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Bevezetés

A novények életrtikddéseikhez szdmos atmeneti fém jelenlétét igénylibziluk
kiemelend a vas, amelynek fizikai-kémiai tulajdonsagai tksighetvé részvételét az
elektronatmenettel jar6 redox-folyamatokban, eighagyobb mennyiségben hem, illetve
Fe-S centrumok formajaban talalhaté meg. Mas nespeesialis atmeneti nehézfémek, igy a
kadmium is, mérgéek a novények szamara. A ¥dszabad ionként fordul &la
természetben és kompetal a vas-anyagcseréjévetkHivetkeztében a kadmium-toxicitas
egyik kiemelkeden fontos tlinete a hajtasban kialakulésevashiany: a kadmium-meérgezeés
novényekben jellegzetes (vas)klordzist okoz a csiikkas-transzlokacio kévetkeztében. Vas
hianyaban gatolt a klorofillok és a pigment-proteomplexek szintézise, ami a
fotoszintetikus apparatus féjlésének és tkodésének zavarat okozza. Aiikddést
szempontjabol a kadmium jelenlétére a Il., mig shiamy hatasara az |. fotokémiai rendszer
mikodése az érzékenyebb. A kadmium-mérgezés, e katdsdjeként, végul drasztikusan
csokkenti a fotoszintetikus elektrontranszportldatékonysagat. Korabbi vizsgélatainkban
bizonyitottuk, hogy a kadmium-stressz helyredltith@ vasellatas novelésével. A vas-
homeosztazis valtozasanak szerepe a kadmium-okamiaodasok helyreallitasaban, illetve a
szubletélis dozisi Gt hosszabb tavu éitésében azonban még kevéssé ismert. Ezért valaszt
kerestlink arra a kérdésre, hogy a kronikus kadnsitnessz megvaltoztatja-e a vas leveleken
bellli lokalizacidjat, illetve milyen 6sszefliggéarnva fiziologiai funkcidk helyreallasa, és a

levelek vastartamanak nbvekedése kdzott a mesesrségeneraltatas soran?

A kadmium toxicitasdhoz, a vashianyon kivil, jetsen hozzajarul az oxidativ
stressz is. Mivel a Cd vegyértékvaltasra nem képes nehézfémion, az dxidatessz
kialakulasa indirekt mechanizmusokkal hozhato d&ggEsbe. Minden szubletalis dozisu
stressz azonban védelmi mechanizmusokat indukdyefa stressz hosszu tavitediséhez
is elvezethetnek. Meg kivantuk vizsgalni tehat,yhadkronikus Cd-stressz kivédésére milyen
védelmi mechanizmusok indukci6ja figyelbetmeg, illetve, hogy milyen ok-okozati
0sszefuggés mutathatd ki a hosszan tartd kadmiressgt alatt a metabolikus valtozasok

helyreallasa kozt?



I. Irodalmi attekintés

1. Esszencialis fémek a névényekben

A legtbbb éb szervezetben, igy a névenyekben is, szamos atiménetrendkivil fontos
szerepet tolt be, melyek kdzul a réz, a mangan ¥ssaedoxtulajdonsagai lebieé teszik,
hogy az & szervezetben adott kdrilmények kozt is részt veglyeelektronatmenettel jaro
redox- és elektrontranszport-folyamatokban. Kieraelka vas (FE/Fe’™), a réz (CH/CU)

és a mangan (MiYMn*/Mn*") szerepe, melyek kulcsfontossagu funkcidkat laglakind a
fotoszintetikus, mind a légzési elektrontransz@gomitbn belul (Raveet al, 1999, Merchant,
2006). Vegyertékvaltd réz-iont koordinal példaulfaoszintetikus elektrontranszportlanc
elektronszallitéja, a plasztocianin, de a termséatixidacioban is nélkulozhetetlen a
mitokondrium citokrom Cit) a/ag komplexében. A mangan szerepe névényekben szintén
szertedgazo, szamos enzimben kofaktorként van jélerkkhopadhyay €s Sharma, 1991).
Legnagyobb mennyiségben a Il. fotosziszté&ll) vizbonté centrumaban talalhato, ahol
Mn?*/Mn**/Mn** vegyértékvaltasokkal a vizmolekulak kovalens keitésk lazitasaban és az
oxigénevolucioban van kiemelk&dszerepe. Emellett nagyobb mennyiségben fordulael
szuperoxid-diszmutazSOD) enzimek MnSOD izoformajanak kofaktoraként is. Asv
legnagyobb mennyiségben hem, illetve Fe-S centrormdjaban, fehérjék prosztetikus
csoportjaiban talalhat6é (Hell és Stephan, 2003ekb mennyiségben azonban mas formaban
is ebfordul, mint példaul a PSll-ben az akceptor-old@m-hem vas, vagy koordinalt ionként
a FeSOD-ban. A FeSOD, a MnSOD és a Cu/ZnSOD kultsdsagu szerepet tbltenek be az
oxitadiv stressz elleni védelemben, igy a sejtfalbaitoplazmaban, peroxiszomakban,
mitokondriumokban és a kloroplasztiszokban. A feho®zis soran keletkéz nagy
mennyisé§, ersen reaktiv szuperoxid-anion-gyok eltlintetésében amzkorbinsav-
peroxidazokkal kooperalva, a viz-viz ciklus résrgkéesznek részt (Asada, 2006). Mindent
0sszevetve azonban a vasnak a hajtasban mért rmégayés kofaktorként betoltott szerepe
messze a legfontosabba teszi a mikrotdpelemekmedviezett fémionok kdzott. A vashianyos
novények jellegzetes, (vas)klordzis-tinetegyutsdukalnak (Marschner, 1995), amely a
levélerek kornyezetében magasabb klorofill-tartalmiédldessarga-sarga lomblevelek
fejlédésében, a csokkent ndvekedésben és terniglsfelen — sz&lséges esetben a levelek
kifehéredéseben és a ndvények pusztulasaban nyilwéeg. E tinetek legbb oka, hogy a

vas eddig emlitett élettani szerepein kivll alafpvsterepet jatszik a klorofill Ghl)-



bioszintézisben is. A bioszintetikus Gtvonalbanreglt Mg?*-protoporfirin-IX-monometil-
észter oxidativ ciklaz ugyanis egy a szamos vadtaft kofaktorral nikodé oxidoreduktaz
enzim kozil (Spilleret al, 1982). A vashiannyal szemben ugyanakkor, a sk&ha nagy
mennyiség felhalmozodasa, hasonléan mas, esszencialis rghékhez (réz, mangan, cink,
molibdén, nikkel), diteljes nehézfém-meérgezést valt ki novényekben. Emgyik
legfontosabb tlnete az oxidativ terhelés mértékéirakztikus emelkedése (Briat al,
2010b). A szabadda valo6 vas és a vegyértékvalkédgraes réz ugyanis részt vehetnek az igen
veszélyes, oxidativ gyokoket terridFenton-reakciokban (Winterbourne 1995). Ezért nem-
stresszelt kortilmeények kdz6tt minden, az stervezetben vegyeértékvaltasra képes fém, igy a
vas szabadon nem, csak szerves molekuldkkal koetpékotva, vagy kelatok formajaban
lehet jelen. A novények, hogy elkerlljek a nagysdrt nehézfémion-felhnalmozast,

erdteljesen szabalyozzak a nehézfém-ionok felvétslézérvezeten belili szallitasat.

1.1. A vas felvétele és szallitasa

A legtdbb névény szamara 16- 10* M talajpan mérhétvaskoncentracié az optimélis. Azt
egyéb tényeax is befolyasolja. Lugos pH-n, oxigén jelenlétébanyas vizben oldhatatlan
Fe(OH) csapadékot alkot, mely igy elérhetetlenné valikgyokérsejtek szamara. A
vasfelvétel nehézségeinek leklizdésére két vasidilveindszer alakult ki a névények két
kilénb6d csoportjaban, mely stratégiak révén, élténdédon béar, de vizben oldhaté
formajuva alakitjak a talaj vastartalmat (MorrisgsyGuerinot, 2009, Abadé al, 2011). A
novények nagy része, igy a kétsz#arvaternmik (tehat aPopulusfajok is) és az egyszikek
egy jelents része, redukdlja a talaj ferri- (@ vegyiileteinek vastartalmat, és az igy
szabadda val6 ferro-vasionokat {Heveszik fel a gyokérepidermiszen keresztiil (latéia,

1. abra). A pazsitfivekPaceag tulnyomo tébbsége viszont szerves kelatorokadszilki a
talajpba, melyek stabil & -komplexet alkotnak a talajoldatban #évassal. Gyokereik ezeket
a szerves kelatorok altal komplexalt vasat veselk(i. stratégia). Az I. stratégiat kovet
noévényeknél a vasfelvételben fontos szerepet jatdza gyokérepidermisz plazmamembran
P-tipusi ATPazai is, melyek'Hbkat juttatva a talajoldatba savanyitjak azt, iggpovelve a
talaj vastartalmanak hozzaférbetgét (Romheld és Marshner, 1986). A folyamatban az

Arabidopsisnovényekbl ismert, BA-tipusi AHA-csaladba tartozé ‘HATPazok jatszanak
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szerepet (Hell és Stephan, 2003, Kim és Guerif@7R A talaj F&"-tartaimanak szabad e
ionokka tortéd redukaldsdban a gyokeér-epidermiszsejtek plazmam@ndban lokalizalt
ferri-kelat reduktaznak (Ferric Chelate Reductased&se, FRO2) van szerepe. A FRO2
expresszidja vashiany hatasarétejesen fokozodik a gyokerekben (Va al, 2005). A
redukalt és szabadda valt?Féonok ezutan egy nagy affinitast’~ranszporteren, ZIP-
csaladba (Zinc-Iron Proteins) tarto2aBT1-en (Iron Regulated Transporter 1) keresztil
vevsdnek fel a gyokérepidermisz szimplasztjaba (Méaeal, 2001). Eles# mutansokban
sikerilt kimutatni, hogy az IRT1 a Fdelvétele mellett szerepet jatszik a’ZrMn**, Co** és
Cd?* transzportjaban is (Korshunoeaal, 1999). A szabad gyokok generalasat elkeriend
a felvett vasat szerves molekulak komplexaljak @kgy szimplasztban, igy redox-aktivitasa
jelentbsen lecsokken. A citoplazma vasat komplexalé kedatkevéssé ismertek (Abadéh
al., 2011), az egyik jelolt kézulik a magasabbtemdvenyekben altalanosanékerduld
nikocianamin NA, Scholzet al, 1992). A NA a fitoszideroférok bioszintetikusvahalanak
egyik elagazasan szintetizalédik. Magasabb pH-ndmén Fé*-t mind a Fé&'-t képes
komplexalni, de a hidroxi-formakkal szemben &"FHA mutat nagyobb kilonbséget a
stabilitasban. A FE-NA komplexeknek kiemelt szerepe lehet a gyokémptasztba keril
Fe’* redox-aktivitasanak semlegesitésében (Rellan-Aketral, 2008). Emellett, a FB-NA
komplexek fontos szerepet tolthetnek be a gyokdezpiisz és a xilémparenchima kozotti
vastranszportban is, miként a floémben i£’FM¥A komplex formajaban mozgé vasat tételez
fel sok szerd (Shiet al, 2011). A F&-NA komplexek membranokon keresztil tokén
transzportjaban a Curiet al. (2001) altal leirtySL (Yellow Stripe-Like) transzportereknek
van szereplk, melyek &2PT (Oligopeptide Transporter) transzporter-csaladitnznak. (A
NA voltaképpen egy nem-proteinogén aminosav). A4 Y&nszporterek kozil az YSL1
kukorica Zea mayk levélben, mig az YSL2 aArabidopsisgyokerek endodermiszének a
plazmamembranjaban és periciklus-sejtjeiben expadddik (Schaafet al, 2005), igy itt
jelentbs szerepe lehet a gyodkerek laterdlis vas-mozgatasab gyokéren kivil kimutattak
expresszidjat levelek xilémparenchima sejtjeits (Di Donatoet al, 2004). Bar a gyokér
vas-transzportjarél egyre tobbet tudunk, de a vadmxelemekbe tortéh bejutasanak
folyamata maig nem ismert (Abadéh al, 2011). Egyes elképzelések szerint szerepe lehet
ebben a folyamatban 8EG1 (Iron-Regulated) transzporternek (Kim és Guerig67), de
YSL kozvetitette Fe-NA transzport is elképzeth@ibadiaet al, 2011).



Fe* o & Fe-citrat ?
g . W
H* (D S o ATP :
H* | e | B B

1. &bra: A vas felvétele és transzportjia novényekbéd transzporterek és a
felvételben/transzportban szerepet jatszé enzinéskletes leirasat Id. a szévegben. A —
gyokérepidemisz/gyokérsg, B — gyokér kortex, C — xilém, D — floém, E — méktum, F —
fejl6dé embrid. Az abran szerdpltranszporterek: (1) AHA(X),(2) FRO2, (3) IRT1, (4pL2,

(5) YSL(2), (6) IREG1, (7) FRD3, (8) FRO6, (9) YSL{10) IRT2, (11) YSL(1), (12)
YSL(1), (13) YSL3, (14) OPT3, (15) YSL(2), (16) STA(17) FROS, (18) feltételezett
mitokondrialis Fe-transzporter, (19) FRO7, (20) PIG21) VIT1, (22) NRAMP3, (23)
NRAMP4, (24) FER1/3/4, (25) FER2, (26) FXN - fraitax
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A xilémnedv savas pH-jan (pH 5,5-6) a’Feillanatszeften FE* ionna oxidalédik, majd
stabil citratkomplexxé alakul. A xilémnedvben a ved" scitrats komplexek formajaban
mutathaté ki, amelyek eldleges szerepet jatszanak a xilémbeli traszlokaciofiRellan-
Alvarezet al, 2010). A vas szallitasaban kiemelt szerepetgatiiratot aMATE (Multidrug
and Toxic Compound Extrusion) csaladba tartBRD3 (Ferric Reductase Defective) citrat
transzporter juttatia a xilémnedvbe (Durrett al, 2007). Bar a xilémneddéb NA is
kimutathatd, de az alacsony pH mellett vassal niotleat stabil komplexet, ezért inkabb a
CU' transzportjdban vehet részt (Yruela, 2005). A leklee szallitott vas-citrat
komplexekidl a levél mezofillum-sejtjeinek vasfelvétele jovievésbée ismert folyamat
(Abadiaet al, 2011, 1. abra). A vas xilérdbtortérs kilépése a parenchima-sejtek altal
kozvetitett folyamat is lehet, de apoplasztikugnspiracios aram Aaltal hajtott diffazio is
(Abadiaet al, 2011). A legtobb névény minden bizonnyal egyukaids |eépés utan szabadda
valé Fé*-t vesz fel sejtjeibe, bar nem kizart, hogy mind'Fmind FE* felvételére is képesek
(Nicoli¢ és Romheld, 2007). A széllitbnyaldb korul szam&LYFRO és ZIP csaladba
tartoz6 fehérje expressziojat mutattak ki (\&tual, 2005, Jiret al, 2007, Ogcet al, 2007,
Rellan-Alvarezet al, 2010). A vas-citrat komplexek redukciéjaban\gélanmezofillum-sejtjei
altal expresszalt FRO oxidoreduktazoknak tulajdordk szerepet (FRO6) (Jeong és Conolly,
2009). A redukalt vasat nagy valosigeg szerint a ZIP-csaladba tartoz6é vastranszphrtere
veszik fel a plazmalemman keresztil, azonban nerhaih ki FE""-NA komplexek
felvétele sem (Briagt al, 2007, Abadi&t al, 2011). A reproduktiv szervekben, magokban az
YSL1 és az YSL3 expresszidja letvat teszi a FE" -NA komplexek felvételét, mely az
egyetlen felvehét vasforma lehet azokban a szdvetekben, ahova néoinhla be xilém-
elemek (Atkinson és Guerinot, 2011). Minden fisadvetben, ahol a xilém nem, vagy csak
fejletlen formaban van jelen, nagy szerepe vanoanien keresztili vastranszportnak is,
melyrél csak nagyon korlatozott informéaciok allnak rem@eiesre. ElIméleti meggondolasok
alapjan ott is a F&" -NA komplexek jelenléte és mozgasa valésgithet. A floémben
mérheb magasabb pH mellett (pH>7) a vBP (Iron Transport Protein) proteinekhez is
kapcsolodhat és valostieg igy szallitodik (Tiffin, 1966). Savas pH-n @imhnedv, sejtfal)
azonban a szerves sav komplexek stabilitasa mdgaigpbezek jelenléte és felvétele lehet
meghataroz6. Az ITP proteinekhez kapcsolt vas paorgjaban lehet szerepe a kézelmultban
azonositott, generativ szervekben expresszaldodo 3ORJligoPeptid Transzporter 3)
fehérjének is (Puig és Pefarrubia, 2009). A mdmafilsejtek szimplasztjdban a vas
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valdszirileg mind F&"-citrat, mind F&"" -NA komplexek formajaban &fordul (Weberet

al., 2007), de jeledségiik a sejten bellli vas-anyagcserében még netazidt.

1.2. Vashaztartas a névényi sejtben

A noveényi sejtben szamos organellum- és citoplaikustenzim igényel vasat a
mukodéséhez, jelenléte esszencialis. A szimplaszheawosztazisa éen szabalyozott: a
felvett vas a sejten belll felhasznalési helyéaaszportalddik, illetve rezervoarokban térolja
a sejt a ké&sbbi felhaszndlasig. A vas transzportja és homebpisatazonban nemcsak sejt, de
organellum-szinten is &s kontroll alatt all, igy tébbek kozott a kloroptéisz és a
mitokondrium vas-anyagcsere mutacioi is letaliofgust eredményeznek (Dey al., 2007,
Vazollaet al, 2007). A sejten bellli vastranszport és -homigasz nikddésésl azonban
csak korlatozott ismereteink vannak (Morissey éserbot 2009, 1. abra). A vakudlum
esszencialis szereppel bir a vashaztartasbafisoetmn a vas inaktiv formaban todén
tarolasaban (szekvesztracidjaban) (Lancetaal, 2005). A vakuolaris transzporterek csak
részben ismertek. A vakuolumok Fe-felvételébervIdl (Vacuolar Iron Transporter)
fehérjének van kiemelt szerepe (Kehal, 2006). A vakudlum vashaztartasabanjssban
a magvak csirdzasa soran, kimutattak méegNBAMP (Natural Resistance Associated
Macrophage Proteins) csaladba tartoz6 NRAMP3 és MRAtranszporterek fontossagat is,
melyek mind a vas felvételében, mind leadasabarekidikodnek, (Lanquaet al, 2005). A
vakuolumban felhalmozott vas tarolasa ferritiER) fehérjék segitségével torténik (Brett
al., 2010a).

A mitokondriumok szintén nagy mennyiségvasat igényelnek mind az
elektrontranszportlanc, mind a szolubilis enzimekikéuéséhez (Vigani, 2012). A
vastartalma kofaktorok (hem, Fe-S centrumok) sziste a névényi mitokondriumok
azonban csak korlatozottan képesek (Tanaka és aaRél7), igy vas-anyagcseréjiukben
jelentbs szerepe lehet a plasztisz-erédetas-tartalma kofaktorok importjanak is. A
mitokondriumok frataxin-jelle@y fehérjéi is részt vehetnek a vas téarolasdban. wemy
mitokondriumok vas-transzporterei kevéssé ismeriskiert, hogy a felvételben fontos
szerepet jatszik a burkoldmembranban elhelyezk&®RO8 ferri-kelat reduktaz enzim
(Heazlewoodet al, 2004), mely mutatja, hogy a névényi sejt vadfaeiéhez hasonldéan a
mitokondrialis vasfelvételt is egy redukcios lépézi meg. A kbzelmultban azonositottak az
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elss, mitokondridlis vasfelvételben szerepet jatszigrportert (MIT: Mitochondrial Iron
Transporter, Bashiet al, 2011). Kizarolagos szerepét a mitokondriumolfetaételében az
mutatja, hogy hianyaban nincs mitokondrialis FeeBtmm szintézis, valamint az olyan szén-

anyagcserében esszencialis enzimek, mint az akaktévitasa jelertisen csokken.

A kloroplasztiszok vasfelvétele kiemelt jelésédi, mivel a z6ld ndvenyi szdvetekben
a vas kozel 80-90%-a kloroplasztiszokban talali@&rry és Abadia, 1986, Morrissey és
Guerinot, 2009). A tilakoidmembranok, dnmagukbantefes vastartalom kdzel 60%-at
tartalmazzak (Castagnet al, 2009). Vas hianyaban a plasztiszokban miegkzolyan,
oxidoreduktaz enzimekben nélkilozhetetlen kofakpmmint a citokromok illetve a Fe-S
centrumok (Fe-S centrumok) bioszintézise. Hianyukinaind a Chl-bioszintézis, mind a
pigment-protein-komplexek szintézise, azaz wégsron a tilakoidmembranok biogenezise
erdsen gatolttd valik (Andaluzt al, 2006, Timperioet al, 2007). A kloroplasztiszok
vasfelvételének mechanizmusa alig ismert folyamBtdig egy prokaridta eredet
csatornafehérje aPIC1 (Permease In Chloroplasts) (Dugt al, 2007) és egy
burkoldmembranban lokalizalt, eukariota erédirri-kelat reduktaz (FRO7) (Jeorg al.,
2008) kozremikodését mutattak ki a folyamatban. A plasztiszoklo&alizalt vas nagy része
hem koordinacioban és Fe-S centrumokban taléliati@ssz-korilmények kozott, illetve
magvak raktarozo plasztiszaiban a FER-kotott vasegjelenik (Balk és Lobréaux, 2005,
Briat et al, 2007). A hem-csoportok fontos funkcionalis spped birnak a citokrémokban, de
megtalalhatéak a peroxidazok tébb csaladjaban iigt(Bt al., 2007, Asada, 2006). A Fe-S
centrumokat tartalmazé fehérjék kdzé tartoznak asztiszokban a N- és S-anyagcsere
meghataroz6 enzimei (nitrit reduktaz, szulfit redal), a ferredoxinok, a Rieske-féle protein,
a PsaA és a PsaB,T&C55 (Translocon of Inner Envelope of Chloroplasts Bk valamint
a Chla oxigenaz (Balk és Lobréaux, 2005, e al, 2006). A plasztiszokban eukariota
eredeti, nuklearis genomban kodolt, ferritin jellegaskot proteinek is talalhatok (Briat
al., 2010a), jelenlétiik azonban csak fiatal level@kekncialatlan plasztiszaiban, illetve
stressz-korulmeények kozott mutathato ki (Bretal, 2010b). A ferritinek kilonésen nagy
vastarolé kapacitassal rendelkeznek, Fe-OH jeéllegsat halmoznak fel, melyek kordl
egyfajta keretet (klatratot) alkotnak. A kloroplaszokban a vas egy kisebb hanyada részben
ionos formaju vasként van jelen, mint a PSIl akeeptdalan kotott, illetve a FeSOD aktiv
helyén koordinalt vas (Gusket al, 2009, McMaster €s Oganesyan, 2010).
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2. A fotoszintetikus apparatus felépitése ésithodése

A kloroplasztiszok a noévényi sejt szemiautondm, ngalzktérium eredét
organellumai, melyek a sejteket, de a teljes névingzerves szénvazzal és energiaval latjak
el. A fotoszintézis a fényenergia konvertalasa letmmergiava, amelynek végeredményeként
a fényl®l szarmazd energia egyrészt az asszimilativ angagiesn univerzalisan
felhasznalhaté energiaként, ATP formajaban jelemkg. Masfall redukaldkapacitast
szabadit fel a vizhh, melynek melléktermékként pedig a magasabhteheterotrof élet
szempontjabol alapwet fontossagu oxigén kéfdik. A fotoszintézis folyamatai
fehérjekomplexekben gazdag endomembran-rendszerhezilakoidokhoz kotottek. A
kloroplasztiszban a tilakoidok helyenként korongéee kapcsoléddé membranokat,
granumokat, illetve ezeket 6sszekértromatilakoidokat alkotnak. A fent emlitett fatpatok
lebonyolitasahoz sziikséges proteinkomplexek agz Il. dotokémiai rendszePSI & PSII),
melyek fénygyijt6 komplexei az LHCI (Light Harvesting Complex 1)és LHCII
antennakomplexek, valamint a citokrom@it) be/f komplex és az ATP-szintaz (Nelson és
Yocum, 2006, Rochaix, 2011), melyekhez egyébjikddésben fontos proteinek
kapcsolodnak. A lumenben a plasztocianin, a sztbémdedig a ferredoxir-¢l) valamint a
Fd:NADP oxidoreduktazHNR) tarsulnak (2. 4bra). A fotokémiai rendszerek pgtrprotein
komplexekiél: a reakciocentrumbdl, szorosan kapcsolodo (prékshp antennabdl és mas
minor nem-pigmentk@t proteinekidl felépulb kézponti (core) részih, valamint az azt
kortlvew, lazabban kapcsol6do (disztalis) antennarégidbtdlé A reakciocentrumokat és a
bely antenndkat a kloroplasztisz genomjaban kédoltk ¢3hal-a-t tartalmaz6 Chl-protein
komplexek alkotjak (core). A ,core” korul kialakukintennarendszerek felépitésében viszont
a magban kédolt és a citoplazmaban szintetizaldd@®-proteinek vesznek részt, melyekre
a Chl-molekulédk a kloroplasztiszban kertlnek ré&kéi fotokémiai rendszer Chl-tartalmanak
korllbelll 60%-a a PSlI-ben, 40%-a pedig a PSlta#ihato.

A tilakoidrendszer egy dinamikus szerkezet. Hosszaleig fennallo kérnyezeti
eltérések a tilakoid komplexek felépitésének (amestruktira) és aranyainak valtozaséat
indukaljak akklimatizacios valtozasok révén. Ezeligsaljai a plasztokinonPQ) és a
Fd/tioredoxin rendszer redox allapotanak valtozagalamint stressz-korulmények kozt a
reaktiv oxigénformakROS) kéepzdése is, amelyek génexpresszios valtozasokat ihthka
(Pfannschmidt, 2003).
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2.1. A ll. fotokémiai rendszer

A PSIl (2. abra) a fotoszintetikus apparatus azeamponense, amely képes a
fényenergia abszorpciojara. Gerjesztett allapotbdoxpotencidlja révén a viz oxidalasat és a
PQ redukaladsat végzi. A viz bontasabdl felszabadHld ionoknak koszonhéen
transzmembran potencial létrehozasara képes. A ig$ltulajdonképpen plasztokinon:viz
oxidoreduktaz komplexként foghatd fel, mely reakadergetikai hatterét az elnyelt
fényenergia biztositia. A komplexben tébb mint 2@lef fehérje taldlhat6. A
reakciocentrumban kozponti helyet foglal el a DD@s(PsbA és PsbD) heterodimer. Ezeken
kotédnek az elektrontranszport kofaktorai, @oRChl-a dimer), négy Chh , két feofitina és
két p-karotin molekula. A komplex fontos akceptoroldadifaktorai az elédleges (Q) és a
masodlagos (&) kinon akceptorok, valamint egy nem-hem Fe-atondoAoroldali kofaktort
egy négy Mn-és egy Ca-ionbdl all6 Mn-centrum alkotja, ami a Wantasaban jatszik
szerepet (Zuonet al, 2001). A vizbontashoz sziikséges Cl-ionokat edyofil fehérjéklbl
allo, an. regulalé sapka biztositja (PsbO,P,Q,RN iZbonté komplex reakcidocentruma egy
MnzCaQ, kuboid szerkezetként értelmezhet 3,0 A felbontas alapjan (Ladt al, 2005). A
negyedik Mn-ion a kuboidhoz kividlr kapcsolédik egy oxid-sarkon keresztiil, mely &'Ca
ionhoz kozel lokalizalt (Brudvig, 2008). A MBa szerkezet képezi a centrum katalitikusan
aktiv helyét. A MA"3** jonok kulcsfontossagu szerepet téltenek be a wizbaentrum
felépitésében és itkodésében, igy a centrum felépllésének zavarajes RS komplex
mikkodését gatolia. A CA ion jelenléte a centrumban a Mn-nal szemben inkabb
strukturalisnakitnik. Lehet még szerepe az O-O kotés kialakitasa@mmban mas, kétértek
kationokkal helyettesitve a komplex néegheti mikodoképességét (Brudviet al, 2008). A
PSII reakciocentrumban I8\Cit bssg (PSbE,F koti) fotoprotektiv szerepet tolt be. Réesz a
PSII ciklikus elektrontranszportjdban, amely a R8Jyik fontos relaxald6 mechanizmusa lehet
gatolt elektrontranszport esetén. A magasabb ééfatenciallal rendelkéz(HP-) Cit bssg,
szuperoxid anion oxidaz aktivitasa révéen, szergpisethat a szuperoxid eltavolitasaban, igy a
PSIlI oxidativ karosodasok elleni védelmében is |pFls 2011). A reakciécentrumhoz
kapcsolodnak a proximalis, a kapcsold, és a diszttenndk, valamint szamos kisebb
fehérje. Ez utdbbiak elsorban stabilizal6é szerepet tbltenek be. A proxsnahtennak, a
CP47 (PsbB) és a CP43 (PsbC) pigment-protein kotaklapoproteinjei Ch& és -karotin

pigmenteket kotnek.
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A PSIlI disztalis antennarendszere, az LHCIlI hardenfépoproteint (Lhcb1-3 fehérjék)
tartalmaz, Chh/b aranya 1,1-1,2 (Standfussal 2005). A disztélis antennat a proximalishoz
kapcsol6 antennék (connecting anteni@®) is Chla/b koté fehérjéket tartalmaznak (Lhcb4-
6). A gerjesztett §o a feofitin és a @ kinon kozvetitésével redukalja a tilakoidmembranba
elhelyezked PQ-k kozill az éppen kst (Qg). A kdvetked Iépésben a P68 leadott
elektronjat a PSIl vizbonté Mn-centruméban éppeida&dd vizmolekulak O-atomjéardl
szarmazé elektronokbdl az, YD1-Tyr) kozvetitésével kapja vissza. A redukalt-fQaz

elektronok a Cibg/f-komplexre kertlnek.

