos. Ko — kontroll, Cd — Cd-kezelt

A Cd kezelés a 4. napos +2 levélben megemelte az Lhch mRNS-ek mennyiségét,
viszont nem modositotta egymashoz viszonyitott aranyukat (v.6. 33.A és B abra). A 7.
napra azonban nemcsak az mRNS-ek summadja csokkent jelentésen, hanem a gének
kifejezddési aranyaban is latvanyos eltérés mutatkozott a kontrollhoz képest (v.6. 33.C és
D abra). Megemelkedett az Lhchl.1-1.3 mRNS-ek relativ el6fordulasa, ezzel egyidejiileg

jelentdsen csokkent az Lhcbl.4 hozzajaruldsa az dsszmennyiséghez, az Lhcb3, Lhcb4 és
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Lhcb6 mRNS-ek relativ mennyisége is csokkent. A 14. napra a tovabbi altalanos mRNS
szint csOkkenéshez a tagok egymds kozti viszonyainak datrendezOdése tarsult. A
kontrollhoz képest 10%-al kevesebb volt az Lhchl.2 részesedése, az Lhcbl.4 is csak
0.76%-ban volt jelen. Ugyanakkor 10%-al tobb volt az Lhch5 mRNS aranya, mint a vele
egyidds kontrollban. Kisebb mértékii emelkedést mutatott az Lhchl.1, Lhcb2, Lhcb4
mRNS-ek aranya is.

Az mRNS-ek ardnydnak megvaltozadsa az Lhchb mRNS-ek Osszmennyiségének
csokkenését kisérd jelenség. A kontrollhoz képest szazalékosan magasabb aranyban
jelenlévé mRNS-ek kapcsan elmondhato, hogy génjeik atirodasat kevésbé érintette a Cd-
kezelés. Azon gének, melyek transzkriptumainak ardnya csokkenést mutatott, az dtlagosnal

érzékenyebben reagaltak a stresszre €s feltételezhetden eltérd szabalyozas alatt allnak.
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33. abra: Az Lhch gének mennyisége és kifejezodési aranya a felso levelekben. Az Lhch mRNS-ek
Osszmennyisége a kor teriiletével aranyos. Ko — kontroll, Cd — Cd-kezelt
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V1. Diszkusszio

Dolgozatomban a Cd-stressz kovetkeztében fellépd, a tilakoidmembranok
Osszetételét €s szervezOdését érintd valtozasok feltarasat és ezek kivaltd okainak kutatasat
tiztem ki célul, kiilonds tekintettel az antennaszerkezet valtozdsaban megnyilvanulo
valaszfolyamatokra. A Cd-stressz tiineteit az irodalom részletesen targyalja (Sanita di
Toppi és Gabbrielli 1999; Benavides és mtsai, 2005, Bertrand és Poirier, 2005; Kucera és
mtsai, 2008), ugyanakkor az ezek hatterében allo pontos hatasmechanizmus nem ismert.
Tudjuk, hogy a Cd kozvetlen mdodon képes befolyasolni a génexpressziot (Weber és mtsai,
2006, Yeh és mtsai, 2007), valamint az SH-csoportokhoz valo kotddése révén, zavarokat
okozhat a fehérjék aktivitdsdban (van Assche és Clijsters, 1990). A Cd-stressz kozvetett
hatésai koziil ki kell emelni a vashaztartdsban okozott zavarok (Hodoshima és mtsai, 2006,
Clemens, 2006) és a Cd-indukalta oxidativ stressz kovetkezményeit (Smeets és mtsai,
2008). Mi ezek koziil, a fotoszintetikus apparatus kialakuldsat er@sen befolyasolod Fe-hianyt
és a génexpresszios valtozasokat vizsgaltuk. Kisérleti novényeink koziil a cukorrépa Cd
kezelésre €s a vashianyra egyarant érzékenyen reagalt. Gyors novekedésének és nagy
produktivitdsdnak koszonhetden megfeleld alanynak bizonyult a tilakoid pigment-protein
komplexek pigment-Osszetételének vizsgalatdra. A Cd-stressznek jobban ellenallé nyarfa
novényeknél viszont megfigyeltiik, hogy a hosszll idejii Cd-kezeléskor szamos élettani
paraméteriik helyreallast mutatott (Solti, 2012). Ezért a nyarfa novények esetében az akut
Cd-stressz hatasaiban a regeneracid szempontjabol fontos valtozasokat vizsgéaltuk. A
nyarfa, mint fas szara genetikai modellndvény alkalmas volt a periférids antennakat alkoto,
a stresszvalaszban fontos szerepet betdltd, Lhc proteincsalad tagjainak transzkripcids

szintli vizsgélatéra is.

1. Az akut Cd stressz fajonként eltéro valaszt valt ki

A Kkisérleteinkhez valasztott ndvények nem reagéltak egyforméan a tapoldathoz
adagolt 10 uM Cd-ra. Ennek egyik f6 oka lehet, hogy a cukorrépa novények sokkal tobb
Cd-ot halmoztak fel a leveleikben, mint a nyarfa novények. A Cd-kezelt cukorrépa és
nyarfa ndvények leveleiben hasonlé mértékii, szignifikans csokkenést mutattunk ki a PSII
kozvetleniil a sotétadaptacidé utdn mért, maximalis (F,/Fy,) és az aktinikus fényen steady-
state allapotban mért, aktualis (AF/F,,”) kvantumhatékonysagaban is. A csokkent mértékii

PSII hatékonysag egyik oka lehet, hogy a Cd kdzvetleniil a PSII-h6z kétédve gatolja annak
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mikodését (Faller és mtsai, 2004; Sigfridsson és mtsai, 2004). Kozvetlenil gatolhatja
azonban a Calvin-ciklus enzimeit is az SH-csoportokkal vald kdlcsonhatdsa révén (van
Assche és Clijsters, 1990), ami szintén befolyasolja az elektrontranszportot. A szén-dioxid-
fixacid gatlasat azonban eldidézheti a Cd-indukalt vashiany is, aminek kovetkeztében a
PSII aktivitasa zavarokat szenved (Belkhodja és mtsai, 1998). Kimutattdk ugyanis, hogy
vashidny esetén csokken a ribuloz-5-foszfat kindz aktivitdsa (Arulanantham és mtsai,
1990), valamint a génexpresszio gatlasan keresztiil a Rubisco mennyisége is (Novdkova és
mtsai, 2004). A tapasztaltakbol kovetkezik, hogy a Cd-stressz fotoszintetikus
aktivitasvaltozassal kapcsolatos tiineteinek eldidézésében egyrészt a Cd kozvetlen
hatasainak, mésrészt az altala eldidézett vashidnynak is fontos szerep jut.

A fotoszintetikus aktivitds csOkkenése kovetkeztében kialakuld fénystressz
kivédésében altalaban fontos szerepet jatszanak és erdsddnek az antenndkhoz kothetd nem
fotokémiai kioltd folyamatok (Niyogi, 2000). Ugyanakkor az akut Cd-stressz mindkét
novénynél az NPQ jelentds csokkenését okozta. Az antennakhoz kothetd védekezd
mechanizmus blokkolasa a PSII antenndk mennyiségének ¢&s szervezddésének
megvaltozasara enged kovetkeztetni. Ez valosziniileg nem a Cd-indukalt vashiannyal fiigg
Ossze, mert a vashianyos cukorrépa novényekben, ellentétben a Cd-kezeltekkel, az NPQ
erdteljesen megemelkedett. Cd-kezelés hatdsara a kioltdsi mechanizmusok kozil, a
cukorrépatdl eltérden, a nyarfaban az inaktiv PSII centrumok altali kioltas (®nr) jelentdsen
megemelkedett a PSII aktudlis hatékonysaganak (®pgyy) terhére (Solti és mtsai, 2009). Az
intenzivebbé valéo Ong és a parhuzamosan lecsokkent @pgyy azt jelzi, hogy a sériilt PSII egy
része nem vett részt a regeneracios ciklusban, hanem inaktiv kiolt6 centrumként miikodott
(Chow és mtsai, 2002; Hendrickson és mtsai, 2005).

