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Roviditések jegyzéke

AL - "actinic light", a fotoszintézist aktivalo fény

AM - aminotriazol, katalaz gatld vegyulet

Ant - anteraxantin

AR - atrazin-rezisztens biotipus

CE - cerulenin, de novo zsirsavszintézis-gatlo vegytilet

CH - cikloheximid, magkodolt fehérjeszintézis-gatld vegytulet

CHL - kloramfenikol, plasztisz kodolt fehérjeszintézis-gatlo vegyiilet

DDC - dietil-dithio-carbamate - szuperoxid-dizmutaz gatlo vegytilet.

DGDG - digalaktozil-diacilglicerol.

DH - ,,double hits”, a vizbont6 rendszer kilonbozé S allapotai kozotti kettos atmenet 1 flash
hatéasara.

DTT - dithiotreitol, violaxantin de-epoxidaciojat gatlo vegyiilet

Ei - epoxidacios index, a xantofill ciklus aktivitasat tikrozé paraméter, mely a
(violaxantin%+0.5 anteraxantin%/100) képlet segitségével szamolhaté.

EQY v.AF/Fm’ = (Fm’-Fs)/Fm’- effektiv quantum hatasfok.

F (Fs) - az adott fényintenzitas hatasara kivaltott fluoreszcencia egyensulyi szintje.

Fo - asotét adaptalas utdn mért kezdeti fluoreszcencia.

Fo’ - a fotoszintézis egyensulyi helyzetében mért konstans fluoreszcencia.

Fi - a gyors indukcids gorbe intermedier fluoreszcencia szintje

Fi-Fo/Fv - a gyors indukcios gorbébdl szamolhatd, a plasztokinon pool-ig terjedd
elektrontranszport hatékonysagara utalo paraméter

Fm - a sotét adaptalas utan mért maximalis fluoreszcencia.

Fm’ - a fotoszintézis aktivalasa kozben telitési fényintenzitas hatdsara mérhet® maximalis
fluoreszcencia.

Fv - a sotét adaptalas utan meghatarozott valtozo fluoreszcencia (Fv=Fm-Fo).

Fv’ - a fotoszintézis egyensulyi szintjekor meglévé valtozé fluoreszcencia.

Fv/Fm =(Fm-Fo)/Fm - optimalis quantum hatasfok.

M - ,miss”, a vizbont6d rendszer kiilonbozé S allapotai kozotti atmenet elmaradasa a flash
hatasara.

MGDG - monogalaktozil-diacilglicerol.

ML -, modulated light” a fluoreszcenciat gerjeszt6 fény.



NPQ =Fm-Fm’/Fm’- sugarzas nélkiili energia disszipacid, mely a nem fotokémiai kioltas eltérd
modon szamolt formaja.

PG - foszfatidilglicerol.

PQ - paraquat

PQR - paraquat-rezisztens biotipus

PQAR - paraquat/atrazin-rezisztens biotipus

qE - A nem-fotokémiai kioltas (qN) sotét relaxaciojanak gyors komponense (qfast), amely az
intratilakoidalis pH valtozassal Osszefliggd folyamatokkal all kapcsolatba. Ezért nevezik e
kioltasi tipust energiafiiggd-kioltasnak (qE).

relaxalodo komponense (qslow). E paraméter a fotoszintetikus apparatus karosodasaval fugg
0ssze.

qN=1-(Fm’-Fo’)/(Fm-Fo) - nem fotokémiai kioltasi koefficiens.

qP =(Fm’-Fs’)/(Fm’-Fo’) - fotokémiai kioltési koefficiens.

a gerjesztési energia Ujraelosztasaval (state atmenetek) all kapcsolatban.

Rfd = (Fm-Fs)/Fs - vitalitasi index, a fluoreszcencia kioltasi folyamatok és a fluoreszcencia
sugarzas aranya. Jol jellemezhetd vele a teljes fotoszintetikus elektrotranszport-lanc miikodése.
S - szenzitiv biotipus

SA - Sandoz 9785, linolénsav deszaturaz-gatlo vegytilet.

SOD - szuperoxid dizmutaz

SP - "saturated pulse", telitési fényimpulzus

STR - szteptomicin

TL - termolumineszcencia

Vio - violaxantin

Zea - zeaxantin



1. Bevezetés

A biologiai (genetikai, mikrobioldgiai, névény-, vagy allatélettani) problémak kutatasanak
egyik gyakran hasznalt modszere a kiillonbozé mutansok eldallitasa, azok tulajdonsagainak
tanulmanyozéasa és 6sszehasonlitdsa a vad tipusu torzsekkel. Ennek soran az egyes funkciok
megvaltozasabol kovetkeztetni lehet a mutacid soran megvaltozott részek funkcioira,
tulajdonsagaira. Ugyanezt a modszert gyakran alkalmazzdk a fotoszintézis-kutatasban is.
Szamos alacsonyabbrendli névény mutansainak létrehozasaval Gjabb és ujabb informaciokat
kaphatunk a fotoszintetikus apparatus mikodésérél. Ugyanakkor a magasabbrendii névények
mutansainak el6allitasa joval problematikusabb és koltségesebb.

A mezdgazdasagi gyakorlatban hasznalt kulonb6zé gyomirtdszerek tartds alkalmazasa
herbicid-rezisztens névények kiszelektalodasahoz vezetettek. Ezen novényeknek a fotoszintézis
alapkutatasasba valo bekapcsolodasa a mezdgazdasagi problémak felmerilése és megoldasa
mellett, hozzajarultak fotoszintézis alapfolyamatainak minél teljesebb megértéséhez. Erre jo
példa az 1960-as évektdl kezdédéen a diuron és mas PS II fotoszintézisgatlé herbicidek
hasznalata és az ezek kovetkeztében kiszelektalodott herbicid-rezisztens novények
fotoszintetikus tulajdonsagainak vizsgalata. Ezek jelentés mértékben eldsegitették a PS II
szerkezetének és muikodésének minél teljesebb megértését (Duysens and Sweers 1963,
Hirschberg and MclIntosh 1983).

Az 1970-es évek oOta, amikor is az elsé fotoszintézis-gatld herbicidekkel szembeni herbicid-
rezisztens novényekrol szol6 tudomanyos publikaciok megjelentek, tobb, mint 250 herbicid-
rezisztnes biotipust irtak le a szakirodalomban (Ryan 1970; Holt and LeBaron 1990; LeBaron
& McFarland 1990). Ezek osszesen mintegy 15 féle herbiciddel szemben valtak rezisztenssé,
melyek kozil a legismertebbek és legelterjedtebbek az atrazin-rezisztens (55 faj), valamint a
paraquat-rezisztens biotipusok (16 faj) (LeBaron 1991; Preston 1994).

Az atrazin-rezisztens fajok tanulmanyozasa soran kimutattak, hogy a rezisztencia alapja a psbA
gén pontmutacidja, mely csékkgnti az atrazin bekotédésének affinitasat. Ugyanakkor az
atrazin-rezisztens novények fotoszintetikus tulajdonsagainak vizsgalata felhivta a figyelmet arra
is, hogy az atrazin-rezisztens novények fotoszintetikus folyamatai jelentés mértékben
modosultak a mutacid kovetkeztében, beleértve szamos, a fotoszintetikus elektrontranszport
szabalyozasaban szerepet jatszo folyamatot is.

A masik igen gyakori rezisztencia a paraquat-tal szemben kialakult rezisztencia. Bar a

jelenséget széleskorben vizsgaljak, az okok felderitése még varat magara. A paraquat



hatasmechanizmusanak vizsgalata a paraquat elektrontranszport stimulalo tulajdonsaganak
koszonhetden  szintén  segithet a  fotoszintetikus  elektrontranszport  folyamatok
tanulmanozasaban. Ugyanakkor a paraquat-rezisztens novények fotoszintetikus tulajdonsagai
még alig ismert.

A 80-as évektdl kezdédben a biologiai problémak kutatasa (beleértve a novényélettani,
fotoszintézis kutatisokat) egyre erételjesebben fordult a kilonbozd stressz, ill. okologiai
problémak megoldasanak iranyaba. Ilyenek a szélséséges hdmérsékleti viszonyok, a vizhiany, a
fény viszonyok (magas fényintenzitdss, UV sugarzas) 1ill. emberi tevékenység
(levegdszennyezés) okozta kornyezeti problémak. A természetes koriilmények kozott
kiszelektalddott herbicid-rezisztens novények tanulmanyozasa soran kiderilt, hogy szamos
rezisztens novény stresszérzékenysége is eltér a vad biotipusétol. Ezek okanak felderitésével
ujbdl csak tovabbi ismereteket szerezhetink a fotoszintetikus apparatus miikodésérol.
Ugyanakkor szamos herbicid-rezisztencia oka €s mechanizmusa még ma sem ismert. Ezek
felderitésére iranyulod kisérletek ismét csak gyarapithatjdk a fotoszintetikus folyamatokrol
kialakult ismereteinket.

Mindezekbdl is lathatod, hogy a mesterségesen eldallitott mutansok tanulmanyozasa mellett a
kiilonboz6d herbicid-rezisztens novények fotoszintetikus tuajdonsagainak vizsgalata ma is

aktualis és hozzasegithet szamos alapkutatési probléma megoldasahoz is.

Jelen dolgozatban a sajat eredmények bemutatasa mellett minél atfogobb képet szeretnék adni
fentebb emlitett két fotszintézisgatld herbiciddel szembeni rezisztencia kutatasok eddig elért
eredményeir6l. A herbicid-rezisztenecidk mechanizmusanak vizsgalata mellet e novények
modosult fotoszintetikus tulajdonsagai lehetéséget biztositanak a fotoszintetikus apparatus
mikodésének és a kiilonbozo stresszthatasok folyamatainak tanulméanyozasara.

A dolgozat tematikdja tobb konkrét probléma megoldasat oleli fel. Vizsgalataim soran a
kiilonbozo fotoszintézisre hatd herbicidekkel szemben rezisztensé valt novények fotoszintetikus

tulajdonsagainak tanulmanyozasanak tertleteit ezért a kovetkezokben foglalhatnam ossze:

1. Atrazin- és paraquat- rezisztenciaval rendelkezé névények fotoszintetikus tulajdonsagainak

Osszehasonlitod vizsgalata.

2. Ezen novények stresszérzékenységének vizsgalata, kiilonos tekintettel a magas fényintenzitas

okozta karositd hatasokra.

3. Paraquat fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa.



4. Paraquat-rezisztnecia mechanizmuséanak vizsgalata.

A téma soksziniiségébol kovetkezden kissé eltértem a hagyomanyos PhD dolgozat felosztasi
rend;jétol, nevezetesen fentebb emlitett témakat kiilon-kiilon targyalom egyszerre mutatva be az
eredményeket és azok diszkusszidjat, €s ezutan térek ra egy masik 6nallé téma bemutatasara.
Mindezeket azonban egy hagyomanyos ,keretbe” szoritva teszem, ami tartalmazza a
fotoszintézis és herbicid-rezisztencia kutatdsanak a téma szempontjabdl legfontosabb
ismereteit, a kutatasok soran felhasznalt modszerek elméleti alapjait és gyakorlati

felhasznalasukat.



1.1 A magasabbrendii novények fotoszintetikus apparatusianak felépitése és miikodése

A magasabbrendli (oxigéntermeld) novények fotoszintetikus folyamatainak jelentdségét
mutatja, hogy ezek a szervezetek képesek a napfény energidjanak felhasznalasaval a sajat
szervezetiiket szervetlen anyagokbdl felépiteni, mikozben biztositjak a heterotrof szervezetek
oxigén- €s tapanyagsziikségletét, s ekozben felhasznaljadk az azok altal kibocsatott
széndioxidot.

A magasabbrendii novények fotoszintetikus folyamatai specialis sejtorganellumokban, a

kloroplasztiszokban mennek végbe (1.4bra).

Stroma
_ Thylakoid membrane

Thylakoid lumen

Chloroplast
envelope

l.abra: A kloroplasztisz szerkezete.

E sejtalkotokat kettés membran hatarolja, melyen beliil a teret sztroma tolti ki. A sztromaba
agyazva a kloroplasztisz bels6 membranrendszere talalhatd, melyet tilakoid-membranoknak
neveziink. A tilakoid-membranok szorosan Osszetapadva granumokat alkotnak, amiket
sztromatilakoidok kotnek oOssze. A tilakoid-membranok Osszefuggd belsé iiregrendszert
hatarolnak, melyet lumennek neveziink.