2.2. A citokrémbg/f komplex

A Cit bg/f komplex (2. abra) a tilakoidmembranban aktiv a@tapn dimer formaban
fordul el és felépitésében négy nagyobb és harom kisebpeptill vesz részt (Kuriset al
2003, Stroebett al, 2003). A nagyobb komponensek kdzil afGRetA) egyc tipust hemet,

a Cit b (PetB) kétb tipust hemet (Cibsgg) tartalmaz. Nagyobb maéltdmédgcomponense
ezeken felil a magas redoxpotencialu vas-kén aaotrinordozé Rieske-féle F®-fehérje
(PetC), valamint a Cibs-tal egyltt a plasztokinon és plasztokinol kotéséglelos fehérje
(IV-es alegység - PetD) is. A Rieske-féle,Eefehérje a sejtmagban, a masik hdrom a
plasztiszban kodolt. A kis moéltomegfehérjéknek komplexstabilizadldo szerepe lehet. A
mitokondrialis Citb/c; komplextl eltérsen, a plasztisz Cib/c tipustu komplexe egy Chal-
molekulét, egyF-karotint és egy extra hemet is tartalmaz. A komgenembran belseje felé
es) oldalan PQ-t és plasztokinolt, a lumenalis oldadiasztocianint kot. A Rieske-féle -
fehérje a Citf-en keresztil a plasztocianinra juttatja a plasatikkrol szarmazo elektront,
amely ennek segitségével redukalja a PSl-et. Azmksol lumenhez kodzelebb &s
kotdhelyen tortéi visszaoxidaciojakor a Cib agra jutd elektronok viszont a sztromélis
oldalhoz kozelebb éskotohelyen Ujabb PQ redukcidjara képesek. Az igy reldalcdt
plasztokinol hasonloképpen visszaoxidalodhat a hatie oldalhoz kézel ésplaszokinol-
kotdhelyen, s igy hozzdjarul a proton gradiens kiakaséihoz (Q ciklus). A Citog/f
komplexnek a linearis elektrontranszporton kivihtés szerepe van még a ciklikus
elektrontranszportlancban is, melyben PSl-efed#¢ktronokat juttat a plasztocianinra. A
folyamat soran a Q-ciklus miatt a lineéaris elektranszporthoz hasonléan protongradiens

épul ki a tilakoidmembran két oldala kozott. A dikis elektrontranszportlanc ikodése
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soran a 11 alegyseégballé NADPH:PQ oxidoreduktaz komplex (NDH) a NADHRHI
szarmaz6 elektronokat a dit/f segitségével a PQ-okra jutatja. A kdvetkdgpésben a
keletkezett plasztokinol a PSIlI &I elektronokat szallitdé plasztokinol-molekuldkkal
megegyed& modon oxidalddik a komplex tikddése soran (Munekage al, 2004, Joliot és
Joliot, 2006, Benzet al, 2010). Altalanosan feltételezett, hogy kozvdilea Fd-rél is
juthatnak eok a PQ-ra, melyet példauldhrmutansokkal is bizonyitottak. Nem ismert
azonban sem a konkrét mechanizmus, de a folyamasharepet jatsz6 fehérjék sem
azonositottak Feltételeznek egy Fd-FNR4GHy utat (PGR5), amelynek meglétére azonban
kisérletes bizonyitekok nem allnak rendelkezésren@kage és Shikanai, 2005, Shikanai,
2007).

2.3. Plasztocianin

A plasztocianin a fotoszintetikus elektrontranszpagyik legismertebb — és
legkordbban feltart, mobilis, lumenben lokalizaltonkponense, mely a kilonk®Hz
fotoszintetizalé organizmusokat 6sszevetvisen konzervalt strukturakkal rendelkezik. llyen
pl. a nyolc antiparallgb-hordo lanc egyik végeén elhelyezkKedtzkt hely is. A rézkai hely
egy elforgatott haromszogletpiramisként irhatdo le. A piramis alapjanal két, okl
hisztidinksl szarmazd N-atom, és egy cisztdihlszarmazo kénatom foglal helyet, mig
csucsanal egy metioninbdl szarmazo kén talalhatézn a két kénatomtol eltetavolsagra
koordinalt, amely koordinaci6 destabilizalja a *Celektronfelltjét, s ez csokkenti a
plasztocianin redoxpotencialjat. A plasztocianipé® koddni mind a Citf, mind a PsaF,A,B
és N fehérjékhez (Sati al, 2003).

2.4. Az |. fotokémiai rendszer

A PSI (2. abra) a plasztokinonrol szarmazo elektkah a sztromaban elhelyezked
ferredoxin felé tovabbitja, melyhez az elnyelt féfly szdrmazd gerjesztési energiat
hasznositia. A PSI voltaképpen plasztocianin:ferxxed oxidoreduktaz komplexként
ertelmezhet. A PSI core felépitésében a PSII-h6z hasonlbamaegéfehérje vesz részt.
Kdzponti részét egy heterodimer komplex (PsaA,Bdigh, amelyen tobbek k6zott aol egy
fotoaktiv Chla-Chl-a’ dimer is kotdik. A két fehérjén dsszesen mintegy 100 -&hP2
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p-karotin és 2 fillokinon, valamint egy F&-centrum (k) talalhato, tehat ezek koétik a
proximalis antennat képézhl-okat is (Frommet al, 2001; Schelleet al, 2001, Amuntst
al., 2007). Sokaig ugy gondoltak, hogy a Fe-S cemkuirsak a mar tilakoidmembranban
helyet foglalé apoproteinekbe épillnek be, de abhigdatok a sztromaban toréémeépulest
valoszirisitik (Schotter et al, 2011). A fenti kofaktorok kozul egyesek a PSI
elektrontranszport komponensei: adkét jarulékos Chk, az elédleges elektron akceptor
Ao (két Chla), a masodlagos elektron akceptor (@& két fillokinon) és a R&;-centrum. A
PSI reakciocentrumban a toltésszétvalas és azahdtanszport a PSII reakciocentrumokkal
analég médon megy végbe. A plasztocianintol a fexenig terjed elektrontranszportban
még fontos szerepe van a PsaC fehérjén kotottokebbi FeS,-centrumnak, valamint a
plasztocianin kddésételésegid PsaF,N fehérjéknek is (Rochaix, 2011). A NADE az
elektrontranszport a ferredoxin és a FNR koZileidésével torténik, amelyek a PsaD és PsaE
fehérjéken keresztll kédinek a PSI-hez. A kis moltomidehérjek kozil egyesek ChH
kotve az energia transzferben is szerepet jatsz@sstd,J,K,L,M,X), de stabilizaljak is a PSI
szerkezetét, valamint a kdlsantennat a kozponti részhez (PsaG,K) kapcsoljakPHA
disztélis antenngja, d4HCI (Light Harvesting Complex I), amely a PSl-ben ta#db 6sszes
Chl-b pigmentet tartalmazza (Ben-Shenal., 2003). Az LHCI komplexeket négyfélé €hl
a/b-koté fehérje épiti fel (Lhcal-4), melyek felépitésiuklzmLhchb fehérjékhez hasonldk, de
Chl a/b aranyuk magasabb (2-3 koruli). Az LHCII-vel ellétiten nem trimereket, hanem
dimereket képeznek, amelyeket a fluoreszcenciaszmjsk alapjan LHC 1-680 és LHC I-
730-ként is emlitenek (Karapetyagt al, 2006). A PSI reakcidocentrumhoz az LHCI
dimereken kivul LHCII is kapcsolodhat. Az LHCII-Psapcsoldédas a PSI PsaH lancdlfel
oldalon jon létre, melynek szerkezete kevésbé isdenuntset al, 2007, Amuntset al,
2010). A kapcsolddasban valosmitheten az LHCII trimernek egy polipeptidlanca vesz
részt. A PSI-LHCII kapcsolatnak fontos szerepe aatate-tranzicioban (a state-tranzicionak
a gerjesztési energia allokacidja megvaltoztatasgbesul a PSl-re tortérjuttatasaban van
kiemelt szerepe). A folyamat soran, nagy abszothhé@ayenergia esetén, a foszforilalt LHCII
trimerek levalnak a PSIl komplex(ek)r €és a sztromalamellakban elhelyezke®SI
komplexekhez kapcsolodva novelik azok abszorpciésedztmetszetét, ezaltal pedig a
ciklikus elektrontranszport hatékonysagat. A kaptsa Chla fluoreszcencia hozamanak

csokkenésében is megnyilvanul: ennek oka az LHSIIK®zO6tti hatékonyabb energiaatadas.
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2.5. Az elektrontranszportlanc altal szallitottkédenok tarolasa

A PSI reakciécentrumok fényenergiat abszorbealvglasztocianinrol szarmazo
elektronokat ferredoxin elektronkarrierekre jutitj A FeS, Fd-ok a PSI unikélis
elektronakceptorai, redoxpotencialjuk a hidrogéktélé redoxpotencialjdhoz kdzel esik, mely
lehetbvé teszi, hogy elektronokat fogadjanak a PSlélfelSzolubilis, a plasztiszok
sztromajaban lokalizalt kis fehérjek, amelyek aos$aintetikus elektrontranszportlancbol
szarmaz6 elektronokat tovabbitjak szamos enzima lgNR és a Fd:tioredoxin oxidoreduktaz
felé, valamint a nitrogén- és kén-asszimilacid,imdi és Chl-bioszintézis és a redox-
regulacios folyamatok szamaéra is (Beet al, 2010). A Fd-r6l az elektronok a FNR
kozremikdédésével NADPH molekulakban halmozédik fel, melyek asszimilativ
anyagcsereutak tbbbségeben elektrondonorként szakgdAz FNR a sztromaban lokalizalt
fehérje, melynek Citbg/f komplexhez tortéh asszociacidja szerepet jatszik a ciklikus
elektrontranszport, valamint a b&lsburkoldmembran fehérjeimport-komplex redox
a proteinimport regulaciojaban is (Beet al, 2010). A levelekben expresszaloddo FNR
izoformakkal ellentétben, a gyokerekben az FNR egmersokkal inkabb a Fd felé iranyuld
elektrontranszportban van (Carillo és Ceccarelif3).

2.6. Fotofoszforilacio

Az elektrontranszport lanc itkddése kdzben protongradiens alakul ki. Ennek oka,
hogy a PQ-ok PSIl, illetve Citbsf komplexek &ltal tortéh redukcidja utan
toltéssemlegességhez protonokat a sztromabdl viedzikig a Citbsf komplexen végbemén
reoxidacidjuknak soran ezeket a protonokat a lurmfeld adjak le. A PSII vizbonto
centrumanak rikodése soran a vigbszarmazdé Fok szintén a lumen oldalon halmozédnak
fel. A protongradiensben, mint elektrokémiai gradigen tarolt energia terhére képes a
tilakoidmembranban (sztroma-, illetve marginaliargrmtilakoidokban) lokalizalt, bakterialis
jellegi CH-CF, ATP-szintdz az ATP szintézisére. Ez a folyamatreyénergia nagyenergiaju
kémiai kotéssé (savanhidrid kotéssé) tdartémalakitasat jelenti (Mitchell, 1961, Groth és
Pohl, 2001). Az CFCF, ATP-szintdz egy forgbmotoros enzim, aminek a ikior
komponensét (a membranban dé\CF,-protoncsatornat) a protongradiens elforgatja.

Felépitésében hasonlit a mitokondrium, illetve tdriumok F-tipust HATPAzaira. A CE
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alegység konnyen izolalhato, a tobbi alegység libhag azonban nem a szintézist, hanem az
ATP bontését katalizélja (Seniet al, 2002). Mind a C§ mind a Ck alegység multiprotein
komplex, melyek koézll a GRalegységet otof B, v, 9, €; asPayde sztéchiometridban), mig a
CF, alegyseéget néegy fehérjetipus (I, 11, Il és V]I 14 IV sztochiometriaban) épiti fel
(Bottcher és Graber, 2008). A szintéziséhez szidssdgnetikai energia a GFRalegység
protonalédasa/deprotonalédasa kovetkeztében jore, lénellyel egyitt jar a proton
transzlokacioja is. A protoncsatornat aJlancok képezik, melyek kdrben allvaigiiszef
struktarat alkotnak a tilakoidmembranban. A tilakbimen febli oldalan protonalédnak a lll.
és IV. alegységelkdh képzds protoncsatornan keresztul (Junge, 2004). A protoritl.
alegység egy aminosava, a lliglukdti meg, amely igy toltését vesztve, a fehérjelan
konformaciovaltozasat @dézve, a hidroféb beisfelé helyeddik at. A konformacidvaltozas
hatasara a GFgyirii egy masik Ill. alegységének protonalt gGlaminosava az ellentétes
oldalon, a sztroma felé nyitott hidrofil csatorn@nyaba helyedik at és ezt kovéen
deprotonalédik. A protonfelvétel és -leadas, igfomgas iranyéat is, mindenkor az aktualis
sztroma-lumenApH hatarozza meg. A forgbmozgasbhan tested d&inhetikai energia a
Jfengely” (CR vy alegysége) segitségével a ;CRof3 mikddési egységeinek
konformaciovaltozasat okozza, melygstgiti az fejkomplexil az ATP levéalasat (Richtest

al., 2005, Junget al, 2009). Az ADP és Fkotbdése, valamint a foszfat-savanhidrid kotés

kialakitasa energiat nem igéayblyamatok.

2.7. Chla fluoreszcencia

A fotoszintetikus aktivitds valtozasanak kovetés@&miles korben elterjedt a Chl-
fluoreszcencia mérésén alapuld moédszer. KautskHiésch (1931) fedezte fel, hogy a
fotoszintetikus apparatusiikodéesét és épségét jelletnftuoreszcens jel és a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc kodése kdzt szoros 6sszefiiggés van. Hasznalatgbaragbseqiti,
hogy nem-invaziv technika lévén, a vizsgalt novéoycsoldsa nélkul is alkalmas a

stresszvalaszok nyomonkovetésére (Baker, 2008).

Butler (1978) modellje szerint adg reakciocentrumrél a PSIl kinonakceptorara \@rtér
elektrontranszport kioltja a fluoreszcenciat. Aejedéget fotokémiai kioltas néven ismerjuk. A
termikus energiaveszteség szintén csokkenti a dhmmenciahozamot, azonban ez az

energiamennyiség elvész a fotoszintetikus elektaosizportlanc meghajtadsa szempontjabol.
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A jelenséget dsszefoglalé néven a nem-fotokémdatdskent NPQ) ismert folyamatok kdzé
soroljak. A fotoszintetikus apparatustkddését és strukturgjat a kornyezeti feltételek
valtozasa/stressz-korilmények is befolyasoljak. dl-& és a PSII-t felégit Chl-protein
komplexeknek a fénydytésen, valamint a primer fotokémiai reakcion és az
LHCII 30%-a foszforilalédhat az LHC-II kinaz segitgvel, amit a PQ-pool tulredukcioja (a
PSII tulmikodése) aktival (Allen és Forsberg, 2001). A fositd LHCII a PSII-©l levalva

eés a PSl-hez kapcsolodva az elnyelt energiat ard®®lvabbitja T). Forditott esetben a
foszforiladlt LHCIlI a PQ-aktivalt LHC-1l foszfataz dtalizalta reakcidban defoszforilalodik,
igy visszakdthet a PSll-re. E folyamaton keresat#Q-pool redoxallapota szabalyozhatja a
fényenergia megoszlasat a két fotokémiai rendspeibtk (Rochaix, 2011). Fényfelesleg
esetén, ha az abszorbedlt fotonok szama nagyobtoszintetikusan felhasznalhaté fotonok
szamanal, egyes Chl-proteinek a felesleges fény-fotakémiai disszipaciojaban is részt
vehetnek (Niyogi, 2000). Az NPQ tipusai k6zott Egptisebb aApH-flgg kioltas QE). Az
elektrontranszportlanc #kddése sordn keletk&z és ATP-szintézisre nem hasznélodo
protongradiens stimulalja a violaxantin ciklusikiidését. A violaxantin de-epoxidacidja
révén a kioltast ékegit zeaxantin keletkezik. Hozzajarul ehhez, hogy a qitikkenése
befolyasolja a klorofill-protein komplexek konforaigjat és igy a kotott Chl-ok
kolcsonhatasait. A konformécio-valtozas hatasarfiuareszcencia és a bélkonverzio
aranya megvaltozik az utébbi javara, s ennek k@atében az energiafelesleg formajaban
emittalodik. A gE tipusu kioltasban fontos szergpétzik a PsbS protein, amely lumenalis
oldallancai protonaldédasakor szintén konformacéit (Kisset al., 2008). Kioltd centrumként
maga koré g§jti a PSII lazan kapcsol6d6 antennarendszerét. Mige és a T (relative)
gyors és reverzibilis, az NPQ egy masik, fotointiiiial 6sszefuggtipusa ql) lassan alakul

ki és irreverzibilis (Baker, 2008). A fotoinhibicitnellett a PSIl mikddése szamos mas
stresszhatds eredményeképpen is gatlédhat. InkktR&Il reakciécentrumok szintén
mikodhetnek kioltdé centrumokként (Hendrickseh al, 2005), mert képesek gerjesztési
energiat atvenni a szomszédos, aktiv PSIl centrtdhdkz a folyamat is védelmet nyudjt az
igényeltnél nagyobb gerjesztési energia okoztdezset karosodasokkal szemben (Ogatst
al., 1992, Leeet al, 2001, Chowet al, 2005). Stressz-korilmények kozt szerepet jataaka

a gerjesztési energia disszipaciojaban. Az NPQafotok nagy jeletiséggel birnak gétolt
fotoszintetikus elektrontranszportlanc esetén, megakadalyozzdk a ROS keletkezését.
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3. Oxidativ stressz és stresszvédelem

3.1. Reaktiv oxigénformak (ROS)

Az aerob anyagcserét folytatdo szervezetek szanmmxigén, mint oxidativ agens,
folyamatosan jelen van a sejtekben. A ROS a leghibldgiai molekulaval reakcioba lépve
karositja azokat, s ez akar a sejt pusztulasdhazezsthet (Apel és Hirt, 20047 ROS
képdésének tdbb modja is létezik. Haber-Weiss- (Fehtorakciok és gyokos
reakciésorozat inicializalasara a szabadda és lyraiaflanna valo Fé/Fe* és CU/CU”
rendszerek képesek. Zold névényekben a fotosAngeglektrontranszportlancikbdéséhez
alapveb fontossagu vizbontas mellektermékeként azonbarekuldris oxigén termédik,
igy a kloroplasztiszok tikodése kulonosen @& oxidativ terhelésnek van kitévéz
elektrontranszport gatlasakor iségen ® a ROS mennyisége (Asada, 2006). A ROS
képdés megéizésére, illetve a ROS eliminalasara hatékony védedndszer alakult ki a
sejtekben. A ROS eltavolitasa azonban a novény@k&a energiaveszteséget jelent, hisz a
detoxifikal6 enzimek a fotoszintézis soran terddél redukald molekuldkat igényelnek
miikddésikhoz, s ennek kovetkeztében a ROS elleni kegds kompeticidban &ll az

asszimilativ anyagcsereutakkal.

A fotoszintetikus elektrontranszport géatlasakor btdhelyen is lehetséges ROS
képzsdés. Zold novények kloroplasztiszaiban az alaplegien triplet allapotd Da 'P680
altali gerjesztésével szinglet oxigéf) képzdhet természetes koriilmények kozétt is, mely
erds oxidaloszer, és konnyen képes reakcioba lépzinglst allapotu bioldgiai molekulakkal.
Rovid életideje alatt atadhatja gerjesztési engrygiailletve reakcidba léphet egyes
vegyuletekkel endoperoxidok, vagy hidroperoxidaknelbdése mellett. Kloroplasztiszokban
az egyik 6 tamadasi feluletét a PSIl D1 lancanakikidésben fontos szerepet jatszo
aminosavak képezik. A PSIl karosodasa funkciovesaikoz. Enyhe stressz-korilmények
kozott lehebség van a kéarosodott D1 lancok cseréjére, s a ckdretvé teszi a
meértéke és a javitbmechanizmusokikiédése kozti egyensuly felbomlik, igy a
tilakoidmembranban inaktiv PSII reakciécentrumokrazddnak fel (Muratat al, 2006). A
PSI-8l az O-re is juthatnak elektronok, reaktiv szuperoxidoangyokoket (@) képezve.
Ezek kinonokat vagy atmeneti fémkomplexeket rechdialak, s igy befolyasoljak egyes
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fémtartalma enzimek aktivitasat. A rovid félélejitle kozepesen reakcioképes, reaktiv
oxigénforma nem jut at a sejtmembranon. A @xidalja a [4Fe-4S] centrumokat, mikdzben
melléktermékként bD, képadik (Perron és Brumaghim, 2009). A folyamat soréf'F
szabadul fel (Keyer és Imlay, 1996), ami egyrésstabilizalja a centrumokat, s igy a PSI RC
inaktivalodik. Masrészt a szabadda valé®'Fel,0»-dal is reagélhat, s a legreaktivabb
oxigénforma, a hidroxil-gyok (HQ képzidéséhez vezétFenton-reakciosort indithatja be
(Winterbourn, 1995).

O, +Fe" - FE€'+ O,
H,O, + F€" - FE* + HO + OH

A O, vizes oldatban egy proton felvételével hidropdrgyiokké (HQ') alakulhat,
mely mar &t tud jutni a bioldgiai membranokon, s#ett szerepe van a lipidek oxidacidjdban
is. A szuperoxid-gyok tovabbi elektronfelvétellel,®4-da alakulhat. A KO, kdzepes
reakcioképessdéig a ROS leghosszabb féléletiglajnolekulaja, amely bizonyos tavolsagra

membranokon keresztil is képes diffundalni.

A ROS, a rovid a féléletidejiik ellenére, atmengtileinden aerob anyagcserét folytatd
sejtben megjelennek. Bar egyes tipusai fontos &higplekulaként funkcionalhatnak (pl.
H,0,), magas koncentracidbarvsrsejtkarositok. A ROS veszélyességét a reakciGképék
jelenti, mivel szamos, a sejtiikbdésében alapueszerepet jatszo szerves molekulaval, igy a
membranokat felégitlipidekkel (lipid-peroxidacio), fehérjék oldallaaiwal, pigmentekkel és
mas szerves molekulakkal (aszkorbinsav, tokofestbl,) képesek reakcidba lépni (Ahmeid
al., 2008). A membranlipidek telitetlen koétéseinek ropedacidjaval parhuzamosan
hidrokarbonok, 4-hidroxinonénal (4-HNA), konjugaliének és malondialdehid (MDA)
termebdnek. A MDA viszonylag stabil intermedier, mely naagbb koncentraciéban a
fehérjék és nukleinsavak k&rosodaséat okozza. Azréidszerek MDA tartalma aranyos a
lipidperoxidaci6 meértékével, igy az MDA a kulonfélenembranintegritast éridit
stresszhatasok fontos indikatora (Bertin-Maghial., 2000).
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3.2. Az oxidativ stressz elleni v@@echanizmusok

A ROS tipusainak egyensulyi szintjét a képs sebessége és a semlegesit
mechanizmusokktivitdsahatarozza meg. A folyamatosan jeledéxidativ terhelés ellen a
novények hatékony védekiezmechanizmusokkal rendelkeznek. A védelemben fontos
szerepet tdltenek be a nem-enzimatikus antioxidémgagok, mint a flavonoidok, aa-
tokoferol, a karotinoidok, az aszkorbinsav és atagion. Ezek a molekuldk magas
koncentracibban  vannak jelen @&erban a  kloroplasztiszokban, de mas
kompartmentumokban is. A karotinoidoknakésigrban megék6 szerepe van az oxidativ
stressz elleni védekezésbéBhl és a szinglet oxigénd,) energizalt allapotanak kioltasaval
(Aroraet al, 2002, Grataet al, 2005). A membranokban oldettokoferol a szinglet oxigén
és a lipid-peroxidok eltavolitasaban jatszik szetproraet al, 2002). Az aszkorbinsavnak
jelentbs szerepe van a szinglet oxigen, a hidroxil gytk ésdrogén-peroxid eliminalasaban,
de kofaktorként részt vesz aztokoferol regeneralasaban is (Edreva, 2005). Aagjlon -
glutamil-ciszteinil-glicin) redukalékapacitast taraz enzimfehérjék tiolkdtéseinek és aktiv
tiolcentrumanak redukalasara. Emellett képes readdllonbo® reaktiv oxigénformakkal,
valamint részt vesz az oxidalédott aszkorbinsavemegacios ciklusaban is (Aroet al,
2002). A sejt kulonbdz kompartmentjeiben, de kilondsen a kloroplasztisZbéhalmozodo
flavonoidoknak hasonléképpen gyokfogd hatast tolajthnak (Agatiet al, 2007), bar a
legtbbb fenoloidnak, igy a flavonoidoknak is szeréghet a Fenton-reakciora képes fémionok
komlexalasaban, igy inaktivaciéjaban (Perron ésrighim, 2009). Az antioxidansok magas
redukdltsagi foka elengedhetetlen a ROS mennyiségén ndvény szamara elviselhet
szinten tartdsdhoz (Mittler, 2002).

A reaktiv oxigénformak eltavolitasdban az antiorgla@anyagokon kivil kilénbéz
védsienzim rendszerek is részt vesznek (3. abra), akehiatén fontos szerepet téltenek be a

stresszorok, igy a Cd altal kivaltott megemelkedeitlativ terhelés kivédésében.

3.2.1. AQ" elimindldsa: SOD

A szuperoxid diszmutaz (SOD; EC 1.15.1.1) enzimekogidativ karosodas elleni
védelem el§ vonalat alkotd, fém kofaktorokkal {tkodé enzimek, melyek a szuperoxid

gyokoket alakitjak at hidrogén-peroxidda a kovetkesakcié alapjan:
20, +2H - O, + HO
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A SOD-ok szinte minden sejtalkotoban megtalalhat@kloroplasztisz, mitokondrium,
peroxiszOma, citoplazma, apoplas#).reakciécentrumban taldlhatd fémkomplex tsége
alapjan SOD izotipus kulénbdztetbaineg: réz/cink- (Cu/ZnSOD), mangan- (MnSOD) és
vas-SOD (FeSOD). A Mn- és a FeSOD-ok kozeli stmétisi rokonsagban allnak egymassal,
mig a Cu/ZnSOD-ok csak tavolabbi rokonsagot muta{falon et al, 2011). A kulonbo&
izotipusok mas-méas kompartmentben lokalizali@ernardi et al, 2009: a MnSOD
elsssorban a mitokondriumban és a peroxiszOmaban #tjlhde eaifordulhat a
citoplazmaban és sejtfalban is. A Cu/ZnSOD-ot spkéiak a citoplazmaban mutattak ki, de
késsbb megtalaltak a kloroplasztiszban és a mitokomaloian is (Piloret al, 2011). Nyarfa
levelekben két izoformdjat mutattdk ki (Bernasti al, 2004). A FeSOD efsorban a
kloroplasztiszban fordul & de jelen van a mitokondriumban, a peroxiszémabana
citoplazmaban is (Arorat al, 2002). Kloroplasztiszokban a SOD-ok sztromakaalhato
szabad és membrankotétt izoformaban i§foetlulnak. Fontos szerepik van a viz-viz
ciklusban (Asada, 2006): a vizbontasbdél szarmagktreinok a PSI akceptor oldalan-@el
szuperoxid anion gyokot képezhetnek, amit a SQD.Hla és @-né alakit. A keletkez H,0O,
nagy része az aszkorbat peroxidAPX) segitségével alakul tovabb vizzé. A reakcidhoz a
redukalé eft aszkorbinsav adja, amely végsoron a ferredoxin redukalokapacitasat
felhasznalva regeneralédik (3. abra). A cikludikddése soran az energiafelesle§ h

formdjaban disszipélodik (Edreva, 2005).

3.2.2. A B0, eliminalasa

A peroxidaz POD, E.C. 1.11.1.x) aktivitasu enzimek hatalmas cgabal tartozo
enzimek az 6sszes pro- é€s eukaridétdban, a sejtemikdmpartmentjében dbrdulnak,
melyeknek — tobbek kozott — g®h eliminalasa a feladata..8, vagy szerves peroxidok (R-

OOH) felhasznalasaval oxidalnak mas szerves vetpkde
AH; + H,0, (ROOH)— A + 2 H,O (ROH + HO)

A POD szupercsaladban hem- és nem hem-kofaktoritkbdd csoportok kulonithéek el.
(Passardet al, 2007).

Nem-hem kofaktorral fikodé, a ROS eltavolitAsaban fontos ndévényi enzimek a
glutation peroxidazok@GPX, Bartosz, 199y Ezek el§sorban a peroxiszOmaban lokalizaltak,

és jelents szereplk van a fotorespiracid soran KéppzH,O, bontasadban. A D, vizzé
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alakitasdhoz a redukéalOkapacitast a glutation tésd&al nyerik. A glutation redukcidjat a
glutation-reduktdzGR) végzi NADPH felhasznalasaval. A GPX, a®4-on kivil, a szerves
molekuldkbol ROS hataséara képbtt reaktiv gyokoket is képes hatastalanitani.

NAD{P)H 2 GSH Aszkorbét NAD(P)H
NAD(F')* GSSG MDHA NAD(P)*
H,0 H,0

Sztroma /
Aszkorbat

ETR
PRX|rRx

A

ki Rk

S e e S

H,O
Lumen 0,
CUZnSOD 1 Viz-viz ciklus
- PSll Lieh 2 Tioredoxin peroxidaz
‘ e — — :
HO = _psgi % FeSOD Hh 3 Glutation peroxidaz o
4 Aszkorbat peroxidaz

3. abra: A kloroplasztisz antioxidativ enzimrendezeAz egyes utvonalak kifejtését Id. a

szovegben (Piloet al, 2009 alapjan, modositva). ETC: fotoszintetikiektontranszportlanc

Szintén a nem-hem, tiol-peroxiddzok kozeé tartozagleroxiredoxin PRX, E.C. 1.11.1.15)
enzimek, melyek kdzul négy izoforma mutathatGAkabidopsiskloroplasztiszokban (Dietz,
2003, Kirchsteigeret al, 2009). A PRX-ok HO,-dal reagalva az aktiv helyikon Cys-
oldallancaival redukdljak azt, majd az igy kégatt diszulfidhidat a tioredoxin-TRX-)
rendszer féll szarmazd elektronokkal redukaljdk. Végsoron a PRX enzimek a
fotoszintetikus elektrontranszportlanc altal megielt redukalokapacitas terhére eliminaljak a

H,O.-ot (3. abra).
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A hem-POD enzimek kozé tartozo katal&AT, E.C. 1.11.1.6) jelefit szerepet
jatszik a HO, kozombdsitésében, diszproporciondlasdban (Loewénal, 2000).
Novényekben a peroxiszOméban mutathatd kiodeidan a fotorespiracidé soran keletkez
H,O, bontasat végzi. Négy alegységballo tetramer, hem prosztetikus csoporttal. A
diszproporcio kinetikaja nagyon gyors, az enzimeregacios ideje az egyik legrovidebb az
egész dlvilagban. Mikddéséhez nem igényel redukalé szubsztratokatkriea hem vas-

atomjanak a kozretikbdésével megy végbe.
2HO0, - 2H0+0O

Béar a pontos reakcié mind a mai napig nemdegiltisztdzott, valosziieg a kovetked séma
szerint zajlik le (Alfonso-Prietet al, 2009):

H,0, + Fe(ll)-E — H,0 + O=Fe(IV)-E*
H,0, + O=Fe(IV)-E* — H,0 + Fe(ll)-E + Q

A H,0O.-ot kis affinitassal koti. A CAT kulonb&z szubsztratok, igy alkoholok, fenolok,

formaldehid vagy hangyasav oxidélasara is képeses&télettani folyamatokban a

megnoveked fénylégzés miatt kiemelt szerepe van ®feltavolitasaban. Cd-stressz esetén
a CAT transzkripciojanak és -aktivitAsanakoseremelkedését mutattak Mrabidopsis

thalianandvényekben (Smeegs$ al, 2008).