A Cd-kezelés és a csokkent fotoszintetikus aktivitds a fotoszintetikus apparatus
kialakulasat is befolyéasolta az Gijonnan fejlddd levelekben. Ennek legszembetiindbb jele a
cukorrépa ¢€s nyarfa novényeknél egyarant tapasztalt klorozis. A Cd-kezelés okozta Chl-
tartalom csokkenésnek kiilonbozd okai lehetnek. A Cd képes kozvetleniil gatolni a Chl
bioszintézisben részt vevo enzimek muikodését, pl. az ALA-dehidrataz SH-csoportjahoz
kotddve inaktivalja az enzimet (Padmaja és mtsai, 1990). Kozvetve pedig, a redox allapot
megvaltoztatasa révén, a protoklorofillid-oxidoreduktaz miikodését gatolja (Boddi és mtsai,
1995). A Chl-szintézis csokkenésének masik feltételezheté oka a bioldgiailag aktiv vas
csokkent elérhetésége Cd-kezelés hatasara (Siedlecka és Krupa, 1999). A Chl-bioszintézis
egyik kulcsenzime, a Mg-protoporfirin-IX-monometil-észter oxidativ ciklaz miikodéséhez

ugyanis Fe*" ionokat igényel (Spiller és mitsai, 1982). Kimutattak tovabba azt is, hogy a
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vashidny okozta génregulacid kovetkeztében csokkent az emlitett enzim szintézise (Yang
és mtsai, 2010). A vashiany a Chl b szintézist is befolyasolja: a Chl a oxigenaz ugyanis
tartalmaz egy Rieske-féle 2Fe-2S centrumot, €s aktivitdsdhoz egy mononuklearis vasiont is
igényel (Tanaka és mtsai, 1998). A Chl-tartalom csokkenéshez azonban hozzajarulhat az
apoproteinek génexpresszidjanak gatlasa is (Herbette és mtsai, 2006).

A Chl-tartalom csokkenéssel egyidejiileg megfigyelhetd Chl a/b arany valtozas a
komplexek relativ ardnyat érinté valtozdsokra, azaz a fotoszintetikus apparatus

atszervezOdésére utal (Sarvari, 2005, Timperio és mtsai, 2007).

2. A tilakoidok osszetételében és szervezodésében bekovetkezo valtozasok Cd-stressz,

ill. vashiany hatasara

A fotoszintetikus apparatus struktirgjat €és funkciojat jellemzd altalanos
paraméterek valtozésa eldrevetitette a pigment-protein komplexek szervezddésének
megvaltozasat. A membrankotott protein-komplexek kolcsonhatasainak vizsgéalatara
legalkalmasabb modszer a BN-PAGE, melyet a 100-1000 kDa mérettartomanyba es6
komplexek elvalasztasara dolgoztak ki Schdgger és von Jagow (1991). A nativ struktura
megodrzése céljabol az elektroforézis soran nem hasznéalnak detergenseket. Az elektromos
térben vald vandorlasukhoz sziikséges toltést a mintdhoz adott ,,Coomassie Blue” festék
biztositja. A membranok szolubilizaldsdhoz hasznalt gyenge detergensek pedig foként a
lipid-fehérje kolcsonhatasokat sziintetik meg anélkiil, hogy a fehérjekomplexek nativ
struktirdjat (protein-protein kdlcsonhatdsokat) megbontandk (Reisinger és Eichacker,
2007). A fotoszintetikus komplexek struktirajat érinté valtozasokat BN/SDS 2D PAGE-sel
vizsgaltuk Cd-kezelt és vashidnyos cukorrépa, valamint a Cd-kezelt nyarfa névényekben
is.

A BN-PAGE modszerrel elvalasztott hasonldé mobilitasti savokban megjelend Chl-
tartalmtl komplexek protein és pigment-Osszetétele kezelés hatdsara sem a cukorrépa sem a
nyarfa novényeknél nem tért el a kontrollétol. Az 1. dimenzids géleken a cukorrépa és
nyarfa tilakoidokban rendre 18 és 22 sdvot mutattunk ki, ezek koziil rendre 15 és 19 savot
tudtunk is azonositani a protein-Osszetétel alapjan. A megjelend savok szambeli
kiilonbségét az okozta, hogy a gélek fels6 régiojaban talalhaté PSI és PSII
szuperkomplexek nagyobb szdmban jelentek meg a nyarfa tilakoidokban. Az altalunk
hasznalt gélrendszerben mindkét kisérleti ndvény esetében 3 kiilonbozd szervezddést PSI

komplexet, négy eltéré PSII-t talaltunk. Tovabba, a cukorrépanal 2, a nyarfanal 3 eltéro,
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antenna-komponensekbdl allo savot jellemeztiink részletesebben a munka soran. A PSI
szuperkomplexek kiilonbozhetnek egymastol a hozzajuk kapcsolodé LHCI és/vagy LHCII
mennyiségében. Elképzelhetd azonban az is, hogy ezek a savok PSI aggregatumokat
tartalmaznak, bar az ilyen komplexeket a magasabbrendii novények esetében miiterméknek
tartjadk (Boekema és mtsai, 2001). Az ujabb kutatdsok tiikrében azonban az a
legvaldsziniibb, hogy ezek a CEF-ben fontos szerepet bet6lté PSI+NDH komplexek (Peng
és mtsai, 2009). A PSI legnagyobb része azonban monomer formaban volt jelen a géleken.
A PSI core komplexek, amelyekrdl a minta eldkészitése soran levaltak az LHCI
komplexek, csak kis mennyiségben voltak kimutathatok. A PSII szuperkomplex-savokrol a
molekulatomegiik (900-1300 kDa) alapjan valoésziniisithetd, hogy ezek dimernél nagyobb
(oligomer) komplexek (Dekker és Boekema, 2005), amelyek a hozzajuk kapcsolodo LHCII
trimerek és PSII kapcsolo antennak mennyiségében kiilonbozhetnek. Cukorrépanal 300,
nyarfanal pedig kb. 150-200 kDa eltérést mutattak tomegiikben, ami megfelel egy vagy két
LHCII trimer mulekulatomegének (kb. 155 kDa). A PSII monomer ¢és a PSII-CP43
monomer vélhetden a PSII regenericidos ciklusanak koztes elemeit képviseld
szubkomplexek (Andersson és Aro, 2001), amelyekrdl levalt a kiilsd antenna illetve a belsd
antenna CP43 része is. A trimer LHCII és a kezelésektdl fiiggd kisebb-nagyobb
mennyiségben megjelend monomer Lhec-k mellett egy, a PSII kapcsold antenndjat is
hordoz6é LHCII+CA sévot is kimutattunk a nyarfa tilakoidok esetében, ami a cukorrépaban
nem jelent meg. Ezek a kiilonbségek az antennak eltérd szervezddésére vagy eltérd
erdsségii kapcsolodasara utalhatnak, ami kiilonb6z6 védelmi mechanizmusok miikodésével

lehet Osszefliggésben (Ruban és mtsai, 2012).

2.1. A pigment-protein komplexek szervezédésének Cd-stressz hatasara bekovetkez6

valtozasaiért elsosorban a Cd-indukalt vashiany felelds

A BN gélek analizisével kimutattuk, hogy cukorrépaban a Cd-stressz és a vashiany
is leginkdbb a PSI monomer, a PSII szuperkomplex és az LHCII trimer komplexek
voltak az erds vashiany esetében, mint Cd-stressznél, ami az elébbiek nagyobb mértéki
vashidnyaval lehet Osszefiiggésben. Spenot novényekben vashidny hatasara szintén a PSI
¢s az LHCII mennyisége reagalt a legérzékenyebben (Timperio és mtsai, 2007). Qureshi és
mtsai. (2010) a Cd-kezelés és a vashiany hatasait vizsgalva mustar tilakoidokban a

szuperorganizacid csokkenését és az LHCII/Lhc monomer arany csokkenését mutattak ki.
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A PSI érzékenységét magas vastartalma indokolja. Ugyanakkor a szuperorganizacio és az
antennak méretének csokkenése a fényabszorpciot redukalja, vagyis a stressz hatasara
kialakult fotoinhibiciot védi ki, ami megfeleld talélési stratégiat képviselhet cukorrépaban
vashidny és/vagy nehézfém stressz koriilmények kozott.