A tilakoid-membranok e strukturalis valtozatossagat funkcionalis heterogenitas kiséri. A
sztrbmaban jatszodnak le a COp megkotésének, redukcidjanak é€s szénhidratokka torténd
alakitasanak folyamatai, amihez a sziikséges energiat (ATP-t) és redukalo erét (NADPH+H+-t)
a fotoszintézis tagabb értelemben vett fényreakciojaként 6sszefoglalt folyamatok szolgaltatjak.
fgy a sztromaban lejatszodo folyamatok kozvetlenil nem igénylik a fény jelenlétét. A
fényenergia kémiai energiava torténd atalakitasanak igen bonyolult fotofizikai, fotokémiai és
biokémiai folyamatai a tilakoid-membran lipidrétegébe agyazodott pigment-protein, protein
komplexek ill. egyéb redoxkomponensek igen bonyolult szervezédése és miikodése révén
valosul meg (2.abra). Ehhez a magasabbrendii novényekben két fotokémiai rendszer (PS I és

PS 1II) alakult ki. A granumtilakoidokban talaltatok a PS II reakciocentrumait (Pggq) felépitd



un. D1 és D2 fehérjékbol allo heterodimer az ezekhez kapcsolodo jarulékos fehérjékkel, a
proximalis és disztalis antenna pigment-protein komplexei, valamint a lumen feloli oldalrél a
PS 1I-h6z kapcsolédd vizbontd rendszer. A sztromatilakoidokban lokalizalt a PS 1
reakciocentrum (P70), a PS I-hez kapcsolodo fénygyiijté antenna-komplex, valamint a kémiai
energia ATP formajaban torténd tarolasat (a Mitchell-féle kemiozmozisos elmélet szerint)
megvalosito ATP-szintaz. A granum- és sztromatilakoidok kozott helyezkedik el a két
fotokémiai rendszert 0sszekotd cytbg/f komplex. A tilakoid-membran lipidfazisaban "aszva"
talalhatok a fotoszintetikus elektrontranszport-lanc Un. mobilis komponensei koziil a
plasztokinonok (plasztokinon pool-t képezve), mig a plasztocianin a lumenben, a ferredoxin

pedig a sztromaban lokalizalt.
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2.4bra: A fotoszintézis makromolekuldris komplexeinek lokalizaltsaga a kloroplasztisz
tilakoid-membranjaiban.
A fotoszintetikus folyamatok fényreakcioinak “gerincét” egy redox komponensekbdl allo
linearis elektrontranszport-lanc képezi, melyben az elektronok a +0,8 V redoxpotencialu
viz/oxigén rendszerbdl a -0,32 V redoxpotenciali NADPH/NADP' rendszerbe jutnak (3.4bra).
Az elektrontranszport-lancban két olyan 1épés van, ahol az elektronok mozgisa a
redoxpotencialok kovetkeztében kialakulo elektrokémiai potencial gradienssel ellentétes. E
lépésekhez a sziikséges energiat a két fotokémiai rendszerhez tartozd fénygy(ijté protein-

pigment komplexek altal elnyelt fény kvantumjai szolgaltatjak.



Bipiridiliumok

+ 400 - PS I \
1 Y0224

800710 Lo

e
Fs80

3.abra: A fotoszintetikus elektrontranszport-lanc redox komponensei, néhdany fotoszintézis
gatlo herbicid hatohelyének feltiintetésével.
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Az elnyelt fénykvantumok energiaja a két fotokémiai rendszer reakcidcentrumaiban (P700,
Pgg0) a gerjesztés hatasara bekovetkezd toltésszétvalasztasakor kémiai energiava alakul.
Sziikebb értelemben tehat csupan a primer toltésszétvalasztashoz sziikséges fényenergia, a
fotoszintetikus elektrontranszport késobbi 1épései kozvetlenil nem igénylik a fény jelenlétét. A
linearis elektrontranszport tovabbi redox komponensei e kémiai energia stabilizalasara
szolgalnak. A linearis elektrontranszporton kiviil mindkét fotokémiai rendszerben kimutattak
egy-egy ciklikus elektrontranszportot is, melyek elsdsorban a fotoszintézis fiziologiai
szabalyozasaban vesznek részt. A linearis (és az elsé fotokémiai rendszer korili ciklikus)
elektrontranszport miikodése, valamint a lumen oldalon lejatszo6dé vizbontas eredményeként a
tilakoid-membran két oldala kozott elektrokémiai potencial kiilonbség alakul ki, melynek
terhére ATP szintetizalodik.

Mindezek a fotoszintetikus folyamatok azonban igen bonyolult biofizikai, biokémiai
folyamatokon keresztiil val6sulnak meg. Mivel a fotoszintetikus folyamatokra szamos tényezé
hatassal van, az optimalis mikodés fenntartasa érdekében a novényekben bonyolult szabalyozé

mechanizmusok alakultak ki.
I.1.2 Fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok szabalyozasa.

A fotoszintetikus folyamatok természetiiknél fogva erésen fuggnek a kiilsé korilményektol. A
fény olyan kiilsé kornyezeti tényezd, ami évszakos, napszakos periodikus valtozasok mellett

igen gyors ¢€s jelentOs intenzitasbeli valtozasokra is képes. Igy a novényeknek a hosszu tava



alkalmazkodas mellett ki kellett alakitaniuk gyors szabalyozé mechanizmusokat is, amik
megvédik a novényt a hirtelen fényintenzitas okozta karosodasoktol.

A fotoszintetikus apparatus felépitése (pigmentek mennyisége és Osszetétele) révén képes egy
meghatarozott mennyiségl fényenergia elnyelésére és kémiai energiava torténd atalakitasara.
Ehhez képest az aktualis fényintenzitas lehet kevesebb, vagy tobb. Ha a fényintenzitas
kevesebb, mint amit a novény atalakitani és hasznositani képes, a fény gyakorlatilag maximalis
hasznositasa mellett is, a fotoszintézis alacsony hatékonysaggal miikodik. Ebben az esetben a
pigmentdsszetétel €s a fotoszintetikus apparatus felépitésének modositasa révén hosszatavon
lehetéség van az abszorbealt fényenergia novelésére (shade type kloroplasztisz) (Lichtenthaler
1988).

A fényintenzitas novekedésével a fotoszintetikus folyamatok intenzitasa né mindaddig, mig el
nem éri a maximalis kapacitasat. A fényintenzitas novekedésével egyre jelentGsebbé valnak
azok a folyamatok, amelyek arra iranyulnak, hogy az abszorbealt, de mar hasznositani nem
képes fényenergiat olyan formava alakitsak at, vagy vezessék el, ami kevésbé karositd a
novények szamara (down regulation mechanisms). Azonban ha ezeknek a fotoprotektiv
mechanizmusoknak a kapacitasa is kimerul, (akar a fényintenzitas tovabbi novekedése miatt,
akar egyéb stressztényezé hatasara) a gerjesztési energia nem tud elvezetddni és olyan toxikus
gyokok képzdédése indul be, amelyek mar karositjak a fotoszintetikus apparatust. Ezt a
jelenséget nevezziik fénygatlasnak (Powles 1994). Ennek elkeriilésére (tartésan magas
fényintenzitasok mellett (pl. nyaron)) a novény hosszatavon is alkalmazkodni képes a
pigmentek mennyiségnek csokkentése és Osszetételének megvaltozasa, valamint az egész

fotoszintetikus apparatus atszervezédése révén (sun type kloroplasztisz). (Lichtenthaler 1988)

A fotoszintetikus folyamatok elsé Iépései a fényenergia megkotése €s tovabbitasa a
reakciocentrumok felé. Az abszorbealt fényenergia mennyisége a fényintenzitastol és a tilakoid-
membran pigment-protein komplexeinek mennyiségétdl figg (LHC mérete), ami révid tavon
allandonak tekinthetd. A fény abszorbealasa, a gerjesztési energia atadasa, a primer fotokémiai
folyamatok olyan gyorsak (107°-107s), hogy azok szabalyozasa nem lehetséges. (Vannak
ugyan olyan stratégiak a novényekben, amelyek arra iranyulnak, hogy csokkentsék az
abszorbealt fényenergia mennyiségét (levél orientaci6 megvaltozasa, kloroplasztiszok
elmozduléasa), de ezek szerepe, jelentdsége valtozo.)

A fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok mitkodése soran a tilakoid membran két oldala

kozott elektrokémiai potencialgradiens alakul ki az iranyitott elektronvandorlas és az



egyenldtlen protonmegoszlas kovetkeztében. Ez az elektrokémiai potencialkiilonbség
fényintenzitas novekedésével fokozodik és aktival szamos olyan folyamatot, amely lehetdvé
teszi a sziikséges mennyiségen feliil abszorbealt fényenergia un. nem-fotokémiai ton torténd
elvezetését, lecsengetését. E folyamatok pontos molekularis mechanizmusa még nem teljesen
ismert (lasd Dau (1994) osszefoglald6 munkaja).

Egyes szerzok feltételezik, hogy a tilakoid membran lumen oldalanak tulzott savasodasa
kovetkeztében a vizbontd rendszer Ca®'-ot veszit, aminek kovetkeztében aktivitasa jelentésen
lecsokken. Ez csokkenti a PS II donor-oldali elektronaramlas sebességét, ami Tyr;" és Pggo’
élettartamanak megnovekedéséhez vezet. Ekozben az akceptor oldal is modosul az
elektrokémiai potencialkiilonbség hatasara, ami megndveli a Pego'Qa” rekombinaciojanak
valdszinliségét. Ez egyrészt az elektrontranszport sebességének, masrészt a tilakoid membran
szerkezetének olyan iranyl megvaltozasat eredményezi, ami kedvez a gerjesztési energia
termalis lecsengésének (Kriegel and Weis 1992,1993). E jelenség in vitro jol tanulmanyozhato,
de nem kimutathato in vivo. Masrészt nehéz vele értelmezni a ApH hatasara megfigyelhetd
LHC II konformacidjanak megvaltozasat, valamint egyes nem-klorofill tipusu pigmentek
(xantofillok) szerepét a folyamatban.

Mas szerzok magas fényintenzitaison a LHC II szerkezetének konformaciovaltozasat,
aggregalodasat figyelték meg, amit az alacsony lumen pH hatasara, az LHC II egyes lumen
oldali aminosavak (glutamat, aszpartat) protonaldédasaval magyaraztak (Horton and Ruban
1992). Ez a konformaciévaltozas megvaltoztatja a pigmentmolekulak kozotti energiaatadast,
elosegiti a felesleges gerjesztési energia hé formajaban torténd elvezetését (Ruban et al. 1992).
Ezt a folyamatot segitik egyes nem klorofill tipusi pigmentek (zeaxantin) azaltal, hogy
megvaltozik a kotédésik az LHC II-hoz. (Horton et al. 1991). Viszont LHC II (klorofill b)
hianyos mutansokban sem sziinnek meg teljesen a ApH-val 6sszefliggd folyamatok.
Demmig-Adams és Adams az 1980-s évek végén megfigyelték, hogy a fényintenzitas
novekedésével a violaxantin atalakul zeaxantinna (4. abra). Ezt az atalakulast 6sszefliggésbe
hoztak az intratilakoidalis pH megvaltozasaval (mivel a violaxantin zeaxantin atalakitast végzé
de-epoxidaz enzim alacsony pH-n aktiv), valamint feltételezték, hogy a zeaxantinnak fontos
szerepe lehet a gerjesztési energia termalis uton torténd elvezetésében (Demmig et al. 1987,
Demmig-Adams 1990; Demmig-Adams and Adams1990;1992). Ennek a folyamatnak a
molekularis értelmezését Frank et al. (1994) és Owen (1992;1994) adta meg, kimutatva, hogy
energetikailag a klorofill képes atadni gerjesztési energidjat a zeaxantinnak, ami mar képes ho

formajaban kis adagokban szétszorni azt. Ebben az esetben az alacsony pH-nak az a szerepe,



hogy egyrészt indukalja a zeaxantin atalakulast, masrészt lehetévé teszi a klorofillok és a
zeaxantin kozelkeriilését, olyan orientacioban valé elhelyezkedését, hogy minél kedvezdébb

legyen a gerjesztési energia atadasanak €s h6 formajaban torténd elvezetésének.
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4.abra: A xantofill ciklus

Lichtenthaler és munkatarsai a zeaxantin szerepének értelmezésénél a violaxantin és a
zeaxantin kémiai szerkezetébodl indultak ki. Szerintiik a xantofill ciklus pigmentek azaltal védik
a fotoszintetikus apparatust a fotooxidativ karosodasoktol, hogy eliminaljak azokat a karos
oxigén molekulakat, amelyek karosithatnak a reakciocentrumokat (Lichtenthalet and Schindler
1992) és a tilakoid-membran lipideket (Havaux et al. 1993). Havaux legujabb vizsgalatai soran
a zeaxantinnak egy teljesen uj oldali megkozelitése is felvetodott. Korrelaciot mutattak ki a
membranfluiditas csokkenés és a zeaxantin-tartalom kozott. Szerintiikk a zeaxantinnak fontos
szerepe van a PS II komplex stabilizalasaban (Havaux and Gruszecki 1993; Havaux and Tardy
1996). Mindezek az elméletek azonban nehezen magyarazzak a ApH kialakulasa és a zeaxantin
atalakulasa kozti idébeli kiilonbségeket.

Mindezek ismeretében az dertl ki, hogy a ApH-val 6sszefliggd és a magas fényintenzitason
igen jelentds energia-figgd folyamatok tényleges molekularis mechanizmusa igen Osszetett és
még ma sem teljesen ismert (Dau 1994).