A ROS elleni védekezésben kiemelt szerepe van azném-allati POD RPOX)
peroxidazoknak (Hirag&t al, 2001, Passardit al, 2007). Strukturalis rokonsag alapjan
harom tbb csalad (class-I, -l és —IlI POX) kulonitheel. A class-l POX enzimek
stresszélettani szempontbdl egyik legfontosablatay aszkorbat peroxidazok (APX, E.C.
1.11.1.11), amelyek majdnem minden sejtalkotObargtat@hatok (Mittler, 2002). A
kloroplasztiszban a SOD-hoz hasonléan mind oldsAPK), mind tilakoidhoz kotott
formaban (tAPX) jelen van (3. abra). A tAPX hidrbf€ terminalis membranhorgonyaval a
PSI szomszédsagaban kapcsolddik a tilakoidmembzahsada, 2006). A fotoszintézis
melléktermékeként keletkézH,O, eltavolitAsaban kiemelt szerepet jatszik: a SODabkk
egyuttmikddve részt vesz a szuperoxidanion-gyok hidrogéoxigon keresztil vizzé tortén
alakitasaban, a viz-viz ciklusban (Asada, 2006)ekminacié soran szubsztratként hasznalt
aszkorbinsav regeneralédasa az aszkorbinsav-gintaiklusban toérténik (Asada, 1999), igy

vegd soron a ROS eltavolitasa a fotoszintetikus elektamszportlanc altal termelt
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redukaldkapacitas terhére valdésul meg. Az aszkeavhglutation ciklusban keletké&z
monodehidroaszkorbinsaWPHA ) kozvetlenll visszaalakulhat aszkorbinsavva, NADPH
felhasznalasaval, a MDHA reduktaz segitségével. KEIHA-bél viszont kép#dhet
aszkorbinsav és dehidroaszkorbins@¥A) is a DHA reduktaz segitségével. A redukalét er
glutation szolgaltatja (Asada, 2008) kloroplasztiszokon kivil APX enzimaktivitas méthe

a citoplazmaban is (Asada, 1992).

A class-lll POX enzimek (a tovabbiakban csak POXj)é&vakuolaris, vagy szekretalt
enzimek tartoznak, melyeknek gélelektroforetikudletie EST-adatbazison alapuld
kutatasokkal szamos izoenzimét hataroztak meg @diea al, 2001). A POX izoenzimek
Fontos szereplk van tovabba a lignifikacioban,dgejtfal keresztkotéseinek kialakitasaban
is (Haliwell, 1978, Quirog&t al, 2000). Mesterséges szubsztrat-specificitas &agjaiakol
POX (GPOX) és syringaldazin POX (SPOX) izoenzimdk@dbtnitenek el. A GPOX tipusu
izoenzimek megtalalhatok a sejtfalban, a vakudlumBa a citoplazmaban is. A SPOX
tipustak szintén szerepet jatszanak a lignifikamoMind a GPOX-ok, mind a SPOX-ok
részt vesznek azonban a@4-bontds folyamataban (Smeets al, 2005), igy az oxidativ
stressz elleni védekezésben is fontos szerepikBarbizonyitja, hogy Cd-kezelt levelekben
mind a transzkripciojuk, mind az enzimaktivitasuknetkedik (Smeetset al, 2008)

0sszefluiggésben a megemelkedett lignifikacioval l@reveideret al, 2006).
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4. A kadmium kozvetlen és kdzvetett hatasai a névgakben

A kadmium (Cd) egy nem-esszencialis nehézféem, melynek soi rkkeeteltl
eltekintve (Laneet al, 2005) kulondsen mérgéek minden é&lény szamara. Elterjedt
szennyed elem, mely az ércbanyaszat és ipari tevékenysdgekvanelemek fontos
alkotéeleme), valamint az intenzivitragyahasznalat kovetkeztében jetsntmertékben
felhalmozodik a kornyezetben. Novényekben zavagaoa- és vizhaztartast (Barcelo és
Poschenrieder, 1990, Clemens, 2006). A hajtasisiekalédva diteljes oxidativ stresszt
okoz, valamint kozvetlen és kdzvetett mechanizmusekn szamos metabolikus folyamatot,
koztik a fotoszintézist gatolja (van Assche éss@ip, 1990, Sanita di Toppi és Gabbrielli,
1999, Rodriguez-Serrarm al, 2009).

4.1. A Cd" felvétele és transzportja

A Cd** szabad ionként fordul &la természetben, séi jol oldédnak. Gyokereken
keresztll tortéh felvételének mechanizmusa még nem feltart: fadghmten valamely
esszencidlis divalens fém-kationt is transzportaEmbranfehérje vesz benne részt. Ennek
kovetkeztében a Cd-stressz egyik fontos hatasanyéiben, hogy megzavarja a fémfelvételt
és fém—transzlokaciot. Tobbek kozott interferal i€*ZFe”*, Mn®*, CU** és C&" hajtasba
tortérd transzlokaciojaval (Clemens, 2006, Kupmtral, 2007). Kompeticiéban van tébb
esszencidlis fémion, Ggymint a Caés a F&”*, (Boulila-Zoghlamiet al. 2006, Osterds és
Greger, 2006, Medat al, 2006, Mendoza-C6zagt al, 2008), de a Mit és Zif* (Ramoset
al., 2002, Mendoza-Cozatt al, 2008) anyagcseréjével is, mind a gyokér, mihdjtas tobb
sejttipusa esetén. Allati sejtekben, valamint ngivéntoma zarésejtekben kimutattak, hogy a
Cd** membranokon keresztiili mozgasakof @satornakat/transzportereket hasznal (Verbost
et al, 1989, Perfus-Barbeodt al, 2002). Nem zarhat6 ki azonban, hogy &'Cdtobb més
esszencidlis nehézfémion (Fezr?*, Mn?") felvételéért is feldls, ZIP-csaladba tartozé
transzporter segitségével (amilyen a gyodkérbenlidda IRT1 is, Rogerset al, 2000)
vevodik fel (Kim és Guerinot 2007;d-stressz hatasara ugyanis a gyokérben fokozGdils a
felvételéért felels IRT1 transzkripcidja (Hodoshimet al, 2007). Sok esetben vasfelesleg
alakul ki a gyokérben (Fodet al, 2005), bar cukorrépaban kimutattak, hogy &' @dtolja a
ferri-kelat-reduktaz aktivitasat (Alcantaret al, 1994). Vashidnyos kodzegben &ejbtt
novények esetében a hajtasba iranyul§*@dnszlokacid6 magasabb intenzitasa figyelhet

meg. A vas mozgasaban szerepet jatszo6 transzpofieiemert, hogy mas, divalens atmeneti
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fémek (Mrf*, Zr?") transzportjaban is fontos szerepet jatszik, idyarez kisérletesen nem
bizonyitott — feltételezik, hogy ezek a transzpeiteképesek lehetnek Edrranszportjara is
(Korshunovaet al, 1999). Mindazonaltal a Gdtoxicitasanak egyik kiemelkédn fontos
tinete a hajtasban indukaltsrvashiany (Fodoet al, 2005). A vas gyokedh hajtasba vald
transzlokaciojaban fontos szerepe van a citromsavfiRellan-Alvarez et al, 2010).
Kimutattak, hogy CH jelenlétében a xilémparenchima sejtjeiben a citrahszportjaért
felelés FRD3 transzporter expresszioja csokken (Yamagidii, 2010). Az irodalmi adatok
tukrében tehat nem zarhato ki teljes bizonyossaggakadmium-vas kompeticié a
transzporterek, illetve a kelatorok szintjén senC&" transzlokéacidja is csokken Cd-stressz
hatasara (Clarket al, 1996). Gyokerekben a &uspecializalt transzportereket igényel
mozgasahoz (Yruela, 2005). Mivel NA-komplexkéningzaokalddik xilémelemekben, igy a
kelatorért kompeticiéban all mas nehézféemekkelyekekzintén stabil komplexet alkotnak a
NA-nal (Pichet al, 1996). A Cd" - a F€*-hoz hasonléan — nem alkot stabil komplexet NA-
nal a xilémnedv pH-jan. Nem ismert azonban, ho@uaranszporterek szerepet jatszanak-e
a Cd* transzportjaban. Pontosan nem ismert emellety hogd* milyen Gtvonalat hasznal a
hajtasba tortéh transzlokacioja soran. Feltételezések szerint gvalésziiibb, hogy
atvonalak jatszanak szerepet. A hajtasba feljuift” — hasonléan mas nehézfémekhez
(Clemenset al, 2002) — leginkabb a sejtfalakban akkumulalodilsebb mennyiségben
azonban bejut a sejtekbe is (da Cuahal, 2008). A szimplasztba juté &daz apoplasztban
felhalmoz6do mennyiség 1/6-a koril mataginus albusesetében (Vazquet al, 2007). A
Cd®* szimplasztba torténbejutasanak modja nem ismert, ebben feltételéehevalamely
mas nehézfémion transzportjat is v@gzlP-, vagy NRAMP-transzporternek van szerepe.
Gyokerekben j6l dokumentalt a €dvas-transzportot és transzlokaciét befolyasoléGdumt
(Clemens, 2006). Nem ismert azonban, hogy gyakerdlasonlé hatasokat a €da
mezofillum sejtjeinek vas-felvételére illetve sejtbelili vas-transzportjara. A szimplasztba
kerulb Cd?* (4. &bra) efs toxikus hatast képes kifejteni a sejt biokémiékauésére. A Cd
detoxifikalasara azonban t6bb megoldas is léted@iuenyi sejtekben: tiolcsoportot tartalmazo
kelatorok, igy a glutation, vagy fitokelatinok s@nisének a fokozasa (Cobbett, 2000), avagy
a citoszolbol metabolikusan inert kompartmentekivéett szekvesztralasa (Calliatet al,
2009).

31



CdeCa™ 71 Mpree gt Cd e Fe™

1,5 PC—Cd**
G
‘ Citoplazma ‘
ROS Cd” gﬂ“ Lz
2+
‘Kloroplasztlsz ‘@ Mitokondrium J

Sejtfal  [Cd?* | cax car

4. abra: A levélbe jutott G8 hatasa a mezofillumsejt metabolizmuséara. Az abashol nem
alkalmazott roviditései: GCS <-glutaminil-cisztein-szintetdz, GS - glutation-seiaz,
HMT1 — Heavy Metal Transporter 1, MT — metallothém PCS - fitokelatin-szintaz, PC —
fitokelatin, PR — inorganikus pirofoszfat. Seregin és Kozhevniko@006) alapjan,

atdolgozva.

A vakublumba tortéh szekvesztraldsban szerepet jatszanak a glutétideetttin-kotott
Cd?*-ot transzportalé ABC-transzporterek (Kien al, 2007), illetve C-ot transzportal6 P-
tipust ATPazok (Williams és Mills, 2005) és NRAMmsszporterek (Krameat al, 2007).
A sejtekkel szemben, a kloroplasztiszokban & @elvételi rendszerét joval kevésbé

ismerjilk. A Cd" valészitileg tobbféle felvételi rendszeren keresztill is taguplasztisz
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boritomembranjan, melyek koziil az egyik rendszéf-mokkal gatolhat@&Euglena gracilis

kloroplasztiszai esetén (Mendoza-Cézatl és MoredmeBez, 2005).

4.2. A Cd" hatasa a fotoszintetikus apparatuséuésére és biogenezisére

A Cd altalaban gatolja a metabolikus folyamatokatenge Lewis-savként élsorban
szulfhidril-csoportokhoz koordinal, tonkretéve dzzeamos enzim aktiv centrumat (Siedlecka
és Krupa, 2002). Been valtozik a szerves metabolitok, pl. a szenasls szénhidratok,
aminosavak koncentracitja a sejtekben (Zoghlamal, 2011). C4" jelenlétében zavart
szenved a Ca-szignalizacios utvonal, valamint eetithkka ROS és a NO koncentracioja,
mely szamos regulacios valaszt indit el (RodrigBemr-ancet al, 2009). A kadmium-indukalt
tartos sztomazardédas és a megnovekedett etilédérsmeneszcenciat idéd el levelekben
(Prasad, 1995). Az oOregedés jelei az organellumakrkezetének megbomlasa, a
lipidperoxidacid6 mértékének megndvekedése, a mempeimeabilitasdnak megvaltozasa.
CsoOkken a kloroplasztiszok meérete, megnoveksziknidera plasztoglobulusok szama és
mérete. A tonoplaszton invaginaciok jelennek mean(lioet al, 2001). A Cd" néveli a
hidrolitikus enzimek aktivitasat (ribonukleaz, dezibonukleaz, savas foszfataz), melyek
aktivitasa szintén az dregedéssel kapcsolatba thiokgamatsorba illeszkedik.

A kadmium fotoszintézisgatlast okoz6 hatasai komagfy jelenisége van a Ca-
szignalizacioval valé kompeticié kovetkeztébenéigll sztomazarédasnak (Perfus-Barbeoch
et al, 2002), de emellett a szénasszimilaciot és astimtetikus elektrontranszportlanc
mikodéseét is gatolja (Krupa és Basgki, 1995, Prasad, 1995, Miyva-Kurdziel et al.,2002,
Hasanet al, 2009). A kadmium-indukalt vashiany is fontosrepet jatszik a fotoszintetikus
apparatus fefidésének zavaraban. Bar a’Cgklenléte gatolja a Chl-tartalom emelkedését,
elsbsorban ad-ALA-dehidrataz gatlasaval, de hozzajarul ehheadnkum-okozta vashiany
is, amely gatolja a Mg-protoporfirin-IX-monometil-észter oxidativ ciklazés a Chl fehérjé-
hez val6 stabil k@idését (Padmajat al, 1990, Horvattet al, 1996, Mishliwa-Kurdziel és
Strzalka, 2002). Ismert a €d protoklorofillid-oxidoreduktaz:NADPH:protoklorofit-a
komplex szerveidésére gyakorolt karos hatdsa is (Béetdal, 1995). A tilakoid komplexek
stabilitasa gyengul, melyek&eljesen fliggenek a vasellatastol (Saredral, 2010, Sarvari
et al, 2011). A fotoszintézisben a kadmium-okozta h@téok tekintetben emlékeztetnek a
vashiany tlneteire. Vas hidnyaban, mint a Cd sresstében is, a Chl-bioszintézis gatolt
(Marschner, 1995), a PSI komplexek mennyisége @stkes az antenndk szerfeése
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erdteljesen valtozik (Abadiat al., 1989, Moselet al., 2002, Timpericet al.,2007, Fagioni

et al., 2009). Az elektrontranszportlanc csokkent aktsatd5. abra), a Cld-fluoreszcencia,
valamint a fol6s fényenergia termdlis energiavéétir alakitdsa hasonlé véaltozasokat mutat
vashianyos novényekben (Morales al., 1998, Belkhodjaet al., 1998), mint Cd-stressz
esetében (Kippat al, 2007).

2H*

PSlI Cit bgf komplex PSI

5. 4bra: A CA" hatasa a fotoszintetikus apparéatusétnésére. Az abra fekete nyilai mutatjak
az elektronok Gtjat az elektrontranszportlanc kongmsei kozott, mig piros nyilak jelzik €d
altal kozvetlenul gatolt folyamatokat. A pirossairezett helyeken fehér ligel irottak az
indukalt vashiany altal érintett Fe-tartalmu komeoseket jelolik. (Wilsort al, 2006, abraja
alapjan)

Sok mas stresszorhoz hasonldéan, a PSIlI hatékonysagayult a legérzékenyebbnek.

Mindezt jol mutatja a PSIl reakciocentrumok maximahatékonysagaban a Cd-stressz

kovetkeztében fell&pcsokkenés (Sigfridssoet al, 2004, Kuppeet al, 2007). Szamos, a

Cd-stresszre érzékeny, avagy “Gkbtsdésben részt véy igy a Cd* kozvetlen gatld

hatdsaban szerepet jatsz6 helyet mutattak ki ad®Bbr és akceptor-oldalan is (Sigfridsson
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et al., 2004, Paglianet al.,2006). A nagyobb mértékCd**-transzport altalaban egyiitt jart a
fotokémiai rendszerek é&ebb gatladsaval (Siedlecka és Krupa, 1999). Ugyamakadmium-
kezelés mellett alkalmazott megemelt vasellatagnéagt kivédte a kadmium toxikus hatasait
(Siedlecka és Krupa, 1996a, b; Siedleekal., 1997, Medeet al., 2006). Pozitiv hatas volt
kimutathatd a Rubisco és az elektrontranszportvighsiaban, a Chl és a karotinoid-
bioszintézis intenzitAsanak emelkedésében. Meg jegyezni azonban, hogy magasabb
vasellatdis mellett a GH hajtasba iranyuld transzlokécidja jelésen lecsokkent. A
fotoszintézis gatlasa oxidativ stresszt indukalnjem-Puertagt al., 2004, Benavidest al.,
vezet (McCarthyet al., 2001). Bar a Cd fotoszintézisre haté szamos toxikus hatasa ismert,
ezek egzakt molekuladris mechanizmusa tobbnyire deg&vé feltart. Mikromolos
koncentraciéban alkalmazott kadmium kompetitiveoljgitaz esszencialis €akotdhelyeket

a PSIl vizbont6 centrumaban (Faledral 2005). Nem zarhatd ki azonban az oxigénevolucio
direkt gatlasa sem (Pagliaet al, 2006), mivel a Cd képes helyettesiteni a €at a PSII
vizbontd centrumaban. A csere a PSiikaddésének teljes inaktivacidéjahoz vezet (Brudstig
al., 2008).

4.3. A kadmium és az oxidativ stressz

A kadmium toxicitasahoz jelefgen hozzajarul a Cd-stressz kdvetkeztében kialakuld
oxidativ terhelés (Romero-Puerttsal. 2004, Zhanget al, 2009, Martinez-Domingue al,
2010). A kadmium biolégiai rendszerekben vegyerédidsra nem képes nehézfémionként
van jelen (Olmoset al, 2003), igy az okozott oxidativ stressz indirekéchanizmusok
eredményeképpen jon létre. A Cd-kezelt novényekelélven az oxidativ stressz
kovetkeztében ROS felhalmozddasa figyelhemeg a sejtfalban és részben a
kloroplasztiszokban (Zhanet al, 2009). A plasztiszokban mértianagasabb ROS szint a
fotoszintetikus aktivitas gatlasaval, illetve a $édobchanizmusok csdkkent hatékonysagaval
hozhaté kapcsolatba. Mindez részben a kadmium-#twishiany kdvetkeztében kialakulo
klorozis és fénystressz, valamint a Fe-kofaktartatenazé védenzimek (FeSOD, aszkorbat
peroxidaz) gatolt szintézisénekikbdésének az eredménye. A sejtfalban mérhelentisen
megnovekedett ROS szint viszont Fenton-reakciodireémye lehet (Winterbourne, 1995). A
sejtfalban megnovekedett ROS szint tehat a levebfileim sejtjeinek gatolt vasfelvételére,

ezaltal sejtfalukban torténvas-felhalmozodasra enged kdvetkeztetni.
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5. A stressz és stresszvalasz

Az élslényeket &b terhelés (abiotikus, biotikus vagy mentalis) abta@drganizmus
genetikai repertoarjatol és pillanatnyi fiziologiallapotatdl fug§ meértekben okoz
karosodasokat egy szervezetben (Selye, 1973). Akidtsként minden stressz a fizioldgiai
funkciok romlasat okozza, azonban a stressz tipuéaraz élény fiziologiai allapotara
jellemz indukcids id elteltével — amennyiben a stressz nem okozza @engl azonnali
pusztulasat — megjelennek a jelldmzédeked mechanizmusok, Ggy anyagcsere, mint
génexpressziés, regulacids,ot s viselkedési szinteken is. A vé@wechanizmusok
beindulasdnak hatdsara a fiziologiai funkcidk jasnbk indulnak, & teljesen helyre is
allhatnak (az élény hozzaedaik a stresszhez: hardening). A kadmium, mint alist
stresszor, szintén koncentraciotol, valamint a ngiéd (genetikai allomany, fiziologiai
allapot) fug@ valaszokat valt ki. A hiperakkumulator fajok, gy mennyiségben felveszik
és felhalmozzak a kadmiumot szoveteikben (Yabal, 2005, Kirkham, 2006), jeletd
részben az effektiv kadmium-koncentracié szervezdtellli csokkentésével képesek a
karositd hatasokat elkertlni (Ma al, 2005). A hiperakkumulaciéra nem képes taxonok Cd
stresszel szembeni valasza nagyban figg a kadmantehtracidjatol. A kadmium taxonra
jellemz, nem-letalis koncentracioja, bawerakut karosodasokat valt ki, hosszabb tavon sok
noévény szamara mégis tobbeée-kevésbé toleralhato dmaka olyan, relative alacsony
erzékenységet és magas transzlokaciot mutato thxenmt a Populus fajok, kadmium-
felnalmozasi képességuk alapjan mezoakkumulatoémyiknek tekinthék. Akkumulacios
képességik és nagy biomasszaprodukcidjuk deBeteszi, hogy szennyezett terlletek
mentesitéseében valjanak hasznunkra (¥tual, 2010). A fitoremediacios hatékonysag
fokozasa szempontjabol kiemelt szerepet jatszildast@ssz molekularis mechanizmusanak
feltarasa, mely lehéséget teremt a toxikus tinetek kezelésére/niegsére, igy a
hatékonysag novelésére is.

36



[l. Célkitiizések

A kadmium kozvetlen és kdzvetett hatasai rendkiszertedgazoak:
hatasmechanizmusaban kiemelten fontos célpontentjel vas-homeosztazis
megbontasa. Nem-hiperakkumulator, érzékeny novéagetében az akut Cd-
stressz j6l dokumentalt. A szubletalis d6zistF'Cibsszabb tavi élésének
mechanizmusa, illetve a vas-homeosztazis valtoa&sdmerepe azonban a
kadmium altal okozott kdrosodasok helyrehozataldesessé ismertek. Ezért
vizsgalatainkban a kadmium hatasaira érzékeny rmangny kezelés alatt
fejlodott  leveleinek hosszabb (tbbb  hetes) 6tadtamon  keresztuli

tanulmanyozasatirtik ki célul. Vizsgalni kivantuk tovabba az akakikus

hatasok kifejpdését koveten a megemelt vasellatas hatasat nagy mintavételi

felbontas mellett. Ezekkel a kisérletekkel a koeaikkérdésekre kerestiink

vélaszokat:

- Milyen szerepet tolt be a kadmium a vas-homeosztazi

zavaranak kialakulasaban?

- A kronikus Cd-stressz megvaltoztatja-e a vas |dweziebeldli

lokalizcidjat?

- Milyen idébeli és ok-okozati ©Osszefiiggésben éllnak a
fiziologiai funkciok valtozasai a megemelt vasélkatesetén

tapasztalt regeneral6das soran?

- Milyen védelmi mechanizmusokat indukal a kronikusl-C
stressz és milyen ok-okozati 6sszefliggés mutatthat@

metabolikus valtozasok kozott?
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[ll. Anyagok és modszerek

1. N6veényi anyag és alkalmazott kezelések

A vizsgalatokat hidroponikus kulturaban nevelt figgPopulus jacquemontiana var.
glauca (Haines) Kimura, 1982, cv. 'Kopeczkii’) novényekerégeztik (6. abra). A
mikroszaporitott nyarfa névényeket klimatizalt kaiven (14/10 h fény (120 pETs")/s6tét
periodusok, 24/22°C és 70/75% relativ paratartatoetiett) Ys-es Hoagland tapoldaton (1,25
mM Ca(NQ),, 1,25 mM KNQ@, 0,5 mM MgsSQ, 0,25 mM KHPQ,, 0,08uM CuSQ, 4,6
uM MnCl,, 0,19uM ZnSQ,, 0,12uM NapMoOs, 11,56uM H3BOs) neveltiik 10uM Fel'™-
citrat vasforras mellett. A tapoldatkészitéshepitibztasagu vegyszereket (Reanal, Hungary)

és deionizalt vizet (G<4.0 uS) hasznaltunk.

6. abra: Cad (balra) és Ko (jobbra) tapoldaton hewwarfa novények klimatizalt
névénynevdiben nevelve, a kezelés harmadik hetében.
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A novénynevel poharakban tapoldatot minden masodik napon cg&rélinévények alatt a
kiegyenlitett tapanyagellatas és tapoldatban omagén szinten tartasara. A mikroszaporitott
novényeket négy lombleveles korig (=3 hétiginelveltiik, majd az elsnégy levél folott
masodik (a tovabbiakbar:2) levelet (mely teljes mértékben az alkalmazottekez alatt
novekedett) vizsgaltuk. A névények egy részénélulD Cd(NG;), kezelést alkalmaztunk
(Cad) egy illetve harom hétig. A regeneracios vizsgidat egy hetes Cad kezelt névényeken
a Cd-elladtast megszintetve és a vasellatasiVb@a emelve végeztikOad/Ko50). A kezelt
novények élettani paramétereit kezeletl&o)(ndvenyek adataival vetettik dssze. A relativ
fénystressz jellemzéséhez a Cad novények adataih@oll tapoldaton, de 250 pE frs’

fényintenzitdson nevelt novénydk260 kezelés) adataival vetettik dssze.

2. Intakt kloroplasztiszok izolalasa

Foeriikl megfosztott leveleket izolald pufferben (50 mM PES-KOH, pH 7,0, 330 mM
szorbitol, 2 mM EDTA, 2 mM MgGl 0,1% (w/v) BSA, 0,1% (w/v) Na-aszkorbat) 2x3 s-ig
homogenizaltunk Waring blendor homogenizator ségésel. A homogenatumot 4 réteg géz
és 2 réteg Miracloth™ (Calbiochem-Novabiochem, US#Aggitségével §rtik. A
plasztiszokat 5 perces centrifugalassal kiledibtorban (Sigma 11133), 1500xg-n,
kitlepitettiik. A Kitlepedett plasztiszokat mosopdfien (50 mM HEPES-KOH, pH 7,0, 330
mM szorbitol, 2 mM MgC)) szuszpendaltuk, és légss szachar6z-gradiensre (50 mM
HEPES-KOH, pH 7,0, 20/45/60% szacharéz, 2 mM EDZANM MgCL) rétegeztik. Az
intakt és a torott plasztiszokat kilendlifotorban 20 perces centrifugalassal 2000xg-n
elvalasztottuk. Az intakt plasztisz frakciot a 486 gradiens-hatarrol gjtottik 6ssze, majd
térfogatat mosopufferrel 0Otszorosére noveltik. Aasptiszokat 2500xg-n, 15 perces
centrifugalassal, kilendélrotorban killepitettik. Az intakt kloroplasztisankmosopufferben
szuszpendaltuk.

DSLR kameraval felszerelt Nikon Optiphot-2 fénynaigzkdppal (Nikon Co, Japan, objektiv:
Zeiss Apochromatic 40/0.95 160/0.17) hataroztuk .mefurkolomembran integritasat SPOt
RT-KE Slider 7.4.2 kameraval (SPOT Imaging, IncSA) felszerelt Nikon Eclipse 80i fazis-
kontraszt mikroszképpal (Nikon Co, Japan, objekiikon Plan 40x/0.65 Ph2 DL inf/0.17
WD 0.56), Burker-kamraban azonositottuk. A clags-tlass-1l plasztiszokat (Walker, 1965),

a faziskontrasztos és fénymikroszképos képek Ostzsw alapjan, a fénymikroszképos
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fényképeken Cell Counter pluginnel felszerelt Imhgerogrammal (rsbweb.nih.gov/ij/)

szamlaltuk meg.

3. lontartalom vizsgélatok

3.1. Névényi mintdk iontartalma

Az egy hétig 60°C-on széritott szovetmintakkélszitése savas feltarassal tortént. A
mintak 1 g-jahoz (kisebb 6ssz szaraztotnegnta esetén megfetebranyban csokkentett) 10
ml cc. HNQ-at adtunk, majd egy éjszakan at allni hagytunk eléroncsolas (30 min, 60°C)
utdn 3 ml HO, (30% m/m) adtunk hozza és tovabb roncsoltuk (99, m20°C). Roncsolas
utan deionizalt vizzel az 50 ml-re kiegészitett thliat MN 640W jel sZir6papiron sirtik.
(Kis mennyisél minta esetén ultrahangos feltarast alkalmaztunkedért mintdhoz 2 ml cc.
HNOs-at adtunk és egy éjszakéara allni hagytunk. Eztek@n ebszér 30 min, 60°C-os
szonikalast, majd 0,6 mL cc.,8, (30%, m/m) hozzdadasa utan 3 h, 80°C-os szontkalas
alkalmaztunk. Végezetll a deionizalt vizzel 10 reLkiegészitett mintdkat &zik.) A
nagyobb tomefy mintdkat ICP-OES-sel (Induktiv Csatolast Plazmatikap Emisszios
Spektrométer, Thermo-Fisher, USA; kimutatasi hdtakO ppb (ng/kg), a mérés linearis
tartoméanya 4-5 nagységrend) meértik. A kisebb tdmlegilletve a kis mennyiségben
jelenléw  toxikus elemek mérésére ICP-MS-t (Induktiv Csadla Plazma
Tomegspektrométer, Perkin-Elmer, USA); kimutataataba 1 ppt (pg/ml), a dinamikus

meérési tartomany 8-10 nagysagrend) hasznaltunk.

Plasztiszok elemtartalom-analiziséhez a mosottoglasztiszokat deionizalt vizben
szuszpendaltuk, majd az elemtartalmakat egy hét &2aritast kovéen a levélmintakkal

megegye& mdédon hataroztuk meg.

A mintdkban az Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, LigMMn, Na, Ni, Sc, Sr, Ti és Zn
Egyetem, Meégazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdatio Kar,
Novenytudomanyi Intézet, Novénytani és Novényétet@soport), az ICP méréseket pedig a
Debreceni Egyetem, Agrartudomanyi Centrum, Elelarisdomanyi Mibségbiztositd és
Mikrobioldgiai Intézet elemanalitikai laborjanak nmkatarsai végezték.
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3.2. Plasztisz vastartalom vizsgalata BPDS-ma&dskzerr

Az izolalt intakt plasztiszokat 100ug Chl mL' koncentraciéra higitottuk
mosopufferrel. A 2500 xg, 5 min centrifugalassallépitett plasztisz csapadékot 0,5 mL
felvevépufferben reszuszpendaltuk, és 1% SDS, 1% DTT lgtié&men szobameérsékleten 30
percig szolubilizaltuk. A nem-szolubilizalodott agokat (keményd) 10000xg, 5 min
centrifugalassal eltavolitottuk. A feliliszéhoz 10M aszkorbinsavat és 300M BPDS
dinatrium sot (Sigma) adva, 60 perc szididflsi id5 leteltével mértik a vastartalmat
[Fe(BPDS)]* komplexek formajaban UV-VIS spektrofotométerrehifBadzu, Japan) 535

nm-en.

3.3. Vasfelvétel mérése tapoldatbol BPDS maddszerrel

A tapoldat vastartalmat a tapoldatb6l 1 mL mintdter 100uM aszkorbinsav és 300
uM BPDS jelenlétében meértik fotometriasan, UV-VISeldpofotométerrel (Shimadzu,
Japan).

4. Pigmentmeghatarozas

Levelek klorofill- (Chl) tartalom meghatarozdsahdzgofaréval (bels &: 5,5 mm)
levélkorong-mintakat vettiink a levelek kilonBozszeilbl. A mintak Chl-tartalmat 5 mM
Tricin-KOH-t (pH 7,8) tartalmazé 80%-o0s (v/v) acets kivonatbol kéthullamhossz-
modszerrel hataroztuk meg (Poefal, 1989). A mintak fényszérasanak kikiiszoboléseéere a
800 és 730 nm kozotti abszorpcié-emelkedés méatman (Bo=0) korrekciot végeztiink.