A Cd-kezelés és az extrém vashidny (-Fe*) altal eldidézett, az dsszes komplex
felhalmozodasaban bekdvetkezd nagymértékii csokkenés egy erdsebb stressz kialakuldsat
jelzi. Emiatt a novény mar nem képes helyreéllitani a fényfelesleg okozta karosodasokat,
¢s a D1 protein lebontas/reszintézis egyensulya a degradécid iranyaba tolodik el (Geiken és
lebomlasa is kisérte vashidnyos sz0l6 novényekben, a teljes PSII mennyiségének
csokkenését idézve el0 (Bertamini és mtsai, 2002). Ezzel 0Osszhangban 4ll az a
megfigyelés, hogy amikor a milkédoképes PSII komplexek mennyisége a lebontas
kovetkeztében minimalisra csdkken, a D1 protein tovabbi degradacioja, a reszintézisre valo
képesség hidnydban, abbamarad (Takahashi és Murata, 2008). Enyhébb vashiany esetén
viszont a CP43 nélkiili PSII mennyisége (PSII-CP43) a kontrolléhoz hasonl6 szinten
maradt, ugyanakkor ardnya megemelkedett a PSII kiilonb6z6 formait tekintve, mikézben a
PSII szuperkomplexek ardnya lecsokkent (12. dbra). Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az
enyhébb vashiany hatdsara a PSII lebomlasa és regeneracios ciklusa felgyorsult. Brassica
juncea (indiai mustar) novényekben is a PSII lebomlésanak egyik koztes allapotat
képviseld un. PSII szubkomplexet mutattak ki, aminek a mennyisége Cd-kezelés valamint
vashiany kovetkeztében is megemelkedett (Qureshi és mtsai, 2010), jelezve a nagyobb
intenzitast lebontést/reszintézist.

A vashidnyos novényeknél a védelemhez hozzdjarult, hogy a teljes NPQ ¢€s annak
az antennakhoz kotott xantofill-ciklus alapu kioltds (®npg) része 1is jelentOsen
megemelkedett. Bar a BN-gélekbdl i1zolalt komplexek Chl-ra vonatkoztatott karotinoid-
Osszetétele nem valtozott meg a kezelések hatdsdra, az extrém mértékben vashianyos
levelekben (-Fe*) jelentés mennyiségli Zx felesleget mutattunk ki (16. abra). Korabban
végzett kisérletek vashianyos cukorrépabdl izolalt tilakoidok cukorgradiensen valo
elvalasztdsa egy Zx-ban gazdag, az Lhc monomerek kozelében 1évo savot eredményezett
(Abadia és mtsai, nem publikalt adatok). A BN géleken nem talaltunk ennek megfeleld
sdvot, aminek egyik magyarazata lehet, hogy tilakoidokhoz kot6dd pigmenteket a minta
elokészitése, vagyis az enyhe szolubilizaci6 eltavolitotta. Ugyanakkor nem zérhatjuk ki azt
a lehetdséget sem, hogy az akrilamid gélbdl tortént bonyolult izolaldsi eljaras soran

veszitettiik el a lazdn kapcsolddd Zx-t. Ez ugyan kevésbé tlinik valoszintinek figyelembe
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véve, hogy a stressz hatdsdra felhalmoz6dd Zx egy jelentds része nem fehérje-kotott
forméban is megtalalhatdé a tilakoidmembranban (Dall’Osto és mtsai, 2010). A
lipidfazisban, részben a kloroplasztiszok burkolomembranjaban jelenlévd Zx egyrészt a
fényfelesleg hatdsara keletkezé ROS eliminalasat végzi (Havaux és mtsai, 2007), masrészt
a membranlipidek stabilitasaért is feleldsnek tartjak stresszkoriilmények kozott (Gruszecki
és mtsai, 2005).

A Cd-kezelt és a —Fe* novényekben a pigmentet nem koto komplexek szervezddése
is jelentdsen atalakult. Mutatja ezt a megemelkedett CF,/CF,+CF1 arany, valamint Cit bs/f
komplex monomer/dimer ardnyanak emelkedése a +Cd és —Fe* novények tilakoidjaiban
(14. abra). Ezek a tények a PSI+NDH komplexekbdl all6 PSI szuperkomplexek aranyanak
emelkedésével egyiitt arra utalnak, hogy CEF intenzitdsa megndvekedett a stressz alatt.

A 2. dimenziés SDS géleken a fotoszintetikus elektrontranszport elemein kiviil
olyan fehérjék is kimutathatok voltak, amelyek a CO,-fixacidban vesznek részt. Korabbi
kisérletekben igazoltak, hogy a CO,-fixaci6 enzimei a sztroma lamelldkhoz kapcsoltan
stabil multienzim komplexeket képezhetnek (Siiss és mtsai, 1993, Anderson és mtsai,
1996). Az altalunk vizsgalt —Fe* tilakoidokban a Rubisco az FNR és a fruktdz-aldolaz
enzim mennyiségének szignifikans emelkedését tapasztaltuk. Ez ellentétben all azzal a
korabban kapott eredménnyel, hogy cukorrépaban vashidny esetében a Rubisco
mennyisége, a génexpresszio gatlasanak koszonhetden, lecsokken (Winder és Nishio,
1995). Ezt az ellentmondast magyarazhatjuk azzal, hogy a —Fe* ndvényekben az enzimek
nagyobb része kapcsolodik vagy szorosabban kotddik a tilakoid membranokhoz. Az is
elképzelheté azonban, hogy a CO»-fixacid enzimeinek mennyisége csak latszolag
emelkedett meg, ¢és valdjdban a pigment-protein komplexekhez képesti megvaltozott
aranyukat detektaltuk. Vashiany hatasara ugyanis csokken a kloroplasztiszokban talalhaté
granumok mennyisége, €s az azokat felépito tilakoidok szama is, a nem kapcsolt tilakoidok
mennyisége pedig relative megnovekszik (Spiller és Terry, 1980, Platt-Aloia és mtsai,
1983). A hasonlo gélrendszerben vizsgalt vashianyos cukorrépa tilakoidokban korabban
leirt, az aminosav-anyagcserében részt vevd enzimek jelenlétét (Andaluz és mtsai, 2006)
nem tudtuk kimutatni az altalunk készitett preparatumokban.

A Cd-stressz és a vashiany tilakoidszervezddésre gyakorolt hasonld hatésai alapjan
feltételezhetd, hogy a Cd-kezelt novények tilakoidjaiban tapasztalt valtozasok nagy része a
nehézfém altal indukalt erdteljes vashidnnyal fligg Ossze. Erre utaltak korabbi nyarfan
végzett vizsgalataink is, ahol a vashiany szintén a Cd-kezeléshez hasonlo tiineteket

okozott, illetve a tdpoldatba adagolt tobblet vas hatdsara a fotoszintetikus paraméterek
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helyreéllasat mutattuk ki (Solti, 2012). A Cd-indukalt vashidny kialakuldsaban egyarant
szerepet jatszhat a gyokér vasfelvételének (Alcantara et al., 1994), a vas a hajtasba torténd
(Sarvari és mtsai, 2011). Ugyanakkor a Cd-kezelt cukorrépa levelek vastartalma nem tért
el oly mértékben a kontroll mintdkétol, mint a valoban vashianyos leveleké (2. tablazat).
Ugy tiinik tehat, hogy bar a vas egy része feljutott a levelekbe, a tilakoidokba nem volt
képes beépiilni, vagyis az altalunk tapasztalt valtozasok hatterében a kloroplasztiszban
fellépd lokalis vashidny allhat. A Cd megzavarhatja a mezofillumsejtek és/vagy a
kloroplasztiszok vasfelvételét. A gatlas elsddleges célpontja a mezofillumsejtek
plazmamembranjaban, ill. a kloroplasztiszok burkoldmembranjaban talalhaté Fe(II)-kelat
reduktdz enzim (Larbi és mtsai, 2002; Jeong és mtsai, 2009), a Cd rajuk gyakorolt
hatasardl azonban vald nincsenek irodalmi adatok.