A fényviszonyok valtozasa soran eléfordulhat, hogy nemcsak a fény intenzitasa, hanem a
spektralis Osszetétele is megvaltozik, ami azt eredményezheti, hogy a két fotokémiai rendszer

gerjesztése kozott az egyensuly felborul és az egyik, vagy masik gerjesztése tulsalyba kertil.



Ebben az esetben egy mas tipusu szabalyozas révén lehetoség van a gerjesztési energia
Ujraelosztasara. Ezt a folyamatot nevezziik statel-state2 atmenetnek. Ez a folyamat a PQ pool
oxidaltsagi vagy redukaltsagi allapotatol figgden a Cytb/f komplex altal aktivalt kindz és
foszfatdz enzimek szabalyozasa alatt all (Allen 1992). A PS II tulgerjesztése esetén a redukalt
Qg-k aranya megnd, aminek hatasara a cytb/f komplex segitségével aktivalodik egy kinaz
enzim. Ez foszforilalla az LHC II-t. A foszforilalt LHC az elektrosztatikus taszitderok
megndvekedése miatt a tilakoid membran sikjaban elmozdulhat, levalik a PS II core-rol, ezaltal
csokkenti a PS II altal abszorbealt fényenergiat. Megjegyzem azonban, hogy a statel-state2
atmenet is igen bonyolult folyamatok sorozatan keresztiil valdésul meg, amelyek pontos
mechanizmusa még ma sem teljesen ismert (Allen 1992).

Mivel a fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok végtermékei altal (ATP, NADPH)
szorosan kapcsolodnak a CO, fixalas folyamataihoz, az optimalis miikodés biztositasa
érdekében fontos ezek optimalis aranyanak fenntartdsa. Ehhez jarul hozza a linearis
elektrontranszport mellett a PS I koruli ciklikus elektrontranszport (Bendall and Manasse
1995). De szabalyozo szerepet tulajdonitanak a PS II korili ciklikus elektrontranszportnak is
(Barber and de Las Rivas 1993). Mivel kisérleteim soran ezeket a folyamatokat nem vizsgaltam
ezeket részletesen nem kivanom ismertetni.

Mindezek a folyamatok arra hivatottak, hogy beallitsak €s szabalyozzak a fotoszintetikus
elektrontranszport folyamatok optimalis mitkodését barmely fényviszonyok mellett, segitség a
felesleges gerjesztési energia elvezetését, megakadalyozva ezzel a fotoszintetikus apparatus
karosodasat. Amennyiben a fényintenzitds tovabb emelkedik, és/vagy a fentebb leirt
fotoprotektiv folyamatok mar nem képesek megvédeni a fotoszintetikus apparatust, akkor a
fotoszintetikus apparatus karosodasa miatt a fotoszintézis hatékonysaga csokkenni fog. A
magas fényintenzitasra igen érzékeny masodik fotokémiai rendszer inaktivalodasa figyelhetd
meg leghamarabb. Ekkor az akceptor és/vagy a donor oldal karosodasanak kovetkeztében a
D1 protein megséril, igy a tovabbiakban nem tud részt venni a fotoszintetikus apparatus
mikodésében Powles et al. 1984; Barber and Andersson 1992; Prasil et al: 1992). A sériilt PS
IT reakciocentrumok javitasara lehetéség van, mivel a D1 protein igen gyorsan
yjraszintetizalodik €s a sériilt reakciocentrumok ujraszervezédnek a mar kijavitott, vagy
kicserélt D1-el (Aro et al. 1993). A repair folyamatok szintén részét képezhetik a
szabalyozasnak, hiszen az inaktiv reakciécentrumok képesek lehetnek megvédeni a még aktiv
reakcidcentrumokat az abszorbealt fényenergia hové val6 atalakitasa révén (Krause et al. 1990;

Schnettger et al. 1994).
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Mind a szabalyozas, ‘mind a fotoszintetikus apparatus optimalis mikodése szempontjabol
rendkiviil fontos a pigment-protein ill. protein komplexek harmadlagos szerkezete,
orientacidja, elhelyezkedése a tilakoid membranban, a tilakoid-membran Osszetétele, fizikai
allapota (fluiditdsa, permeabilitdsa). Ezért ezen tényez6k barmelyikének megvaltozéasa

modosithatja az egész fotoszintetikus apparatus felépitését és mukodését.

L.2. Herbicid-rezisztens novények fotoszintetikus tulajdonsagai
L.2.1. Atrazin-rezisztencia

Az atrazin rég6ta ismert és hasznalt gyomirtdszer, amely fotoszintézis-gatld hatasat ugy fejti ki,
hogy gatolla a PS II akceptor oldalan a Qa ¢és Qg elektronakceptorok kozotti
elektrontranszportot (3.abra). Ennek oka, hogy a D1 protein 4. és 5. transzmembran hélixe
altal alkotott Qg kotohelyre bekotédve kompetitiven gatolja a Qg bekotddését (5.abra ).

Mind az atrazin, mind a Qg bekotédésében kulcsfontossagii a Serpgg4 aminosav. Az atrazin-
rezisztens novényekben a kloroplasztisz genom psbA génjének ebben a pontban bekovetkezett
pontmutacidja a Serpggq-es aminosav Gly-re torténd cserélddését eredményezte (Hirschberg
and MclIntosh, 1983; Goloubinoff et al. 1984). Ez csokkenti az atrazin bek6tdédésének
affinitasat a Qp kotohelyre, igy atrazin-rezisztenciat eredményez (Pfister és Arntzen, 1979). A
Serag4—s Glyz64 aminosavesere azonban a Qg bekotddésének affinitasat is csokkenti, mivel a
Qs kotédésében jelentds szerepet jatszd D, protein Serpgg hidroxil csoportja és a Qg karbonil
oxigénje kozotti hidrogénhid-kotés a mutaciod kovetkeztében megsziinik. Ez csokkenti a Q4 €s

Qg kozotti elektronatadas sebességét (Bowes et al. 1980).
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S. abra: A plasztokinon (A) és az atrazin (B) bekotddése a D | protein QR kotd helyére.
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Azonban az atrazin-rezisztens novények fotoszintetikus tulajdonsagai szamos mas ponton is
eltérnek a szenzitiv novényekétdl. Megfigyelték, hogy az atrazin-rezisztens biotipusok
plasztiszaiban sokkal kevesebb keményitoszemcse talalhaté, mint a szenzitivekében. Egyes
atrazin-rezisztens gyomnovények kloroplasztisz-szervezodésére az 1un. "arny€k-tipusa”
kloroplasztiszok jellemzbéek , ami megnyilvanul a granum-tilakoidok nagyobb aranyaban, a
pigmentosszetétel modosulasaban, stb. (Burke et al. 1982; Lemonie et al. 1986). Ezek a
tulajdonsagok azonban nem minden esetben figyelhetok meg és erdsen fliggnek a nevelési
korilményektol.

Kiilonbséget talaltak a tilakoid membran lipidosszetételében is. Az atrazin-rezisztens biotipusok
tobb MGDG-t, kevesebb DGDG-t és PG-t tartalmaznak, mint a szenzitivek. A rezisztens
noévények membranlipidjei gazdagabbak telitetlen zsirsavakban, elsésorban linolénsavban. Ezek
a valtozasok a tilakoid-membran lipid-kettosrétegének fluiditasnovedését eredményezhetik
(Burke et al. 1982; Lehoczki et al. 1985).

A D protein pontmutacio egyik kovetkezményének tekintik a Qa és Qg elektronakceptorok
kozotti elektrontranszport lassulasat is (Bowes et al. 1980), ami a mutacido kovetkeztében
bekovetkezd Qp bekotodés affinitascsokkenésével vagy a Qp/Qp” kozépponti redoxpotencial
eltolédasaval magyarazhatdé. (Demeter et al. 1985). Azt is megallapitottak, hogy a
pontmutacidénak és a Qa—Qg elektronatmenet lelassulasanak nem feltétleniil kovetkezménye a
fotoszintetikus hatékonysadg csokkenése, mert ez a 1épés nem Ilimitdljla a teljes
elektrontranszport-lanc sebességét (Ort et al. 1983; van Oorschot and van Leeuwen, 1984).
Ennek ellenére szamos atrazin-rezisztens novényben megfigyelheté a teljes fotoszintetikus
elektrontranszport-lanc hatékonysaganak csokkenése, ami megmutatkozik az O, kivalasztas ill.
a CO, fixalas kapacitasanak csokkenésében (Bowes et al. 1980; Holt et al. 1981; 1983, Jansen
et al. 1986; Ireland et al. 1988). Ez arra utal, hogy az atrazin-rezisztens novények atrazin
hianyaban elvesztik elOnyiiket €s kisebb produktivitasuk révén hattérbe szorulnak a szenzitiv
populaciokkal szemben (Gressel 1985; Holt et al. 1990).

A Qs—Qg elektronatmenet lelassulasa megnoveli a redukalt Q4 aranyat, ami a fluoreszcencia
kisugarzas intenzitdsainak megnovekedéséhez vezet. Ez megmutatkozik a fluoreszcencia
intenzitasanak magasabb steady-state szintjében (sajat adat). A sotétadaptalt nGvényi mintan
felvett gyors fluoreszcencia gorbe vizsgalata soran egyértelmiien kimutathatd, hogy az
indukcios gorbe I szintje (Fi) jelentés mértékben megemelkedett az atrazin-rezisztens
novényekben. Ez az eltérés megnyilvanul az Fi-Fo/Fv paraméter magasabb értékeiben. (Mivel

az Fo és Fm paraméter nem kiilonbozik szignifikansan a két biotipus esetében (Fv/Fm kozel
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azonos), a megnovekedés az Fi paraméter megvaltozasanak koszonhetd.) Az Fi-Fo/Fv
paraméter kapcsolatba hozhaté azokkal az inaktiv reakciocentrumokkal, amelyekhez nem
kotédik Qg molekula (un PS II non-reducing RC), igy feltételezhetd, hogy az atrazin-rezisztens
novényekben a PS II heterogenitasa is eltér a szenzitiv novényekétol.

A fluoreszcencia lecsengés tanulmanyozasa soran egyértelmiien kimutatott, hogy a
fluoreszcencia lecsengés kinetikaja is eltérést mutat a két biotipusnal. Ez megnyilvanul mind a
QA—>Qg elektronatadas (gyors komponens), mind az S;Q4 rekombinaciojabol szarmazo6 (back
reakcid) eltéré mértékében.

Kimutattak tovabba, hogy az atrazin-rezisztens novények homérséklet érzékenysége is eltér a
szenzitiv biotipusétol. A homérséklet emelkedésének hatdsara az atrazin-rezisztens novények
O, kivalasztasa alacsonyabb homérsékleten kezd csokkenni, mint a szenzitiv biotipusé (Ducruet
and Ort 1988). A mutacio kovetkeztében a Qa redukaltsagi foka megnd és ez a homérséklet
emelkedésének hatasara kifejezettebben nd, mint a szenzitiv novények esetében, jelezve az
atrazin-rezisztens novények kisebb hoétolerancigjat (Ducruet and Lemoine, 1985; Havaux,
1989; Dulai et al. 1998). Ez megnyilvanul abban is, hogy magasabb (25—3OOC) hémérsékleten
a rezisztens biotipusok szervesanyag produkcidja és igy a versenyképessége kisebb a szenzitiv
biotipushoz képest (Conard and Radosevich, 1979; Warwick, 1980; Ahrens and Stoller, 1983).
Ezzel szemben alacsony hoémérsékleten az atrazin-rezisztens novények szervesanyag
produkcioja nagyobb (Ricroch et al. 1987). T¢li korilmények kozott a rezisztens biotipusok
nagyobb életképességet mutatnak, mint a szenzitiv biotipusok (Schonfeld et al. 1987; Dulai et
al, 1998). Ezek a megfigyelések Osszhangban allnak az atrazin-rezisztens novényeknél
megfigyelt eltéro lipidosszetétellel és a fluidabb tilakoid membrannal.

A fotoszintézis szabalyozasa cim( fejezetben leirtak alapjan egyértelmii, hogy a névények igen
érzékenyen reagalnak a fényintenzitas okozta valtozasokra. Az atrazin-rezisztens novények
fényintenzitas-fuggd viselkedése is jelentés mértékben eltér a szenzitiv novényekhez képest.
Kimutattak, hogy az atrazin-rezisztens novények fotoszintézise altalaban érzékenyebb a magas
fényintenzitasokra, mint a szenzitiveké (Holt et al. 1981; Hart and Stemler, 1990; Sundby et al.
1993a). Kimutattdk, hogy az atrazin-rezisztens novények D1 protein turnover-e magas
fényintenzitasi kezelések alatt és utan is gyorsabb, mint a szenzitiv novényeké (Sundby et al.
1993b). Ez értelmezhet6 ugy, hogy a magas fényintenzitasu kezelések hatasara a nagyobb
fényérzékenység miatt a degradalt reakciécentrumok aranya nagyobb az atrazin-rezisztens

névényekben, igy az ezeket javito repair folyamatok intenzitasa is megnd. Ez kovetkezménye
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lehet az atrazin-rezisztens novények nagyobb fényérzékenységének, de nem magyarazza meg,

hogy miért n6 meg ezen névények fényérzékenysége.