A szamolédshoz az alabbi képleteket hasznaltuk:

Chl-a (ug/cn?) = [(12,25%(Ee3,6-E730/70%136,4) — 2,55% (&6 6
E;3d70x153,4)]xtérfogat (ml)xhigitas/feliilet (Em

Chl-b (ug/cnf) = [(20,31%(Eas 6-Er30/70%153,4) — 4,91% (53 6~
E;3d70x136,4)]xtérfogat (ml)xhigitas/feliilet (ém
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A karotinoidtartalom-mérésekhez és a xantofill-atkkomponenseinek meghatarozasahoz 30
percig sotéthez, illetve 120 pE’ 8™ fényhez adaptalt levélkorongokat hasznaltunk, etely
folyékony nitrogénben taroltunk a meghatarozasigkakotinoidokat 4°C-on 0,1 % (v/v)
NH4OH-ot tartalmazé 80%-os (v/v) acetonnal tortént oki@s utan HPLC
oszlopkromatografias modszerrel valasztottuk sikiéickeosil C18oszlop, UV/VIS detektor
[JASCO Int. Co., Japan]). Az alkalmazott eluensek acetibwiz (9:1, 0.01% [v/V]
trietlamin) elegy és etil-acetat voltak. A csucsokzonositdsa, valamint a
pigmentkoncentraciok szamolasa zeaxantin standgitségével tortént (To#t al.,2002). A
xantofill-ciklus de-epoxidaltsagi allapotat a (Z%B8)/(V+A+Z) képlettel szamoltuk, ahol
ADEEPS=DEEP&, DEEPSs: A karotinoidok elvalasztasat Szidl Erzsébet és Dr.

Mészaros llona végezték el (Debreceni Egyetem, Nyte@i Tanszék).

5. A tilakoidok Chl-protein 6sszetételének meghatézasa

5.1. Tilakoidmembranok izolalasa

A leveleket izolalé pufferben (50 mM Tricin-KOH (pH8), 0,4 M szorbitol, 10 mM
NaCl, 2 mM MgC}) homogenizaltunk 3x5 s-ig Waring blendor homogétur segitségével
0-2°C-on. A homogenatumot 4 réteg géz és 2 rétagditith™ (Calbiochem-Novabiochem,
USA) segitségével #rik, ezutan 7 percig 1000xg-n (kezelteket 2000xgantrifugalva
Ulepitettiik le a plasztiszokat. A csapadékban kaplatsztiszok boritomembranjat és az
oldhato fehérjeket 10 mM NBO; (pH 7,4) pufferrel mosva tavolitottuk el, majd a
tilakoidmembranokat 7 percig 5000xg-n centrifugélttA csapadékot 5 mM Tricin-
(CH3)4,NOH (pH 7,5), 0,1 M szorbitolban szuszpendalva a G&gy részét eltavolitottuk a
tilakoidokroél. Ezt koveien, a keménydt killepitéséhez 3 percig 300xg-n centrifugaltuk a
szuszpenziot. A felilisz6 10 perces 10000xg tértamtrifugalasaval kaptuk meg a mosott
tilakoidokat, amit 2 mM Trisz-maleatot (pH 7,0) 43% glicerint tartalmazé (szolubilizal6 és
tarolo) oldatban szuszpendalva felhasznalésig kolyg nitrogénben (77 K) tartottunk.
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5.2. Chl-proteinek izolalasa és elvalasztasa nmgdi@lektroforézissel

A tilakoidokat nagyrészt glukozidos detergensek&sblubilizaltuk. Ezutan a Chl-
proteineket Deriphat-PAGE segitségével valasztatidgymastol (Sarvari és Nyitrai, 1994).

Szolubilizalds A kivant detergens/Chl arany eléréséhez (ennédketrlO, illetve
esetenként 15) szikséges mennyis&Q%-os detergens oldatot (nonil-glikozid: dodecil-
szacharéz: litium-dodecil-szulfat=4,5:4,5:1) adtumkmintahoz. Vortex-szel 6sszekevertik,
majd 30 percet jeges vizben allni hagytuk. Ek6zlblénkent Ujra 6sszeraztuk a mintakat. A

nem szolubilizalodott tilakoidokat 10 perces 100§@centrifugalassal Ulepitettik Ki.

Gélelektroforézis A felluluszoban &y fehérjéket poliakrilamid gradiens

gélelektroforézissel RAGE) vélasztottuk el egymastél. A tomdritgél Osszetétele 4%
akrilamid (akrilamid:bisz-akrilamid=30:0,8), 0,1 Wisz-HCI (pH 6,1), 10% glicerin, 0,1%
Deriphat, 0,16% TEMED és 0,025% ammonium-perszuédt. A szeparald geél 7-12%-o0s
akrilamid gradienst (akrilamid:bisz-akrilamid=10):5-15%-0s szachar6z gradienst, 0,057-
0,071%-0os TEMED gradienst, 1,3147 M Trisz-HCI-t (p#8), 10% glicerint, 0,1%
Deriphatot és 0,0143% ammonium-perszulfatot tadabit. A kész géleket (10x8x0,15 cm)
MiniProtean (BioRad Laboratories, Inc.) elektrofnsdrendszerben, eltérfelss (25 mM
Trisz, 192 mM glicin, pH 8,3, 0,2% (w/v) Deriphdatgtve also (25 mM Tris, 192 mM glicin,
pH 8,3) tartalypuffer hasznalata mellett elektretaaltuk 4-8°C-on, 10 mA/géllap allando

arameésség alkalmazasaval.

5.3. SDS-PAGE (fehérjetartalom meghatarozas)

Szolubilizalds a szolubilis és membranfehérjéket 62,5 mM TrigzsHH 6,8, 2%
SDS, 2% DTT, 10% glicerin és 0,001% bromfenolkéKden&tében 30 percig
szobalbmeérsékleten inkubaltuk, majd mintahelyenként hoegegesen 10-50 pg fehérjét
vittiink fel a gélekre. A nativ gélelektroforézisshlalasztott protein-komplexeket tartalmazo
kivagott gélcsikokat a denatural6 gél tetejére dmtiyk, majd agarozt tartalmazo szolubilizalo

pufferrel régzitettik.

Gélelektroforézis 7 cm hosszl, 10-18%-0s gradiens géleken torfdintiProtean

(BioRad Laboratories, Inc.) gélfuttatd rendszemelgoztunk. A tomorét gél 5% (m/v)
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akrilamidot, 125 mM Trisz-HCI-t, pH 6,8, 0,1% (m/@DS-t, a szeparald gél 10-18%-0s
lineéaris akrilamid gradienst, 375 mM Trisz-HCI-t48,8 és 0,1% SDS-t tartalmazott. Az
akrilamid:bisz-akrilamid arany 30:0,8 volt. A polmzaciohoz a tomaokitgélben 0,01% (v/v)
TEMED-et és 0,1% (m/v) ammaonium-perszulfatot, apsrélé gélben 0,013-0,017% (v/v)
TEMED gradienst és 0,04% (m/v) ammonium-perszulfagsznaltunk. Az elektrédpuffer 25
mM Trisz, pH 8,3, 192 mM glicin, 0,1% (m/v) SDS t/@lLaemmli 1970). Az elektroforézist
hiitészekrényben, 10 mA, majd a minta teljességébenlize gértént bejutasat kovien
megemelt, 20 mA/géllap allando araiteseggel végeztik, amig a jéfiesték (korulbelul két

ora) elérte a gél aljat.

Festés a futtatas utdn a géleket 2% (v/v) orto-foszfeesaés 50% (v/v) metanolt
tartalmazo oldatban fixaltuk, majd 34% (v/v) metédnd7% (m/v) ammaonium-szulfatot, 2%
(v/v) foszforsavat és 0,5% (m/v) Coomassie G-25Q@talmazd elegyben festettik

(kolloidalis Coomassie-festés). Festés utan a gélddionizalt vizben taroltuk.

5.4. Gélek értékelése

A futtatast koveien a nativ géleket szkenneltiik, majd a pigmenttantaalapjan
kapott denzitogrammokat Phoretix 4.01 szoftver (Btwo International, Newcastle upon
Tyne, UK) segitségével értékeltik ki. A savokbario flkomplex/Chl-protein abszolut
mennyiségét az 1 crfeliileti levélmennyiség Chl-tartalméanak a savok relativnygdhan
tortérd szétosztasaval kaptuk meg. A komplexek fehérjebésdének meghatarozasahoz a
szétvalasztott zoOld savok fehérje-komponenseit diksodimenzioban, denaturalo
kortlmények kozott, SDS-PAGE-n szétvalasztottukeAérjemintazat alapjan azonositottuk
a savokat. Az azonos tilakoid-partikulumhoz tarté@mnponensek mennyiségét dsszeadtuk.

Fehérjetartalom meghatarohég az SDS gélen futtatott mintak denzitasat egwers

mennyiséf standard proteinkeveréket tartalmazé minta deseit@l 0Osszehasonlitva

hatéroztuk meg.
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6. Kummulativ fenoloid-tartalom mérés

A friss levélmintakat 62,5% metanolt és 0,6 M HCtattalmaz6 kézegben 90°C-on
60 percig inkubaltuk, majd 5 perces, 10000 xg deigidlas utan a fellliszo abszorbanciajat
(UV-VIS spektrofotométer, Shimadzu, Japan) 28028sr8n kdzott mértik és integraltuk.

7. Levelekin vivo fluoreszcencia-spektruma és nativ fluoreszcens misszkopiai
vizsgéalata
Levelek fluoreszcencia-spektruméat 400-700 nm kogdtnm résszélesség mellett)

regisztraltuk Xex=365 nm) Fluoromax-2 fluoriméter (Jobin Yvonne,rta@) segitségével.

Fluoreszcens mikroszképos vizsgalatokat levelekieszilt nativ, félvékony kézi
metszeteken végeztink. Olympus BH-2 fluoreszcetsasukopot (Olympus Co., Japan) €s
UG2 gerjeszt sirét (Aex=360-370 nm) hasznaltunk. A fluoreszcens jélet 510-525 nm

emisszids 9rén keresztul mértik.

8. Fotoszintetikus aktivitas vizsgalata: fluoreszawgcia indukcid

A Chl-a fluoreszcencia indukcios méréseket PAM 101-102-108lorophyll
Fluorometerrel (Walz, Effeltrich, Germany), intdkveleken végeztik (7. 4bra). A leveleket
levélkamrdban 30 percig sotéthez adaptaltuk. Agzintet a méifény (foton fluxus denzitas
[PPFD] <1 umol rit s, modulaciés frekvencia 1,6 kHz) bekapcsolasa hiéroztuk meg.
A maximalis fluoreszcencia-hozamot sétét-,)Fés fényadaptalt allapotban {JF is
meghataroztuk 0,7 s dtartamu telid fényfelvillanas hatasara (3500 umol?rns® PPFD,
fényforras: KL 1500 electronic, Schott, Mainz, Gamy), amely zarta a PSli
reakciocentrumokat. A PSIl reakciocentrumok maximdletve aktualis hatékonysagat a
F/Fn=(Fm-Fo)/Fn illetve aAF/Fn'=(Fy'-F)/Fy' képletekkel szamoltuk. Kioltasi vizsgalatokhoz
aktinikus fényt (100 pmol i s* PPFD, KL 1500 electronic) alkalmaztunk 100 kHz
modulaciés frekvenciara kapcsolassal parhuzamosgarnievelek fényadaptalt allapotra
jellemz fluoreszcencia-értékeit két, 100 s kiulonbséggkhlalazott fehér fényfelvillanas
hatdséara valtozatlan,Fértékek esetén hataroztuk meg. A fényadaptaipalra jellemé Fy
ertékeket a redukalt elektrontranszportlanc-kagkierd s tavoli vordés fényimpulzus

segitségeével tortéroxidalasa utan hataroztuk meg.
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Fehér mérdfény
Sdrpa  telitési felvillands, PSII zirt
K ék aktinikus fémy, PSID réselegesen gart

Murancs  valoed theoresoceno i

10

t {min) T 2

685 umol photon m € s
0.1 umel photon m-2s-1 0.1 umol photon m< -1

7. &bra: fluoreszcencia indukcio kinetikai diagrajrg mérésben meghatéarozott paraméterek

ertelmezéséhez, Baker (2008) alapjan.

V4

kidolgozott kioltasi paramétereket modositott fobad hasznaltuk. A paraméterek definicidja
megegyezik a Hendricksoet al. (2005) munkaban kozoltekkeLEex=®psit Pnrt Onpat
®rp=1, €s adps) paraméter a PSII elektrontranszportjanak részesedasq a fenyfugd,
ApH-és xantofill-medialt szabalyozott terminalis mjgadisszipacié aranya,®;p a
fluoreszcencia és a konstitutiv terminalis disszifgaranya é®yr a nem nikodoképes PSII
reakciocentrumok terminalis kioltasanak aranya bwyedt fényenergia allokacidjaban. A
paraméterek szamolasa azonban Sal@l. (2009) altal médositva tortént: a parhuzamosan
nevelt kontroll névények leveleinek atlag, értékeit alkalmaztuk standardként, mint kvazi

inhibiciét nem szenvedett PSII (kontroll) hatékadyskat (Fw/Fmw).
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Feény (input) = 1

Ft Fv/Fm
Pesi = (L-—) * ,
Pl ( Fm'/ ( FVM / FmM

@ p Tnaktiv Ft Fv/ Fm
* | . AL (D = .
Akdiy = (I)NF e ( Fn' m) (FVM / FmM)
U U
‘U' ®rp= (_) (ﬁ);
(I)PS I Fm Fw /[ Fmm
Fv/Fm
Ore =1 (— ™),
CDNPQ " ( FVM / FmM)

8. abra: a Il. fotoszisztéma altal elnyelt gerjésitenergia sorsa, valamint a szamitdshoz
hasznalt képletek a paraméterek értelmezéséhez.

9. Fluoreszcencia leképezés

A fluoreszcencia leképezéshez felvillanas-indulalbreszcencia leképézrendszert
(FL-FIS, Szigeti, 2008) alkalmaztunk. A fluoreszcencia izigdsokat 440, 520, 690 és 740
nm hullamhosszon mértik. A gerjesztéshez 16,7 lkvénciaval villogd xenonlampéat
hasznaltunk, melynek gerjeézZienyét DUG 11 (Schott, Germany)isével Aexc = 360-370
nm hullamhossztartomanyra éllitottuk be. A gerjesiztartomany a kék-zold és a voros
fluoreszcencia egyidéjgerjesztését teszi leldgt. A gerjesztés hatasara a minta altal emittalt
fluoreszcens fény optikai ésésité rendszeren keresztll jutott a xenon lampa villagak
szinkronizalt, fél megapixel felbontasit CCD kamergbbjektiv: Nikon-AF Nikkor, Japan,
1:1,4 D, 50 mm @). A megfelghullamhossz tartomanyokat a kamera egy megadugtzm
szerint, megfelé szirokkel sdirte ki. Az igy keletke& kis intenzitasu fluoreszcens jel
erositésére és a pillanatnyi fluktuacié kiegyenlitesg@rkamera 400 intenzitasképet vett fel,
melyeket a méiszoftver adott 6ssze. A fluoreszcencia térképeketelek adaxialis oldalardl
szobalbmeérsékleten készitettik. Az intenzitdstérképeketidg@tuk a filterek érzékenységi
paramétereivel, a hattéib ereds fényszennyezéssel és fluoreszcens zaijjal, valamint

megvilagitd fény egyenetlenségélereds inhomogenitassal. A fluoreszcencia leképezést
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Camille 1.04, a korrekcidkat és a matematikéveteteket Camille 1.05 (Photonetics, Kehl,
Germany) szoftverrel végeztik. A fluoreszcencia-aranyok nllagéasahoz a levél
legnagyobb szélességénél maximalisan kijelélimégyzet fellletet hasznaltuk reprezentativ
mintaként, elkertlertd hogy a méfprogram a hattéeth szarmazd informaciot is
hozzaszamolja az aranyok értékeihez. A kijeloliilegek nagysadga az aranyok eértekét
érdemben nem befolyasolta (az &bkzarmaz6 hiba két nagysagrenddel kisebb volt az
azonos kezel@novények kozotti kilonbségnél).

10. A lipidperoxidacié mérése

A lipidperoxidacié meértékéea folyamat egyik ¢ termékének, a malondialdehidnek
(MDA) tiobarbiturattal tortét reakciojanak kimutatasan alapuld médszerrel hatdkomeg
(Heath és Packer, 1968). 100 mg friss névenyi astyagmlL 0,1% (v/v) triklorecetsavban
homogenizaltunk. A 15000xg, 5 perc centrifugalassgbrt feliliszéhoz a térfogataval
megegye& mennyiséfl 20% (w/v) triklérecetsavat és 0,5 % (w/v) tiobanbatot tartalmazo
reakcidelegyet adtunk, majd 30 percig, 90°C-on hdfiuk. A lehitott reakcidelegy
abszorpcigjat 532 nm-en UV-VIS spektrofotométef@himadzu, Japan) mérve hataroztuk

meg a keletkezett MDA mennyiségét{55 mM* cm™).

11. Enzimaktivitasok mérése

11.1. Aszkorbat peroxidaz (APX)

Az APX (L-aszkorbat: HO, oxidoreduktdz, E.C. 1.11.1.11) enzimaktivitdsakden
és Asada (1981) modszere alapjan meértik. 100 rag fdvényi anyagot dérzsmozsarban 1
mL pufferben (50 mM Na-Koszfat (pH 7,0), 1 mMEDTA, 0,1% (v/v) Triton X-100, 5 mM
aszkorbinsav, 2% m/V polivinil-pirrolidin) homogesdiltuk, majd a szolubilis fehérjéket
15000xg, 15 perc centrifugalassal elvalasztottuk ARX aktivitast az aszkorbat,8,-fliggo
oxidaciojakor bekdvetk€z290 nm-es abszorbancia csokkenés nyomon kovetéséraik
UV-VIS spektrofotométerben (Shimadzu, Japan) a agiéalan fogyott HO, mennyisége
alapjan ¢€=2,8 mM* cmi?). A reakciéelegy 6sszetétele 50 mM Na-K-foszféferu(pH 7,0),
0,1 mM HO,, 0,5 mM aszkorbinsav és 0,1 mM EDTA és 100 ulmeziraktum volt.

48



11.2. Szuperoxid diszmutaz (SOD)

A SOD (E.C. 1.15.1.1.) aktivitasat Smeetsal (2005) modszere alapjan hataroztuk
meg. 100 mg friss névenyi anyagot 1 mL izolalo ghemn [50 mM Na-K-foszfat puffer (pH
7,8), 3 mM MgSQ, 3 mM EDTA, 2% m/V polivinil-pirrolidin] homogen#&tunk, majd a
szolubilis fehérjéket 15000xg, 10 perc centrifugédd valasztottuk el. A SOD izoenzimek
aktivitasat nativ poliakrilamid gélen torerelvalasztast kovéen negativ aktivitdsfestéssel
hataroztuk meg. A mintakat elvalasztastteyengen szolubilizaltuk (5 mM Trisz-HCI [pH
6,8], 0,01% SDS, 10% glicerin, 0,001% bromfenolkék)tomorits gél osszetétele 4%
akrilamid, 0,125 M Trisz-HCI (pH 6,8), 10% gliceri®,01% SDS, 0,056% TEMED és
0,112% ammaodnium-perszulfat volt. A szeparal6 géll&%-os akrilamid gradiens, 5-15%-0s
szacharoz gradiens, 0,013-0,017%-0s TEMED gradi®835 M Trisz-HCI-t (pH 8,8), 10%
glicerin, 0,01% SDS és 0,04% ammonium-perszullaaiznalasaval készilt (Laemmli, 1970
alapjan, médositva). A k&dpuffer 0,025 M Trisz €@ M glicin volt. Az elvalasztas 4-8°C-
on, 20 mA/géllap allandé arandsség mellett tortént. A nativ elektroforézissela&eztott
izoenzimek aktivitasfestését 50 mM Na-K-foszfatfeuf(pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM
metionin, 60 uM riboflavin, 2,25 mM nitroblue-tetrazolium-klorisbldataban 15 perces
sttétben végzett pre-inkubacié utdn 30 perces Haggtdssal végeztik. A denzitometralt
gélekben a savok denzitdsat Phoretix 4.01 szoétiv@Phoretix International, Newcastle upon
Tyne, UK) értékeltlk Ki.

11.3. Class-lll peroxidaz (POX)

A peroxidazok (POX) kinyerését és elvalasztasatOd Szoformakkal megegyéz
modon végeztik. A POX izoformék aktivitasfestes@tp@rc, 2 mM benzidin (DMSO-ban
oldva), 3 mM HO,, 50 mM K-acetat puffer (pH 4,5) oldataban végezflikeakcio leallitasat
kovetben a geéleket 50% metanolban fixaltuk. A szkennéllekpben a savok denzitasat

Phoretix programmal értékeltuk.
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12. Mintavétel, statisztikai elemzések, illesztések

A levél elemtartalom analiziseket és karotinoidtarn-meghatarozasokat méreési
pontonként 2x2 (bioldgiaixtechnikai), mig a fluaresncia indukciés méréseket és Chl-
tartalom méréseket 3x3 ismétlésben végeztik. Anrektivitas- illetve tilakoidmembran-
Osszetétel vizsgalatokhoz 2-3 bioldgiai ismétlegaso nevelt, tdbb névény azonos

levélemelet&il szarmazo, >2 levelt izolalt atlagmintakat hasznaltunk.

A statisztikai analizisben pérositatlan t-probatA&OVA-t hasznaltunk (Microsoft
Office Excel 2007 és InStat v3.00 [GraphPad Softwanc.] segitségével). A linearis
regressziokat szintén e két program hasznalatagsrtitettiik. A ’'szignifikansan eli@r

kifejezést — ahol kilon nem jel6ljuk — P<0,05 siztikai hasonl6sagra alkalmazzuk.
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V. Eredmények

1. Hosszu idefi kadmium-stressz-indukalta valtozasok nyarfaban

Mas stresszorokhoz hasonléan, a kadmium hatas#ges d dozistdl, az expozicios
idétol  és az organizmus védekdEpességét is. Igy a védeker és
toleranciamechanizmusok megjelenésénekébétiségét, valamint a fotoszintetikus
paraméterek helyreallasat vizsgaltuk a még tolatédlkoncentraciéju Cd hosszabb tava, tébb
hetes jelenléte mellett nyarfa névényekbenCad kezelés’ alatt a nyarfa névények b
Cd(NGs).-tal tortént kezelését, mig kontroKd) alatt a 10uM vas-citrat tplalassal nevelt

novényeket értjuk.

1.1. A névekedési paraméterek valtozasa

A kadmium-stressz jeletgen befolyasolta a névények novekedését ésdisgit. A
kezelés alatt fajdott masodik (+2) levelek novekedésésen gatldédott. Mind a levelek
fellletnbvekedése, mind a széaraz- és a frisstorgatpgodasa jelefsen elmaradt a kontroll
novények +2 leveleinél mért értekéktA kontroll névények +2 levelei a kezelésbid0-11.
napjara fejezték be a feliiletnévekedésiiket, maisnidlilletiik 129,1+6,1 cfvolt. A Cad
kezelt névények +2 levelei a kezelés 9-10. napék el maximalis kiterjedésuket (58,1+2,3
cn?), ezutan tovabbi feliiletndvekedést nem tapasrialta levelek frisstomeg-gyarapodasa
a feliletnbvekedéssel megeg§erenti volt: A kontroll ndvények +2 leveleinek friss togee
kifejlett allapotban 785,7+168,2 mg, mig a Cad kKemévényeké 518,6+20,6 mg volt. A
szaraztbmeg gyarapodasa a kontroll ndévények +2€eibem a frisstomegével megegyez
Utemi volt, a kezelési id 12. napjara érte el kifejlett levelekre jelletnartékét (124,0+6,9
mg), utana mar csak kismérténem szignifikans, de tendenciézus) emelkedésmeéthed.
Cad kezelés hatasdra a széraztémeg szintén mukatott0%-nyi tovabbi emelkedést a
levélfelllet novekedésének befejdését kovdten (a kezelési il 21. napjan 88,9+1,2 mg
volt), igy a szaraztémeg-gyarapodas Uteme nem atutazignifikans eltérést kontroll
novényekhez képest. Az elhanyagolhatdé mértékaraztémeg-valtozas miatt a kezelés
masodik és harmadik hetében végzett transzlok&tdgalatokban, a levelek szaraztomegét

hasznaltuk, mint vonatkoztatasi alapot az elemkaingeiok meghatarozaséban.
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1.2. A kadmium hatasa az elemakkumulaciéra

1.2.1. A névényneveléshez hasznalt tapoldat eléniriaa

A novényneveléshez deionizalt vidh(G<4,0 uS) készitettiink tapoldatot, mely a tigzti
ellenére mérhét mennyiségben tartalmazott szamos fémes illetveférass elemet (1.
tablazat). A deionizalt vizben nem volt jelen dédékatd mennyiségben Cd, Sc és Ti, az
egyéb atmeneti fémek azonban kbdzel azonos konc@stiemn voltak kimutathatok. Néhany
esszencialis nehézfém, mint a Cu és a Mo, koneaéfaaa deionizalas ellenére is magas
maradt, igy 6sszevetléetolt a tapoldatban hasznalt teoretikus koncenixadi A Na és a Zn
koncentraciéja pedig meghaladta a negyedésséd Hoagland tapoldatét. Szamos nem-
esszencidlis fém, igy az Al, Ba, Cr, Li és Sr kancidja dsszemérhietvolt egyes
esszencialis fémekével (Cu, Mn, Mo). A tapoldatzki&shez hasznalt vegyszerékiovabbi

kis mennyiséty szennye& fém jutott a tapoldatba, mely jol latszik a demalt viz és a
tapoldat elemkoncentracidinak ¢sszevetékéb. tablazat). Egyes fémek, igy a Sc és a Ti

koncentracidja azonban még a tdpoldatban is atatadt az ICP-MS mérési kiiszobének.

1.2.2. Valtozasok a levelek elemtartalmaban

Kifejl 6désik alatt, valamint azt koven is elem felhalmozodas volt mehet2 levelekben.
Az elemek koncentracioja élsorban a levélndvekedés periodusa alatt emelkehétf, a
kifejlédés utan csak kismértigktovabbi transzlokacié volt megfigyelléet Ez utdbbi
id6szakban a makroelemek kozll a K és a Ca szérazténsggmolt koncentracidja a Ko
noveények leveleiben tendencidzus, de nem szigméikébvekedést mutatott (1. tablazat). A P
és a S koncentraciéja némileg ellentétesen valt@adevélndvekedeési édzakot koveten,
mig a Mg koncentracioja nem mutatott szignifikrédtozast. A kifejpdés alatt és utan
mérhet mennyiség (>0,1 ppm) esszencialis mikroelem (B, Cu, Fe, Ma,és Zn) és nem-
esszencialis elem (Al, Ba, Cr, Li, Ni, Sc, Sr és)Tiranszlokalodott €s halmozdédott fel a
levelekben, melyek koncentraciéi a levél kibeigsét koveten, a 7. — 21. nap kozétt is
mutattak novekedést (1. tdblazat). A nem-esszes@&mek koncentracioja alapteh az
esszencidlis elemek koncentraciéjaval parallelozalt. Az Al, Ba, Li és Sr koncentracidja

azonban csak kismértékben, nem szignifikans moduikedett.
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1. tablazat: Tap- és nyomelemek koncentraciéi amigalt vizben (A), a tapoldatban (B),

valamint kontroll és Cad kezelt névények leveleib&n levelekben mért elemadatok a 21-

napos kontroll névényeknél mért elemkoncentraciéll®an értengk. * - abszolut értékek

(Lg g* sz.t.)," - oldat koncentraciok (LM), nd — detektéalasi éntitar alatt.

7.nap 21. nap
A" B" Ko (%) Cad (%) Ko* Cad (%)
Al 3,36+0,13 3,65+1,11 8354225  29,1#32 121,00+27,19 29,7+4,7
B 4,21+1,18 11,58+3,25 85,4+9,9 99,8+7,4 44,50+4,67 528,4+76,6
Ba  0,28+0,02 0,29+0,03 92,7+11,4  456+15 316,0+36,0 61,4+4,9
Ca 17,01+1,25  1458,9+30,0 79,0+1,6 70,3+1,8 9683,0+153,9 82,2+1,5
Cd nd 0,19+0,01 1,16+0,20%  268,0+17,3* 2,28+0,65 373,0£28,2*
Cr  0,10+0,01 0,13+0,01 53,8+3,9 36,0+3,7 2,27+0,03 49,3453
Cu  0,07+0,01 0,13+0,01 74,319,4 52,0+1,7 12,70+2,49 54,5+4,6
Fe  0,87+0,10 10,07+0,26 65,0+5,2 27,8+1,7 149,00+11,43 29,4+4,1
K 4,75+1,50  1686,2+20,9 88,9+10,8  77,5+4,1 | 44126,045947,7 83,814
Li 0,22+0,00 0,42+0,01 89,6+7,3 38,9+7,2 0,46+0,19 40,2+0,9
Mg 5554050  569,63+4,86 93,9+9,1 114,1+6,4 2036,0+108,9 125,1+4,0
Mn  0,04+0,00 5,14+0,04 74,4+9,3 69,245,4 95,00+8,84 87,0+1,6
Na 27,40+10,57 33,62+0,89 76,0+8,3 52,0+1,3 903,00+21,15 57,0+12,0
Ni 0,04+0,00 0,05+0,01 54,4#31  60,4+10,3 1,04+0,10 64,2+41,0
P 3,34%0,25 252,9+18,9 115,1+#30,2  105,7+9,4 5238,5+1321,5  67,9+7,5
S 2,51+0,50 503,4+30,1 117,7+#19,4  143,5+6,5 6199,4+673,6  138,7+3,2
Sc nd nd 77,3+11,4  57,520,6 0,21+0,02 55,1+2,0
Sr  0,04+0,00 0,70+0,01 86,0+12,6  65,6+2,7 27,90+3,50 76,340,5
Ti nd nd 71,1+7,5 64,9+2,4 0,37+0,04 81,2+25,4
Zn  0,56%0,02 0,57+0,02 63,845,6 117,9+7,5 49,20+2,82 142,3+1,9

Ko novények +2 leveleiben csak elenygsaennyisé§ Cd volt mérhet (atlagban 1,16+0,2

ug g* sz.t.), mely a kezelés alatt nem valtozott szigaifsan. A Cad kezelés a levelek

novekedésgatlasaval parhuzamosan a levelekben thérleentartalomra is 6s hatasokat

gyakorolt. Relative nagy mennyigégd halmozdédott fel a levelekben. Mar a 7 naposléy

is jelents mennyisé) Cd-ot (268,0+17,3ig g* sz.t.) tartalmaztak, mely a (tovabbi) kezelés
alatt is folyamatos emelkedést mutatott (a 21. naf®¥3,0+28,2ug Cd ¢* sz.t.). A Cad

kezelés szignifikAnsan csokkentette a Ca és a Ktglllazat), valamint novelte a S

V4

jorészt valtozatlanok maradtak. A P szaraztomegénslt koncentracidja azonban sem a
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kezelés els, sem harmadik hete utan nem kiulonbdzoétt szigmilka a kontroll értékéehez
viszonyitva (1. tablazat). A Cad kezelés gyengémlema levelek Mg-koncentracidjat. A
mikroelemek kozil a Cad kezelés legjobban a Fe&mnécidjat csokkentette (1. tAblazat). A
Fe koncentracidja mar a kezeléssdigtében, a +2 levél féflése alatt drasztikusan csokkent.
szaraztdmeg-gyarapodast figyelembe véve kismirtékttdé Fe-transzlokéciéra enged

kovetkeztetni.