Bar a tilakoidok szervezddésében az erds vashiany és a Cd jelenléte hasonld
valtozasokat indukalt, az aktivitasi paraméterek értékei némileg kiillonboztek egymastol,
azaz a fotoszintetikus aktivitas valtozasaihoz Cd-stressz esetén a Cd kozvetlen hatasai is
hozzéjarulhattak. Vashidny esetén az antenndkhoz kotott kioltds emelkedését, és az
oxidativ stressz kivédésében szerepet jatszé Zx jelentés mértékli felhalmozodasat is
tapasztaltuk. Ezzel szemben a Cd-kezelés hatdsara csokkent az antenna eredetli nem-
fotokémai kioltas, és inkdbb az inaktiv reakciocentrumokhoz kot6édo kioltas (Pnr) kertilt
elétérbe. Ugyanakkor mindkét stresszor olyan akklimatizacios valtozasokat indukélt a
tilakoidok szervezddésében, aminek kovetkeztében csokkent a fényabszorpcid (az

crer

intenzitasa.

2.2. A pigment-proteinek atszervezodésére akut Cd-stressz alatt elofeltétele a késobbi

regeneracionak

A Cd-kezelt nyarfa ndvényeknél a stressz folyaman fejlddé felsé levelekben
kimutatott csokkent Chl a/b arany az antenna komponensek relativ talsulyabol ered,
szemben a cukorrépa esetében tapasztalt megemelkedett core-komplex/antenna arannyal.
Az akut Cd stressz leginkdbb a PSI monomerek mennyiségét csokkentette, ugyanakkor az
LHCII antennat tartalmazé komplexek (PSII szuperkomplex, PSII dimer, LHCII-CA,

sy

hatasara a azonban PSII aktivitasa sokkal inkabb csokkent, mint a PSI-é (Siedlecka és
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Baszynski, 1993). Az LHCII egy része a PSI-hez kapcsolodhatott, amit a z6ld géleken
korabban mar sikeriilt kimutatni Cd kezelt nyarfa névényekben (Sarvari, 2005). Ezt
tamasztja ald az is, hogy a Brassica juncea esetében kimutattak a PSI komplexben az
LHCII kotéséért felelos, PsaH fehérje génexpresszidjanak fokozodasat Cd hatasara (Fusco
és mtsai, 2005). Az un. mobil LHCII komplexek feladata az abszorbeélt energia megfeleld
eloszlasanak biztositasa a két PS kozott, aminek kovetkeztében megvaltozik a komplexek
szervezddése (Kargul és Barber, 2008). A Cdl10-es novények felsé leveleiben a PSI
szuperkomplexek mennyiségének jelentds emelkedését is tapasztaltuk, ami a CEF el6térbe
keriilésére utalhat (Peng és mtsai, 2009).

A PSII turnover-re utal6 CP43 nélkiili PSII monomerek relativ mennyisége
jelentdsen lecsokkent akut Cd stressz alatt, ezzel egyidejlileg a PSII szuperkomplexek
aranya megemelkedett (20.C. abra). Vagyis a PSII nem bomlott le, hanem ¢és az antennak
egy jelentds részével egyiitt energiadisszipald szuperkomplexekbe szervezddott (Patsikka
és mtsai, 2002), amit a jelentésen megemelkedett aranya ®ng paraméter is jelzett. A fenti
valtozasok a nyarfa nagyobb stressztlird képességét bizonyitjdk a cukorrépahoz
viszonyitva, hiszen a Cd-kezelés a cukorrépa tilakoidokban az antenna lebomlasat és ezzel
szuperkomplex forméaknak jelentds szerepe lehet az akklimatizacids folyamatokban, ahogy
azt mar kimutattdk a magas fényintenzitdsra érzékeny Arabidopsis mutansokban is
(Takabayashi és mtsai, 2012)

Az Lhc monomerek ardnydnak novekedése a trimerekkel szemben szintén
kimutathaté volt a Cdl0-es felsé nyarfalevelekben (20.B. abra), sokkal kifejezettebb
mértékben, mint a cukorrépanal. A trimerizacid a normal mitkddés szempontjabol annyira
fontos sajatossaga az LHCII antennanak, hogy Lhcbl és Lhcb2 hidnyos Arabidopsis
mutansban a trimerek a CP26 (Lhcb5) antennabdl szervezddtek (Ruban és mtsai, 2006). A
trimerek formaldddsa valdsziniileg a veszteség nélkiili, hatékony energiatranszfert
biztositja a reakciocentrumok felé. A kisebb hatékonysagli fénygylijté antenna az e
transzportlanc gatlasanak kovetkeztében kialakult fényfelesleget csokkenti, ezaltal eldzi
meg a karos mennyiségli ROS képzddését. Cd-kezelés esetében azonban egyéb okok is
hozzéjarulhatnak a trimerizaci6 csokkenéséhez. Példaul egyes, a trimerizaciéban fontos
szerepet jatszd Lhceb fehérjék transzkripcidjanak csokkenése (7ziveleka és mtsai, 1999,
Fagioni és mtsai, 2009) és/vagy az LHCII oligomerizacigjahoz feltétleniil sziikséges

foszfatidil-glicerol szintézisének gatlasa (Krupa, 1988) is okozhatja.
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A mérsékelt Cd-stressz jellegzetes tiinetei 7-10 napos Cd-kezelés utan voltak a
legkifejezettebbek. Ezt az iddszakot a Cd-kezelés fenntartasa mellett is lassu helyredllés
kovette a nyarfa novényeknél. A Chl a/b ardny visszadllt a kontrollra jellemz6 értékre, a
fotoszintetikus aktivitas is helyreallt, és a nem-fotokémiai kiolté mechanizmusok kozil is,
a kontroll novényekhez hasonldan, az xantofill-cikluson alapulé kioltas kertilt el6térbe (8.
tablazat). A turnover-ben részt vevd CP43 nélkiili PSII komplex mennyisége
megkozelitette a kontroll szintet, amivel parhuzamosan a valosziniileg sériilt komplexeket
is tartalmazo, PSII szuperkomplexek lebontdsa volt megfigyelhetd (19. &bra). A
vaskoncentracid szinte alig valtozott a levélben, ellenben megvaltozott a vas sejten beliili
megoszlasa: megemelkedett a kloroplasztiszok vastartalma (Solti, 2012). A regeneracionak
a kloroplasztisz vastartalom emelkedésével vald Gsszefliggésére utal az a megfigyelés is,
hogy a Cd-kezeléssel egyidejlileg adagolt tobblet vasnak koszonhetéen nem jelentek meg a
Cd-stressz tlinetei, a nyarfa kloroplasztiszok vastartalma megemelkedett mikdzben a
leveleké a tobblet vas nélkiil nevelt Cd-kezelt ndvényekéhez hasonld volt (Sdarvari és
mtsai, 2011).