Igy osszefoglalva elmondhat6, hogy az atrazin-rezisztens novényekben kimutathaté mutacid
kovetkezménye, nemcsak a fotoszintetikus elektrontranszport lelassulasa a Qa-Qp kozétti
szakaszon, hanem ezek mellett szamos olyan pleiotropikus tulajdonsagot is eredményez, amely
csak kozvetve vagy egyaltalan nem magyarazhato a pontmutacioval. Igy az atrazin-rezisztens
novények fotoszintetikus tulajdonsagai még szamos ponton nem kelloképpen értelmezettek, és
ezek vizsgalata tovabbi felvilagositast adhat a fotoszintetikus apparatus miikodésének minél

teljesebb megértéséhez.

1.2.2 Paraquat-rezisztencia

A paraquat egy olyan nem szelektiv kontakt hatasi fotoszintézisre hatd herbicid, ami (az
atrazinnal ellentétben nem a PS II akceptor oldalan gatolja az elektrontranszportot, hanem) a
PS T akceptor oldalan a fotoszintetikus elektrontranszport-lanchoz kapcsolodva onnan az
elektronokat a természetes elektrontranszport utrél eltériti és azokat a molekularis oxigénnek
adja at (Bowyer and Camilleri 1987; Kunert and Dodge 1989; Fujii et al. 1990). A beko6tddés
pontos helye eddig még nem ismert, de a kulonboz6 PS I akceptorok (vas-kén centrumok: -
550-590mV; ferredoxin: -420 mV) és a paraquat (-446 mV) kozépponti redoxpotencialja
alapjan feltételezhetd, hogy a paraquat valahol a két emlitett akceptor kozott kotddve fejti ki
elektroneltéritd hatasat (Bowyer and Camilleri 1987; Kunert and Dodge 1989). A paraquat
elektroneltéritd hatasanak koszonhetden egyrészt megakadalyozza, hogy a ferredoxin at tudja
adni az elektronjat az oxidalt NADP-nek, megakadalyozva ezzel elegendé6 mennyiségii
NADPH képzddését, meggatolja a CO, fixaciot, felboritja a kloroplasztisz energiahaztartasat.
Masrészt hatasara olyan toxikus oxigén (szuperoxid-, hidroxil- és oxigéngyokok) majd
lipidperoxid szarmazékok jonnek létre, amelyek karositjak az igen érzékeny tilakoid membrant
(Babbs et al. 1989, Kunert et al. 1989; Bihari et al. 1983). Mivel a paraquat fitotoxikus hatasa
mindaddig fennall, amig fény van jelen (mikodik a fotoszintézis), ezért fényintenzitastol és
koncentraciotol figgéen a toxikus gyokok képzddése olyan nagymennyiségii lehet, hogy a
novényl sejt természetes antioxidans védekezd rendszere (Salin 1991) nem képes

k6zombositeni a képzddd toxikus gyokoket, igy a tilakoid membranstruktura integritisa
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megbomlik, a sejtmembran kilyukad, a citoplazmatartalom kiaramlik €s a novény teljes fold
feletti része fokozatosan elszarad.

A paraquat fitotoxikus hatasa a fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasabol
kovetkezden erds fényintenzitas-figgést mutat (Lehoczki et al. 1992.).

A paraquat hatdéanyagi Gramaxon huzamosabb idejii hasznalata itt is herbicid-rezisztens
novények kiszelektalodasahoz vezetett. A PS 1 akceptor oldalan bekovetkezd mutacid
kézenfekv® magyarazat lehetne a paraquat-rezisztencia okara, hasonloképpen az atrazin-
rezisztenciahoz, azonban eddig ezt az elképzelést a vizsgalatok nem igazoltak (Powles et al
1987; Fuerst et al. 1985, Harvey et al. 1978). Tovabba megfigyelték, hogy a paraquat
ugyanolyan hatast fejtett ki a rezisztens novényekbdl izolalt tilakoidon, mint a szenzitiv
novényekbol izolaltakon, ami szintén azt mutatja, hogy a rezisztencia okat nem a
kloroplasztiszon beliil kell keresni.

Mi lehet tehat a rezisztencia oka? Erre a kérdésre a mai napig nem tudunk pontos feleletet
adni. Nincs még egységes magyarazat a paraquat-rezisztencia elméletére, csak kiilonbozd
hipotézisek. Ennek egyik oka lehet, hogy a mind a vizsgalt objektumok, mind a vizsgalati
modszerek rendkiviil szerteagazoak €s nem lehet egységes kovetkeztetést (altalanositast)
levonni bel6lik. Az is lehetséges, hogy az eddig talalt paraquat-rezisztens fajok nem
mindegyike "hasznalja” ugyanazt a stratégiat, amit alatamaszthat az a megfigyelés is, hogy a
kilonbozd paraquat-rezisztens novények eltéré oroklodést mutatnak. Az eddig vizsgalt
egyedeknél talaltak egygénes dominans és recesziv, valamint poligénes 6roklédési fajokat is
(Fuerst and Vaughn 1990).

A kovetkezokben roviden bemutatom az eddig felvet6dott hipotéziseket, hozzaflizve néhany
sajat gondolatot.

A PS I oldali mutacié vagy moédosulas lehetdségét mar emlitettem, ami, mint kideriilt nem
valoszinti. A masik lehetdség, hogy a paraquat metabolizalodik a sejten beliil, de ezt eddig csak
néhany baktérium €s gomba esetében figyelték csak meg (Carr et al. 1985; Imai et al. 1989)
viszont nem volt kimutathaté6 magasabbrend(i novényeken (Harvey et al. 1978; Normann et al
1993). A legtjabb vizsgalatok szerint azonban felmertilt annak a lehet6sége, hogy a paraquat
metabolizlodik, kémiailag atalakul, vagy kotédik valamilyen anyaghoz a magasabbrendii
novényekben is, mivel kimutattdk, hogy a paraquat rezisztens Rehmannia glutinosa vizes
extraktuma csokkenti a paraquat-szenzitiv ndvények paraquattal szembeni érzékenységét.
Sajnos azonban az extraktumban a paraquat fitotoxikus hatasanak csokkentéséért felelds

anyagot ezidaig nem sikerilt azonositani (Chun et al. 1997).
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Erdekes megfigyelés tovabba, hogy a paraquat annak ellenére, hogy kétértékii kation igen
gyorsan képes keresztiiljutni a kutikulan, elérni hatohelyét a kloroplasztiszban és ebben a két
biotipus kozétt nincs szignifikans kiillonbség (Bishop et al 1987). Ennek ellenére az egyik
lehetséges elképzelés a paraquat-rezisztencia mechanizmusara, hogy a paraquat valamilyen
oknal fogva késdbb, vagy csokkent mennyiségben éri el a kloroplasztiszt a paraquat-rezisztens
névényekben, vagy egyaltalan el sem éri azt. Levélnyélen keresztiil felvetetett ‘C-el jelzett
paraquat segitségével megfigyelték, hogy a paraquat mozgéasa korlatozott a rezisztens
novényben (Bishop et al. 1987, Preston et al, 1994). Ezekben a kisérletekben azonban a
paraquat mozgasa ellentétes volt a , fiziologiasan” varhaté mozgassal, hiszen a permetezéssel
kiszort paraquat a levél kutikulajan keresztiil jut be a novénybe és, ha szallitodik, akkor ez
inkabb floém transzporton keresztiil valésul meg, noha kétérték(i ion 1évén joggal elvarhato,
hogy a paraquat kénnyen mozogjon a xilém-ben is. Megjegyzem tovabba, hogy ha a
permetezéssel kiszort paraquat a levélfeliiletre jut és onnan be a levél szoveteibe, akkor nem
feltétleniil sziikséges a xilémen, vagy a floémen keresztiil szallitddnia ahhoz, hogy elérje
hatohelyet a levél mezofilumaban. Ennek ellenére a legujabb vizsgalatok kimutattak, hogy a
bazipetalis transzport is korlatozott ezekben a novényekben, akkor is, amikor intakt levélen
keresztiil, lizemi dozisban és olyan korilmények kozott alkalmaztak a paraquat-t, ami
megfelelt a mezdgazdasagban hasznaltakkal (Preston et al. 1992). Megemlitem azonban, hogy
ezekben a kisérletekben a paraquat végul ugyanugy elpusztitotta a leveleket a rezisztens
novények esetében is, mint a szenzitiveknél, de a rezisztens novények képesek voltak ujra
kihajtani, mig a szenzitiv novények nem (Powles személyes kozlése). Autodradiografias
kisérletek is igazoltak a paraquat csokkent mozgasat a rezisztens novényekben. Kimutattak,
hogy meghatarozott id6 mulva a paraquat egyenletes eloszlast mutatott a szenzitiv novényben,
mig ugyanannyi id6 alatt a rezisztens ndvényben a radioaktivitds csak a levél als6 részén volt
megfigyelhetd (Fuerst et al. 1985; Tanaka et al. 1986, Bishop 1987).

A paraquat fitotoxikus hatéasai ko6zé tartozik, hogy a képz6do toxikus oxigéngyokok hatasara a
klorofill bomlik (photobleaching) és ekkor nagymennyiségti feofitin mutathato ki. Szenzitiv és
rezisztens levélkorongok paraquat oldatos kezelésének hatasara megfigyelték, hogy a szenzitiv
novény levélkorongjai a teljes levélfeluleten, mig a rezisztens névény levélkorongjai csak a
sz€lén karosodtak, jelezve, hogy a rezisztens novényben a paraquat gyorsabban
immobilizalodik, mint ahogy a levélkorongok szélén keresztiil bejut a névénybe. Fluoreszcens

imaging technika segitségével diquat felvétel és transzport vizsgalata soran kimutattak, hogy a
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diquat lassabban jut el a hatohelyére a rezisztens novényekben, mint a szenzitivekben (Preston
et al. 1994).

Hogyan lehetséges, hogy a rezisztens novényekben a paraquat mozgasa korlatozott?

paraquat kétértékl kation kénnyen képes abszorbealddni a negativ toltésii felileteken, amit a
talajkolloidok esetében ki is mutattak (Akhavein and Linscott 1966). (Ez az oka annak, hogy a
paraquat-t a novény a talajon keresztil nem képes felvenni.) Ugyanez a jelenség azonban
lejatszodhat a kilonbozoé sejtkomponensek feliletén is, igy e hipotézis szerint a paraquat
kizarddas oka valamilyen sejtkomponensre torténd kotddés lehetne. A sejtfal lehetne e kotddés
egyik célpontja, mivel ismert, hogy a sejtfal képes szamos iont megkotni (Baydoun and Brett
1988; Piscoci et al. 1987), igy akar a paraquat-t is (Powles et al. 1987). Ezt tamasztjak ala H.
glaucum izolalt protolaszton végzett kisérletei (Powes et al. 1987), de cafoljak a C. bonariensis
és A. calendula paraquat ill. diquat és sejt fall kotddési vizsgalatai (Fuerst et al. 1985; Preston et
al. 1994).

A masik elképzelés, hogy a paraquat passziv, vagy aktiv felvétellel (egy transzporter
segitségével) jut be a sejtbe, és a rezisztens novényekben ez az aktiv transzport mechanizmus
moddosult, aminek kovetkeztében a paraquat-t nem, vagy csak nehezebben veszi fel a sejt. Ezt a
megfigyelést tamasztja ala az is, hogy a paraquat felvétel gatolhaté volt kadaverinnel
(poliamin), bar ugyanakkor nem volt gatolhaté putreszcinnel (Preston et al. 1992). Masik
lehetdség, hogy a sejten beliil passziv, vagy aktiv transzporttal egy membrannal korilzart
sejtorganellumba szallitodik (pl. vakuolum). Irodalmi adatok igazoljak, hogy a vakuolum
fiziologias korilmények kozott szamos iont képes tarolni (Ca, Mg, Na, poliaminok,
ammoénium sok) (Schumaker and Sze 1986; Pfeffer et al. 1987; Boller and Wiemken 1986;
Leigh and Jones 1986; Piscocci et al. 1988), ezért feltételezik, hogy a paraquat olyan
szallitomolekula kozvetitésével jut a membrannal koriilzart sejtorganellumba, ami normalis
korilmények kozott mas kationokat szallit.

De barmelyik hipotézis valosul is meg egy-egy rezisztens novényben, ezen elképzelések szerint
a paraquat-rezisztencia oka, a paraquat csokkent mérték(i eljutasa, vagy teljes kizarodasa a

kloroplasztiszbdl, igy fitotoxikus hatasat nem tudja kifejteni.