A Cad kezelés a levelek féflése alatt a Fe-hoz hasonlban a Mn és a Cu
periodus utdn nem mutatott szignifikdns valtozas¥jn koncentracioja gyengen emelkedett.
Mas esszencidlis mikroelemékeltérben a Zn koncentracidja @ emelkedést mutatott Cad
kezelt névények +2 leveleiben, igy a kezelési végére jeleritsen meghaladta a kontroll
levelekben mérhétértéket. A Na koncentracioja, hasonléan a K-haag Kezelés hatasara
valamelyes csotkkent a kezelésoéelsetében a kontrollhoz viszonyitva, a tovabbi kéezel
azonban nem okozott szignifikdns véaltozast. A Bdemracioja szignifikdns és progressziv
emelkedést mutatott Cad kezelt novények +2 leveteibgy a harom hetes kezelésb id
végere koncentracioja a kontrollban mééh@tiek kozel két és félszeresét érte el (1. tablaza
A Cad kezelés hatasara a nem-esszencialis fémglazicpl, Ba, Cr, Li, Ni, Sc, Sr és Ti
transzlokacioja a kontrollhoz viszonyitva fokozalmscsOkkent. A csokkenés meértéeke
azonban az egyes fémekre jellénmértékinek adddott. A harom hetes kezelési iégére
az Al, Cr, Li és Sc koncentracidja volt a legalagsbb a kontroll névényekhez viszonyitva
(<50%), mig a Ba, Ni, Sr és Ti koncentracioja atkalhnévényeknél mért koncentracié 60-
90%-a kozotti tartomanyban mozgott. A Cad kezedés-franszlokacidra gyakorolt hatasanak

részletes ismertetését Id. az Appendix B. fejeztéb

1.2.3. Véltozasok a kloroplasztiszok vastartalméaban

A Cad kezelés ésen befolydsolta a kloroplasztiszok vastartalmd®isibra). Bar a
kezelés teljes ittartama alatt fokozatosan emelkedastartalom volt mérhétmind kontroll,
mind a Cad kezelt névények +2 leveldiizolalt kloroplasztiszokban. A kezelés &lsetében
a kloroplasztiszok vastartalma a Cad kezelés hatgs&ontrollhoz viszonyitva jeleigen

lecsokkent. A kezelés eélshetének végén a kontroll/Cad kloroplasztiszok amaima
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0,67+0,04/0,41+0,04 fmol Fe kloroplasztismlt. Az elss hétl kezdve azonban a Cad kezelt
novények kloroplasztiszaiban a vastartalom a kdhto viszonyitva fokozatosan

emelkedett. A kezelés negyedik hetének végére @mn@em igy megkdzelitette a kontroll
levelekben mérhétvastartalom (1,23+0,05 fmol Fe kloroplasztis80%-at.

100 | } 3 ¢ $
3 -
S +Ko
% 80 - ! %
o
5 BCad .
S 60 - +
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L
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kezelési idd (napok)

9. abra: Nyarfa kloroplasztiszok vastartalmanakozdisa a kezelésiddlatt, a kifejlett

kontroll %-&ban (0,67+0,04 fmol Fe kloroplasztismegadva.

1.3. A fotoszintetikus pigmentek mennyiségébenrésyaiban kimutathatd valtozasok

A vizsgalt periddus alatt a kifejlett kontroll +&Jelek Chl-koncentracioja allando volt,
csak a kezelées veége felé volt némi emelkedés ayéldavelekké tortéh atalakulas
eredményeképpen (10./A abra). A Cad kezelés azoebarhatast gyakorolt a levelek Chl-
a Chl-koncentracidja a kontrollhoz képest Iényegeatacsonyabb volt. A kezelésiéid
harmadik hetében mar némiképp emetkéehdenciat mutatott. Mindemellett, a Cad kezelt
novények leveleiben mért Chl-koncentracié a keza$ végére sem érte el a kifejlett
kontroll levelekben mért értéket (a kiulonbség sifikgms volt, P<0,05).

A Cad kezelés jeletisen valtoztatta a Chd/b aranyt is (10./B abra). Mig kontroll
levelekben a kezelési ddelss heteben az aranyétt, a Cad kezelt ndvények leveleiben
erdteljesen csdkkent. Kontroll levelekben a kezelésadik hetéil volt mérhe$ a Chla/b
arany csokkenése, mely ellentétesen valtozott ak@identracio emelkedésével. A Cad
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kezelés hatasara lecsokkent @hd arany a kezelés masodik hétdblyamatosan emelkedett.
Ez az emelkedés a Chl mennyiségi novekedésével volt 6sszefliggésben. zelés id
végére a Cad kezelt névények @b aranya nem mutatott szignifikans eltérést a lafef|8-

10 napos) kontroll levelekben mérti€thl a/b aranyoktol.
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10. abra: Nyarfa levelek Chh-b tartalmanak (A) és Clad/b aranyanak (B) valtozasa a

kezelés idtartama alatt.

A Cad kezelés ésen befolyasolta #-karotin mennyiségét is (11./A abra). Mig a
kontroll névények leveleiben a kiféflés soran tapasztalt csokkenés utan érdemben nem
valtozott ap-karotin mennyisége, a Cad kezelt ndvények leveteia kezelés harmadik

hetének kezdetétfokozatosan emelkedett.

56



mol1 Chl a+b

mmol B-karotin
f o9

L=

|

mmol lutein
mol-1 Chl a+b

=)
=]

=J
=]
|

=)
L=
1

n
L=
1

(X ]
L=
1

+Ko
BCad

180 -

- - -

= L =1}

L= L= L=
1 1 1

-

=

L=
1

=)
L=

n

kezelési idd (napok)

{mmol mmol? Chl a+b)

ADEEPS

72
o
1

[ ]
[=]
1

-
=]
1

y 1

10 15 20 25 30 35

kezelési idd (napok)

11. abra: Nyarfa leveleg-karotin- (A), lutein- (B) és VAZ tartalmanak (Gjalamint a xantofill-ciklus de-epoxidaltsagi allagoak (D)

valtozasa a kezelésiddlatt. VAZ - violaxantin+anteraxanti+zeaxantfEEPS - a xantofillok de-epoxidaltsaganak kilénedégy- és
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sotétadaptalt allapotok kdzott.

of



A Cad kezelésiem valtoztatta szignifikans mértékben a luteitatarat (11./B abra). A lutein
mennyisége a fejtiés alatt tapasztalhatd csokkefiEsttekintve érdemben nem valtozott sem
a kontroll, sem a Cad kezelt névények +2 leveleib®en egyéb xantofillok mennyisége a
luteinhez hasonloan valtozott. Cad kezelés hatas®aZ/Chl arany gyengén megemelkedett
(11./C abra). Sotétadaptalt levelekben csak kisnyisédi zeaxantin €s anteraxantin volt
kimutathaté mind a kontroll, mind a Cad kezelt nixgkben. A Cad kezelt névények
leveleiben a xantofillok fény-sttét deepoxidacidipbtbeli kilénbségét jetz ADEEPS
paraméter értéke, hasonldafi-karotin-éhoz, ndvekytendenciat mutatott a kezelés masodik
hetétl kezdve egészen a kezelésh idegeig (11./D abra), és értéke a harmadik hétreege

szignifikansan magasabb volt a kontrollénal.

1.4. A fotoszintetikus aktivitast jellerizparaméterek valtozasai

A Cad kezelés és gatlé hatast gyakorolt a fotoszinzetikus elektarszportra. Mig a
kontroll levelekben a maximalis fotokémiai hatéksay (K/F.) értéke valtozatlan volt,
egyheti Cad kezelés hatasarésen csokkent (12. abra). A kezelésh ishasodik hetének
kozepébl azonban értéke gyengébben majdésebben emelkédtendenciat mutatott, amig el
nem érte a kontroll névények leveleiben mért éttélder K/F, eértékének valtozasat
leginkabb az | értéke befolyasolta, mely a kezelés 9. napjanl3,6®81, mig a kezelésidd
21. napjan 0,885+0,105 volt. Az Ertékek variabilitasa joval kisebb. Ertéke a kégield; 9.
napjan 0,316+0,057, mig 21. napjan 0,220+0,026. ¥antroll ndvények esetében mindkét
érték stabil volt a kezelésiddalatt (F: 0,190+0,015 és £ 0,920+0,096). Erdekes modon, a
Cad kezelt ndévények leveleiben egy hét kezelésutdn a fényadaptélas soran aktinikus fény
mellett mérhet R értékek efteljesen csokkentek, igy a kezelés6eds masodik hetének
forduléjan mélyen a sotétadaptaly Ertekek ala sullyedtek. A legalacsonyabb értékét a
aktinikus megvilagitas kezdedétszamitott 92,3+12,1 s mulva érte el, és csakalass
emelkedett az fértéke folé. A kezelési édmasodik és harmadik hetében egyre kevéshé,
illetve rovidebb ideig sullyedt az;laz k értéke ala. A kezelés harmadik hetének végére a
jelenség teljesen @éiut, igy kinetikai szempontbol az./F, valtozashoz hasonloan
relaxalédott. Kontroll névényeknél hasonl6 csoklketre Ffluoreszcencia kinetikdjaban nem
tapasztaltunk.
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12. abra: A PSII maximalis kvantumhatékonysagaréiozasa a kezelésidalatt.

A gerjesztési energia stresszelt ndvényekben irigoltdsat Hendricksoret al
(2005) alapjan vizsgalva az energia allokaciojanaly formjat tudtuk mérni) a PSII
reakciocentrumok aktudlis fotokémiai hatékonysa@ats)), ii) a nem nikodoképes PSII
reakciocentrumok termalis energiakonverziofgy), iii) az antennakbpH és xantofill-ciklus
altal medialt kioltasat®npq) ésiv) a fluoreszcens emissziobol és a konstitutiv tésma
disszipaciobdl szarmazé energiaveszteséggs)((13. abra). Kontroll ndvenyekbendapq
értékében a harmadik héten bekdvetkezett fokozeddkkenést leszadmitva nem mértlink
érdemi valtozast a gerjesztési energia allokacasjaliJgyanakkor a Cad kezelés minden
energia allok&ciot jellenzparaméter értékéredarhatast gyakorolt (13. abra).
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13. &bra: A gerjesztési energia allokaciéjanakozéisa a kezelésiddalatt: (A) Dpg — mikdds PSII reakcidcentrumok fotokémiai kioltésa, (B)

09

®;p — fluoreszcencia és konstitutiv disszipacio, ¢y — nem niikddé PSII reakciocentrumok kioltasa, (@hpq— xanthofill-ciklus-fugd

kioltas.




A Cad kezelt novényekben®ps), paraméter értekében hasonlo jellegltozasok zajlottak
le, mint amilyet a maximalis kvantumhatékonysagésen is mértink (13./A abra). A PSII
reakciocentrumok aktualis hatékonysagaval elleatétmodon valtozott az inaktiv
reakciocentrumok kioltasanak meértélkeng) (13./D abra). A kezelés élheteben abypg a
®nr paraméter novekedésével parhuzamosan csokkentralkodvényekhez viszonyitva, de
a masodik hét masodik fetétkezdve fokozatos emelkedést mutatott, mig el eetm vagy
meg nem haladta a kontroll levelekben méjtatéket (13./C abra). A konstitutiv disszipacio
(dsp) valamelyest névekedett Cad kezelés hatasara elésemegkezdését koven, de az
emelkedési tendencia megallt a kezeléss eietének végére. Ertéke ezen a stabil,
megemelkedett szinten maradt a kezelési tdljes hatraléy részében. Szamotigv
csokkenését csak a 25. kezelési naptol kezdveektimeegfigyelni (13./B abra).

1.5. Tilakoid 6sszetétel

Az izoldlt tilakoidmembranok pigment-lipoprotein rkplexeinek szervédését 2D
(nativ/iISDS) PAGE segitségével vizsgaltuk (14. alkaljontroll névények leveleild izolalt
tilakoidmembranok 6sszetételében nem, illetve @akarnyéklevéllé valassal dsszeféigg
valtozasok voltak kimutathaték a kezeléstadtama alatt (15./A abra): a kezelés negyedik
hetétl fogva, a novekedés kovetkeztében a +2 levelekét mdegvilagitas intenzitas-
csokkenésével parhuzamosan az LHCIl és részbenl ad?& fellletegységre vonatkozo
koncentraciéja enyhén emelkedett. Ugyanakkor, a &ezklés a kezelés &lshetében
erdteljesen csokkentette a PSI core, illetve az LH&bmMplexek mennyiségét. Ezzel
parhuzamosan a PSII core, a PSIl CA, valamint aZlLidennyiségében csak kisebb méiitek

csokkenés volt kimutathat6 (15./B abra).
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14. abra: A pigment-lipoprotein komplexekek szétgsatasa nativ (1.D), majd denaturalo
(2.D) PAGE segitségvel. A futas iranyat nyilak ielzAz el dimenzié savjai: 1. —
PSI+LHCI+LHCII, 2. — PSI+LHCI, 3. — PSI+LHCII, 4.RSI CC, 5. — PSII CC, 6. — PSII CC
minusCP43, 7. — D1+D2, 8. — LHCII, 9. — LHCII, 10.CP43, 11. — CP26 és CP29, 12. —
CP24 és LHCI, 13. — szabad pigment. A masodik daidefontosabb savjai: I. — apoLHCI, II.
— apoLHCII, lll. = D1, IV. — D2, V. — CP43, VI. — A7, VII. — apoP700. A méasodik
dimenzidban a savos futas a szétvalt foltok azédwdioz felvitt SDS-DTT szolubilizalt
tilakoid-proteinek futdsabol szarmazik.

A kezelés masodik hetének végjéde kilondsen a harmadik hidtkezdsdéen markans és
progressziv valtozasok indultak meg a tilakoidmeinbisszetételében. Részben a PSII core
és az LHCII, de kuléndsen a PSI core complexek ryisageben ételjes emelkedés indult
meg. Ez a PSI és a PSII core esetében csak rowishdk bizonyult. Lokalis maximalis
mennyiséguket a kezelés 16. napjan érték el, madngiséguk Ujbdl a kordbban mérhet
szintre slllyedt vissza. Az LHCII mennyiségébenamgpkkor lassu, de folyamatos emelkedés
volt mérhed. A kezelés negyedik hetének kezdd@téazonban — az LHCI komplexek
kivételével — Ujbdl &s emelkedés volt mérltet A kezelés negyedik hetében a tilakoid-

osszetétel kozelitette a kontroll levelekét.
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15. &bra: A pigment-lipoprotein komplexek mennyiséitozasa a kezelésiddlatt,

A — kontroll, B - Cad kezelés.
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1.6. Védelmi mechanizmusok aktivalodasa hosszahbkadmium-expozicio alatt

1.6.1. Fenoloid-metabolizmus

A PSIl reakciocentrumok maximalis és aktualis kuambatékonysagaban mert
kinetikdhoz nagyon hasonlo kinetikaju valtozasaodtetektaltunk a Cad kezelt levelek tobb
hullamhosszu fluoreszcencia leképezéssel mért 8@ fluoreszcencidjaban s¢f 16.
abra).

0,90 - FviFm (Ko) oFviFm (Cad) - 4000
+ F520 (Ko) BF520(Cad)
- - 3500
0,80 - ’
‘i - 3000
. 070 q+ 'S - 2500 E
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0,40 . . . . 500
0 5 10 15 20 25
kezelési ido (napok)

16. abra: A PSIl maximalis kvantumhatékonysagafralkg) és a levelek zold tartomanyu

emisszidjanak (&0 parhuzamos valtozasa a kezelééiathtt.

A levelek névekedési periodusaban mind a kontmolhd a Cad kezelt névények esetében az
Fso0 emdteljes cstkkenését meértik. A levelek kibegsét koveéten ez konstans/allando
alacsony értéken maradt a kontroll névények lelelei A Cad kezelés hatasara azonban a
kezelés 7.-8. napjat kovéetn egy fokozatos, de tartds emelkedés volt medfigite Fontos
megjegyezni, hogy a zold fluoreszcencia levéllemezértérd eloszlasa nem mutatott
semmilyen valtozast, azaz az emelkedés a levélleatjeg feliletén egyenletesen ment végbe

(az eredményeket nem mutatjuk). Megemelt fényiritasan (L250: 25@mol m? s*) nevelt
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kontroll névények levelei hasonlo jelieégvaltozast mutattak. Az sky/Fs40 aranyt a Cad
kezelés harmadik hetének végére a kontroll levéledkének 289,0%-ara, mig L250 kezelés
hatdsara 177,7%-ara emelkedett.

Az intakt levelek 365 nm-es gerjesztés mellettgddsfluoreszcencia spektruméaban, a
fluoreszcencia leképezéssel kapott eredményekneyfeteen, mind Cad, mind L250
kezelés hatasaradteljes emelkedéseket mértiink a spektrum 500-60@sulldamhossz-
tartomanyaban (17./A éabra). A fluoreszcencia spehkirak ebben a tartomanyaban a
kontrollhoz  viszonyitott  kulonbség-spektrumok afapj négy 6&bb komponenst
azonositomutattunk Kisko, Fs30, Fs50 €S g0 €missziés maximummal (17./B abra). Bar a z6ld
€s sarga hullamhossztartomanybé fasoreszcencia mindkét kezelés esetében novekedett
Fsi0 komponenst csak a Cad kezelés hatasara figyeltély, mig az Ezo, Fss0 €S Feo
komponensek kulonbdéz mértékben, de mind Cad, mind L250 kezelésre eéerpde
reagaltak.

A leveleki®l készllt felvékony nativ metszeteken vizsgaltksa-sosfluoreszcens jel
lokaliz&cidjat (18. &bra). Mind a kontroll, mind kezelt névények esetében jel&nt
fluoreszcens jel szarmazott az epidermisz &idejtfalabdl, valamint a szallitbelemek
masodlagosan vastagodott sejtfalszakaszaibdl. Amonmind Cad, mind L250 kezelés
hatasara jeledisen megemelkedett a mezofillumbol szarmazo fluoesss jel efssége. Az
intenzitas-emelkedés mindkét kezelés esetében oisdben szarmazott a sejtfalakbdl,
leginkdbb a vakudlumokban illetve a kloroplasztidTan halmozédtak fel zoéld
hulldAmhossztartomanyban emittal6 anyagok. Emettetidkét kezelés jeleésen novelte a

mezofillum vastagsagat is.
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17. &bra: +2 levelek szob@&hérsékleten méinh vivo fluoreszcencia spektrumaig(=365 nm)
a kezelés harmadik hetének végén (A), illetve Cadés L250-Ko kildnbség-spektrumok
(B). Négy, a zold-sarga hullamhossz-tartomanylia féskomponens mutatott a kezelések

hatasara emelkedést (nyilak mutatjak).
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18. abra: Z6ld hullamhossztartomanyl emisski@.(=
510-525 nm) harom hetes +2 levelek nativ
keresztmetszeti fluoreszcens mikorszkopos képér, A
kontroll, B — Cad, C — L250, a hosszusagi jel: 160



A fenoloid-tartalom valtozasai kovették a zold ésga fluoreszcencia valtozasat. Az
0sszes-fenoloid tartalom emelkedése (19. abra,nérddb 179,4/344,7%-a) tendenciajdban
hasonlé volt, mint a 17./A abrdn bemutatott zdldyaafluoreszcencia kumulativ 4do-609
novekedése (a kontroll 159,3/167,2%-a).

10 -

Relativ fenoloid-tartalom
(A2g0.367 MY sZ.L.)
>

on
1

Ko Cad L250

19. abra: Harom hetes +2 levelek teljes fenolortaiana (kummulativ abszorbancia 280 és
367 nm kozétt, mg szaraztdmegre vonatkoztatva). A kezelések koziitbnbségek
szignifikansak (egy utas ANOVA, Tukey-Kramer poszdzttel, p<0,05).

1.6.2. Oxidativ kdrosodas és antioxidativ védelem

Az oxidativ stressz 8ssége egyszéen merhet a lipidek peroxidacidjakor
felszabadulé malondialdehid (MDA) mennyiségi vaéteanak kdvetésével. Cad kezelés alatt
az MDA mennyisége jelets emelkedést mutatott a kontrollhoz viszonyitvalyneenelkedés
a kezelés masodik hetének végéig folytatodott @fra). Ezen a ponton a Cad kezelt
novények leveleiben a kontroll levelekhez viszorgi®41,0+19,8%-kal magasabb MDA-
tartalmat lehetett kimutatni. A kezelés masodikéhek vegéil azonban az MDA-tartalom
lassu, fokozatos csokkenése volt megfigy€élhAtkezelés negyedik hetének végére az MDA

mennyisége lecsokkent a kifejlett kontroll leveleklmérhet értékre.
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20. abra: Az MDA-tartalom valtozasa levelekben a2gkési id alatt, a kifejlett kontroll
levelek értékének (82,6+12,2 nM MDA'd.t.) %-aban kifejezve.

A SOD izoformak kummulativ aktivitdsaban tobbnyosbkkenés volt kimutathatdé a
Cad kezelt novények leveleiben, de ciklikus valsmi@at mutatott nagyjabdl kéthetes
periddusokban. igy a kezelés 14. és 29. napjankigdmbozott szignifikansan a kontrolltol.
Nativ PAGE segitségével a SOD négy izoformajatukidtivalasztani (21. abra). Az egyes
savokat Bernardet al (2004) és Marroret al (2006) nyarfa SOD izoenzimekkel végzett
munkaival 6sszehasonlitva, a ndvékwobilitas sorrendjében az alabbi izoenzimeket
azonositottuk: (I) MnSOD, (Il) Cu/ZnSQOD, (lll) Fe®s (IV) Cu/ZnSOD.
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7. nap 21. nap
Ko Cad Ko Cad

SOD

I (R:0.328)

IO (R;0.429)
I (R:0.463)
IV (R;0.498)

(R0.043
(R;0.076

POX

(R;0.205)
(R;0.259)
(R;0.286)
(R;0.345)
VII (R;0.375)
VIO (R;0.459)

IX (R:0.581
X (R;0.613
XI (R:0.632

XII (R;0.684)

21. abra: Nativ gélek aktivitas-festésével meglattt SOD és POX izoformak a kezelési

id6 elsy és harmadik hetének végén.

Cad kezelés hatasara legérzékenyebben az | (Mn®0&ekedett) és a IV (Cu/ZnSOD;
csokkent) izoforma reagalt (22./A,C abra), mig .a(@u/ZnSOD) izoforma aktivitAsa nem
mutatott szignifikans eltérést a kontrollhoz képéstm mutatjuk). Periodikus aktivitas-
véltozasokat csupan a lll (FeSOD) izoforma esetébéntiink (22./B abra). Az aktivitas
véltozasanak tendenciaja hasonl6 volt mind kontrolhd kezelt ndvények levelei esetében,
de a ciklusok idbeliségében a Cad kezelésnekdser modosité hatasa volt.
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22. abra: Leveleld izolalt SOD izoenzimek aktivitasanak
valtozasa a kezelési ddalatt. A — I. (MnSOD), B — Ill.
(FeSOD), C — IV. (Cu/ZnSOD). A relativ aktivitagékek a
kifejlett kontroll %-aban érteritk: MnSOD — 37,1+0,0 §

FeSOD — 136,2+15,4y Cu/ZnSOD — 569,9+212,9'g




A Cad kezelt névények leveleiben a FeSOD aktivithsaasodik hét végén érte el a
maximumat, mig ez kontroll levelekben csak a haiknhdt kozepére esett. Altalanossagban
minden periédusra elmondhaté, hogy a Cad kezeldasdra a ciklusok korabban
jelentkeztek, igy kdzel 5 nappal tértek el a kahimévények leveleiben mérkieertékekhez

képest. A reakcidécentrumok mennyiségéenek ciklikudtozasa nagyfoku hasonlésagot
mutatott a FeSOD aktivitasanak szintén periodilkalfozasaval, mely periodicitasban mind a
PSI core mennyisége (v.0. 15. 4bra), mind a FeS@ivitasa a kezelés megyegyez

fazisaiban mutatott maximalis értékeket.

Cad kezelés hatdsara a POX aktivitas a kontrolelédben meérhét erték folé
emelkedett a kezelés élgs masodik hetében, de a kezelés harmadik het@ygke ez a
kilénbség elint. Megjegyzend, hogy a kezelési idteljes hossza alatt a POX aktivitas
fokozatos emelkedése volt mémheanind kontroll, mind kezelt névények leveleiben.tiMa
akrilamid géleken 12 POX izoenzimet tudtunk elvalasi (21. abra), melyek kézul harom
izoforma csak a kezelés élkét hetét kovéien jelent meg. A Cad kezelés az egyes
izoformékat eltéfen befolyasolta. A hatas émsége és a hatas iranya alapjan a POX
izoenzimeket négy csoportba soroltuk. Azéetsoportba tartozé izoformak (I., 1ll. és IV.)
aktivitasat a kezelés nem befolyasolta, vagy neigngikans hatast gyakorolt ra (nem
mutatjuk). A masodik csoport izoenzimei (ll., Vk ¥11) korében a kezelés elején nem volt
kulonbség a kontroll és a kezelt levelek POX akisa kozo6tt, de a masodik ti¢ta Cad
kezelt levelek aktivitdsa szignifikansan alacsomgabdlt (23./A abra). A harmadik csoportba
sorolt (VIII., X., XIl. és részben az V.) izoform&setében az aktivitas a kezelés elét
hetében szignifikansan magasabb volt Cad kezelkmyk leveleiben, mint a kontrollban, de
a kezelés masodik hetére a kulonbséneli23./B abra). A negyedik csoportban (IX. és XI.)
az izoenzimek POX aktivitasa Cad kezelés hatasakezalés teljes iitartama alatt a
kontrollnal magasabb volt (23./C abra). Altalanggsd elmondhato, hogy a kezelt névények
leveleinek a kifejpdése utan a bennik meérhiePOX-aktivitas kevéssé valtozott, csak

kismértéki emelkedést tapasztaltunk.
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23. abra: Levelek POX izoformainak jellebnzaktivitas-
valtozasai a kezelésiddalatt, A — VII. izoforma (Rf 0,375) B
— X. izoforma (Rf 0,623), C — XI. izoforma (Rf 0B8 Az
aktivitasok a Kkifejlett kontroll levelek eértékeinekVII.:
1168,1+238,0 H{ protein, X.: 4582,0+1634,3 [Igprotein,
X1.: 11228,5+3779,3 [y protein) %-aban vannak megadva.




A kontroll levelekben az APX aktivitas a kezelé§ete idstartama alatt nagyjabol
valtozatlan volt. A Cad kezelés élbetében az APX aktivitas csdkkent a levelekberjdma
azutan emelkedni kezdett és fokozatosan elértépkéelensen meg is haladta a kontroll
levelekben mérhétaktivitast (24. abra). Ez az emelkedés, bar d@testeabjellel, de hasonlo
lefutassal valtozott, az MDA mennyiségének csokkénél dsszevetve. Fontos megjegyezni
azonban, hogy néhany nappal mégis ntemiel azt a valtozasok megjelenésének idejét

tekintve.
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24. abra: A levelek APX aktivitasanak valtozasaadtési id alatt. Az értékek a kifejlett

kontroll értékének (9,0+4,1 pmol aszkorbat pg protenin™) %-aban vannak megadva.
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2. Az akut kadmium-stressz tiineteinek regeneraltata megemelt vasellatassal

Mint az ebzéekben lathatd volt, a Cad kezeléésan csokkentette a kezelt ndvények
leveleiben szamos esszencialis tapelem mennyiségeéljett efsen gatolta a fotoszintetikus
apparatus fefldését és rfikddését. Mivel a fotoszintetikus apparatus felépgilés rikddése
szempontjabol a Cd-stressz alatt menyiségébenki@gin csokkefi Fe szerepe kiemelten
fontos, vizsgéaltuk hogy a megemelt Fe ellatas hodyefolyasolja a Cd-stressz tlineteinek
helyreallitasat. Az eredmények bemutatasa soranCad/Ko50' jeldlést, illetve a
'mesterségesen regeneraltatott novény’ kifejezestegy héten at 1M Cd(NGs),-ot
tartalmazo tapoldatban nevelt, majd a kezelés gjat@ Cd jelenléte nélkil, de emelt (50
uM) Fe"V -citrat koncentrécié mellett regeneraltatott noveme értjiik.

2.1. A vas és kadmium felvétele

Cad kezelés efshete alatt, ami a Chl-bioszintézis gatlasan tdlo@szintetikus
elektrontranszportlanc tikodését is éisen csokkentette, drasztikusan csokkent a kezieliés a
fejlodott levelek vaskoncentracidja (akut kadmium-stresfz akut tineteket mutatd Cad
intenziv vasfelvétel volt mérhieta tdpoldatbdl, amit a tapoldat vastartalmanak dsgyal
jellemeztink (25. abra). A kontroll névényekhez drdSan, ebben az esetben is a tapoldat
vastartalmanak teljes felvételét tapasztaltuk 72 alatt. A tapoldatbdl torténvasfelvétel
kinetik4ja is hasonlo volt a kontroll, valamint adZKo50 névenyek esetében. A megvilagitas
idétartama alatt a tapoldat vastartalmanakedjes fogyasat mértiik, mig a sotétperiddus alatt
a kovetked fényperiddus kezdetéig nem valtozott a tapoldatkeancentracioja. A vasfelvétel
relativ intenzitasa a tapoldatcserét kévetss nap volt a legmagasabb, majd a tapoldat

csokkerd vaskoncentraciojaval parhuzamosan a felvétel mit@sa is fokozatosan csokkent.
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25. abra: Kontroll és Cad/Ko50 novények (jellémzanintdk) tapoldatbdl tortén
vasfelvételének napi ciklusa. S6tét oszlopok jeldlisttétperiodusokat. Az illesztett gorbék
mutatjak a valtozasfiranyat.

A Cad kezelt ndévények leveleinek témeg- és felilettkedése a kezelésiéi®-10. napja
korul befejepdott. (Id. 1V./1.1 fejezet) Ennek megfaleh a 7 napos Cad kezelést kdeet
regeneraltatott névények +2 leveleiben is mar dsakeértékben valtozott a levelek tdmege
és felllete. A levelek fellletnbvekedése napszakimsust mutatott, és egyértelimn a
sotétperiddusokhoz kédott (26./A abra). A fény- és sotétperiddusok adayend mértéki
novekedés volt kimutathato a levelek frisstomegérétozasaban (26./B abra). Ugyanakkor,
a levelek széraztémeg-gyarapodaséselshan a fényperiddus alatt volt methé26./C abra).
Mind a felllet- mind a szaraztomeg-novekedésbéh fokozatosan gyendilintenzitast
mutatott. Ennek eredményeként a regenerdltata8i hdrmadik napjara a valtozas

gyakorlatilag a nulldhoz kozelitett (10. nap: eelek ndvekedési periodusanak a zarodasa).
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26. abra: Cad/Ko50 ndvények +2 leveleinek felllegk@dése (A), valamint friss- (B) és
szaraztomeg-gyarapodasa (C) a regenerdltatas idiejit. Sotét oszlopok jeldlik a

sotétperiddusokat. Az illesztett gorbék mutatjdldkozas & iranyat.