Osszefoglalva, az akut Cd-stressz cukorrépaban a szuperorganizacio csdkkenését és
az antenna leépiilését okozta, ezzel csokkentve a fényabszorpcid mértékét. A fotoinhibicio
¢s a PSII irreverzibilis degradacidja azonban még igy is bekovetkezett, jelezve, hogy a
novény védekezési folyamatai nem voltak eléggé hatékonyak. Ezzel ellentétben, nyarfaban
a stressz hatdsara olyan védekezd valasz alakul ki, amelyben a szuperorganizacio és az
antenndk nagy része megmarad. Az NPQ egy jelentds hdnyada az inaktiv PSII
centrumoknak tulajdonithatd, amelyek védik a még mitkdddképes PSII-ket. Az LHCII
antenna egy része viszont feltehetéen a PSI-hez kotddik és a ciklikus elektrontransztportot
segiti, ami milkddése ¢€s energiatermelése révén hozzajarulhat az oxidativ stressz
PSII fényterhelése is, ami szintén redukalja a kéros folyamatokat. Ezen véltozasoknak
koszonhetden a nyarfa képes megdrizni a PS-k intaktsagat és olyan mértékben fenntartani a
funkciot, hogy a stressz kés6bbi szakaszaban a kontrollhoz hasonlé tilakoidszervezodés
helyreallhasson. A fotoszintetikus apparatus kifejlodését a Cd stressz altal indukalt
vashidny gétolja leginkdbb, a helyreallas pedig a kloroplasztisz vastartalom emelkedésével

van Osszefliggésben.
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2.3. Az akut Cd-stressz valtozasokat idéz elo az Lhca és Lhcb izoformak

megjelenésében

A BN-PAGE-sel izolalt tilakoid komplexek antenna komponenseinek tovabbi 2D
gélelektroforézissel (IEF/SDS-PAGE) torténd vizsgalata sordn a Cd-kezelés hatasara
bekovetkez6 mindségi ¢és mennyiségi valtozasokat is kimutattunk. Apoprotein-
Osszetételiiket tekintve leginkdbb a trimer LHCII és a PSII oligomer komplexek
kiilonboztek a kontrolltél (23. abra). A valtozdsok Osszhangban allnak a fentiekben
részletezett makromolekularis struktara és a funkcio atalakulasaval. Tovabba feltételezziik,
hogy az LHCII Cd-stressz indukéalta monomerizécidja dsszefliggésben all az ) Lhcbl,2
izoformdk megjelenésével, melynek konformacidja kevésbé kedvez a trimerizacionak.
Eredményeink alapjan az inaktiv, energiadisszipaldé oligomer PSII komplexek
szervezddése ¢és milkodése szempontjabdl szintén fontosnak tlinik az Lhcbl,2 izomerek
mindsége. Az antennaszerkezet 4talakuldsdban egyarant szerepet jatszhatnak
transzkripcids, transzlaciés ¢és poszt-transzlacios szintli regulacidos  folyamatok
(Pfannschmidt, 2003). Bar a jelatviteli ut egyes elemeit folyamatosan fedezik fel a
génexpresszion alapulo kisérletekben (Weber és mtsai, 2006, Yeh és mtsai, 2007), de a
tényleges regulacidos folyamatokrol még mindig csak szérvanyos informacioé all
rendelkezésre, kiilondsen a nehézfém/Cd-stressz esetében. A nyarfa nukleinsav adatbazis
szabad hozzaférhetdsége lehetdséget biztositott az Lhc géncsalad transzkripcios

szabalyozasanak vizsgalatara.

3. Az Lhc géncsalad transzkripcidjanak szabalyozasa nyarfaban

A Cd-stressz hatasara bekovetkezd transzkripcios szintli valtozasok kovetéséhez a
nagy érzeékenységll €s specifikus qRT-PCR modszert valasztottuk. Ahhoz, hogy a mérés
soran kapott adatok bioldgiai értelmet nyerjenek megfeleld Uin. normalizécids stratégiat
kellett valasztanunk. Az irodalomban leginkabb elterjedt, relativ mérésen alapulé modszer
a belsd kontroll gén(ek) hasznalata. Ez a mdédszer magéban hordoz egy eldfeltételt, a mérés
megbizhatdsagahoz sziikséges ugyanis, hogy a kivalasztott belsé kontroll gén(ek)
expresszidja valtozatlan szintii legyen, fliggetleniill a fejlodési allapottdl és a kiilsd
koriilményektdl. Az irodalmi adatok alapjan kivalasztott belsd kontrollok azonban nem
bizonyultak elég stabilnak a Cd-kezelt nyarfakbol szarmazoé mintdkban (Basa és mtsai,
2009), ezért egy alternativ normalizacios stratégiat dolgoztunk ki. A mintaban talalhato

0sszes mMRNS mennyiségének mérésén alapuld un. RiboGreen médszerre alapozva az Lhc
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gének transzkripcids szintjét az adott mintaban jelenlévd Osszes gén transzkripciodjahoz
képest tudtuk megadni. Ez a relativ meghatarozés szintén lehetdvé tette az egyes gének
egymashoz képesti kifejezédésének felderitését.

Az els6 ismert szekvencidju ndvényi genom az Arabidopsis thaliana volt, amelynek
annotécidja vezetett ahhoz a felfedezéshez, hogy rendkiviil sok esetben tobb gén kodolja
ugyanazon fehérje eltérd izoformait (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). A
novények evolacidja sordn altalanosnak szamit a teljes genom megkétszerezédése, amely
leginkabb felelds e nagy szamban el6forduld genetikai redundanciaért (Langham és mtsai,
2004; Maere és mtsai, 2005). Az Ujonnan keletkezd gén eldnyds mutdcidknak
koszonhetden 1j funkciora szelektalodhat, vagy az 6si és a megkétszerez0dott gén egyarant
megvaltoztathatja korabban betdltott szerepét. A legtobb mutacié azonban nem a fehérjét
kodolo, hanem a regulacioért felelds szekvencia részeket érinti (Blanc és Wolfe, 2004,
Casneuf és mtsai, 2006). A géncsaladok a diverzifikacio kovetkeztében elkiiloniild egyes
tagjai egy sor egyedi funkciora tehetnek szert, ezaltal nagyobb alkalmazkoddképességet
nygjtva a ndvényi sejteknek. A géncsalad egyes tagjai kooperalva multiprotein
komplexeket képezhetnek, ami tovabbi finom szabalyozast enged meg a sejten beliil. Illyen
dimer ¢és trimer forméciokat alkotnak egymassal az Lhc géncsalad éltal kodolt fehérjék
(Jansson és mtsai, 1994, Ben-Shem és mtsai, 2003; Lucinski és mtsai, 2006). Az ilyen
interakciok megvaldsulasahoz azonban elengedhetetlen feltétel az egyes tagok
szinkronizalt expressziodja.

A nyarfa genomjaban egyes Lhc fehérjéket egyetlen gén kodol, ugyanakkor tobb
Lhc-t is kettd, ami esetiikben valdsziniisiti két eltérd fehérje izoforma képzdédését (Klimmek
és mtsai, 2006). Az Lhcal mRNS-ekr6l a kvantitativ Real-Time PCR vizsgalatok
kiértékelése soran kideriilt, hogy igen nagy kiilonbség van a két Lhcal gén
kifejezOdésében. A két gén mRNS-einek mennyisége egyiitt 2 nagysagrenddel magasabb
volt, mint az Lhcal.2 génrdl atir6dd6 mRNS-ek mennyisége (24. abra). A mindkét gén
termékét kimutatd primerparral mért valtozasok tulajdonképpen az Lhcal.l gén
atirodasaban bekovetkezd valtozasokat reprezentaljak. Hasonlo aranyt kaptunk az Lhcb4.1
€s Lhcb4.2 génekrol atirodd mRNS-ekre is. A kozOs reakcid az Lhcb4.2 valtozasait
mutatta, mivel az Lhcb4.1 nagysagrendekkel alacsonyabb szinten fejez6dott ki (30. 4bra).
Az Lhca2-t vizsgalo kozos reakciohoz képest az Lhca2. ] mRNS szintje 25-30%-ban tért el,
tehat az Lhca2.2 gén terméke relative kis mennyiségben reprezentalt, de ugyanazon
nagysagrendbe esik. Az Lhcb2.1 és Lhcb2.2 génekrdl szintetizalodott mRNS-ek vizsgalata

soran a kozos reakcidban 3-4-szer nagyobb értékeket kaptunk az Lhch2.2 génre elvégzett
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specifikus PCR soran (29. 4bra). Ehhez hasonléan az Lhcb6.1 és Lhcb6.2 gének
kifejez6désének mértékében is kis eltérést kaptunk. Igy az elvégzett reakciokbol
kovetkeztetni tudtunk egyrészt az Lhca2.2, Lhcb2.1 és az Lhcb6.1 mRNS-ek szintjének
valtozasaira a novény fejlodése, ill. Cd-kezelése soran. Az Lhcb3 fehérje kodja két
rendkiviil hasonld szekvencidju DNS szakasz, ezért megkiilonboztetésiikre nem sikertilt
megfelelden specifikus primereket tervezni. Az Lhc csalad egyetlen tagja az Lhcbl,
amelynek valdszintsitett izoformait 4 eltéré gén kodolja, Lhcbl. 1, Lhcbl.2, Lhcbl.3 ¢€s