A kovetkez6 elképzelés a paraquat fitotoxikus hatdsmechanizmusaval fligg 6ssze. Ugyanis a
paraquat kezelés hatasara képz6d6 nagymennyiségii toxikus oxigénszarmazékok az antioxidans

enzimrendszer fokozott miikodése eredményeképpen nem tudjak kifejteni karositd hatasukat.
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Ilyen enzimek a szuperoxid-dizmutaz (SOD), az aszkorbinsav peroxidaz, a glutation reduktaz,
valamint a katalaz, ami a citoplazmaban lokalizalva talalhaté meg.
A SOD megtalalhatd mind a kloroplasztiszban, mind a citoplazmaban, valamint a
mitokondriumokban is és feladata a képzddott szuperoxidok elbontasa a kevésbé karositd
hidrogénperoxidra:

20 +2H — H0,+0;
Ezt aztan az aszkorbinsav peroxidaz vizzé alakitja at, majd a glutation reduktaz segitségével
ismét visszaalakul aktiv formava.

H,0,+ NADPH+H" — 2 H,0 + NADP"
Azonban e séma alapjan a novény tovabbra sem tud mit kezdeni a paraquat kezelés hatasara
képz6do6 hidroxil gyokokkel.
Ezt az elméletet szamos vizsgalati eredmény tamasztja ala, ugyanakkor szamos cafolja is.
Conyza bonariensis vizsgalata soran kimutattak, hogy mind sejt, mind plasztisz szinten SOD
aktivitas novekedés volt megfigyelhetdé a paraquat-rezisztens novényekben. Emellett
aszkorbinsav peroxidaz és glutation-reduktaz aktivitasnovekedés is detektalhatod volt (Shaaltiel
and Gressel 1986,1987). Ugyanakkor ezekbol a vizsgalatokbol kimutathatd, hogy a 1,5-2x
enzimaktivitas novekedés nem all 6sszhangban a vizsgalt novények igen magas (100-200-as)
rezisztencia faktoranak értékeivel.
Mas fajokon, igy pl. L.perenne-n, C. reinhardtii-n is kimutattak enzimaktivitas novekedést, ez
azonban sok esetben csak egy-egy enzimre vonatkozott €s nem az Osszes antioxidans enzimre
(Harper and Harvey, 1978; Bray et al. 1993). Ugyanakkor nem volt kimutathaté enzimaktivitas
novekedés H. glaucum és az E. canadensis esetében (Powles and Cornic 1987, Polos et al.
1988).
Felvetédik tovabba, hogy amennyiben a paraquat-rezisztens novényekben az antioxidans
enzimrendszer aktivitdsa magasabb, akkor ennek védenie kell a novényt egyeéb olyan
stressztényezOkkel szemben is, amelyek szintén toxikus oxigéngyokok képzddését idézik eld
(fénystressz, 6zonstressz, SO,, szarazsag). Egyes vizsgalatok igazoltak (Jansen et al. 1989),
masok cafoltak (Preston et al. 1991) ezt.
Tovabbi problémat jelent, hogy e hipotézis nem magyarazza, mi torténik a paraquattal, hiszen
ha az allanddan jelen van a kloroplasztiszban, akkor hidba az antioxidans enzimrendszer
fokozott miikodése, a novény energiahaztartasa elobb-utobb kimeriil, tovabba megszinik a
CO, megkotésbdl szarmazd szervesanyag utanpoétlas. Mindezek eldidézhetik a novény

pusztulasat. Ezért ez a védekezd mechanizmus atmenetileg védelmet nyujthat a paraquat
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karositd hatasanak kivédésére, de emellett feltétleniil sziikkség van egy masik mechanizmusra is,

amely eltavolitja a paraquat-t a hatohelyérol.

A Magyarorszagon azonositott paraquat-rezisztens betyarkord vizsgadlata egy Ujfajta
megkozelitést nyljt a paraquat-rezisztencia vizsgalatdban. Lehoczki és munkatarsai intakt
novények paraquat-tal torténd permetezése soran kimutattdk, hogy a paraquat mind a
szenzitiv, mind a rezisztens ndvényben igen gyorsan megjelenik a hatohelyen, kifejti karosito
hatasat. Ez a gatlo hatas azonban végleges €s a novény teljes pusztulasahoz vezet a szenzitiv
novény esetében, mig csak atmeneti, néhany oraig tarto a rezisztens novények esetében. Ezt a
jelenséget nevezték tranziens vagy atmeneti gatlasnak, amit tobb oldalrél is bizonyitottak
(Lehoczki et al. 1992).

Fluoreszcencia indukciés kinetikai vizsgalatok szerint a paraquat kezelést kovetden a
sotétadaptalt levél megvilagitast kovetd6 maximalis fluoreszcencia intenzitasa (Fm) igen rovid
idén beliil jelentésen lecsokken mind a szenzitiv, mind a rezisztens novényekben. A
fluoreszcencia kisugarzas intenzitasa a novény karosodasanak mértékének aranyaban par éran
beliil szinte teljesen megsziinik a szenzitiv ndvényben, mig rezisztens novények esetében az
Fm par o6raig fokozatosan csokken, majd lassan ujra emelkedésnek indul, és 24 6ran belil
visszaall az eredeti értékre. Megjegyzem, hogy a paraquat kezelés hatasara bekovetkezd
maximalis fluoreszcencia intenzitas csokkenése eredhet az aktiv PS II reakci6centrumok
szamanak csokkenésébol, valamint a paraquat elektronelszivo hatasabol. Ha a paraquat a
hatohelyén talalhato, akkor az mintegy elszivja az elektronokat az PS I-t6l, ami serkentéen hat
a PS I és PS II kozotti elektrontranszportra. Ez oxidalja a PQ pool-t, igy a Qp nagyobb
valosziniséggel tudja fogadni az elektronokat a Qa-rol. ami megnoveli az oxidalt Qa aranyat.
Ez viszont fluoreszcencia intenzitascsokkenéshez vezet.

Paraquat kezelés hatasara a rezisztens novény fényindukalt CO, felvétele atmenetileg, a
szenzitiv novény CO, felvétele irreverzibilisen gatlodik, amit '*CO, segitségével mutattak ki
(Lehoczki et al. 1992). Hasonlo jelenség figyelhet6 meg paraquat kezelt levélkorongok O-
fejlédésének vizsgalata soran is (Lehoczki et al. 1992).

Irodalmi adatok szerint az intakt levelek etan termelése aranyos a lipid-peroxidacié mértékével
(Dumelin and Tapel 1977). A kezeletlen szenzitiv és rezisztens novények etan produkcidja
kozott nincs szignifikans kiillonbség. Paraquat kezelés hatasara azonban a szenzitiv novényben
kezdetben nyolcszoros etan termelodés fokozodas figyelheté meg, majd a novény fokozatos

pusztulasdval az etan termelddés is megsziinik. A rezisztens biotipusoknal azonban csak
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haromszoros fokozodas tapasztalhatd, s ez is rovid idoén belil visszaall az alapallapotra
(Lehoczki et al. 1992).

A tranziens gatlas jelensége részben cafolja, részben megerdsiti (kiegésziti) a korabbi
elméleteket. Egyrészt egyértelmiien mutatja, hogy a paraquat igen rovid idén beliil képes
bejutni a kloroplasztiszba mindkét biotipus esetében elegendé6 mennyiségben ahhoz, hogy
toxikus hatasat ki tudja fejteni. gy a paraquat csokkent transzportja, vagy elsddleges
kizarodasa nem valoszinli ezen ndvény esetében. Viszont a tranziens gatlas ,regeneralodasi”
szakaszaban a paraquat fotoszintézis-gatl6 hatasa fokozatosan megsziinik, vagyis eltavolodik a
hatohelyérdl. Ennek hatterében allhat a paraquat metabolizalodasa (lebomléasa, konjugacid
képzés), masodlagos kizarodasa, eltavolodasa a hatohelyérdl akar a vakuolumba, akar mas
membrannal kériilhatarolt sejtorganellumba. Viszont az sem kizarhat6, hogy az antioxidans
enzimrendszernek fontos szerepe van a paraquat fitotoxikus hatasanak eliminalasaban a
tranziens gatlas szakaszéaban.

Azonban a paraquat rezisztencia mechanizmusa még egyetlen novény esetében sem tisztazott,
igy a paraquat-rezisztencia problémaja nyitott. Ugyanakkor a paraquat-rezisztens ndvények
fotoszintetikus tulajdonsagai sem ismertek kelloképpen. E kérdések tisztazasaval esetleg valaszt

kaphatunk egyéb altalanos fotoszintetikus folyamatokra is.

L.3. A fotoszintézis kutatas leggyakoribb in vivo is hasznalatos médszerei

I.3.1 Fluoreszcencia indukcié és quenching analizis

A fotoszintetikus folyamatok soran a fotoszintetikus pigmentek az elnyelt fényenergia hatasara
gerjesztett allapotba keriilnek. E gerjesztési energia sorsa kilonbozo lehet. Egyrészt a nem
reakciocentrum pigment molekulak eljuttatjdk gerjesztési energidjukat a reakcidcentrum
pigment-molekulakra, és a toltésszétvalasztas révén az elektronok kiilonbozé instabil (Pheo),
majd stabil (Qa) akceptor molekulakra kertilnek, lehetdséget biztositva a gerjesztési energia
fotoszintetikus folyamatokban valé hasznosulasahoz. Masrészt az abszorbealt fényenergia el
sem jut a reakciocentrum molekulakra, energigja fluoreszcencia fény vagy hdé formajaban
szétszorodik, vagy ha el is jut azok fotokémiai folyamatokban nem hasznosulnak (pl. back
reakci0), igy okozva ezzel fluoreszcencia kisugarzast.

Igy tehat az abszorbealt fényenergia (A) sorsa lehet: fotokémiai hasznosulas (kp), termalis

dezaktivacio (hokibocsatas) (ku), vagy fluoreszcencia kisugarzas(kr).
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A= kp+kp+ kH

Ez utobbi kettd a fotoszintézis szamara elveszd energia, de mégsem haszontalan. A két
folyamat koziill a fluoreszcencia kisugarzas rendkiviil gyors (107%s) folyamat, igy annak
fizioldgias szabalyozasara nincs lehetdség, mig a hé formajaban torténd energia kisugarzas egy
igen bonyolult védekezd6 mechanizmus része, amely megvédi a fotoszintetikus apparatust az
abszorbealt fényenergia okozta karosodasoktol (lasd I.1:2 fejezet).

Az oszefiiggésbdl is lathatod, hogy a fluoreszcencia kisugarzas, a termalis dezaktivacio és a
fotokémiai hasznosulas egymassal komplementer folyamatok, igy a fluoreszcencia fény
intenzitisanak, és kinetikajanak detektalasan keresztill, lehetéségink nyilik annak
meghatarozasara, hogy a gerjesztési energia milyen mértékben hasznosul a fotoszintetikus
folyamatokban, s mekkora hanyada vész el a termalis dezaktivacid (hokibocsatas) révén
(Krause and Weis 1991.).

Ha egy eldzetesen sotétadaptalt novényi mintat (levelet, kloroplasztisz preparatumot, stb.)
megvilagitunk, a klorofill-a fluoreszcenciajanak intenzitasa idében valtozik és jol definialhato
lokalis maximumok és minimumok sorozatan keresztiil éri el a ra jellemz6 egyensulyi (steady-
state) értéket. Ez a jelenség a fluoreszcencia indukci6, vagy mas néven Kautsky-effektus
(Kautsky and Hirsch 1931). Amig azonban ez az éallapot bedll a fotoszintézis szamos
részfolyamatanak kell egymassal egyensulyba kertilni. A fluoreszcencia indukcid alapjat az
ezen jelenségek hatterében allo (biofizikai, biokémiai és élettani) folyamatok képezik.

A sotétadaptalt novényi mintat megvilagitva a fény bekapcsolasat kovetden a fluoreszcencia
intenzitasa néhany ps alatt egy kiindulasi szintre (Fo) ugrik fel, amelynek intenzitasat nagyban
befolyasolja a novény pigmentosszetétele és fiziologias allapota, valamint a gerjeszté fény
intenzitasa. Ezutan egy atmeneti (intermedier) (Fi) szint kovetkezik, majd kb. egy s alatt eléri
maximalis fluoreszcencia (Fp vagy Fm) értékét (gyors szakasz). Amennyiben a fényintenzitas
elegendd volt az osszes Qa redukalasahoz, a fluoreszcencia intenzitasa maximalis lesz (Fm).
Ezutan a fluoreszcencia intenzitasa tovabbi megvilagitas esetén is csokken, és néhany perc utan
(5-15 min) eléri a korulményektdl (fényintenzitas és spektralis Osszetétel) és a novény
fiziologias allapotatol fuggd steady-state értéket (Fs) (lassu szakasz). A fluoreszcencia indukcio
gyors és lassu szakaszanak hatterében eltérd jelenségek allnak.

Sotétadaptalt novényi mintaban a Q, oxidalt allapotban van, igy fluoreszcencia intenzitasa
minimalis (Fo). Egy ilyen mintat megvilagitva az elsédleges kinon akceptorok redukalt
allapotba kertiilnek (zart reakcidcentrum), tovabbi elektronok fogadasara nem képesek.