A levelek vastartalma a tapoldat cseréjét kéeet ~3 Oras lag-periédus utan indult

ndvekedésnek (27./A abra), és jellegzetes napszékusst mutatott. Emelkedés kizarélag a
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fényperiédusok alatt volt megfigyellietmig a sotétperiédusok alatt a levelek vastartalma
nem valtozott. A vastartalom emelkedése a regemé&ial masodik napjan volt a
legintenzivebb (400,5+6,2g h'), mig az el§ fényperiddus alatt a vasfelvétel intenzitasa a
lag peri6dust kévétidsben valamelyest kisebb, 194,7+58 h* volt. A regeneraltatas alatt
nem valtozott szignifikansan a Cd levélbeli koncécibja (nem mutatjuk). A levelek
kismértéki tomegndvekedését figyelembe véve azonban ez Kiékiénetté Cd-tartalom

gyarapodast jelentett (27./B abra).
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27. abra:Cad/Ko50 ndvények +2 leveleiben a Fe€@d-tartalom (B) valtozdsa a
regenerdltatas alatt. S6tét oszlopok jeldlik atpét@dusokat. Az illesztett gorbék mutatjak a

valtozéas & iranyat.

A vastartalom ndvekedégéeltérven a Cd levélbeli mennyisége alaeat a sttétperiddusok
alatt ndvekedett, mig a fényperiédusok alatt stlignagy mennyiségének valtozasa nem volt
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szignifikans. A tapoldat cseréjét kogabvid lag-periddus utan, a névekedés meginduldsava

egyidejileg kismérték csokkenés volt mérhea +2 levelek Cd-tartalmaban.

Munkénk soran vizsgaltuk a regeneral6do levedekivlalt kloroplasztiszok vastartalmét is a
regeneréltatds kezdeti szakaszaban (28. &bra). & eapon a kloroplasztiszok
vastartalmaban csupan kisméftékaltozasokat meértiink. A regeneraltatas masodikanap
azonban a kloroplasztiszok vastartalmétedpesen emelkedett, és ez még intenzivebben,
folytatédott a regenerdltatas harmadik fényperiadas, aminek eredményeként

megkdzelitette a kontroll szintjét.
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28. dbra: Cad/Ko50 ndvények +2 levetgilzolalt kloroplasztiszok vastartalmanak valtozdsa
a regeneraltatas soran. Sotét oszlopok jeldlikétperiddusokat. Az illesztett gorbék

mutatjak a valtozasfiranyat.

2.2. A fotoszintetikus pigmentek valtozasai

A levelekben a fotoszintetikus pigmentek mennyisége&kenyen reagalt az egy hetes
Cad kezelést kovéttapoldat cserére. A Claltb koncentracidja (29./A abra) a regeneraltatas
meginditasat kovéen azonnal novekedésnek indult, majd valamelyesiszaesett,
parhuzamosan a friss tomeg gyarapodasanak megsdgala Az ezt kovét regeneralodasi

periodusban, kiléndsen a regeneraltatds masodigpdéddusa alatt, a Chl-koncentracio
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fokozatos novekedést mutatott. Ennek eredmeényekentgeneraltatas negyedik napjara
értéke megkozelitette a kifejlett kontroll levelekbis mérhét Chl koncentraciot. A nem
regenerdltatott, mindvégig Cad kezelt novényekl&len szintén mérhétvolt valamekkora
Chl-tartalom gyarapodas ebben azéshkban, de messze elmaradt a regeneraltatott

novényekben mért értékt(v. 6. 10./A abra).
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29. abra: A Chl-koncentracio (A) és a @b arany (B) valtozasa Cad/Ko50 névények
leveleiben a regeneraltatas ideje alatt. Piros hMet@i a kifejlett kontroll névények értékeit.

Sotét oszlopok jeldlik a sotétperiodusokat. Azsifiett gorbék mutatjak a valtozdsifanyat.
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A Chl a/b arany is markans valtozasokat mutatott a regeaéhalthatasara (29./B
abra). Az egy hetes Cad kezelt névények leveleibérnet lecstkkent arany a regeneraltatas
kezdetén megfigyelhétiag-periédus utan ételjesen emelkedett, és a regeneraltatds masodik
napjanak vegére a Chd/b arany a kontroll levelekben meérlieértéknél is magasabb
maximumot ért el. Ezt kévéen a Chla/b arany csokkent, és a regeneréltatas harmadik
napjan a kontroll levelekre jellezrtéket mutatott, és a tovabbiakban allandé maradt
sotétperiodusok alatt, Chl szintézis hianyabamrany értékében valtozas nem mutatkozott.

A karotinoidok Chl-hoz viszonyitott mennyisége efiggzetes valtozdsokat mutatott a
regenerdciés periodus soran.pAarotin mennyisége némiképp a Giib ardny valtozaséat
idézs modon valtozott, de azzal ellentétben ad astétperiddus ideje kdrnyékén mutatott
maximalis értéket, majd csokkent a koncentracidfa/A abra). A lutein koncentraciojafa
karotintél eltében a kezdeti, efs fényperiddus alatt mért csokkenés utan a masodik
fényperiodus alatt ételjesen emelkedett, majd a harmadik regeneraitatapon a
mennyisége Ujbdl lecsokkent és igy felvette a kadintevelekben is mérhétértéket (30./B
abra). A xantofill-ciklus pigmentjeinek 6sszmenmgse EVAZ) Cad kezelés hatasara
megemelkedett, mely megemelkedett szint a regdatial alatt nem valtozott jelésen.
Meg kell jegyezni, hogy napi szinten nem szignifiskemelkedések és csokkenések voltak
meérhetk (30./C abra). Hosszabb dihvon egy kismértdk de folyamatos csokkenés
figyelheb meg, s igy valamelyest kozeledett a kontroll lekben mérhét értékhez. A
xantofill-ciklus pigmentjei de-epoxidacios allapotk valtozasat jelz ADEEPS paraméter —
szemben &VAZ értékével — efs valtozasokat mutatott a regeneraltatas hataSérdD(

abra). A valtozas itbeli lefutasa leginkabb a Chlb arany valtozasaval mutatott egyezeést.
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30. abra: As-karotin (A), a lutein (B), ZVAZ (C) mennyiségében, valamintADEEPS (D) értékében mért valtozasok a regenerslid&e
alatt. A kontroll levelek értékeit piros vonal jgldBotét oszlopok jeldlik a sotétperiodusokat. idesztett gorbek mutatjdk a valtozadsifanyat.
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2.3. A fotoszintetikus elektrontranszportikbdése

A fotoszintetikus elektrontranszportlanc allapg@tjellemzi a PSII rekciocentrumok
fényadaptalt aktudlis kvantumhasznositasdnak aékeertA Hendricksonet al (2005)
egyenletei alapjan szamolt fotokémiai kioltdBp4), az antennarendszerhez ddit nem-
fotokémiai kioltas ©npo), és a konstitutiv energiadisszipac# §) mértéke allando értékeket
mutatott, és a nem funkcionalis PSIlI reakciocentkinm-disszipacioja ©ng) definicio
szerint 0 kordli értéken maradt a kontroll névényekeleiben a regeneraciés periddus teljes
idétartama alatt. Az egy hetes Cad kezelés hatasigaatb@zott paraméterekben (13. abra)
azonban a regeneracid®taijes valtozdsokat indukalt. A regeneraltatds reedisét kovéen
a ®pg lassan emelkedett, de azéetsapon még a kontroll leveleknél mért erték aladranlt.

A masodik fényperiédus alatt azonban mar megkéttdits elérte a kontroll névényekben
mért értekeket (31./A abra). A harmadik fényper®dalatt mar nem volt szignifikans
kilénbség a kontroll és a kezelt névények értékedkt. Adps -vel ellentétes tendenciaju, de
azonos kinetikaju valtozas volt mérbed Op, de kilondsen abye paraméter értékében
(31./B, D abra). A kezdeti, jelafden megemelkedene €rték a regeneraltatds harmadik
napjara teljesen kontroll szintre csokkent. ¥, paraméter esetében a véltozas kisebb
mértéki, de ezzel teljesen egyetendenciaju volt. Az eddig emlitett paramétereldagimben

a dnpg érteke nem kilonbozott szignifikdnsan a regereggdt elején a kontroll értekét
azonban az elsfényperiédus végeén egy kiugrd csucs jelent meigggdtlen mérésekben. Ez
az érték a masodik fényperiddusra teljes mértékbé&ontrollal megegyéwé valt, €és nem
mutatott tovabbi valtozdsokat a regenerdltatas memado idejében (31./C &bra). A
legnagyobb mértékvaltozasok a regeneraltataséefényperiédusa alatt kovetkeztek be, és

két nap alatt maradéktalanul helyreallt a fotostikts elektrontranszportlancikbdése.
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2.4. A tilakoidmembranok osszetétele

A tilakoidmembranok osszetétele egyheti Cad kezebdgsasara mar |jeleid
valtozasokat mutatott (14. abra): a PSI core és ILK@nplex mennyisége ésen csotkkent.
A regenerdltatas éldényperidodusa alatt nem tortént kimutathatd vasoa tilakoidmembran
Osszetételében. A masodik fotoperiodus kezdetér@SHl core mutatott némi, nem
szignifikans emelkedést. Mennyiségének emelkedésenban atmenetinek bizonyult.
Parhuzamosan a PSII core mennyiségével a PSII Gfyisege is emelkedésnek indult. A
masodik fényperiédus soran a PSI core mennyisédatiawa legdisebb emelkedést (32./A
abra), mely kinetikai szempontbdl egyezéseket matatloroplasztiszok vastartalmanak
valtozasaval (v. 6. 28. abra). A PSI core mennyséb egyltt, de attdl &ben némileg
elmaradva, emelkedést mértink az LHCII komplexeknmgeségében is. A harmadik
fényperiodus alatt a valtozdsok tendenciai folyasat maradtak, mig a negyedik
fényperiodus alatt csak az LHCIlI komplexek mennygsémutatott tovabbi fokozatos
emelkedést. A legnagyobb mennyiségben jelénl&€hl-a és Chla/b pigment-protein
komplexek hanyadosat, a (PSI+PSII)/(LHCI+LHCII) mgiségének aranyat vizsgalva
(32./B abra), a hanyados értéke az dinyperiddus alatt nem mutatott valtozast, majd a
masodik fényperiédus kezdetberss emelkedésbe kezdett és a masodik fényperiédéserég
elérte maximumat. Ujabb véaltozas csak a negyedildériodus alatt tortént megint, amikor
szignifikAnsan csokkent. Az arany valtozasainalegeletessegei tobbé-kevésbé j6 egyezést

mutatnak a Ché/b arany idbeli valtozasaival (v. 6. 29./B abra).
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32. é&bra: Chl-ptotein komplexek mennyiségének ddseu Cad/Ko50 és kontroll (A)
novények leveleiben a regeneraltatas ideje alatt(X8hl-a protein)/EChl-a/b protein)
aranynak (Chh és Chla/b kots fehérjék aranyanak) a valtozasat Cad/Ko50 névények
leveleiben a (B) abran mutatjuk. Sotét oszlopokliela sotétperiodusokat. Az illesztett

gorbék mutatjak a valtozas franyat.
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V. Az eredmeények megvitatasa

A Cd a novények szamaraoeen meérgekz nehézfém. Elslleges jeleriisédi a
vashaztartasra gyakorolt zavaré hatasa. Cd jeédrdéta hajtasba iranyul6é vas-transzlokacio
jelenbsen lecsokken, ami a vastartaimu fehérjék, feHéaqaplexek szintézisének,
aktivitasanak csokkenését vonja maga utan. Kor&pbdmeényeink alapjan ismert, hogy
nyarfa novényekben a Cd-stressz mar kialakult ginet helyreallithatok a vasellatas
megemelésével, mely folyamat soran a levelekbemngel vasfelhalmozddas volt
megfigyelhed (Solti, 2008). Ezek a vizsgalatok rdmutattak arfnagy a regeneracios
folyamatok okainak megértéséhez a valtozasok kia@inak részletesebb megismerése
szlikséges. Hosszabldidtan, a vasellatas valtoztatasa nélkil, spontétom& végbemegy a
regenerécié a kadmium-stresszelt novényekben. deligozatban a tapoldat vastartalmanak
novelését kovéen részletesebb dbeli felbontasban vizsgaltuk a gyors valtozasoitlatye
kovettik ezeket a hosszu itlepd-stressz alatt az ok-okozati viszonyok feltaréiskekeben.
Mivel a levelek vastartalma jeldi®t részben a kloroplasztiszokban talalhatdé meg €sl-a
stressz a fotoszintetikus struktirék kialakulasgsarikodésére jeleis hatast gyakorol, a
kulénbo tipusu regeneralddasi folyamatokban vizsgaltukoeoklasztiszok vastartalmanak

novekedése és a regeneracios folyamatok kinetikaatti 6sszefliggéseket is.

1. Fe-Cd kolcsonhatas hatasa a vasfelvételre, -traxriokaciora és a sejtszirit vas-

homeosztazisra

1.1. A vas felvétele

A Cd jelenléte ismereteink szerint koélcsbénhat a kgyék vasfelvételével és
szallitasaval (Korshunowvet al, 1999, Yoshihar&t al, 2006, Hodoshimat al, 2007), igy
Cd-stressz hatasara, a vashianyossa valé hajtdsttimal gyokérben a vas koncentracioja
jelentbsen emelkedik (Fodaat al, 2002). A jelenség hatterében részben az alivaty Cd-
stressz hatdsara a gyokerek vasfelvételéértogeldRT1 transzporter expresszidja mégn
(Hodoshimaet al, 2007), mig a transzlokacioban szerepet jatsz®@3JF-Rxpresszidja
rendkivil lecsokken (Yamaguchiet al, 2010). Az akut Cd-stressz tlneteinek
regenerdltatdsakor a fényperiédus kezdetén alkalinargemelt vasellatas hatasara - egy
rovid ideji lag-periddustol eltekintve - a tapoldatbdl tottérasfelvétel azonnal megindult
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(25. abra). A transzporterek szamanak/aktivitasanalekedését alatamasztja, hogy ezek a
novények oOtszoérosére emelt vasellatds mellett maltadr kontroll ndévényekhez hasonlé
lefutasu felvételi gorbét, azaz a vasfelvétel intEsa nagymeértékben felilmalta a kontrollok
vasfelvételi intenzitasat (v.0. a két ordinata-lz¢éést). A nagy intenzitasu vasfelvétel annak
ellenére, illetve amellett volt megfigyelldet hogy a Cd-stressz hatasara mar jéent
mennyisé§ Cd, illetve Fe halmozédott fel a gytkerekben (Foetoal, 2005). A tapoldatbol
tortérd vasfelvétel mértéke ezért mindenképpen kiemejtefipet érdemel a névénynevelés,
illetve a tapoldat-frissités gyakorisdga szemptdljas. A tapoldatbdl torteéh vasfelvétel
fényfliggését mutatja, hogy a tapoldat vastartalémgyasa csak a fényperiodusok alatt volt
megfigyelhed. A gyodkerek vasfelvételének fényfliggésére kozvetegyarazatot adhat a
stratégia-l novények gyokér-vasfelvételi rendszenéla FRO2 vas-kelat-reduktdz enzim
cirkadian ritmusban valtozé expresszioja (\ral, 2003) és rfikddese, mely a ferri-kelatok
redukalasahoz NADH-rol szarmazé redukaldkapaciigéhyel. (Holdenet al, 1991). A
sOtétperiodusok alatt az asszimilaciobdl szarmazda éloémben transzlokalédd szerves
energia- és redukaldékapacitas-forrasok valddegn nem elegerigek a ferri-kelatok
nagymeértélt redukcidjdhoz. Ezen tulméen azonban maga a transzlokacio/beépulés (szintén
nagy energiaigény csokkent meértéke is gatlo téngedehetett a vasfelvétel szoros

regulécidja miatt (Ramireet al, 2011).

1.2. A kadmium-stressz altal okozott zavarok atvasszlokaciéjaban

Sok esszencialis és nem-esszencidlis elem verserdlbegymassal a gyokéiba
hajtasba tortéhtranszlokacié soran (Das al, 1997, Shankeet al, 2005). A Cd, kiléndsen
a hajtasban, ételjes vashianyt indukal (Siedlecka és Krupa, 19%¥} a Ca- (Perfus-
Barbeochet al, 2002), valamint a K-, Zn-, Mn- és a Cu-metabuolis (Sanitd di Toppi és
Gabbrielli, 1999) is zavart szenved. Az esszergiab nem esszencialis fémek levélbeli
koncentracidinak valtozasait vizsgalva (1. tablakahutattuk, hogy e zavarokat altalaban a
megvaltozott transzlokacio okozta. Az eredményeékltait egyfebl a kadmiumnak a
novényeken belilli transzlokaciés mechanizmusaréamiat a Cd*- és egyéb fémion-
transzlokacido kdlcsonhatdsanak fGségére is (a fém-transzlokéacié valtozasanak
jellegzetességeit és a blel levont kdvetkeztetések kifejtését Id. az Apperigli részében). A
Cd-stressail is régota ismert, hogy hatasainak jetenrészéért indirekt mechanizmusok,
féképpen transzlokacié zavara altal kivaltott indukalshiany a feléks (Siedlecka és Krupa,

1999, Fodor, 2002). Jelen kisérleteinkben a Céstrdatasara a vas transzlokaciofsen
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csokkent és a kezelés megkezdését Keéveta levélbeli vaskoncentracidban is csak
kismértéki emelkedés volt mérhiget mely megefsit mas, korabbi méréseket (Siedlecka és
Krupa, 1996a, Solti, 2008).

Az akut Cd-mérgezési tinetek mutatd névényeket emeSgesen regeneraltatva
(Cad/Ko50), a vas 3 ora lag-periodus utan jelerg mdéevelekben, és hasonléan a gyotkerek
vasfelvételéhez, &s napszakos ciklikussagot mutatott (27./A &abra).fooszintetikus
apparatus felépllésében ésikidésében mért valtozasokhoz hasonléan, a trardgitlks
egyértelnien fényfiugg folyamatnak bizonyult. A 3 0ras lag-periodus kiidéen
figyelemremélto, hiszen a tapoldatbol a gyokeresfelaétele azonnal megindul, valamint a
Cd-stressz hatdséara a gyokerekben jétentennyiséd, a kontroll névényekben mért értéket
béven meghaladé mérték vas-felnalmozés térténik (Fodoet al, 2005). A vas
xilémelemekbe juttatasa és a hajtasba tértéamnszlokacidja azonban a citrat jeleniétés
erssen fugg (Rellan-Alvareet al, 2010). A Cd-stressz a gyokér citrat-transzpértek, a
FRD3-nak az expresszidjabanstetjes csokkenést okoz (Yamagudati al, 2010). A Cd-
stressz alatt stagnalo levél-Fe-koncentracio, viaaangyokérben akkumulalédé Fe (Fodbr
al., 2005) thmogatja azokat az elképzeléseket, nigzeFe gatolt transzportjaban a Cd, mint
jelatviteli regulator nikddik. A géatlé hatas olyan, a gyokér-hajtas Fedrdokacioban
szerepet jatsz6 fehérjék, mint példaul az FRD3 esgmidjanak valtozasan keresztil okozhat
zavart a vas-homeosztazisban. A regeneraltatds saszonylag hamar megindulé Fe-
transzlokacio ellenben azt sejteti, hogy a regalamindenképpen hatassal van a gyoker
szimplasztban a Fe/Cd arany kisméiitékegvaltozasa is. A regeneraltato tapoldat Cd-ot ne
tartalmaz, igy a gyokerek hamar beindul6 vasfelgéteellett a Cd utanpétlasa megsik,
mely énmagéban is eltolja a Fe/Cd aranyt. Ugyanakkdevelekben mért folyamatos Cd-
transzlokacio (27./B abra) a gyokér nettdo Cd-tarédlis csokkenti. Méréseink alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy a gyokerek csok&e@d- és noveky Fe-tartalma (névekv Fe/Cd
arany) egydutt valtotta ki a Fe-transzlokacié géthedk a feloldasat. Ez bizonyara a FRD3
transzkripcidéjdnak megindulasaval is 0sszefuggéshem (Durrett et al, 2007).
Kisérleteinkben a Cd-stressz regeneraltatasavalitegigen hamar meginduld Fe-
transzlokaciot tehat a Fe és a Cd gyokérbeli meggginek kismértékvaltozasa, kdzvetlendl
pedig valoszitleg egy NO-t is magaban foglalo szignalizaciés dktivalédasa
eredmeényezhette, ami valésiieg a transzkripcios mintdzat megvaltozasahoz \@ssson-
Bard et al, 2009, Xionget al, 2010, Garciat al, 2011, Thomine és Lanquar, 2011). A
transzlokaciohoz szikséges citrat a szénvaz-igémgdt csak a fényperiodusok alatt all
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rendelkezésre nagyobb mennyiségben. igy a sotétumsok alatt gatolt Fe-transzlokacio
részben az asszimilacié stagnélasaval, részben té@peiddusok alatti sztdémazérodas
kovetkeztében lecsokkénxilémnedv-mozgéssal (Veet al, 2003) is 6sszeflgghet.

A viszonylag hamar beindulé Fe-transzlokacié koeetében a vas megjelenik a
levelekben, ami parhuzamot mutatott a levelek xdnaeg-gyarapodasanak valtozasaval is
hasonléan a levél frisstomegének gyarapodasdhaB(26ra), egyenletesnek mutatkozott,
tehat a sotétperiodusok alatt isikiidott. Mindezek arra engednek koévetkeztetni, hogy
egyrészt a gyokernyomasnak jelEniszerepe van a nyarfa csemetéken bellli xilémnedv-
aramban, masrészt a €dmozgasara nincsenek hatassal azok a tékyemelyek a vas
sOtétperiodus alatti transzlokacidjat gatoljak. dEtamasztja a vasfelvétel és —transzlokacio
asszimilatumok mennyise@éwalo fuggiseget.

Mindezek az eredmények, a fém-transzlokaciébansrapkh valtozasokkal egyiitt,
alatdmasztjak azon elképzeléseinket, miszerint &" @dvas transzlokacids Utvonalatol
fiiggetlenill, de — legalabb részben — &*@anszlokaciojaval (Id. Appendix B.) megegg§ez

utakat hasznal.

1.3. A Cd-stressz hatasa a kloroplasztiszok vadtaara

A hajtasban a Fe esszencialis szereppel bir a iGbtibtézisben és a fotoszintetikus
struktarak kialakulasaban ésiikbdésében. A hajtas vastartalmanak jélentésze is a
kloroplasztiszokban lokalizalt (Morrissey és Guetjn2009). A mezofillum sejtjeinek,
valamint kloroplasztiszainak vasfelvétele a hiangtieket mutatd levelek Chl-tartalmanak
emelkedésével is kovetlietMikami et al, 2011). Cad kezelés hataséara a levelek Fe- és Chl
tartalma is messze a kontroll levelekben mért ékéMatt volt. Mindannak ellenére, hogy a
vastartalom alig emelkedett a levelekben, a ho$szdfitartami kezelés eredményeként
emelkedett a kloroplasztiszok vastartalma (9. abkayas eloszlasaban megfigyelt valtozas
eredményezte, hogy a Chl-tartalom is fokozatosarelledett. Mindezek egyittesen a
spontan regeneracio jeléségére hivjak fel a figyelmet. Ezzel 6sszhangbaestenséges
regenerdltatasi kisérleteinkben is a kloroplasakisvastartalmanak emelkedése volt a
szikseéges feltétel a helyreallas beindulasahoz d86). A Cd-mentes tapoldaton végzett
regeneraltatas soran a levelek vastartalma (2'hra) arallel modondit a kloroplasztiszok
vastartalmanak a valtozasaval (28. abra), ami ¢gyden mutatja, hogy a legnagyobb

vasigénnyel rendelkéz kloroplasztiszokba iranyulé vas-transzportosen preferalt. A
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regeneraltatasi kisérletek eredményei egyétieimbizonyitottak, hogy a kloroplasztiszok
vastartalmanak ndvekedéséhen megdizi, vagy parallel fut minden, fiziologiai tkhkddés
szempontjabol fontos értékkel (Appendix, A/3 tabtdzA llyen a Chl-tartalom valtozasa, a
Chl a/b arany és a PSI core mennyiségéenek ndvekedeésdjluiiegyezést mutattunk ki a
kloroplasztiszokban a vas megjelenésének kezdste,dgpq értékének éieljes valtozasa
(hirtelen megugrasa, majd csokkenése) kozott ismadMa mesterséges, mind a spontan
regenerdcié alatt a levelek Cd-tartalma nagyjab8ando volt, igy egyértelfien
megallapithatjuk, hogy a kadmium csak masodlagesepet jatszik a levelek karosodasanak
kialakulasaban. Eredményeink bizonyitottak, hogggeneracié hajtdéereje mindkét esetben a
kloroplasztiszok vastartalmanak emelkedése. Enmadka a spontan regeneracié esetében —
valtozatlan  levél-vastartalom mellett - a Fe  mahkofi-sejteken  bellli
atrendeédése/Ujraelosztasa lehet. A szimplaszt vashazsadmdiaet al, 2011), ezen belll

a kloroplasztiszok vasfelvétele és vashaztartasgy @ al, 2007, Jeonget al, 2008) alig
ismert. A Cd-stressz spontdn helyrealldsa soratomlasztisz vastartalmaban tapasztalt
valtozasok, valamint a kloroplasztiszok vasfelietehdszerében bekovetkexaltozasok

kozotti 6sszeflggesek feltarasa tovabbi kutatasgkatyel.

Osszefoglalva, a kadmium-indukalt vashianyért a gamlt transzlokacidja tehtet
feleléosseé, amivel egyitt csokken a kloroplasztiszokb& juas mennyisége is. A vas-
transzlokacio gatlasa a gyokérben a Fe/Cd ararytgiy, amely befolyassal lehet a vas-
homeosztazisban dé@ntfontossagu szignal-transzdukcids Utvonalakkdadésére. Az arany
novekedése kivéltja a vas-transzlokacio beinduldgaltozatlanul géatolt vas transzlokacié
mellett a Kkloroplasztiszok vastartalmanak novekédéa mezofillum-sejteken beldli

vastartalom-atszervédés okozza.

2. A fotoszintetikus strukturak Cd-stressz-indukalia karosodasa és helyreall(it)asa

2.1. Az akut Cd-stressz

Akut Cd-stressz hatasara a hajtasban klorézistésZmtézis-gatlas alakul ki, melyek
egyutt a Cd-stressz egyik legfontosabb tlnetcs@pdepviselik (Siedlecka és Krupa, 1999).
A vas koncentracidjanak csokkenésével egyutt ailggsf Chl-bioszintézis is ételjes

csokkenést mutatott a Cad kezelés korai faziséhakezelés akut periodusaban a Chl-ok
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a gatlas leginkdbb a Chl- pigment-protein komplexeket, azaz a fotoszintetiku
reakciocentrumot érintette. A tilakoidmembran seafdését vizsgalva megallapitottuk, hogy
a reakciocentrumok kozul a nagymennyisdep-kofaktort kéd PSI core reakciécentrum
(Amunts et al, 2010) szintézise karosodott leginkabb (15. aldmayonléan Fagioret al
(2009) méréseihez. Ugyanakkor az indukalt Fe-hidniatt csokkent Chl-bioszintézis
(Marschner, 1995) a PSIl antennarendszerének fiésgtiis gatolta (Timperiet al, 2007).

A Chl-tartalomra szamolt 6sszes xantofill és luteiannyiségének emelkedése (11. abra) az
0sszes pigment-protein komplex pool-ban mért vakokra (a reakciécentrumok aranyanak
nagyobb csokkenésére és az antennak aranyanaked@geke) utal. Ellentétben Latowski

al. (2005) eredményeivel, az altalunk vizsgélt koiyek mellett AADEEPS értéke a Cd-
stressz akut fazisa alatt nem mutatott emelkeddstY abra). Mindez 6sszefliggést mutat a
kontrollénal kisebb ®npq értékkel is (13./D abra). A fényadaptalt mintakbamért
megemelkedett zeaxantin-mennyiség egyefielm Osszefliiggésbe hozhaté @npq
tendenciézus ndvekedésével. Fontos azonban kigrhelgy aApH-figgs kioltasi folyamat a
kezelés kozel teljes ddartama alatt alacsonyabb maradt, mint a kontratité&ban. Ebben
szerepet jatszhatott a Cad kezelt névények fénkérgdseége miatt alkalmazott relative

alacsony nevelési fényintenzitas is.