Lhcbl.4. Mind a négy gén transzkripcids szintjét kiilon-kiilon reakcidban tudtuk vizsgalni.

rrrrr

A kontroll mintadkban tapasztalt transzkripcids mintdzat alapjan az Lhc-géneket 3
eltérd szabalyozasu csoportra bonthatjuk. Az elsd csoportra jellemzd, hogy az alsé
levélmintakban és a felsd 4 napos fiatal mintaban is hasonl6 volt az mRNS-ek mennyisége.
A felsd 7 napos mintaban azutan egy kiemelked6en magas transzkripcids szintet mértiink,
amely a 14. napra rendszerint lecsokkent, sok esetben visszaallt a korabbi értékre. Ebbe a
csoportba sorolhatdéak az Lhcal-4 gének, kivéve az Lhcal.2, valamint az Lhcb-k nagy
része. A masodik csoportra jellemzd, hogy a fiatal, 4 napos felsé levél transzkripciods
szintje minden tobbi kontroll mintaénal alacsonyabb. Ide sorolhatdak az Lhcbl.4, Lhcb2.2
¢s az Lhchb7 gének. A levél fejlodése alatt hasonld szabalyozast mutaté Lhcas és Lhca6b
gének alkotjak a harmadik csoportot. Ezek mRNS szintje a fiatal fejlodé 4 és 7 napos
levélben volt a legmagasabb, a tobbi kontroll levélmintaban lényegesen alacsonyabbat
mértiink. Egyediilalld transzkripcidos mintdzatot kaptunk az Lhcal.2 és Lhch8 gének
esetében, melyek egyik fentebb emlitett csoportba sem sorolhatok. Ugyanakkor mindkét
vizsgalt gén esetében kimutathato egy transzkripcidos maximum a felsd, 7 napos levélben,
ami jol latszik az Lhc-k Osszesitett mRNS mennyiségeit megvizsgalva is (27.C abra, 33.C
abra). Ez magyarazhat6 azzal a ténnyel, hogy a levelek ekkorra érik el kifejlett méretiiket
¢s fotoszintetikus aktivitdsuk maximumat is, ami megkoveteli a fénygy(ijté antennak

méretének ndvekedését is (Battchikova és Aro, 2008).

3.2. Az Lhc gének nagy része kozos transzkripcios szabalyozas alatt all

A Cd-kezelt novények leveleinek transzkripcids mintazata alapjan az Lhcal-4 és az
Lheb1-6 fehérjéket kodold géneket egy csoportba sorolhatjuk. Az alsé levelekben sok

esetben mutattunk ki a kontrollhoz képest 20-30%-0s mRNS szint csokkenést. Ez nem
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meglepd figyelembe véve, hogy a kezelés 10. napjara az alsd levelek Chl-tartalma is
lényegesen lecsokkent. A fotoszintetikus aktivitds és a legtobb tilakoid-komplex
mennyisége is alacsonyabb volt a kontrollnal, bar az antennak mennyisége relative kisebb
mértékben csokkent. A 4 napos fejlédésben levd, kisméretli levélben mért transzkripcio
mértéke Cd hatdsdra vagy nem tért el az azonos koru kontroll mintaétdl, vagy annal
szignifikdnsan magasabb értéket adott. Ez magyardzhatd azzal, hogy ilyenkor még a
levélben alacsony a Cd koncentracidja, ami a tapasztalat szerint induktiv hatdsu is lehet
(Nyitrai és mtsai, 2003). A 7. napon tapasztalt altalanos és igen nagymértékit mRNS szint
csOkkenés Osszhangban van azzal a ténnyel, hogy a Cd-kezelt felsé levelekben a Chl-
tartalom, igy a pigment-fehérje komplexek mennyisége is ekkorra jelentsen lecsokkent, az
akut Cd-stressz szimptomai maximumot értek el. A fentiek alapjan az Lhcal-4 és Lhcb1-6
fehérjéket kodold gének kozds szabalyozasat valdsziniisitjiik, bar tapasztaltunk kisebb
eltéréseket az egyes izoformak kifejezédésében.

A 2D IEF/SDS modszerrel feltart antennadsszetétel az Lhcbl és Lhcb2 egyes
izoformdinak mennyiségében emelkedést mutatott a Cd-kezelt mintdkban, ezzel
parhuzamosan az Lhcb3 bizonyos izoformainak mennyisége jelentdsen lecsokkent (23.
abra). A transzkripcids szintli valtozasok is azt mutattak, hogy az Lhcbl és Lheb2 fehérjék
nagy mennyiségben expresszalodo izoformait kodold gének kevésbé érzékenyek a Cd-
kezelésre, mint az Lhcb3 fehérjét kodold gén. A kezelés elején a felsé levelekben koziilitk
tobb is serkentést mutatott. Ezzel ellentétben a magas fényintenzitdsnak kitett spenot
levelek vizsgélata soran azt tapasztaltdk, hogy legérzékenyebben az Lhcbl reagilt a
stresszre, ezt kovette az Lhcb2 mennyiségének csokkenése. Ugyanakkor az Lhcb3
mennyisége csak az Lhebl és Lheb?2 teljes kimeriilését kovetden csokkent le (Timperio és
mtsai, 2012). Az Lhcb3 6sszekotd funkciot tolt be a nagy LHCII antenna és a PII kozott
valik célponttd. Saito és mtsai (2010) viszont vashiany hatdséara specidlis Lhcb1 izoforméak
felhalmozodasat figyelték meg arpaban, amelynek fényvédd szerepe lehet, mert a
mutansok erésen fényérzékenyek voltak. A nyarfaban tapasztalt akklimatizacios
folyamatokban fontos szerepet jatszhatnak az Lhcbl és Lheb2 fehérjék olyan szempontbol
is, hogy a mobilis LHCII komponenseiként levalnak a miikodé PSII-rél és mas komplexek
alkotoelemeként fordulnak eld. Igy példidl megnovelhetik a PSI+NDH komplexek
fénygyiijtési hatékonyagat is. Ugyanakkor tudjuk, hogy a PSII-rdl levalé mobil LHCII nem
tartalmaz Lhcb3-at. Elképzelhetd, hogy a fénydisszipalé centrumként miikodé PSII
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oligomerekben sem sziikséges az Lhcb3 jelenléte, ennek bizonyitdsdhoz azonban a
szuperkomplexekben kimutatott Lhcb foltok azonositasa sziikséges.