Ilyenkor a fotokémiai energiahasznositas valoszinisége lecsokken (0) é€s megnd a
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komplementer folyamatok, igy a fluoreszcencia kisugarzas valoszintisége (Fm). Folyamatos, a
fotoszintézist aktival6 fénnyel torténé megvilagitas esetén a Q molekulak reoxidalodnak, a Qg
és az elektrontranszport-lanc késobbi komponenseinek mukodése altal, (nyitott
reakciocentrum) €s egy résziik ujra képes az elektronok fogadasara, igy a gerjesztési energia
fotokémiai folyamatokban torténé hasznosulasanak lehetdsége (kp) megnd, ami a
fluoreszcencia intenzitasanak (kr) csokkenésével jar egyutt. A Qa tehat fluoreszcencia
kioltoként miikodik és igy az ezzel osszefuggd folyamatokat fotokémiai kioltasnak (qP)
nevezzik. Emellett folyamatos megvilagitas esetén (lassi szakasz) mitkodésbe lépnek mas
alternativ energia-kisugarzasi modok, amelyek szintén csokkentik a fluoreszcencia kisugarzas
intenzitasat (hokibocsatas). Ez utobbi folyamatok hatterében igen bonyolult molekularis
mechanizmusok allnak, amelyeket 6sszefoglalé néven nem-fotokémiai kioltasoknak neveziink
(@N).

A nem-fotokémiai kioltasok tipusainak megismerése €s mechanizmuséanak intenziv kutatasa a
modulaciés elven mikodd fluoriméterek megjelenésével indulhatott meg (Orgen and Baker
1985; Schreiber et al. 1986). Ezek kozil a legjelentésebbek a pH vagy energia-fliggd (qE), az
ATP-figgd (qT) és a fénygatlassal kapcsolatos (qI) kioltasok (Krause and Weis 1991,
Schreiber and Bilger 1993). E folyamatok hatterében azon a molekularis mechanizmusok
allnak, amelyek egyben részét képezik a fotoszintetikus folyamatok szabalyozasi
mechanizmusainak is (lasd 1.1.2). A harom kioltasi tipus megnyilvanul a nem-fotokémiai
kioltas paraméterében, azonban iddbeli megjelenésiik és jelentéségiik nagyban eltér. A harom
nem-fotokémiai kioltasi tipus koziil az energia-fuggé kioltas aranyait tekintve a legjelentésebb
és idoben leghamarabb megjelené (Krause and Weis 1991). A fénygatlassal osszefliggd kioltasi
tipus jelentds lehet olyan korilmények kozott, amikor a PS II reakcidcentrum karosodasa igen
nagyfoku.

Optimalis mikodés esetén (idedlis fény és homérsékleti viszonyok mellett) a fotokémiai
folyamatok aranya meghaladja mindkét kompetitiv folyamat mértékét. Amennyiben az
abszorbealt fényenergia fotokémiai hasznosulasa valamilyen kornyezeti tényezdé hatasara
(fényintenzitds valtozas, homérséklet valtozas, stb.) modosul, megvaltozik az alternativ
folyamatok valosziniisége is. Igy a fluoreszcencia intenzitasanak és a kioltasi mechanizmusok
aranyanak megvaltozasabol kovetkeztethetiink a teljes fotoszintetikus apparatus mitkodésére.
Habar a fluoreszcencia indukci6 és quenching analizis modszere a fotoszintetikus folyamatok
tanulmanyozasanak egy indirekt vizsgalati modszere, szamos elénnyel rendelkezik és igy széles

korben elterjedt a fotoszintézis kutatasban.

22



1.3.2 CO; fixalas

A fotoszintetikus folyamatok aktivitasanak, hatékonysaganak direkt mérését teszik lehetévé a
CO, megkotés mértékének meghatarozasa. A CO, fixalas soran, a sztromaban lokalizalt
enzimatikus folyamatok sorozatan keresztiil a CO, egyszeri cukrokka, majd késobb szamos
mas vegyuletté alakul at, mikozben felhasznaljak a fotoszintetikus elektrontraszport-lanc
mikodése soran képzddo végtermékeket (ATP, NADPH). A Calvin ciklus miikodése a
végtermékeken kivill szamos szabalyozasi ponton is kapcsolodik a fotoszintetikus
elektrontraszport-lanc mitkodéséhez. Mivel azonban én sem a CO, fixalas, sem annak
szabalyozasanak folyamatait nem tanulmanyoztam, ezért ezekkel most részletesen nem
foglalkozok. Vizsgalataink soran csupan a fotoszintetikus folyamatok aktivitasat direkt modon,
a CO, megkoteés fényintenzitas fuggésének mérésén keresztiil jellemeztiik. Ezzel kapcsolatban
ismert, hogy a fényintenzitas novekedésével a CO, megkotés mértéke novekszik, majd telitési
fényintenzitason és normalis fizioldgiai korilmények a fotoszintetikus apparatus miikodésének

limitaldjava, meghatarozojava valik.

1.3.3 O; kivalasztas

A fotoszintetikus aktivitas egyik kozvetlen mérésére ad lehetdséget az oxigénkivalaszto
rendszer miikodése. Ennek soran a PS II donor oldalan talalhat6 vizbontd rendszer szolgaltatja
a PS II ill. végsésoron az egész fotoszintetikus elektrontranszport-linc szdmara az
elektronokat. A viz bontasa tobblépéses folyamat eredményeképpen jon létre, melynek soran
két molekula vizbdl 4H', 4¢” és egy molekularis oxigén képzédik. A protonok hozzajarulnak a
fotoszintetikus folyamatok miikodése soran az intratilakoidalis ApH kialakulaséhoz, mig az
elektronok kozbeiktatott redox komponensek (TyrZ) segitségével potoljak a PS II primer
toltésszétvalasztasa miatt oxidalodott P680" hianyzo elektronjat. Kok és Joliot flash sorozat
indukalta oxigénfejlédés tanulmanyozasa soran a vizbontd rendszer 4-es periodusi
oszcillacidjat figyeleték meg, a 3. és az azt kovetd minden 4. flash-re adva maximalis
intenzitasu jelet (Joliot et al. 1969; Kok et al. 1970). E jelenség magyarazatara sziiletett a Kok
modell, miszerint flash-k hatasara a vizbontd rendszer egy-egy elektron leadasaval egyre
oxidaltabb allapotba keriil (toltésfelnalmodas), amik a viz bontisa soran felszabaduld
elektronok altal potlodnak. A flash indukalt 4-es periodus értelmezésére feltételezték, hogy a
vizbont6 rendszer 5 redox allapot kozott oszcillal (So, S1, S2, S3, S4). Ezek so6ziil az So, S1
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allapotok sotétben stabilak, és 25-75%-o0s megoszlast mutatnak, mig az S2, S3 allapotok 30-
100s-o0s élettartamuak. Folyamatos megvilagitas ill, nagy szamu flash-k hatasara azonban az S
allapotok kiegyenlitodnek (25%) a ,,miss”-nek (nincs redox allapot novekedés) és a ,,double
hits”-nek (redox allapot novekedése kettovel) koszonhetden (Joliot and Kok 1975). Ezeknek a
folyamatoknak nagy szerepe van a flash-k hatasara torténd oszcillacid csillapodasaban. A
kiilonbozé S allapotokat a vizbontdé rendszer Mn atomjainak oxidacios allapotanak
megvaltozasa idézi elé. (Debus 1992). Ezeken kivill a vizbontas folyamatdban, annak
stabilitasanak biztositasaban ill. miikodésének szabalyozasaban a Ca®* és CI' ionoknak is
meghataroz6 szerepe van (Debus 1992). Mindezek a folyamatok ol tanulményozhéték
oxigénpolarografiaval, de fontos szerepiik van a thermolumineszcencia jel detektalasaban és

értelmezésében is.

I. 3.4 Termolumineszcencia

A lumineszcencia (késleltetett fluoreszcencia) kisugarzas akkor jon létre, ha a megvilagitott
novényi mintaban megvilagitas hatasara a PS II primer toltésszétvalasztasa révén képzodott
toltésparok (+-) rekombinalodnak és energidjukat lumineszcencia fény formajaban
kisugarozzak. Allando hémérsékleten ez a jelenség késleltetett fluoreszcencia kisugarzas
forméajaban jelentkezik, ami decay kinetikai vizsgéalatokkal jol tanulmanyozhatd €s erdés T-
fuggést mutat. Ha a rekombinaciot alacsony hoémérsékletli kezeléssel megakadalyozzuk
(csapdazzuk a toltésparokat), majd sotétben a homérséklet emelésével biztositjuk a
rekombinacidhoz sziikséges energiat, a homérséklet emelkedésével meghatarozott
hémérsékleteken késleltetett fluoreszcencia kisugarzast tapasztalunk, amit termolumineszcens
kisugarzasnak, és az Arnold and Sherwood (1957) altal felfedezett jelenséget pedig
termolumineszcencianak neveziink. Kimutattak, hogy a szobahomérsékleten végzett decay
kinetikai vizsgalatok lassi komponense €és a termolumineszcencia jel hatterében azonos
biofizikai folyamatok allnak (Rutherford et al. 1984).

Megemlitem tovabba, hogy amint a fluoreszcencia jelensége is elsésorban a PS II-hoz kotott
folyamat, ugyanugy a termolumineszcencia jel is fokent PS II eredeti.

A termolumineszcencia jel detektalasahoz a mérés megkezdése eldtt toltésparokat kell
létrehozni, amit a fotoszintetikus apparatus kiilonbozoféle gerjesztésével (flash, folyamatos
megvilagitas) érhetink el. A gerjesztés hatdsara a reakciocentrumokban primer

toltésszétvalasztas jon létre, és a toltésparok (+-) tobb Iépésen keresztiil az akceptor ill. donor
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oldalon stabilizalodnak. Az akceptor oldali stabilizaciot képezik azok a folyamatok, amikor a
RC-bol az elektron néhany ps alatt a feofitinre jut, majd innen az elsddleges stabil
elektronakceptorra, a Qa-ra (300 ps), majd tovabb a masodlagos kinon elekrtonakceptorra, a
Qg-re (100-200 us). A Q" mar hosszu ideig képes stabil maradni (t6bb 10s-h) A donor oldalon
a Psgo” igen gyorsan redukalodik a TyrZ-nek nevezett redoxkomponens altal, majd ezt
redukaljak a vizbonté komplex Mn-komplexei. A vizbont6 rendszer miikodésérdl ismert, hogy
4 redox allapotot mutat (So-S;), amik koziil az So, S, allapotok stabilak ugyan, de nem
vesznek részt a TL jel kialakitasaban (Inoue 1996). Erre csak az S,, S; allapotok alkalmasak,
mert egyrészt elég hossza ideig stabilak ahhoz, hogy a TL jel detektalhato legyen, masrészt +
toltést hordoznak. Az S, allapot életideje til gyors a TL jel kialakitasahoz (Inoue 1996). Ujabb
vizsgalatok szerint a TyrD" is részt vehet a TL jel kialakitisaban, de nem kizarhaté a TyrZ"
jelenléte sem (Inoue 1996).

A toltésstabilizacios 1épések soran az abszorbealt fényenergia egy része elvész, a toltésparok
csapdazédnak, ami megakadalyozza, hogy a back-reakcié konnyen végbemenjen. Az alacsony
hémérsékleten csapdazodott toltésparok felmelegités hatasara potoljak az egyes redox
lépésekben elvesztett energidjukat és végiil P680'Feo toltéspart képeznek, majd ezek
rekombinacidjabol szarmazé P680* a gerjesztési energidjat kisugarozza (TL jel). Konnyen
belathatd, hogy minél tobb lépésen keresztiil zajlott le a toltésstabilizacié, minél nagyobb
redoxpotencial kiilonbség alakult ki a toltéspar két komponense kozott, annal nagyobb energia
(magasabb homérséklet) sziikséges azok rekombinalodasahoz, igy annal nagyobb
hémérsékleten jelentkezik a TL sav. A termolumineszcencia viszonylag régota hasznalt
vizsgalati modszer a fotoszintézis kutatasban, igy szamos, a megvilagitas hatasara képzodott és
alacsony homérsékleten csapdazodott toltésparok homérséklet emelkedés hatasara 1étrejovo
rekombinacidjabol szarmazé TL gorbe mar jol jellemzett (Vass and Inoue 1992; Vass and
Govindjee 1996).

Ezek kozil részletesen csak azon savok ismertetésére térek ki, amelyekkel magam is

foglalkoztam.

B sav:

Az egyik legjobban jellemzett sav a +30-35 °C koriil jelentkez6 B sav, ami in vivo és normal
fiziologias allapotban az S,Qg” és S;Qg’ toltésparok rekombinaciojabol szarmazhat (Rutherford

et al. 1982; 1985). Normal kérilmények kozott a két sav nem szétvalaszthatod, de izolalt

25



tilakoidokon és alacsony homérsékleten (77K) tortént megvilagitas esetén a két sav két
kiilonallo sav-re valik szét, (B1:S;Qp (+20°C) és B2:S,Qg (+30°C).