A fotoszintetikus apparatus biogenezisének zavarargylutt a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc kodése is jeledsen kérosodott. A PSIl reakcidocentrumok
miikodéseét és allapotat jélzmaximalis és aktudlis kvantumhatékonysédg értékesrds
csokkenést mutatott (12. abra). A Fe mellett a Merepe is kulcsfontossagu a PSIl RC
vizbontd komplexének felépiléséhez (Yatoal, 2006). Hianya esetén mind a maximalis
kvantumhatékonysag, mind a nem-fotokémiai kiolt&stékében a Cd-stresszre is jellémz
valtozasok tapasztalhatéak (Papadakial, 2007, Husteét al, 2009). Cad kezelés hatasara
azonban csak kisebb méntiékn-hianyt észleltiink, mely a MnSOD aktivitasat sgatolta
(22./A abra), igy 6nmagaban nem magyarazza a cebl&l| aktivitast. A PSII funkcionalis
valtozdsainak okaira magyardzatot szolgaltathamdlkioreszcencia indukcids paraméterek
valtozasai. Az WF, (a PSIl maximalis hatékonysaga) cstkkenésében nandh,
(alapfluoreszcencia) novekedése mind gZmaximalis fluoreszcencia) csokkenése szerepet
jatszott. Az Iy értek ndvekedésének oka valosiktg Osszetett. A Cd jelenléte altal gatolt
miikodési PSII RC (Sigfridssoret al, 2004, Falleret al, 2005) hatdsara a ROS termelése
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megemelkedik, mely parhuzamosan noveli a D1 prdté@msodasanak esélyét, és a PSIl RC
fluoreszcencia emelkedését is kivaltja (La Pateal, 2004). A masik lehéség szerint —
mely részben kapcsolatos a#zélvel — a PSIl RC és az antennak kapcsolddasa lazsiiika
avagy RC-hez nem kapcsolddo,osan fluoreszkald antennarendszerek alakulhatnak ki
(Yamaneet al, 1997, PospiSit al, 1998, Gaspéaet al, 2006). Erre utal a Cad kezelés soran
tapasztalhatd, ésen emelkedl R értéke is. A Cd-stressz kezdeti szakaszaban @z F
novekedésénél még jelledid volt az Fk csokkenése. Stresszkdrilmények kozott kioltd
mechanizmusok cstkkenthetik az értekét (Baker, R@ORioltd mechanizmusok vizsgalatara
Hendricksonet al (2005) fotoinhibicido vizsgalatara kidolgozott rimulai bizonyultak a
legmegfelebbbnek, melyek kisérleti bizonyitassal is jol kdtkeliaz inaktiv PSII RC-ok
energia-disszipaciéjanak mértékét. Medlemdédon az antennarendszer nem-fotokémiai
kioltasanak részesedését {etbnpg parameter csokkent (13./D abra). A Cd-stresszhélere

az akut szakaszaban a gerjesztési energia disggg#t legnagyobb mértékben az inaktiv
PSIl RC-ok kioltasanak részesedését mudaig illetve részben &;p paraméter értékének
emelkedése volt felés (13./B,C abra). Ab;p emelkedése — 6sszhangban gzEntjének
megemelkedésével — arra utal, hogy Cad kezelésdrata gerjesztési energia fluoreszcens
kioltasdanak nagyobb szerepe van, mint a kontrolelekben. Adye értékében tapasztalt
erételjes emelkedés az,Fés a®ps); csokkenése mellett arra utal, hogy a Cd-stresst ak
fazisaban az inaktivva valt PSIl RC-k kiolthsa kah legnagyobb mérték kioltasi
mechanizmussa. A Cd-stressz akut fazisaban a fapt@t k az aktinikus megvilagitas
kezdetét koveéen az fluoreszcencia szintje ala csokken. Hasonlo jelgeiséapasztalhatok
mutansArabidopsis thalianandvények esetében, is, ahol a funkcionalisan inda&$1l RC-ok
halmozdédtak fel nagy mennyiségben a tilakoidmentiaén(Meureret al, 1996). A Cd-
stressz kezdeti fazisaban tehat az inaktivva véizben oligomerizalodd PSIl komplexeknek
tulajdonitunk elérendi szerepet az energiadisszipacioban (Sxal&al, 2009). A gatolt PSII-
mikodés (Sigfridsoret al, 2004, Falleret al, 2005), valamint a csokkent intenzitasu PSI-
bioszintézis (Fagioni et al, 2009) egylttesen eredményezik a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc jeleist gatlasat. Ez jelets részben hozzajarul a jarulékos oxidativ

stresszhez, melyet az emelkddDA-tartalom is jol mutat (20. abra).
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2.2. Az akut karosodasok mesterséges helyredllitasa

Regeneraltatasi kisérleteinkben a Cd-stressz alzisdban &y nodvényeket
mesterségesen regeneraltattunk a tapoldat vastariak jelertis novelésével. A kivaltott
regenerdcios effektus megmutatta a kadmium-stiestigisara gatolt fotoszintetikus aktivitas
regeneracidjanak éeljes vasfluggeéset is. A karosodasok tobbségébeadmiumnak csak
kozvetett hatasa van, ugyanis a regeneraltatasaalavelek Cd-tartalma nem csokkertt s
emelkedett (27./B &bra), mégis fizioldgiai helylégl ment végbe. A regeneracio korai
stadiuméban a Chd/b arany és g-karotin koncentraciéjanak egyuttes emelkedésealt cs
Chl-a-t kote reakciocentrumok, nagyrészt a PSI RC-k aranyamaklledésével hozhato
0sszefuggésbe (Lodt al, 2005, Amuntset al, 2007). Az arany értékének masodik sotét- és
harmadik fényperiédushoz koétlbetsokkenésének az okdkeént a PSI akkumulaciojanak a
leallasaban, illetve az LHCII akkumulaciojanak eettien tovabb folytatddasdban kereshetjik
(32. &bra). Mind a Chl-bioszintézis, mind a reakeiitrumok, kilénésen a szamos Fe-S
kofaktort ko) PSI szintézise jelets vasigénnyel bir (Jensen al, 2003). A PSI RC-ban a
Fe-S oxidativ karosodasokra érzékeny, mely karssda PSI inaktivacidjahoz és teljes
lebontasahoz vezetnek (Scheller és Haldrup, 2@0Bvelekben a megjelérvas beépiilése a
transzlokacional jelefisen tobb idt vett igénybe. Az idbeli késés mindenképpen
kovetkezetesnek tekintligthisz a xilémelemekben a levelekbe szallitott k@syplexeket
elészor a mezofillum sejtjeinek kell felvenniik. A Gtresszt kdveét regeneraltatas alatt a
mezofillum-sejtek, valamint a kloroplasztiszok \atilmanak emelkedéséhez a felvételi
rendszer aktivitasdnak fokozasa is szikséges, miebzetett szignalizaci6 eredménye
(Thomine és Lanquar, 2011). Ez magyarazhatja aojlasztiszok vastartalmanak jelést
idobeli késéssel jelentkézemelkedését (28. abra). Hasonldképpen a gyokémidatbol
tortérs vasfelvételéhez, illetve a levelekbe toftéras-transzlokaciéhoz, a kloroplasztiszok
vasfelvétele is egyértelinfényfliggést mutatott: a sotétperiddusok alatt n#ith, hanem
kismértekben (nem szignifikansan) cstkkent a vestauk. A kloroplasztiszok vasfelvételi
mechanizmusa alig ismert folyamat (Detyal, 2011). Bughicet al. (1997) vizsgalataiban az
izolalt kloroplasztiszok vasfelvétele fényfliggéstutatott, nemcsak a fény hianya
(sotétperiédus), de DCMU fotoszintetikus elektrangzportlanc-gatlé jelenléte is
megszintette a plasztiszok vasfelvételét. Mikatal (2011) vizsgalatai szerint a vashiany a
kloroplasztiszok vasfelvételét a vizsgalt névenglajiggoen serkentheti, illetve géatolhatja,
igy az a mezofillumsejtek vasfelvételi rendszeréhagonlit. Kisérleteinkben a vastartalom

novekedésére rendkivil érzékenyen reagaloalthbrany emelkedése egyértélem mutatja
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az el$ fotoperiodus végén a kloroplasztiszokban megjeleasat. A stagnalo kloroplasztisz
Fe-koncentracid, valamint a zarvatékmnfényfligd Chl-bioszintetikus aktivitdsa (Boddit
al., 2005) miatt a sttétperiodusban a @hi-arany is valtozatlan maradt. A reakcidocentrumok
felépllésének ilyen formaju gatlasa miatt azonbad@rgt nem igény p-karotin-szintézis
sem folytatodott. Az Ujonnan a kloroplasztiszoklealls vas rendkivil hamar és hatékonyan
épllt be a Cd-stressz jelenlétében kialakuld vaghidltal leginkabb érintett PSI core
komplexekbe (Terry és Abadia, 1986, Timpestoal, 2007, v.6. 32. abra), s egyszersmind
kivaltotta szintézisuk ételjes beindulasat. Ezt kévein indult meg a tébbi Chl-protein
komplex, igy a PSIl core, a PSIl CA, valamint az QlHés késbb az LHCII
antennakomplexek akkumulaciéja is (32./A &bra). Asodik fényperiddus kezdetére, a
tilakoidmembran szervédésében tapasztalt valtozasokkal parhuzamosan sagiéen
megemelkedett az aktudlis kvantumhatékonysag (3Bbka), tehat a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc t#kdodése. A regeneracidban fontos szerepet jatsz8it FRC-ok
biogenezisének beindulaséan kivil a PSikidés helyrealldsa is, melyet az inaktiv PSIl RC-
ok kioltasanak csokkenése is mutatott (32./D alBaj.a Cd afsen gatolja a PSII felépllését
és nikodéseétin vitro (Sigfridsonet al, 2004, Falleret al, 2005), nem bizonyitott a Cd
nagymennyiséjjelenléte a kloroplasztiszokban (Ranatsal, 2002, Pietrinet al, 2003). A
PSIl karosodasok jelefg részéért igy a gatolt elektrontranszport-aktiviés az oxidativ
stressz lehet a feld. Fagioniet al (2009) speno6tonSpinaca oleraceavegzett vizsgélatai
szerint Cd-stressz hatasara sem specialis, ujomnegjeled, sem specifikusan ko
fehérjék nem jellemiEk a fotoszintetikus apparatusokban, igy a gatékauéseért a rendszer
karosodasa tehiefelelossé. Vizsgalataik szerint a Qig/f és az ATP-szintdz komplex nem,
mig a PSII core csak kismértéknennyiségbeli valtozast mutatott, mig az LhcbXdtgin, az
LHCI, illetve a PSI core érzékenyen, mennyiségi kkedéssel reagalt a stresszre.
Eredményeik tehat teljes 6sszhangban vannak amrddtanyarfan meért valtozasokkal.
Regenerdltatas hatasara, parhuzamosan a PSI| corgyisggének jelefis emelkedésével
egydutt, a PSII core is mutatott kisebb mennyiséyiekedést (32./A abra). A PSllikoddés
kvantumhatékonysaganak helyreallasaban azonbarrasokiptt D1 proteinnel rendelkiez
inaktiv PSIl RC-ok javitasa (Takahashi és Badget02 jelenésebb szerepet jatszhatott.

A regeneracio kiemelten fontos folyamata az akut-s@Cessz alatt csokkent
jelentsédi, antennakhoz kéto kioltas helyredllasa. A regeneraltatds megkezdéséattien

hozzavetlegesen 10 6ra késéssel egy nagyon markans kiwgiasapasztalhato &npq
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ertékében (31./C abra), hasonléan a hosszu tavétr€ssz soran a regeneracios fazisban
tapasztalt megnovekédantenna-kioltas mértékéhez. dwpo értékének kiugrasa dbben
tokéletes egyezést mutat a @b ardny és #-karotin mennyisége emelkedésének kezdetével
(29./B és 30./A abrak). Ez arra utal, hogy a regabdas kezéeseményei koz6tt nem csak a
PSIlI RC-ok javitasa, de részbéa novoszintézisik eredményeképpen is, a PSII RC-antenna
kapcsolatok helyredllasa is hozzajarul. Cad kezbBésara rozs ndovényekben az LHCII
komplexek aggregacioja csokkent, mely jebsen rontotta mind a Chl-Chl, mind a Chl-
karotinoid energiatranszfert is (Jamkal, 2010). Az aggregacio megvaltozasabstsban az
Lhcbl és 2 fehérjék cstkkent mennyisége okoztak&ral, 2010). Mindezek az adatok, a
kisérleteinkben tapasztalt helyreallas folyamataegymasutanisagaval egyltt, magyarazatul
szolgalnak a Cd-stressz alatt tapasztalt megemetik€dla fluoreszcencia dszintre is. A
megemelkedett ;- illetve cstkkent maximalis kvantumhatékonysagi &eott igy jelents
szerepe lehetett az LHCII komplexek szetdksi valtozasai miatt emelkéd
fluoreszcencianak (és csotkketermalis disszipacionak), igy ezek a valtozasobzbkttak a
®;p ertékéenek az emelkedését is. Mind spontan, minsters®ges regeneraltatas soran a
helyreallashoz kédéen emelkedett meg a\DEEPS értéke (11./D és 30./D abrak),
parhuzamosan a beindulé LHCII-szintézissel. E kémeény a parhuzamosan csokkenr
értékével egyltt a kioltasi mechanizmusok atre6dégét is jelenti. Az antennaké-h
disszipaciojanak (qEPnpg az alapja a xantofill-pigmentek de-epoxidacidRuljanet al,
2001). A ADEEPS a regeneraltatdas harmadik féenyperiodusabdkkest Ujra a kontroll
ertékére, mely a reakciécentrumok mennyiségéndammt a®ps) €rtékének névekedésevel
egyltt a teljes helyreallas egyik jele. A fiziolagmikddés helyreallasaval tulajdonképpen a
fény relativ feleslege csokken, amely elleni védékea helyredllas folyaman kuilondsen
fontos, s igy ez a kiugréan magaBEEPS értékekben is jelentkezik. MOEEPS értékének
emelkedése majd csokkenése a regeneracié alatizexgy tamasztja ala a Cd-stressz soran
tapasztalhato relativ fénystressz fenndllasat,malaa Cd-stressz alatt lecsokkent antenna-
kioltadst. A két jelenség egyutt jarul hozz4 a Cdédtés sordn a normal ndévénynevelési
fényintenzitas mellett tapasztalt, fotoinhibicidiggi tinetek kialakulasahoz is (Hendrickson
et al, 2005).
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2.3. Spontan helyreéllas hosszu tavu Cd-expoziatd a

A mérsékelten tolerans nyar hosszabb Cad expozicgojan beindulé helyreallasi
fazisban hosszabb dthvon, de jellegét tekintve az akut Cd-stressz ensdyes
regeneréltatdsanal tapasztaltakhoz hasonl6ankker$ddyr, valamint az emelkédR/Fn, €s
Dpg); ertékek (12, 13./A és 13./C abrak) a fotoszintetiklektrontranszportlancikodésének
normalizalédasara utalnak. Fontos hangsulyozni,yhagvas abszolit mennyisége nem
emelkedett szignifikansan a levelekben (1. tabjazatzonban a kloroplasztiszok
vastartalmaban, a Chl-tartalomhoz hasonlé (10./Aa)allassu, emelkéd tendencia volt
megfigyelheb hosszabb expozicié alatt (9. abra). Osszevetvkeezz eredményeinket a
mesterséges regeneraltatasi kisérleteinkkelnikif hogy a Chl-tartalom ndvekedése a
kloroplasztiszokban megjelénvas mennyiségéhez koétott. A Chl-bioszintéziésen vas-
flggd folyamat (Spilleret al, 1982, Terry és Low, 1982). A kloroplasztiszoklmaagjeleid
vas — a mesterséges regeneraltatashoz hasonldadltetia a PSI core complexek szintézisét
is, azonban a linearisan emelke&hl-tartalommal ellentétben, a PSI core mennyisége
hosszabb tavon fluktualt (15./B abra), mely szinthegeésiteni latszik a sejten beldli
vastartalom Ujraelosztasanak hipotézisét. Hosszabbn vizsgalva a tilakoidmembranok
Osszetételének valtozasait, a mesterséges regat@shbz hasonléan kisebb emelkedés volt
mérhet a PSII core mennyiségében is. Ez 6sszhangban Atkaotin mennyiségének
emelkedésével (11./A abra), mely a megugro PSI| mmenyiségével egyltt hozzajarulhatott
a fotoszintetikus elektrontranszportlanc tkddésének helyreallasahoz. A¢-karotin
mennyiségének emelkedése kdzvetve szerepet jaiiza@Sll-inaktivacio kivedésében is. A
fotoszintetikus pigment-protein  komplexek felépétés kivil a p-karotin a ROS
eliminalasaban is részt vesz (Okametoal, 2001). Kimutattdk tovabba alacsonyabbiend
novényekben, hogy stresszhatdsokra emelkedik aektmdcidja (Shariati és Yahyaabadi,
2006). A helyreallasi fazisban mért emelkedloncentracié igy részben oOsszefiiggésbe

hozhat6 a ROS-elleni védekezéssel is.

A Cd-stressz helyredllasi fazisaban az oxidativessz szintjét jetz MDA
koncentracié-gorbéje hasonlo lefutasu volt, mintaakye értékének csokkenése (13./C v.0.
20. &bra), mely az oxidativ karosodasok és a P&ktivacidé meértéke kodzotti szoros
kapcsolatra utal. Erre utal tovdbba az is, hogyARX aktivitdsa a®dnr értékével idben
ellentétes lefutdssal valtozott (13./C v.6. 24aabA kloroplasztiszokban a ROS-nak viz-viz

ciklus altali eliminaciéja dnmagat serkéntolyamat (Asada, 2006). A ROS mennyisége
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csokkenésének hatasara mege aktiv PSll-k mennyisége (Kornyeyet al, 2001). A
fotoszintetikus elektrontranszportldnc  aktivitAsa ROS eliminalasdhoz szikséges
redukélokapacitas termelésében elengedhetetlere(F&sy Shigeoka, 2011). Kisérleteinkben
az APX aktivitds novekedésedioen valamelyest medgte az inaktiv PSIl RC kioltas
csokkenését, azaz a PSII aktivitas helyreallasd@pr4& emelkedésével parhuzamosan mind a
p-karotin/Chl, mind a Chla/b aranyok emelkedtek, mely az Uj, tkddoképes PSII
reakciocentrumok megjelenésére is utal (Lichteethetl al, 2007). Ez egybecseng azokkal
az eredményekkel, hogy a ROS akkumulacié gatoljaujpzfunkcionalis PSIl RC-ok
szintézisét (Takahashi és Murata, 2008).®As; novekedeése feltételezi tovabba a teljes
fotoszintetikus elektrontranszportlanc, koztik a Rfikodésének a helyredllasat is, mely
szintén Osszefiiggésben van a regeneralddas aladsztalt ciklikusan és jeldigen
megemelked PSI core mennyiséggel. A fotoszintetikus aktivitagivekedésevel
parhuzamosan emelkedést mértiink a xantofill pooh @DEEPS értékében is (11./C,D
abrak). Aszkorbinsav-hianyos névényekben kimutattd&gy az aszkorbinsavat igééyl
violaxantin de-epoxidaz aktivitasa drasztikusankksd, igy gatolja aApH-fligg nem-
fotokémiai kioltast (Miller-Mouléet al, 2002). Chacet al (2010) eredményei szerint rizs
csirandvényekben az aszkorbinsav koncentracioja @Hestressz hatasarassen csokken.
Kisérleteinkben az APX aktivitasa és a de-epoxiagiértéke mutatott parhuzamos
emelkedést, mely arra kdvetkeztethetlink, hogy mind az APX, mindialaxantin de-
epoxidaz (VDE) Cd-indukalt gatlasat részben az admksav hianya okozhatta. A
helyreallasi fazisban @npg €s aADEEPS emelkedése, valamint®gg, és részben érp
csokkenése is azt jelzi, hogy a helyreallas sorargennakhoz kétdé nem-fotokémiai
kioltds mindinkédbb dominanssa valt a karosodott R8l-okhoz kothet kioltassal szemben.
Ez egylttesen mind a fotoszintetikus elektrontraadfanc, mind az antennakomplexek
fiziologias mikddéseének, igy a xantofill-ciklus aktivitasanakedyheallasat mutatja (Thielket
al., 1996).

Osszegezve, a Cd-stressz a vashianyra legérzéke@ibmennyiségét csokkentette
legnagyobb mértékben, mig a PSII inkabliikidésében szenvedett zavarokat. Mind a
spontan, mind a mesterségesebdidéizett regeneracié élgeleként, a kloroplasztiszokban
megjeled vas hatasara, a PSI szintézise reagalt a legéryelleen. A fotoszintetikus
aktivitas helyredllasaban azonban Ugy a pigmergzmbézis, mint a PSIl aktivitas és az

antenndk rikodésének helyrealldsa szerepet jatszott.
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3. Védekezés tartos Cd-expozicio alatt: az oxidatkarosodasok elleni védelem

A mérsékelt stresszhatasok tolerancia-mechanizmumsegjelenését indukaljak az
elélényekben. A hosszu tavu Cd-stressz esetében tafiagtents fizioldgiai helyreallas
nemcsak a plasztiszok vastartalmanak emelkedéséaeem mas, védhechanizmusok
aktivalédaséaval osszefuggaraméterekkel is parhuzamot mutatott.

A Cd-stressz kozvetve (vashiany, fotoszintetikusikstirak felépllésének és az
elektrontranszportlanc tkodésének a géatlasa)éeroxidativ stresszt okozott a hajtasban. A
Cd-stressz akut fazisdban jelésgn megemelte az oxidativ membrankarosodasok naérték
csokkenésnek (20. dbra). Cd-stressz hatasar®adtbsorban sejtfalakban halmozdédik fel,
de a jelenis HO, felhalmozodasa figyelhé&tmeg a kloroplasztiszokban is (Zhaeg al.,
2009). A lipidperoxidacio és @y értékének parallel valtozasa is ramutat a PSKtinacio
€s az oxidativ stressz éssége koOzOtti szoros kapcsolatra. Egyéb antioxidé&delem
hianyaban g-karotin gyokfogdként szerepet jatszhat az oxidatiessz elleni védelemben
(Okamotoet al, 2001), de a zdldalgaktdl eléen (Shariati és Yahyaabadi, 2006) nyarfa

levelekben nem halmozddott fel a Cd-stressz alkaigdéan.

A novényi sejtek antioxidativ védelmében szamos inenzvesz részt. A
kloroplasztiszok antioxidativ védelmében kiemekrspe van a SOD és APX izoformainak
(Asada, 2006, Giacomeldit al, 2007). A Cad kezelés akut fazisaban mindkétreakiivitas
csokkent. A részben kloroplasztiszban lokalizaltXARktivitasa a Cd-stressz akut fazisat
koveten az elsk kozott kezdett emelkedni (24. abra), igy szerepd,O, eltavolitdsaban
kiemelten fontos a regeneraldédas beindulasa szdjapoh A SOD izoformak kézdl a ll., 111.
és IV. izoformék bizonyultak (részben) kloroplasztereddi enzimeknek, de nem mutattak
egyértelnien megemelkedett aktivitdst Cd-stressz hatasara. &8azn, kilonbésen a
levélnbvekedés periodusaban, felhalmozoédott a d&bein, a Cu jelenlétét is igédyl
Cu/ZnSOD szintézise a csOkkent Cu-transzlokaciottnkézvetlenul is gatlédhatott. Ez
részben magyarazza, miért csokkent szignifikAnsa@u&nSOD izoformak aktivitasa. A
nagyrészt mitokondrialis MNnSOD aktivitasa a strelsatasara megemelkedett (22./A abra).
Vashiany hatasara hasonloképpen emékddSOD-aktivitas figyelhét meg, mely alapjan
valésziri a FeSOD-ok MnSOD-okkal valé helyettesitése (Alktnal, 2007). A tisztan
kloroplasztiszban éforduld FeSOD (Kleibensteiret al, 1998) aktivitasa periodikus
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valtozasokat mutatott mind a kontroll, mind a kezsbvények leveleiben (22./B abra).
Aktivitasanak maximumét akkor mutatta, amikor azxA&ktivitdsa elérte a kontrollnal mért
értéket, valamint &y értéke csokkenni kezdett (v.6. 13./C, illetve &drdkkal). Az APX és

a FeSOD aktivitasanak parallel futdsa a kloropissakban végbemeén viz-viz ciklus
jelentbségére utal a Cd-stressz alatt tetid@IROS eliminalasaban, és egyuttal bizonyitja az
oxidativ stressz szerepét is a Cd-stressz fota@zsme gyakorolt hatasaban. A FeSOD
aktivitasa és a szintén jelést Fe-tartalommal rendelk&z”SI| core mennyiségi valtozasa
jellegzetesen hasonld lefutast mutatott (22./B W6./B abra), azaz a 15. nap kordl
rendelkezik maximummal. Osszevetve ezen eredményekevelekben mért valtozatlan
vastartalommal, feltételezzik a vastartalom atrefdiesét a mezofillum-sejteken belll. A
FeSOD hianya esetén a PSII inhibiciojanak a mérgélemttsen emelkedik (Zhangt al,
2011), igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogdee&0OD mennyiségi valtozasa, valamint a
PSII kvantumhatékonysaganak csokkenése és emetkkdedtt is efs 6sszefligges lehet. Az
APX hem kofaktora révén szintén vastartalmi endioméset al, 1998). Noveks aktivitasa,
majd a noveky FeSOD aktiviths és PSI core mennyiségek egyuttlosofdasztiszok
vastartalmanak jelets novekedésére is utalnak a Cd-stressz akut féziséen. Izolalt
kloroplasztiszok vastartalmat vizsgalva a kloropliszok vastartalma bizonyithatdéan
emelkedik hosszabb tavl Cd-stressz hataséara, wpstartalom atrendédése egy fontos
toleranciamechanizmus a hosszan tart6 Cd-terhiigésben.

A H;0, lebontasaban, kiléndsen a sejtfalban, jékrdzerepet jatszanak a POX
izoformak (Weil és Schaub, 1999). Nyérfa leveldkb? POX izoformat kilonitettiink el. A
magas mobilitdsu régidban a POX izoformak mar astessz kezdeti fazisaban is
megnovekedett aktivitast mutattak (23. abra). Mininden ndvényi peroxidaz, a POX
izoformak is hem kofaktort igényelnekiktdésiikhdz, ennek ellenére a vashiany latszolag
nem akadalyozta ezen izoformak aktivitdsat. Tohbebdb mobilitAsi POX izoforméaval
szemben a nagyobb mobilithsu peroxidazok, melyakof szerepet jatszanak a lignin
bioszintézisében (Ranieet al, 2001), nem inaktivalédtakpstobb kdzulik megnévekedett
aktivitdst mutatott. Ez 0Osszefliggésben 4&llhat a sttebsz soran tapasztalt extrém
sejtfalvastagodassal.

A Cd-stressz hatasdra megemelkedett oxidativ stréss gatolt fotoszintetikus
elektrontranszportlanc-aktivitds, valamint a cs@kk®ypq fényérzékenységre, indukalt

fénystresszre is utal (Hendricksenh al, 2005, Soltiet al, 2009), aminek a megszése is
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hozzajarulhat a regeneraciohoz. AgyFertekében meért névekedés és a PSIl funkcio
valtozasanak parhuzamos lefutdsa (16. abra) kagiosalejtet a zold fluoreszcenciat mutatd
anyagok szintézise és®ps helyredllasa kozott. Fontos megjegyezni, hogy a3 értéke
fénystressz (L250) kezelés hatasara is hasonloditozeti. A kék-zold tartomanyd
fluoreszcenciat mutatdé anyagokrol ismert, hogyssizehatasara mennyiségik névekszik a
levelekben (Lichtenthaler és Babani, 2000). KozUdikold tartomanyu fluoreszcenciaért
felelos anyagok eflssorban az epidermisz sejtfaldban halmozddnak fefjy (i
epifluoreszcenciajukat a klorofillok reabszorpciajem befolyasolja), de a mezofillum
sejtjeiben is akkumulalédhatnak (Manteaal, 2000). Ugyanakkor a kontroll levelek zdld
tartomanyl emisszidoja az epidermisz Kiksejtfalrétegére korlatozodott, azaz eredetéért
valbsziriileg a kék emissziés maximummal rendetkéenoloid(ok), igy pl. a ferulasav lehet
felelés (Moraleset al, 1996). A zdld fluoreszcencia az L250 és a Catenyek leveleiben a
mezofillum vakuolumaiban és kloroplasztiszaibamisgjelent (18. abra). A fenoloidok egy
csoportjat alkotd flavonoidok kdzul a flavonolokzéld hullamhossztartomany femitterei
(Meyer et al, 2003, Moralest al, 1996, Roshakt al, 1999), mig a flavinok valamivel
magasabb, némileg a sarga hullamhossztartomangbangissziot mutatnak (Cerovet al,
1994, Morale%t al,, 1994).

Az Fsy0 emelkedéssel 6sszhangban, mind a Cad, mind az k@&€lés hatasara az
O0sszfenoloid-tartalom jelefd emelkedését tapasztaltuk (19. abra). Sok masszhez
hasonléan, a mezofill sejtek sejtfalaban a polifeilietve fenoloid tartalom noévekszik Cd-
stressz hatasara is (Vollenweidgral 2006). A flavonoid eredétpigmentek (pl. antocianok)
nehézfémstressz hatasara taft@kkumulaciéjarol is vannak adatok (Krupé al, 1996).
Kimutattdk tovabba a fenoloidok bioszintetikus uttat@ban kulcsfontossagu enzim, a
fenilalanin-ammonia-liaz (PAL) aktivitasnovekedéfigbv&ik és Bakor, 2007), valamint a
kvercetin-bioszintézisben szerepet jatszé flavorddildidroxilaz expresszidjanak emelkedését
is (Herbetteet al, 2006) Cd-stressz hatasara. Mindezzel dsszhangbieadkon szintaz, a
flavonoid bioszintézis kulcsenzimének konstitutixpeesszidja extrém mértékben fokozta
Arabidopsis névények UV-toleranciajat (Bieza és Lois, 2001l)alamint flavonoid-
bioszintézis defektiv mutansok csokkent tolerangiatattak Cd-stresszel szemben is (Keilig
és Ludwig-Mdiller, 2009).

Kisérleteinkben mind az L250, mind a Cad kezeléstében a z6ld tartomanyu

emisszid emelkedését tapasztaltuk, jollehet a lilbzodott flavonoidok kompozicidja
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(spektruma) kulonbozik. A Cad kezelés hatasara dilemb halmozodast mutato sk
komponens (17./B abra) spektralis tulajdonsagapjataflavonolnak itnik (Cerovicet al,
2002, Moralest al, 1996), mig a sarga hulldamhossztartomanybdes-Fseo fluoreszcenciat
mutatd anyagok, melyek mindkét kezelés hatasaraunaldélodtak, minden bizonnyal
flavinok (Cerovic et al, 1994, Moraleset al, 1994). A zdld fluoreszcenciat mutato
flavonoidok tehat jeleds szerepet jatszanak a fényvédelemben a 6bergarzas
arnyékolasaval (Gotet al, 2010). Amig az $¢Fse0 tartomanyd fluoreszcenciat mutato
anyagok szerepe egyeéertdinek tinik a fényvédelem szempontjabol (17. abra), addifsa
komponens akkumulacioja, mely dominans komponenafi& Cd-stressz hataséara, a Cd-
stressz specifikus direkt/indirekt hatasai ellemolgalhat védelmmel. A flavonoidok
antioxidansként is ismert vegyuletek, melyek képesgyokoket, valamint reaktiv
oxigénformakat detoxifikalni, tobbek kozoétt a klptasztiszokban is (Agatet al, 2007).
Mikroszkopos vizsgalataink alapjan megallapitotthlagy az ko emelkedéséért részben a
kloroplasztiszokban felhalmoz6d6 anyagok fédek. A flavonolok eiteljes fémkelatorok,
melyek hatékonyan kétnek divalens atmenetifém-katiat, mely fém-kelédlas részben a
spektroszkopiai tulajdonsagaikat is megvaltoztéfashalet al, 1999). A flavonolok vas-
komplexalo tulajdonsaga igy hozzajarul antioxidagNegikhoz (Sugiharat al, 2001). A
Cd-stressz hataséara tapasztaliseflavonol-felhalmozédasnak igy a szabad Fe vagyda
kozvetlen detoxifikdlasaban is szerepe lehetett. FAg maximummal jellemezhét Cd-
stressz hatasara akkumulalédoé flavonolok az amtaiiki védelemben és/vagy a szabad Fe/Cd

kozvetlen detoxifikalasaban jatszhatnak szerepet.