Az akklimatizacidban alapvetd szerepet tulajdonitanak az Lhcbl izoformék
eléfordulasanak a stressz hatasara atrendez6do antennaban (Timperio és mtsai, 2012; Saito
és mtsai, 2010). Nyarfa ndvényekben a legnagyobb mértékben kifejez6dd Lhcbl.l és
Lhcbl.2 gének az akut Cd-stressz alatt is megorizték magas aranyukat (33.C abra), bar az
Osszes Lhcb mRNS mennyisége jelentdsen lecsokkent. Naluk lényegesen érzékenyebbnek
bizonyult a joval kisebb mennyiségben jelen 1évd Lhcbl.4, melynek mRNS-ei a stressz
akut fazisaban szinte teljesen eltlintek. A kiilonb6z6é ndvényekbdl izolalt Lhebl izoformak
hidrofobicitasara (Huber és mtsai, 2001), aminek feltétezhetéen szerepe van a kiillénb6zo
izoformak egymas koOzoOtti interakcidjaban, ¢és az altaluk képzett aggregatumok
stabilitadsaban. Valoszinlsitjiik, hogy a nagy érzékenységet mutatdé Lhcbl.4 izoforma
jelenléte megakadalyozhatja az akklimatizacidhoz sziikséges szerkezeti atalakuldsokat az
antennaban és ezért expresszidja lecsokken. Ezzel egyidejlileg kimutathato volt az LHCII
monomerizacidja is a Cd stressz akut fazisaban. A vashidnyos arpa Lhcbl génjeinek
vizsgélatakor is parhuzamot fedeztek fel az izoformak eltérd transzkripcids szabalyozasa és
a komplex monomerizacidja kozott (Saito és mtsai, 2010). Azt is kimutattdk, hogy az
Lhcbl fehérje monomer forméinak ardnya megemelkedett vashianyos tilakoidokban. Az
Lhebl izoformék eltérd transzkripcids szabalyozéasat stressz koriilmények kozott mar
korabban is leirtak (Caffari és mtsai, 2005), ami vélhetéen az energiadisszipald antenna
szervezOdésének egyik kulcsfontossadgu 1épése a magasabbrendii novényekben.

Az in silico transzkripcio analizis alapjan az Lhcal-4 és Lhcbl-6 fehérjéket a
nagymértékben kifejez0dd csoportba soroltak, szemben az adatbazisokban igen alacsony
szamban jelen 1év0 Lhca5, Lhca6, Lhcb7 és Lhcb8 mRNS-ekkel (Klimmek és mtsai, 20006).
Ez utobbi elemeket az un. ,,minor Lhc” jelzdvel illették, utalva alacsony kifejezédésiikre és
eltérd szabalyozasukra. A jelen munkaban kapott eredmények alapjan azonban az Lhca$,
Lhca6 és Lhcb8 gének transzkripcids aktivitdsa Osszevetheté mértékii volt a tobbi Lhc
génével. Ezt megerdsitik az Arabidopsis novényekkel végzett az Lhc-k transzkripciojat
vizsgald mRNS hibridizacios kisérlet eredményei is (Sawchuk és mtsai, 2008). Méréseink
alapjan az Lhcal.2 és Lhca4.1 izoformék és az Lhcb7 mRNS-ei valoban nagysagrendekkel
kisebb mennyiségben reprezentaltak a tobbi Lhc-hez képest és szabalyozasuk is tolik
fiiggetlennek tiinik. Az Lhcal.2 és Lhca4.1 gének transzkripcids szabdlyozasa reagalt

legérzékenyebben a Cd-stresszre, bar a fehérje izoformak pontos funkcidja egyeldre
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ismeretlen. Nem tartjuk valdszinlinek, hogy a stresszvélaszban jelentds szerepiik lenne.
Eredményeink megerdsitik azonban az Lhca5, Lhca6, Lhcb7 és Lhcb8 fehérjéknek a
stressz folyaméan betoltott védd szerepét, mivel Cd-stresszre kevésbé érzékenynek

bizonyultak, egyes Cd-kezelt mintakban pedig kifejezetten ndvekedett transzkripciojuk.

3.3. Egyes Lhc fehérjéknek kiemelkedo szerepe van a stresszvalaszban

Az Lhca5 és Lhca6 gének kifejezddését vizsgalva, Cd-stressz hatdsara a kezelés
kezdetén, az als6 2 napos levélmintdkban magasabb transzkripciot meértiink, mint a
kontrollban (25. abra). A stressz legintenzivebb fazisdban, a felsé levelekben ugyan
jelentdsen csokkent az mRNS szint, de a 14. napon mar a kontrollnak megfeleld értéket
mutattak. Meg kell jegyezziik azonban, hogy a két gén termékének mennyisége a kontroll
levelekben a 14. napon is igen alacsony volt.

Az Lhca5 fehérjérdl bebizonyitottak, hogy sztochiometrikus ardnyban van jelen a
PSI-ben (Storf és mtsai, 2004, Lucinski és mtsai, 2006). Kimutattdk azt is, hogy mRNS-
ének mennyisége fény stressz esetén megemelkedik (Ganeteg és mtsai, 2004). Ujabb
kutatasok igazoltak, hogy az Lhca6 fehérjével egyiitt, a ciklikus elektrontranszportban részt
mtsai, 2009). Ez megmagyarazza a két gén hasonld kifejez6dését mind a kontroll, mind a
Cd-kezelt levelekben. Eredményeink azt is alatamasztjak, hogy regulacidjuk eltér a tobbi
konvencionalis Lhca géntdl.

Az Lhcb7 mRNS szintje Cd-stressz hatasara kisérletiink minden mintdjaban
megemelkedett (31. abra). Sawchuk és mtsai. (2008) az Lhcb7 gén transzkriptumainak
jelenlétét csak a fénynek leginkéabb kitett, oszlopos parenchima sejtekben tudtdk detektalni.
Ezek alapjan feltételezhetden szerepe lehet a tobblet fénnyel szembeni védelemben, bar
jelenlétét a PSII-ben még nem bizonyitottak. A nukleinsav szekvenciabdl kovetkeztetett
fehérje szerkezete alapjan az Lhcb5-hoz all legkdzelebb (Klimmek és mtsai, 2006).

Az altalunk mért mRNS mennyiségek alapjan az Lhcb8 is elkiiloniil a tobbi Lhe-
tol. Cd-stressz hatasara két eltérd fejlettségli levélmintaban emelkedett meg a
transzkripcidja (31. abra), ami alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy a levél fejlodési allapota a
tobbi Lhe-td] eltérden szabalyozza transzkripcidjat és a stresszre is toliik eltérden reagal.
Ezt erdsitik meg az in silico analizis eredményei is (Klimmek és mtsai, 2000).

A fentiek alapjan valoészintsitjik, hogy az Lhca5, Lhca6, Lhcb7 és Lhcb8 gének

koédolta fehérjéknek fontos szerepe lehet a stressz kivédésében. Ma mar tudjuk, hogy a
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ciklikus elektrontranszport elengedhetetleniil sziikséges a normadlis fotoszintetikus
miikddéshez (Peng és mtsai, 2009). Az Lhca5 és Lhca6 fehérjék atirasdban szerepet jatszo
mRNS-ek szintje enyhe Cd-stressz alatt megemelkedett, tovabba a stressz kései fazisaban,
a helyreallas kezdetekor a kontrollnak megfeleld transzkripcidt mértiink. Ezzel 6sszevetve
a tilakoid szervezOdésben tapasztalt valtozasokat, feltételezziik, hogy a ciklikus
elektrontranszportnak fontos szerepe jut a Cd éltal kivaltott stresszvalaszban.