Sotétadaptalt allapotban a vizbontd rendszer S allapotai zommel So, S; allapotban vannak
(25:75), mig az akceptor oldalon a Qg":Qg arany izolalt tilakoidokon hosszi sotétadaptalas
mellett 25:75, mig in vivo vagy rovid sotétadaptalas mellett a 50:50%-0s megoszlast mutat.
Ennek hatasara a B sav flash indukalta sorozatra 4-es periddusu oszcillaciét mutat, in vitro
sotétadaptaltsagi allapottol fuggden 1. és 5. ill. 2. és 6. flash-re adva a maximalis intenzitasu
jelet (Inoue and Shibata 1977; Demeter and Vass 1984; Demeter et al. 1984; Rutherford et al:
1984). Ennek oka, hogy a TL jel detektalasanal a vizbonté rendszer 4-s periodusu
oszcillacigjara raépul az akceptor oldali Qg/Qgp 2-s oszcillacidja. In vivo azonban a 2. és 6.
flash-re adott a maximalis intenzitasa jel a jellemz6. A flash indukalt oszcillacio a flash-k
szamanak novekedésével csokken (hasonloképpen a vizbontd rendszer mukodéséhez) a
mintegy 10%-o0s Miss-knek (M) és az 5%-os Double Hit-knek (DH) koszonhetéen. A TL jel
intenzitasanak értelmezésénél azt is figyelembe kell venni, hogy az S;'Qp  toltésparok
rekombin4cidjabol szarmazd TL jel intenzitasa mintegy 1.7x nagyobb, mint az S, Qg toltéspar
rekombinaciojabdl szarmazoé jel intenzitdsa (Rutherford et al. 1985; Demeter et al. 1985).
Mindezek figyelembevételével elmondhato, hogy elméletileg sotétadaptalas utan 1 flash-re
"tiszta" S,'Qg” -t, 2 flash-re kevert S,/ S;'Qg’, 3 flash-re "tiszta" S;'Qp” -t kapunk. (Megj.
leszamitva a M és DH-k okozta eltolodasokat.) (Inoue 1996).

Kimutattak tovabba, hogy a B sav érzékenyen reagal a kérnyezeti valtozasokra (hdmérséklet,
pH, fényintenzitas), ami megmutatkozik a B sav intenzitasanak és homérsékleti maximumanak
(Tm) megvaltozasaban (Inoue 1981; Miranda and Ducruet 1995a; Misra et al. 1997).

In vivo vizsgalatoknal a B sav pozicidja ill. viselkedése jelent6sen eltérhet az izolalt
tilakoidokra jellemz6 értéktdl, ami egyrészt magyarazhaté a kiilénb6z6d fiziologias

koriilményekkel, masrészt az in vivo bioldgiai minta nagyfoku variabilitasaval (Farineau 1993).

Q sav:

DCMU ill. mas PS II akceptor oldali elektrontranszport-gatld herbicidekkel a Qa €s Qp kozotti
elektrontranszport gatolhatd, aminek eredményeképpen a termolumineszcencia gorbe felvétele
soran egy intenziv sav figyelheté meg 0°C koriil (Rubin and Venediktov 1969). Ez a Q sav, és
az S,Qa toltésparok rekombinaciojabol szarmazik (Demeter and Vass 1984). Erdekes
megfigyelés, hogy a kiilonbozé Qa és Qp kozott gatlo herbicidek eltéré hoémérsékleti

maximumu termolumineszcencia jelet adnak: a fenol tipusi herbicidek esetében a Q sav
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maximuma -10°C, az urea és triazin tipusu herbicidek esetében +5°C koriil jelentkezik (Vass
and Demeter 1982). Ez egyben arra is utal, hogy a kulonb6z6 herbicid csaladba tartozé
herbicidek, noha ugyanolyan tipusi gatlast fejtenek ki, kulonb6z6 a hatohelyiik, vagy a
hatasmechanizmusuk kissé eltérhet.

Megjegyzem tovabba, hogy a Q sav, in vitro, izolalt tilakoidokon végzett kisérletekben
inhibitorok nélkiil nem kimutathato, viszont in vivo specialis fiziologias korilmények hatasara
detektalhato. Pl. magas fényintenzitasu elOkezelések hatasara a B sav (aminek intenzitasa az
ilyen kezelésekkor jelentosen csokkenhet és homérsékleti maximuma eltolodhat) mellett egy
+5°C-on megjelend sav is megfigyelhetd, melynek intenzitasa a sotétadaptacioval csokken, de
még 20 perces sotétadaptalas utan sem tinik el teljesen (Farineau 1993). A szerzé ezt az
észrevételt azzal magyardzza, hogy in vitro valdszinileg a PQ pool reoxidacidja joval
gyorsabb, mint in vivo, és a +5°C-on megfigyelhetd sav olyan S,Qa rekombinacidbodl

szarmazik, amikor a teljes PQ pool redukalt allapotban van (Farineau 1993).

AG sav:

Régota ismert, hogy a far red (FR) megvilagitas késleltetett fluoreszcencia novekedést indukal
(Bertsch and Azzi 1965). Ez megfigyelhetd volt intakt leveleken, izolalt kloroplasztiszokon, de
nem volt megfigyelhetd izolalt tilakoidokon vagy ettdl kisebb partikulumokon (Bjorn 1971;
Sundblad 1988; Hideg et al. 1991). Ez azt sugallja, hogy a tavoli voros fénykezelés hatasara
létrejovo  késleltetett fluolerszcencia kisugarzas megnovekedéséhez intakt rendszer, ill. a
tilakoid membran épsége sziikséges. Kimutattak tovabba, hogy PS II inhibitorok ill.
szétkapcsolok gatoltak ezeket a folyamatokat, ami a PS II akceptor oldali mikodésének és az
intratilakoidalis pH gradiens részesedésére utal ezekben a folyamatokban (Bjorn 1971; Schmidt
and Senger 1987; Nakamoto et al. 1988). Tovabba PS I ciklikus elektrontranszport gatlokkal
ill. serkent6kkel a folyamat lassithaté ill. gyorsithato (Bjorn 1971). Ismert, hogy far red
megvilagitas hatasara els6sorban a PS I gerjeszt6dik, oxidalva ezaltal a PS II és PS I kozotti
elektrontranszport szakasz redox komponenseit. Emellett a tavoli vorés fény a PS II donor
oldalan a vizbont6 rendszer S allapotainak random eloszlasat, ill. az akceptor odali negativ
toltés hianya miatt az S, S; allapotok életidejének megnovekedését eredményezik (Sundblad et
al. 1988). Mindezek ismeretében feltételezhetd, hogy ez az erés homérséklet fliggést mutatd
lumineszcencia kisugarzas novekedés a transzmembran pH gradiens kézremiikodésésvel egy
visszafelé torténd elektronaramlas é€s a nagyobb stabilitasi S, S; kozétti toltésparok

rekombinacidjabol szarmazik (Krause et al. 1987, Rienitz et al. 1974; Schreiber 1984). Far red
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megyvilagitas hatasara a hdmérséklet emelkedésével 40-50 °C kozott egy hatarozott sav jelenik
meg (AG). E sav 10s-s far red megvilagitas utan eléri maximalis intenzitasat, ami azt mutatja,
hogy a toltésrekombinéacioé mellett idére van sziikség az AG sav kialakulasahoz (Miranda and
Ducruet 1995b). Tovabba mind az alacsony, mind a magas homérséklet drasztikusan csokkenti
e sav intenzitasat, ami megerdsiti, hogy a tilakoid membran épsége elengedhetetlen e sav
kialakulasahoz. Fagypont alatti hdmérsékleten a tilakoid membran karosodik, ami csokkenti az
intratilakoidalis pH-t a tilakoid membran két oldala kozott és jelentds mértékben hozzajarul az
AG sav intenzitasanak csokkenéséhez is (Miranda and Ducruet 1995b). Ugyanakkor a
megemelkedett homérséklet megnoveli a PS Il centrumok szamat, és csokkenti a far red
kezelés hatasara torténd lumineszcencia kisugarzas, valamint az AG sav intenzitasat (Hideg et
al. 1991; Miranda and Ducruet 1995b). Az allandé6 hémérsékleten megfigyelt tavoli voros
fénykezelésre adott lumineszcencia kisugarzas, valamint az AG sav hasonl6 tulajdonsagai
megerésiti, hogy a két jelenség hatterében azonos folyamatok allnak, amelyek kozil a

legfontosabb, hogy a tilakoid membran integritasa meghatarozo szerepu.

HTL sav:

Az igen magas homérsékleten (60-80°C) megjelend TL sav (HTL) mar nem all kozvetlen
Osszefliggésben a PS 1II redox komponenseinek toltésrekombinalodasaval. Kisérleti
eredmények igazoljak, hogy e sav inkabb kapcsolatba hozhaté a lipid-peroxidacié soran
képzodott termékeknek a klorofillal torténd reakciojaval. Azaz e sav megjelenése ill.
intenzitasanak novekedése jelzi a karosodott fotoszintetikus apparatus jelenlétét, a
lipidperoxidok képzédésének mértékét (Vavilin et al. 1991; Hideg and Vass 1993). Az oxidativ
kéarosodasra utal az is, hogy anaerob koriilmények kozott e sav eltiinik, jelezvén, hogy a TL jel
kialakulasdhoz oxigén sziukséges (Hideg and Vass 1993). Stallaert és mtsai szoros korrelaciot

mutattak ki a lipidperoxidacié mértéke és a HTL sav intenzitasa kozott (Stallaert et al. 1995).
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I1. Anyagok és médszerek

Ebben a fejezetben csak altalanossagban szeretném ismertetni azokat a novényeket é€s vizsgalati
modszereket, amelyeket a vizsgalataim soran hasznaltam, és az egyes kisérleteknél pontositom

azok megval6sitasi modjat.
IL.1. Kisérleti novények és nevelésiik

Bar kisérleteim sordn szamos szenzitiv €s atrazin-rezisztens novényt felhasznaltam, kisérleti
eredményeim els6sorban a betyarkoré (Conyza canadensis (L.) Cronq.) faj esetében mutatom
be és esetleg megjegyzésként hivatkozok mas fajokra (Chenopodium album, Solanum nigrum,
Epilobium sp.). E fajvalasztas azért is célszeri, mert kutatocsoportunk rendelkezik az atrazin-
rezisztens biotipusok mellett olyan biotipusokkal is, amelyek paraquat-rezisztenciat ill.
paraquat- €s atrazin- egyiittes rezisztenciat is mutatnak. fgy tehat ebbdl a fajbol rendelkeziink
olyan biotipusokkal, amelyek szenzitivek mindkét herbicidre (S), ill. rezisztensek atrazinra
(AR) ill. paraquatra (PQR), valamint olyanokkal is, amelyek egy novényen belil hordozzak
mindkét rezisztenciara vonatkozo tulajdonsagot (PQAR). Igy barmely herbicid-rezisztenciara
vonatkozo tulajdonsagot is kivanjuk vizsgalni, azonos nevelési és kisérleti koriilmények kozott
az eredmények kiegészitik egymast. Az atrazin-rezisztens Conyza canadensis (L.) Cronq
biotipusokban (AR, PQAR) az atrazin-rezisztenciara jellemzé D1 protein Serpggq- Glyrzgq
aminosav mutacioja kimutathato, amit a psbA gén vizsgalataval igazoltak is (Gawronski et al.
1992).

Altalaban elmondhat6, hogy a vizsgalatokhoz hasznalt novények novényhazi koriilmények
kozt csiraztak €s novekedtek egészen tdlevélrozsas korukig. Téli idészakban azonban a
foliasator helyett novényneveld kamrakban helyeztik el a novényeket. Vizsgalatainkhoz 8-10
cm atmérdji tolevélrozsas egyedeket hasznaltunk fel. A kisérleteinket a legtobb esetben in
vivo, intakt leveleken végeztiik, néhany esetben tértiink csak el ettdl (ezt kiilon jelzem).