Osszegezve a spontan helyreéllasi folyamatokagganeracié az APX aktivitdsanak
novekedésével indul be. A FeSOD aktivitas valtozasaely jellegzetesen hasonlé lefutasq,
mint a PSI core mennyiségi Valtozasa, a vastartalomazofillum-sejteken beldli
atrende#désével hozhatd kapcsolatba. A Cad kezelés hatésddamozodo o flavonol
szerepe kiemelkédaz antioxidativ védelemben, de a szabad fém-kaitidelalasaban is
valészirisithet. A védmechanizmusok tikddésének erégeképpen az oxidativ stressz

szintjét jeldy MDA koncentracidja lecstkken, és a fotoszintetiakvitas helyreall.
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4. A Cd-Fe interferencia 6sszegzeése

A Cd-stressz kdzvetett hatasai k6zott igen jélerstiz indukalt vashiany szerepe, ami a Cd-
stressz hatasainak tulajdonitott fotoszintetikueték jelenis részéért feléksé tehét Mivel

a Cd hasonlé modon gétolja minden, mozgasahoz dkel&t igényd atmeneti fém
transzlokaciojat, ésen valodszitisitheth, hogy a Cd kdzvetett modon, a fém-kelatorok
transzportjanak/szintézisének gatlasaval fejti ki hatdsat. A Cd-Fe interferencia
gatlasa, aminek kovetkeztében a hajtasban, kiemaltkloroplasztiszokban & Fe-hianyt
indukal §). A Cd-stressz hosszu tavu teiséhez, a parhuzamosan fedlépxidativ- és
fénystressz elleni védelmi mechanizmusok megjefamétll, szikségesnek latszik a
mezofillumsejtek vastartalmanak szimplaszton betiendeédése is. A spontan helyreallas
soran a kloroplasztiszok vastartalmanak novekedédtezatlan levélbeli vastartalom mellett,
erételjes kloroplasztisz irAnya vas-transzportot telgz a szimplaszton beldli)f A
kloroplasztiszokban megjelénvas mesterséges regenerdltatds soran is rendkarihr
kivaltja a fiziolégiai helyreallast. A jelenség myagazata, hogy a beépilés célpontjai olyan
jelents vastartalommal rendelk&fehérjék, fehérjekomplexek, mint a PSI core komele
melyek mennyisége és iikbdése dorit jelentsédi a fotoszintetikus aktivitasaban. A
kloroplasztiszok vastartalmanak ndvekedése ezéngeldhetetlen feltétele, egyben a Kezd
lépés a kadmium-stressz tiineteinek helyreallas@banA gyokerek vasfelvételéhez és a vas
transzlokaciojahoz hasonléan a kloroplasztiszokehaitele is afs fotoperiodicitast mutat,
igy a regeneracio is fényperiddusokhozdoklik. A hosszu tava spontan regeneracié soran a
kloroplasztiszok szamara rendelkezésre all6 vasngisége csak korlatozottan elegénal
nem-stresszelt allapotra jellethzfiziologiai aktivitas szintjének visszanyeréséhex.
szimplaszt vastartalmanak tobbszori atreddésére bizonyiték a vastartalmi komplexek,
mint a PSI, vagy a FeSOD mennyiségének ciklikugozdba. A hosszU tava spontan
regeneracié okai egyrészt az oxidativ karosodabehki eédelem fokozasaban, igy az APX,
egyes POX izoformak, MnSOD aktivitasanak novekeiésé és mas, nem-enzimatikus
védbanyagok, igy példaul flavonolok szintézisébew),( masfeél a kloroplasztiszok
vastartalmanak emelkedésében kozosen kerékerd metabolikus valtozasok oka tehéat
egyrészt a kadmium-stressz soran fdéllépxidativ stresszre adott valasz, masrészt a

mezofillum vastartalmanak a reorganizaciojabol kkee valtozas.
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VI. Osszefoglalas

A kadmium (Cd) efsen toxikus nehézfém novények, igy nyarfak szamsrakisebb
koncentraciéban (1@M) az okozott terhelés azonban hosszu tavon igédbiad szinten
marad. A Cd-stressz akut hatasai kdzo6tt kiemeélkelbnbsédi a vas-anyagcsere, a vas (Fe)
produkal a hajtasban. A Cd kdzvetve és kozvetleitinban szamos egyéb karosodast is
okoz, melyekben az oxidativ stressznek is kienmdtepe van. A vashiany, a gatolt klorofill-
bioszintézis és az oxidativ stresséséidése egyutt jelefa fotoszintézisgatlashoz vezetnek,

melyek egyitt akut karosodasként jelentkeznek @myiven.

A szinte teljesen gatolt vas-transzlokacio ellengrstressz akut fazisat kogenh, spontan
regeneraciora utald valtozasok indulnak be a l&bele. A regeneraciét az aszkorbat-
peroxidaz aktivitasanak ndvekedése és egy 510 nemdtalé flavonol akkumulacioja vezeti
be. Ezt egyes nagy mobilitasu peroxidazok aktigitak emelkedése és a Il. fotoszisztéma
(PSIl) reakciocentrumai tikodésenek helyredllasa koveti. Végil, az oxidatikessz
ergsseégeét jeld malondialdehid koncentraciojanak csokkenése mé&ridetobb hetes spontan
regeneracié végeredményeképpen a fotoszintetikektrehtranszportlanc aktivitasa is
maradéktalanul helyredll. Az akut Cd-stressz tlimasterségesen megemelt vasellatassal is
regeneraltathatok. A meginditasat kst a Fe transzlokacioja oratdrtamban beindul,
azonban a Fe ndvényen bellli mobilitasa, igy anmegeid kinetikaja is és fuggést mutat a

fényperiodusoktol.

Bar a spontan a regeneracio alatt a levelek vabtaat kevéssé valtozik csupan, a
kloroplasztiszok vastartalma tendencidzus emelkedégat, amely hatassal van a nagy
vastartalma fehérjék (PSI, Fe-szuperoxid diszmutaaktivitasanak/mennyiségéenek
novekedésére is. Mindehhez hasonloan, a klorojdaskban megjelénFe és a helyreallas
kinetikdja szoros 0sszefliggést mutat mesterségeseeiltatas soran is. A kloroplasztiszok
vastartalmanak valtozasa tehat, a Cd jelerdétiéiggetientl, kdzvetlenil feléssé tehet
mind Cd-stressz alatt tapasztalt fiziol6giai almpmlasért (Fe-hiany), mind a fizioldgiai
paraméterek helyreallasaért (a Fe megjelenése rapkisztiszokban), egyben felhivja a
figyelmet a mezofillum-sejtek vastartalom-atrendeziek a fontossagara a spontan

regenerécio folyamataban.
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VIl. Summary

Cadmium (Cd) is a highly toxic heavy metal for ggamcludingPopulusspecies. However, it
remains tolerable for a long time at relatively loancentrations. Disturbances in the iron
(Fe) homeostasis, particularly in Fe translocatiod iron uptake into chloroplasts have high
impact in the effects of Cd stress, thus leavesvsinon chlorosis-like symptoms. Cd also
causes other damage directly or indirectly, amohichvthe oxidative stress is of primary
importance. Altogether, the Cd-induced iron deficie and strengthening of the oxidative
stress lead to the inhibition of photosynthesis.tdése effects cause acute stress damage of

Cd treated plants.

Despite the Fe content of the shoot hardly charggeae autogenic recovery occurs in leaves
following the acute stress phase under long-teeattnent. The first signs of recovery are the
increase in ascorbate peroxidase activity togetiidrthe accumulation of a 510-nm-emitting
flavonol followed by the recovery of functional gbeystem Il (PSIl) reaction centres. In
parallel, the malonedialdehide content, a measuo&idative stress, decreases. By the end of
the recovery period, the function and activity diopsynthetic electron transport fully
recovers. Recovery can also be achieved by adifreigeneration with elevated iron supply.
After the removal of Cd and elevation of Fe supphg uptake and translocation of iron
started within hours, but the running of recoverggesses are strongly affected by the light

periods.

Increase in chloroplast Fe content correlated gtyowith the process of recovery. During
long-term treatment, re-distribution of the cell é&antent into the chloroplasts leads to the
increase in the activity and content of iron-camitaj enzymes/complexes (PSI, Fe
superoxide dismutase). Similarly, increase in aptast Fe content preceeded regeneration of
Cd stress symptoms under artificial regeneratiorleyated Fe supply. Thus, the change of
chloroplast Fe content, independently on the psef Cd, is responsible for both the
decline in physiological parameters (Cd-induceddBfeiency) and their recovery (Fe
appears in chloroplasts). Therefore, the reorgtarsaf the iron content in the mesophyll
and the increased translocation induced by elevie&@d ratio have a high impact on the

autogenic and artificial recovery in Cd-stressepdl@g respectively.
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Appendix



A. A kisérletek értékelésehez felhasznalt eredméniye

A/l. tablazat: Rovid (7 napos) és hosszabb (21 s)apd-stressz hatdsa az eredményekben
értékelt paraméterekre. ***: P<0,001, **: P<0,05,P<0,1, ns.: nem szignifikans kulénbség.

A nyilak a 7 napos névények adataihoz képest tbemozdulas iranyat mutatjak.

7. nap 21. nap
Ko Cad Ko Cad
levél Cd-tartalom 2,4 268,0 ., 1,6 ¢ 373,0 . 2
(ug g*sz.t) +0,8 +14.8 +0,4 +28,3
levél Fe-tartalom  107,0 459 ., 149,0 PN 43,8
(Lg g* sz.t.) +1,4 +4,2 +8,7 +0,2
Fg-lgr(ig:grsnz'[(frﬁo 0,67 041 " 113 1 0,86 Rk AN
'\ +0,04 +0,04 +0,04 +0,18
Fe plasztis?)
Chla+b 19,5 10,9 ., 27,9 " 110 e
(Lg cm?) +1,9 +0,9 +9,6 +0,1
3,61 3,30 3,41 3,56
Chla/b 1018 | 010 010 Y| 2010 M T
B-karotin 61,05 52,21 36,72 v 68,38 ., "
(mmol mol* Chl)| 43,47 +3,83 +7.74 +2.13
lutein 165,37 | 174,45 100,04 v 150,94 ..
(mmol mol* Chl) | +22,73 | +24,38 ' +15,83 +9,94
VAZ 25.4 347 ., 24,7 ) 342 L.
(mmol moi* Chl) +3,5 +1,4 +4.5 +1,9
0,315 0,394 0,108 0,409 .,
ADEEPS +0,093 | 0,015 10003 V| 10,150 T
e 0,799 0,691 ., 0,797 0,752 ., "
vitm +0,007 | +0,048 +0,019 +0,012
® 0,713 0,526 ., 0,694 0,591 ., "
Pl +0,012 | +0,069 +0,090 +0,041
® 0,248 0,320 ., 0,270 0,304 .
iD +0,040 | #0,015 +0,010 +0,014
0,039 0,027 ., 0,030 0,056 .,
Prpa +0,002 | +0,008 +0,004 +0.017 T
® 0,000 0,127 ., 0,006 0,049 . 9
NF +0,017 | +0,066 +0,011 +0,032




A/l. tablazat (folytatas):

Fs20

fenoloid
(mg* sz.t.)

MDA
(nM g f.t)

FeSOD
(g*ft)

MnSOD
(g*ft)

Cu/ZnSODH
(gt f.t)

POXrt 0,375
(gt f.t)

POXgfo,613
(gt f.t)

POXrs 0,632
(g*ft)

APX
(pmol Asc ug
protein® min™)
PSI
(g Chl cn¥)

PSII
(g Chl cn)

LHCII
(g Chl cn¥)

7. nap 21. nap

Ko Cad Ko Cad

844,0 1655,5 ,, 691,2 3293,1 .. 2

+123,6 +1,2 +63,8 +281,9

i i 7.7 13,9 -
+2 4 +3,5

61,6 56,4 ns 82,6 1214 2

+31,2 +13,4 ' +21,5 +38,4

131,5 91,1 ns 2195 68,4 —_—

+108,4 +6,8 ' +21,3 +7.2

33,5 38,6 93,2 114.6

+51 +51 NS 28 283 7

2615,1 3950 .. 3056,9 3289 ..

+444.9 +51,4 +65,1 +175,8

370,6 12,1 .. 957.,9 642,5 ns. 4

+118,2 +7,0 +403,7 +185,0 '

2361,8 2424.6 ns 8362,8 9754,3 ns. 4

+897,9 +508,0 ' +1540,3 +2932.4 '

9457.,8 8552,6 , 12557.,9 20136,5 ,, 2

+138,7 +267,9 +3963,8 +3170,4

2,89 1,85 ns 12,07 16,48 .. PN

+1,20 +0,11 ' +1,26 +0,58

3,67 0,97 .. 4,49 151 wx AN

+0,031 +0,18 +0,38 +0,07

0,92 0,72 ., 1,02 1,50 RPN

+0,05 +0,07 +0,17 +0,05

5,31 2,73 . 7,16 3,53 DS

+0,52 +0,06 +0,41 +0,55




A/2. tablazat: Autogén regeneracio alatt mért z@sok el§ megjelenése, ibelisége (a

valtozasok iranyat nyilak jel6lik).

valtozas valtozas
kezdete irAnya intervallumairanya
levél Fe-tartalom - - 10.-15.nap 1
lutein - - FeSOD|15.-20. nap
VAZ - - 20.-30. nap 1
Ot p - -
Cu/ZnSOD-lI - - 14.-15.nap 1T
levél Cd-tartalom kezdéitfolyamatos 1 bS] 15.-23.nap 4
LHCII kezdetbl folyamatos 1 23.-25.nap 1
25.-30.nap
kloroplasztisz Fe-tartalom ~7.nap 1t
APX ~7. nap 1t 14.-15.nap 1
Dnpo kezelés elshete 1 PSIl |15.-23. nap
23.-30.nap 1
MnSOD kezelés élkét hete 1
POXgt 0375 kezelés elskét hete 1
POXgf0613 kezelés elskét hete 1
POXgf 0,632 kezelés etskét hete 1
Fo/Fm ~10. nap YN
Dpg) ~10. nap 1t
Dne ~10. nap N
Fs20 ~10. nap T
Chla/b ~14. nap T
B-karotin ~14. nap T
ADEEPS ~14. nap T
MDA ~15. nap N2
Chla+b ~17. nap 1t




A/3. tdblazat: Megemelt vasellatas mellett regéitatott névényekben meért valtozasoksels

megjelenése, tibelisége, fény- és sotétperiodus-fiiggése (a vatdz@anyat nyilak jeldlik).

1. nap 2. nap 3. nap
valtozas . " . vy s . vyt
kezdete feny ‘ sotét fény ‘ sotét fény sotét

friss tdmeg 6"-10" P 0N 0 P P P
szaraz tdmeg 6"-10" P > P - P >
levélfelulet >10 > t > 2y > >
levél Cd- h
tartalom 6™10° v T > T > T
levél Fe-tartalom ~3 T -> T -> T ->
kloroplasztisz h
Fe-tartalom 6™10° T > T > T -
kezdetben)
Chla+b eag (. TV > 0 > 0 =
Chla/b 610" 0 > 0 > N >
B-karotin 6™-10" 0 > N > N N2
lutein kezdetben J > T N2 N2 ->
VAZ nincs valtozas - -> > -S> > >
ADEEPS 6-10" 0 > 0 > N >
Dpgy kezdetben M KN 1 N N N
®sp kezdetben J KN J N BN N
Dnpg e'M1d ) 1Y > J > > >
Dne kezdetben | > J N N N
PSI ~24 > P - P >
1.
PSli fényperiddus > > (=) > T -
I.-111.
LHCII fényperiodus 7 e () = T >




B. Hosszu tavu Cd-stressz hatasa a fémionok transkfciojara: kompetitiv
€s nem-kompetitiv kdlcsénhatasok

A noveényi hajtas szoveteinek fémtartalmat a tapoidadsszetétele és a gyokerek,
valamint a szallitéelemek felvételi és szallitAsapécitasa alapvé&tn befolyasolja.
Kisérleteinkben a hosszu tavu Cd-stressz esetéiasgaltuk, hogy a Cd jelenléte milyen
mértéki zavarast, és milyen rendszerskintvaltozasokat okoz az egyéb fémek
transzlokaciojaban. A valtozasok jellegzetessélggijan kovetkeztetések vonhatdk le egyéb
tapelemek €s mas nem esszencialis/toxikus elene&tdiere és transzportjara gyakorolt
hatasara valamint a Cd transzportjara vonatkozdem.atmeneti fémek felvételének és
transzlokaciojanak mechanizmusa és kontrollja kigdiontossaggal bir azért is, mivel nagy
koncentraciéban halmozdédhatnak fel a névényi sekben, igy az emberi szervezet szamara

kulondsen toxikussa valhatnak (Valkbal, 2005).

Az él szervezetek, igy a névények esszencialis fémekzpirtjaban szerepet jatszé
transzporterei és transzportmechanizmusai is k&gadénbséget tenni a trivalens-divalens-
monovalens, nagyobb vagy kisebb ionradiusszal athdrokkal, fellleti téltéssel rendelkez
fémionok kdzo6tt, amely kulcsfontossagu a differétidiranszlokaciohoz. Sok, fizikai-kémiai
szempontbdl nagy hasonlésagot mutatdé fémion kédéront nem, vagy nehezen képesek
kilénbséget tenni, igy ezek a foldkéregben ritkdtk&bban) edfordulé fémek mérgeiek
lehetnek az &l szervezetekre. A ndvényi transzporterek nem tésimkséget a Ga és St
ionok kozott (Kanteret al, 2010), amely ramutat arra, hogy az ionok kozotti
kuldnbségtételnek leginkabb a nagy mennyiségbéfordulé esszencialis kationok kozotti
diszkriminaciéban (pl. Ca - Mg®) van szerepe. Az esszencidlis atmeneti fémek tdtgbn
dedikalt, nagy affinitdsu transzportereket és spedilt transzport-utvonalakat hasznalnak,
mely soran nemcsak a felvétel, de a xilémeleme&hkért) betdlbdés és a fém-komplexek
0sszealldsa is & szabdlyozéas alatt all (Burkheatal, 2009, Yamaguchet al, 2010). A
nem-esszencialis fémek nagy része, tobbnyire szemk@mplexekként vagy szerves
molekulakhoz kapcsolodva, szintén ezeket az esedisnoehézfémek felvételéért fasl
transzportereket, transzport-Utvonalakat haszriBljgkheadet al, 2009, Briatet al, 2007).

A tapelemek talajban/tapoldatban tofiékoncentracidévaltozdsa isésen befolyasolja mas
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egymas transzlokaciéjat néhany esszencialis ésassgencialis atmeneti fémion (Pileb
al., 2009), igy a vas transzlokaciojat tobbek koadtdt*, Ni**, Cr*, Cuf* és az Al* (Chenet

al., 2006, Dubeet al, 2003, Douchkov et al, 2005). Szamos nem-esszencialis fémion
bizonyitottan mas, esszencialis makro- s mikroengrfém transzportjaban szerepet jatszo
rendszert hasznal a hajtasba téftéranszlokaciéhoz. Tobbek kézott &'Sa C&*-ionokkal
(Seregin és Kozhevnikova, 2004), mig a’ RIK -ionokkal transzportalodik egyiitt (Beniloch
et al, 1989). Egyes, nem esszencidlis 4tmeneti fémiofipka T4, a S¢* és a C&™**
pedig nagyon kis rataval transzlokalodnak a gyakéabhajtasba (Shtangeeea al, 2004).

Az atmeneti fémek kozill a Fetranszportjdban olyan transzporterek vesznek aé6ZIP
transzporterek), melyeknek szerepe van a novénwsili Mn®* és Z* transzportban is
(Korshunovaet al, 1999), azonban mas fémek, igy*donok is feltételezhéen egyiitt
transzportalédhatnak velik. A Niés AP* ionokrél kimutattdk, hogy a Ee ionokkal
kompeticibban vannak a komplexal6o szerves molekulakel$sorban a citratért, de
mozgasukhoz mas transzportereket hasznalnak (€hadn 2006, Haydon és Cobbett, 2007).
Tehat mas atmeneti fémek jelenléte alafmetbefolyasol(hat)ja a hajtasba iranyuld vas-

transzlokacionak a hatékonysagat.

Eredmények

A vizsgalatokhoz a levelek teljes elemtartalmat liaAliuk a disszertacioban
leirtaknak megfelélen ICP-OES és ICP-MS késziilekekkel, savas feltftidgis A +2 levelek
kifejl 6dését kdveten a Cd koncentracidja a levelekben a kezelés vagehCd-koncentracio
28,15+5,69%-aval emelkedett, mig a Ko levelekbeltozatlan maradt. A fémes elemeket
levélbeli koncentracidjuk Cd-indukalt valtozasa pgda kilonbo# csoportokba lehetett
sorolni (B/1. 4bra). A levelek kiféjtlését kovet idoszakban (7-21. kezelési nap) az alkali- és
atmeneti fémek (kivéve K, Mn Zn) koncentracidjagsdiikansan alacsonyabb emelkedést
mutatott (<Ko noévények 50%-a), mint a Sr, Ca, K, &nzZn koncentracié emelkedése (> Ko
novények 50%-a). A Ba és a Mg koncentracidjanakleedése a kontroll levelekben mérbet
ertéknél is magasabb volt. Az egyes csoportokorul bal transzlokacio valtozasanak
hasonlosaga szignifikansan magasabbnak adddott, aniegyes csoportok kdzott méihet

hasonl6sag mértéke.
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B/1. abra: A 7. és 21. kezelési nap kozott, a kbinfKo) és Cad kezelt névényekben a
levelek fémtartalmaban mért valtozasok. A transatikt — a kdnnyebb 0Osszevetbmig
erdekében — minden fém esetében a 21. napos Kmyelértékeire normaltuk (Id.: 1.
tablazat). A kontrollhoz viszonyitott kilonbségekéfprobaval elemeztik. ns: nem
szignifikans; *: P<0,1; **: P<0,05; ***: P<0,01.

Ve

idében vizsgaltuk a levelek elemtartalmat, amit a kdegelekben mérhétmaximalis fém-
koncentracidk %-aban fejeztink ki. Ezekhez az ékBkz rendeltitk a mintdk Cd-
koncentracidjat ([Me}e—[Cd]:re)), @z adatparok igy vizsgalt fémenként egy-egy egye
adtak. A tovabbiakban ezekre a pontokra linearigresszioval illesztett egyenesek
meredekségét vizsgaltuk (B/2. abra). Az 0sszesemsi#is €s nem esszencialis fémet
vizsgalva, az egyenesek meredeksége alapjan h&aoportot tudtunk elkiloniteni. Az éls
csoportban, melybe minden vizsgalt alkali- és aetiefém (a Mn és a Zn kivételével)

beletartozott, a meredekség minden esetben 0,6ratabdt, kdzulik az Al, a Li és a Sc
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esetében a koncentracié alig emelkedett, vagy asirkkent is, igy az egyenesek
meredeksége 0 korul szort. A masodik csoportbatybeea legtobb alkaliféldfém, valamint a
Mn és a Zn tartozott, az egyenesek meredekségdoldth, de minden esetben 1,0 alatt
alakult. A harmadik csoportban, melybe egyediil adtzott, az egyenes meredeksége 1,0
kordl mozgott. A meredekségek variabilitdsa a csigion belll szignifikdnsan alacsonyabb
maradt (P<0,05), mint az egyes csoportok kozotlatteaz egyes, altalunk elkilonitett
csoportok szignifikansan kulonbéztek egymastolegniagyobb csoporton bellli variabilitast
az el$ csoportban mertik, koszonbeh az Al, a Li és a Sc esetében 0-tdl szignifikamsam

kulonbo® meredekségeknek.
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Sc LU Al Fe Ni Cu Na Ti K Cr Zn Sr Mg Ca Mn Ba

csoport1 csoport2 csoport3

B/2. abra: A fém- és Cd-akkumulacié korrelacidjeelyet a [Me] e—[Cd] i1 fliggvény
pontjai irnak le. Harom csoport volt megkulonbdaétt a femek kdzott aszerint, hogy a Cad
kezelés milyen mértékben befolyasolta a transziokdiat. A Cd-indukalt transzlokacios
Tukey-Kramer poszt-teszttel vizsgalva csoportokagliib a kulonbddség nem, mig a
csoportok kdzott éisen szignifikdns (P<0.05)
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Diszkusszio

A mérési eredmények és kiértékelésik alapjan nyiskbva valt, hogy a Cd nem
akkumulacié gatlasa alapjan csoportositva a csokqgdllegzetes egyezéseket mutatnak a

fémek fizikai-kémiai tulajdonsagaival.

Atmeneti és foldfémek

A Cd-rdl leirtdk, hogy jelenléte kblcsdnhat a Cagsalizacios Utvonalakkal (Verbost
et al, 1989), valamint a Zn-finger-fuggitvonalakkal (Kothinthet al, 2010). Részben a Ca-
szignalizacioval tortéh interakcioja tehét tehat feledssé a transzporterek gatolt/csokkent
szervezet nem képes tokéletesen megkiilonboztedeaés a Cl" kationokat, igy a Cd
mintegy a C& analégjaként viselkedik szamos élettani folyamatifzok a fémionok (Cu,
Al, Cr, Ni), melyek tobbé-kevésbé hasonl6 médomgeportalodnak, mint a Fe, tehat citrat,
vagy nikocianamin komplexeket képeznek a xilémnedyta Fe transzlokacios profiljahoz
rendkivil hasonld valtozdsokat mutattak transzlwfakban Cd-stressz hatdsara. Az atmeneti
fémek kozll a Zn és a Mn transzlokaciés profiljardzan jellegzetesen kulonbdzoétt mas
atmeneti fémekét. A Mn, eltéien a tobbi atmeneti fémeikt a xilemnedvben szerves, vagy
foszfat-komplexeket képez (Big et al, 2005). A csak mérsékelten csdkkent levélbeli Mn-
akkumulacié azt jelzi, hogy a Mn komplexalodasasmokacidja alapvéen kilénbod
folyamat mas, esszencialis atmeneti fémek, igy a&$a@ Cu citrat-, illetve nikocianamin-
komplex formalédasatol/transzlokacidjatol (Yruek®05, Durettet al, 2007). A Zn képez
ugyan Zn-NA komplexet — igaz, csak a szimplasztiégamem a xilémnedvben (Ghandalyan
et al, 2006). Cd-stressz alatt a hajtas Zn-tartalmalladik, de vizsgalataink alapjan a
megemelkedett transzlokacidés aktivitas egyériielm csak a levelek fétlési fazisara
jellemzs, mely peridodus utan a transzlokacio jellege nerndémas, altalunk Il. csoportba
sorolt fémion transzlokaciojatdl. Cd-stressz hatdamutattak a gyokér Zn-felvételéért
feleloss ZIP9 transzporter expresszidjanak novekedésétbéwet al, 2005), mely
magyarazata lehet a Cad kezelés kezdeti peribdusapasztalt, a féjs levelekbe iranyuld
erdteljes Zn-transzlokaciénak. Az olyan nem-esszeiscitineneti fémek, mint a Ti és a Sc
transzlokacios profiljai azt jelzik, hogy a trarskcidjuk egy hasonldképpen kelatfidgg

avagy mas ismertetett &tmeneti fémekkel megedigyarvonalat (Cigleet al, 2010) hasznal.
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Az egyetlen altalunk vizsgalt foldfém, az Al traltdacioja jelentsen visszaesett Cd-
stressz hatdséara, hasonléképpen az atmeneti f@tesits részéhez. Az Al transzlokécios
profilja kdzeli rokonsagot mutat olyan esszencidehézfémek, mint a Fe, a Ni és a Cu
profilia. Az Al interakciéban van a Fe transzporghazaltal, hogy szintén citratkomplexet
formal a xilémben, és igy, komplexalt formabanfgita hajtasba is (Ma és Hiradate, 2000).
igy a Fe és az Al transzlokaciojaban mutatkozo higsagok megésitik az elképzelést,
miszerint a Cd Fe-transzlok&ciora gyakorol hat&daijelents részéért a citrat xilémbeli

hianya tehét felelossé.

Alkalifémek

Cd-stressz hatasara az 6sszes vizsgélt alkélifansziokacios profilja az atmeneti
fémek tobbségével megegyeanddon valtozott. Az alkdlifémek azonban, az atrtiene
fémekdl eltében, a ndvényekben szabad, egy vegyértékionokként mozognak. A K és
Na-transzpoterek specifikusak, kiilénbséget tes#telés Na kozott. A Li° valdszirileg
egyitt mozog a Namal, melyet alatamaszt a Cd-stressz alatt mutatatszlokacios-profil
valtozasa is. A Cd-stressz alkalifémionokra gyakohatasai kozott sok altalanos hatas
lehetett jelen. Divalens kationként a “Cchem hasznalhatia a monovalens kationok
transzportjara dedikalt transzportereket/csatomaky a Cd-alkaliféem interakcio, sokkal
inkabb, egyfajta nem-kompetitiv gatlas eredménfietleA Ca-rdl ismert, hogy interakcioban
all a K-felvétellel (Elzam és Hodges, 1967, Gtuldt al, 2008). Kisérleteink alapjan
feltételezve a Cd Ca-sZeviselkedését, minden bizonnyal a Cd is hasonléhar@izmusok

révén gatolja az alkalifém-transzlokaciot, mintafia is teszi.

Alkalifoldfémek

Az alkdlifoldfémek szabad kationokként mozognak @&vémyekben, stabil
komplexeket nem képeznek. A Cad kezelés zavarta Baas a Mg kivételével - az
alkalifoldfémek transzlokaciojat is. Az akkumulagyatlasanak mértéke azonban jebseh
kisebb volt, mint az 4tmeneti fémek tdbbsége éallifémek esetében. A Mifelvétele és
transzlokacidja a tobbi alkalifoldfédit kilonboz utakat hasznél, a Sr és a Ba azonban
bizonyitottan interferdl a Ca-transzporttal (Semegés Kozhevnikova, 2004). Az
alkalifsldfémek kozil a Ba transzlokaciéjara nemltvbatassal a Cd-kezelés. A Ba

ellentétben a tobbi alkalifoldfémmel, kimutatotizsak az apoplasztban mozog, soha nem Iép
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be a szimplasztba (White, 2001), igy & Gelenléte nem befolyasolta a transzportjat. A*Mg
transzportjara sem volt jelérst hatdssal a Cd, ami azt mutatja, hogy a Mg fdikiéem és
széllitAsdban szerepet jatsz6 transzporterek kdeény&ilonbséget tesznek Rgés Cd*
kationok kozott. A Sr-rél ismert, hogy Ca-mal egyiianszportalédik mind névényi, mind
allati szervezetekben (Kanter al, 2010). A Ca és a Sr akkumulaciojanak alkaliatbseneti
fémekhez viszonyitott kdzepeserbeigatiasa (koncentracio-fliggvények 0,5-1 meredelség
arra enged kovetkeztetni, hogy esetiikben a trakéald gatlasa sokkal inkabb kompetitiv
jellegi. A CP* nemcsak allati (Verbostt al, 1989), de névényi sztémazardsejtekben is
(Perfus-Barbeockt al, 2002) interferal a Gamembranon keresztill tori@mranszportjaval,
mely egyben a Ca-fuggelatviteli Gtvonalak kompetitiv zavarahoz is vezilati sejtekben a
Cd kimutatottan zavarokat okoz tobb aktivacios kadamikodésében is, melynek az alapja a
ca*-Cd** ionok molekularis szifit 6sszetévesztése, és részben & @h-kot helyekre
torterd kotbdése (Beyersmann és Hachtensberg, 1997). Novényeklelvett és hajtasba
transzlokalt Cd jeleis része nem Iép be a citoplazméba, hanem a sejtfafitttten marad.
A Cd** képes helyettesiteni a €at a sejtfalban azaltal, hogy a Cadtelyekre kotdik
(Webster és Gadd, 1996). Mindezek az adatok tanadgaizt az elképzelést, hogy
novényekben a Gaés a Cl" egy kdzds transzportrendszeren osztozik, és @ledl¢tében
tapasztalt egyes zavarok primer okaként a Cd Cabobzmussal tortéhinterakcioja, illetve
molekularis szint 0sszetévesztése tehiétlelossé.

Osszegzés

A transzlokéaciés profilok alapjan a fémeket harosoportba lehetett sorolni, melyek kézul
két, f6leg atmeneti, illetve dleg alkalifoldfémeket tartalmazo csoport transzt@pat
befolyasolta a Cd jelenléte. A Ca-jelley transzlokaciés rendszerfémek esetében egy
kompetitiv tipusu gatlas tételeztidel, mely legvaldszifibben a transzporterek molekuléris
mitkodésének szintjén jelentkezik, és a *Cdesszencidlis fém-kationokkal tortén
Osszetévesztésén alapul. A Fe-jdllegelatoroktdl fligg transzlokacios rendszert hasznalo
fémek transzlokacidja sokkal inkdbb egy nem-kontpetjellegi gatlast szenved G
jelenlétében, mely szintén kapcsolatban lehet &#i§gs szignalizacioval oly médon, hogy a
Cd bizonyitottan csokkenti a xilémben a komplexatasfelebs szerves molekulak

xilémelemekbe jutasat szolgalo transzporterek esgaiéjat.
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