A tilakoid komplexek Lhc fehérje-Osszetételének vizsgalata és a génexpresszios
eredmények alapjan valdszintisitjiik, hogy az Lhc fehérjék mennyiségének Cd-stressz alatt
megfigyelt valtozasa legfOképp a transzkripcidjuk szabdlyozasan keresztiil valosul meg.
(mRNS stabilitas, transzlacio) elsddlegességére utalnak (Frigerio és mtsai, 2007). Az is
bizonyitott tény, hogy és az Lhc-k igen sokrétli poszt-transzlacidos modositason is atesnek
(Thompson és White, 1991, Pfannschmidt és mtsai, 2003). Vizsgélataink soran Cd-stressz
hatdsdra az mRNS-ek mennyiség ¢és megfeleld fehérje komponensek hasonlé mértékii
csokkenését tapasztalunk, és csak kisebb mértékli eltéréseket mutattunk ki az izoformak
kozt az IEF/SDS kétdimenzids gélelektroforézis rendszerben. Ezen valtozasokrdl egyeldre
nem tudjuk, hogy a transzkripcid, vagy egyéb folyamatok altal szabalyozottak. Ehhez az
Lhc fehérjefoltok pontos azonositasara lenne sziikség. Az irodalmi adatok is megerdsitik a
transzkripcids szabalyozas elsddlegességét az Lhc fehérjek szintézisében (7ziveleka és
mtsai, 1999; Schmid és mtsai, 2005; Winter és mtsai, 2007; Sawchuk és mitsai, 2008;
Leister és mtsai, 2011). Ezt tdmasztja ala tobb korabbi kisérlet eredménye is, miszerint
kimutattdk példaul, hogy a membranokban 1évé PQ-pool redoxallapota képes befolyasolni
mind a kloroplasztisz gének, mind a magban kodolt fotoszintézis gének expresszidjat.
Escoubas ¢s mtsai (/99)5) felallitottak egy modellt a PQ-pool és az Lhch gének represszidja
kozott folyd intracellularis jelatviteli utvonalra. A modell szerint a redukalt PQ-pool
indukalja egy a kloroplasztiszban jelen 1évd foszfoprotein (CPP) foszforilaciojat, ami
kijutva a citoszolba egy proteinkinazt aktival, amely az Lhc géneket szabalyozo
transzkripcids faktort foszforilalja. A plasztiszbol a sejtmagba iranyulo jel tovabbitasaban
részt vevo molekulak kozil ki kell emelniink a ROS szerepét, mivel ezek a Cd-stressz
hatéséra is kozvetve generalodo gyokok, igy részt vehetnek a Cd-hatés altal megnyilvanulo
génexpresszio szabalyozasban (Smeets és mtsai, 2008). Chlorella vulgaris-ban kimutattak,
hogy a ROS akkumulacidja negativ korrelacioban all az Lhcb fehérjék el6forduldsaval
(Wilson és mtsai, 2003). Az Lhcb gének repressziojat célzo jelatviteli folyamatban tobbféle

a plasztiszbol a magba irdnyuld szigndlmolekula szerepét feltételezik (Balczun és mtsai,
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2005). A Mg-protoporfirin IX-nek is szerepet tulajdonitanak a magba torténd jelatvitelben
(Wilson és mtsai, 2006). Ezzel Osszhangban van az a tapasztalat, hogy az Lhch
transzkripcid szoros Osszefiiggést mutat a Chl tartalommal (Meehan és mtsai, 1996).

A nyarfa Cd-stresszre adott valaszdban tehdt kiilondosen fontos szerep jut az
antenndkat alkotd Lhc proteineknek. Szabdlyozzdk a két PS kozotti fény eloszlasat,
megelézve a fotoinhibiciot. Csokkentik az elnyelt fény a reakcidcentrum felé¢ torténd
tovabbitasanak hatékonysagat. Kooperaciojuk megvalosulasa vélhetéen a kozdos
transzkripcids szabalyozasnak koszonhetd. Az eltérd szabalyozas alda esd Lhc fehérjekrol
pedig feltételezziik, hogy kivételezett funkcidt tolthetnek be a fotoszintetikus folyamatok a

folytonosan valtoz6 kornyezethez valo megfeleld alkalmazkodéaséaban.
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VII. Osszefoglalas

A minden ¢él6lényre toxikus Cd a novények fejlodését, anyagcseréjét, igy
fotoszintetikus aktivitdsat is karosan befolyasolja. A fehérjékre gyakorolt kdzvetlen
hat4sa az SH-csoportokhoz valo kotddés és az esszencidlis fémek kiszoritasa. Kozvetett
hatésai koziil az oxidativ stressz, valamint a vashaztartdsban okozott zavarok elsddleges
jelentdségliek a fotoszintézis szempontjabol. Disszertaciomban a tilakoidokba agyazott
pigment-protein komplexek szervezddésében és oOsszetételében Cd-kezelés hatasara
bekovetkezd valtozasok, illetve ezek okainak feltardsat tliztem ki célul. A komplexek
makromolekuléris szervezddését BN/SDS PAGE ¢és nanoHPLC mddszerrel vizsgaltuk,
a pigment- ¢és fehérje-Osszetételiikben bekdvetkezett valtozasokat pedig HPLC és
IEF/SDS-PAGE-el tartuk fel. Fluoreszcencia indukcidos mérésekbdl a valtozdsok
fiziologiai jelentdségére kovetkeztettiink. A stressz-folyamatok szabalyozasaba a
génexpresszid transzkripcios szintli vizsgalataval (qPCR) nyertiink betekintést.

Eredményeink szerint fejlodo levelekben a Cd-stressz pigment-protein komplexek
szervezOdésére gyakorolt hatdsa foként a Cd-indukélt vashidnnyal fliggott Ossze.
Cukorrépaban csokkent a fotoszisztémak (PS) szuperorganizacidja. A részben leépiilt
LHCII antenna kdvetkeztében csokkent mértékli fényabszorpcid pedig védelmet
jelentett a relativ fényfelesleg ellen. A regeneracidra képes nyarfa novényekben viszont
a szuperorganizacio er0s0dott €s az antenndk jelentdésebb része maradt meg. A
szuperkomplexekbe szervezddott PSII és LHCII komplexek egy része inaktiv, nem-
fotokémiai kioltd centrumként miikodott, és biztositotta a még mitkddoképes PSII
reakciocentrumoknak a fényfelesleg ellen védelmét. A PSI-hez kapcsoloddé LHCII a
ciklikus elektrontranszport intenzitasanak novekedéséhez jarult hozza, ami fontos
szerepet jatszott az oxidativ stressz csOkkentésében, valamint a karosodott

A nyarfa pigment-protein komplexekben Cd-kezelés hatdsara bekovetkezo
strukturalis és funkcionalis valtozasok részben az Lhc izoformak transzkripcids szinti
valtozasaival hozhatok Osszefliggésbe. Az azonos komplexekbe egyiitt beépiild Lhc
fehérjék transzkripcidja esetében kooperativ Cd-indukalt csokkenést mutattunk ki. Az
eltérd transzkripcids szabalyozast mutaté Lhe izoformdkrol viszont feltételezhetd, hogy
kivételezett funkcidt tolthetnek be a fotoszintetikus apparatus akklimatizaciojaban

stressz-kortilmények kozott.
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VIII. Summary

Cd is a non-essential, highly toxic metal for all living organisms, thus it also causes
diverse inhibitory effects on plant growth and metabolism including photosynthesis. Cd
blocks protein function directly through binding to important SH-groups or by replacing
essential metals. Among its numerous indirect effects, oxidative stress and disturbance
of the iron household seems to be of prime importance from the point of view of
photosynthetic processes.

The aim of this study was to evaluate changes in the composition and organization
of thylakoid pigment-protein complexes under Cd stress with special emphasis on the
mechanisms underlying these changes. The macromolecular organization of the
thylakoids was studied by BN/SDS-PAGE combined with nanoHPLC MS for protein
identification. The pigment- and protein composition of bands on BN gel were
analizedby HPLC and IEF/SDS-PAGE. Fluorescence induction measurements were
used to elucidate the physiological significance of the structural changes. A
comprehensive transcriptional study of the expression of Lic gene family was carried
out in order to reveal the level of the regulation under Cd stress.

Our results proved that changes in the organization of the thylakoid pigment-
protein complexes in developing leaves of Cd-treated plants are mainly due to the Cd-
induced severe iron deficiency. In sugar beet, both stressors decreased the
superorganization of the complexes and induced a reduction in the amount of LHCII
antenna. Thus, light absorption decreased, which protected the photosynthetic apparatus
from the excess light. Poplar plants, however, preserved the superorganization of
complexes and a remarkable part of the LHCII antenna. Part of PSII and LHCII
assembled into supercomplexes, which operated as dissipative centres protecting the
PSII complexes still active. LHCII bound to PSI promoted the cyclic electron flow that
helped to prevent the accumulation of the toxic ROS and provided energy for
regeneration processes.

Organizational changes in poplar thylakoid pigment-protein complexes can partly
be explained by the transcriptional changes in the gene expression of Lhc isoforms.
Transcriptional patterns of the LAic genes belonging to the same complex showed co-
regulation. Lhc-s showing distinct regulation, however, seemed to have special roles in

the acclimation of the photosynthetic apparatus under stress conditions.
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