Az altalunk hasznalt Conyza canadensis atrazin-rezisztens biotipusa 1000-nél nagyobb atrazin-
rezisztencia faktorral rendelkezett, amit az izolalt tilakoidokon mért Hill-reakcid segitségével
hataroztak meg (Lehoczki et al. 1984). A paraquat-rezisztens biotipusok 170-s (PQR) ill. 650-s
(PQAR) paraquat-rezisztencia faktorral rendelkeznek. A rezisztencia faktor értékeket a valtozo
fluoreszcencia 50%-o0s gatlasahoz sziikséges herbicid koncentraciok hanyadosa alapjan

hataroztuk meg.
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I1.2. Vizsgalatokhoz hasznalt berendezések, miiszerek

Vizsgalataink soran a pigmentanalizishez HPLC-t ill. spektrofotométer, a funkcionalis
vizsgalatokhoz hagyomanyos és modulacios elven mikodé fluoreszcencia indukcidmérét,

oxigén polarografidss modszert és termolumineszcencia-mérd berendezéseket hasznaltuk.
I1.2.1 Pigment analizis

A gyors pigmentdsszetétel vizsgalatoknal a pigmenteket 80%-os acetonban vontam ki és
centrifugalas utan Lichtenthaler (1987) modszere szerint hataroztam meg. A részletes
pigmentdsszetétel, valamint a xantofill ciklus pigmentek vizsgalatindl HPLC technikat
hasznaltam. Ezek soran a novényi mintakat folyékony N,-ben fixaltam ¢€s tartottam
felhasznalasig. Utana metanolos kivonast készitettem, ahol tobbszori centrifugalassal
tisztitottam a pigmenteket (50000g, 10 min, 277K). A feliluszot aztan egy 0.45 pm PTFE
filteren (Millipore, Bedford, MA,USA) keresztiil sziirtem at (hogy a HPLC oszlopra véletleniil
se keriiljon novényi szovetdarab), majd N, gaz segitségével a novényi mintat szarazra paroltam
(hidegen) és ezzel koncentraltam, majd -20°C-on taroltam felhasznalasig, vagy azonnal
felhasznaltam RP HPLC analizisre.

HPLC berendezés: SP 8700 (Spectra-Physics, Darmstadt, Germany) folyadéktovabbitd
rendszer és pumpa, 50 pl loop-s Rheodyne M7125 (Cotati, CA, USA) injektor, Zorbax C18-s
4,65 nm/25 cmx4,6 mm oszlop (DuPont, Willmington, DE, USA), M991-25 UV-Vis
photodiode-array detektor (Waters, Milford, MA, USA).

Oldatok: Az oldatok levegdmentesitését tiszta hélium (Quality U; Air Liquide, Paris, France)
atbuborékoltatasaval biztositottam. A pigmentek szétvalasztasahoz 3 oldat elegyét (acetonitril,
metanol, diklorometan) hasznaltam, amelyek Osszetétele a pigmentek elvalasztasa soran egy
meghatarozott program szerint valtozott (1.tablazat; 6.abra).

Vizsgalataimban a xantofill ciklus pigmentek pontos meghatarozasa alapvetd fontossagu volt és
ez sziikségessé tette az ezen pigmentek jo szétvalasat biztositd gradiens program kifejlesztését.
Ezt a Foyer et al. (1989) és Schoefs et al. (1995) altal hasznalt program tovabbfejlesztésével
értem el. Az igy kifejlesztett program lehetdséget biztositott az egyébként igen problematikus
xantofillok (Neo-Vio; Lutein-Zea-c-lutein) jobb feloldasi szétvalasztasara. A program
segitségével szétvalasztott pigmentek abszorpcios tulajdonsagait a 2.tablazatban foglaltam
ossze.

Oldatok: A: acetonitril. B: metanol. C: diklorometan.
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1.tablazat: Gradiens program

6.abra: A 3 komponens megoszlasanak valtozasa a

futtatas soran.

60

40

20

% of eluents

Id6(min) A% B% C%
0-101i 0,1 14,9 85
10-15 Ig 20 17 63
15-22 20 17 63
22-251g 45 18 37
25-30 i 45 18 37
30-351g | 0,1 14,9 85
35-50 i 0,1 14,9 85

— acetonitril ---

metanol —- dikolrometan

i=izokratikus futas; lg=linearis gradiens

Aaz7

A futtatas utan a kovetkezoé kromatogram detektalhat6 (7 abra).
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13
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7.abra: A program szerint futtatott tipikus kromatogram 437 nm-n. (Ezen a hullamhosszon az
“osszes pigment jol lathato, de az adatok értékelése mar a kiillonbozé pigmentek sajat
abszorpcios maximumaikon torténtek.) A példa egy 1500 pmol/m’s fényintenzitdson tartott
(1h) C. canadensis szenzitiv biotipusanak kromatogramjat mutatja.

2.tablazat: 4 kromatogram alapjan azonositott pigmentek és abszorpcios tulajdonsdgaik.

Peak |Pigment Abszorbciods time peak No/

No. maximum time eluents
1 |trans-Neoxantin 413,436,462 0,188+0,016
2 | cis-Neoxantin 326,414,438,466 0,200+0,014
3 |trans-Violaxantin 416,440,470 0,231+0,013
4 |cis-Violaxantin 328,408,434,464 0,25740,014
5 |trans-Anteraxantin 424,447,476 0,32 £0,015
6 |trans-Lutein 424,447 476 0,4174+0,014
7 | Zeaxantin 450,478 0,457+0,013
8 |cis-Lutein 331,415,444,470 0,48610,015
9 | Klorofill-b’ 464,648 0,60610,014
10 |Klorofill-b 464,648 0,617+0,013
11 |Klorofill-b” 464,648 0,663+0,014
12 | Klorofill-a’ 430,664 0,708+0,012
13 | Klorofill-a 430,664 0,737+0,014
14 | Klorofill-a” 430,664 0,78+0,013
15 | Feofitin 410,667 0,862+0,015
16 |B-Karotin 420,457,486 0,874+0,014
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Megjegyzem azonban, hogy az anteraxantin sotétadaptalt, vagy gyenge fényintenzitason tartott
ndévényi mintdkban normal fiziologias korilmények kozott csak nyomokban kimutathato, a
zeaxantin csak a xantofill ciklus miikodése soran képzodve figyelheté meg. Ugyanakkor pl.
magas fényintenzitasi kezelésekkor, jelentdés mennyiségli anteraxantin €s zeaxantin lehet jelen

(7.4bra).
I1.2.2 A Klorofill-fluoreszcencia indukci6 és quenching analizis mérések

A fluoreszcencia intenzitds valtozasara hagyomanyos és modulaciés elven milkodd
fluoreszcencia indukcidomérd berendezések is a rendelkezésiinkre alltak. Szamos wvizsgalat
esetében a korrekt és megbizhatd eredmények érdekében nem volt feltétleniil szikséges a
modulacios elven mikodé fluoriméterek hasznalata, viszont a nagyszami és gyors
mintavételezést e miiszer jobban elGsegitette. Igy a paraquat-kezelés hatasira a valtozo
fluoreszcencia (Fv) intenzitasanak detektalasat még a hagyomanyos technikakkal, a quenching
analiziseket viszont mar a modulacios elven miikodi fluoriméterek segitségével végeztiik el. A
hagyomanyos mérésekhez a JATE Novénytani Tanszéki Kutatocsoportban kifejlesztett digitalis
fluorométert hasznaltuk. A mérofej tartalmaz egy harmas elagazasi fényvezetd koteget,
melybdl kettd a gerjesztd fény mintara vezetésére, egy a fluoreszcencia jel elvezetésére szolgal.
A fényforras egy specialis, 659+15nm hullimhosszi, 180 pmol/m® s kimeneti fényintenzitast
fénydidoda (LED, TLRA,150C, Toshiba). A fluoreszcencia jel egy RG9-s sziirén keresztiil jut el
a detektorba (BPX 60, Siemens fotodidda). A mérés vezérlése, a fluoreszcencia jel detektalasa
és feldolgozasa egy GEA Persona GLT-216A tipusu szamitogép segitségével torténik.

A modulaciés elven mikodd méréseket egy Hansatech gyartmanyu Dual Chanel Modulated
Fluoriméter segitségével végeztiik. A mérés vezérlését és az adatok kiértékelését egy sajat
fejlesztésii software segitségével oldottuk meg. A mérés soran a sotétadaptalt mintat elészor
egy gyenge modulalt méréfénnyel (ML) vilagitjuk meg, amely a fluoreszcencia gerjesztésére
szolgal és jelen esetben 8 pmol/m® s maximalis fényintenzitasi, 4,8 kHz frekvenciaji és
583+40nm hullamhosszusagii. A modulalt fény hatasara indukal6od6 fluoreszcencia a
mérdéfénnyel azonos frekvenciaju, igy annak detektalasa (13,6 mm’ aktiv felileti PIN
fotodidda) a modulalt fény frekvencigjara hangolt elektronikaval megoldhaté. A méréfény
intenzitasat ugy allitjuk be, hogy intenzitasa nem elegend6 a fotokémiai reakciok beinditasahoz,
primer toltésszétvalasztas indukalasahoz, igy az ekkor mért fluoreszcencia intenzitas az Fo

fluoreszcenciaval egyezik meg. Ezutan egy telitési fényimpulzust (SP) (1s, fehér 2500 pumol/m’
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s fényintenzitasa, Hansatech PLS1) adva az osszes Qa-t redukalt allapotba hozzuk, igy a
fluoreszcencia jel intenzitisa maximalis lesz (Fm). Majd folyamatos a fotoszintézist aktivalo
fénnyel (AL) (altaldban fehér fényt hasznaltunk, neutralis sziirok segitségével beallitott
fényintenzitason, Hansatech LS2) megvilagitva a mintat a lassu indukcios gorbe detektalhato.
Az indukcids gorbe tetszOleges pontjan adott telitési fényimpulzus segitségével 1étrejovo
fluoreszcencia novekedés mértékébdl kovetkeztetni lehet a fotokémiai és nem-fotokémiai
kioltasok mértékére (8.abra). A fotokémiai kioltas (qP) aranyos lesz a fényimpulzusra létrejovo
fluoreszcenciaintenzitis-novekedéssel, a maximalis fluoreszcenciadhoz hidnyz6 hanyad pedig a
nem-fotokémiai (qN) kioltds részaranyardl tanuskodik. A flash-k és az aktivalé fény
kikapcsolasa utan a fluoreszcencia szint ismét leesik, altalaban az Fo szint ala. Az igy kapott
minimalis fluoreszcencia szintet nevezziik Fo’-nak (8.abra). Igy tehat a quenching analizisek

soran van Kooten és Snel (1990) nomenklatarajat kovetve a kovetkezd paraméterek

mérhetdek, illetve szamolhat6ak:

5 Fm — optimal quantum yield: Fv/Fm

effective quantum yield: AF/Fm'
qP = (Fm'-F)/Fm'-Fo")
gN = 1-(Fm'-Fo")/Fm-Fo)
Fm' NPQ = (Fm-Fm')/Fm'
3k Fv = Fm-Fo
2 k \¥
1+ Fo ‘ Fs
0

Tm_ t'sp ﬁ+AL tls,p ‘U-AL

_—
Time

rel. units
H
1

Fluoiescence Yield |

8.abra Egy tipikus quenching-analizis regisztratuma, az ebbdl szamolhaté (Fv/Fm, qP, gN,
NPQ, AF/Fm') paraméterek feltiintetésével.

(Megjegyzem, hogy az NPQ (sugarzas nélkiili energia disszipacié) paramétere a nem
fotokémiai kioltas eltér6 modon szamolt formaja, melynek elénye, hogy nem tartalmazza az
Fo’ paramétert.)

A nem-fotokémiai kioltasi komponensek szétvalasztasanak egyik lehetséges modszere az egyes
komponensek iddallandoinak eltérésén alapul. A leggyorsabban megjelend €s megsziind
komponens a qE (t12=1 min) (intratilakoidalis pH valtozassal 6sszefliggd folyamatok), majd ezt
koveti a qT (ti,=5 min) (state atmenetek) és végil a leglassabban kialakulo és eltlind

komponens a ql (t;,=20 min) (a fotoszintetikus apparatus karosodasaval Osszefliggd
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folyamatok). Ezen komponensek megsziinésében megfigyelheté idobeli kiilonbségek alapjan
lehetdség van a 3 komponens szétvalasztasara azaltal, hogy megvilagitas utan sététben tartott
mintan idénként telitési fényintenzitasa flash-t adva a fluoreszcencia jel intenzitasa fokozatosan
kozelit a sotétadaptalas utan mért maximalis fluoreszcencia értékhez (Horton and Hauge 1988;
Quick and Stitt 1989; Walter and Horton 1991). A kiilonbozé modszerek eltérd hibalehetdsége
miatt gyakran a qN-t csak egy gyorsan €s egy nem vagy csak lassan relaxalédo6 komponensre
szoktak bontani (2 komponens) (van Wijk and van Hasselt 1993). Mivel azonban a qT csak
igen kis részaranyt képvisel a qN-t meghataroz6 folyamatokban, ennek elhagyasa (ill.
besorolasa a masik két komponens valamelyikébe) a folyamatok lényegi tendencidjat nem
valtoztatjdk meg. (Problémat csak akkor jelent, ha épp erre a komponensre vagyunk
kivancsiak.) Lehet6ség van a nem-fotokémiai komponensek meghatarozasara a qN-hez
hasonld NPQ paraméter segitségével is (Johnson et al. 1993). Vizsgalataink soran a quenching
analizisek, illetve az ehhez kapcsolodo relaxacios kinetika felvétele szobahOmérsékleten és

normal 1égkori CO» tartalom mellett torténtek.

I1.2.3. Infravoros gazanalizis

A CO7 gazcsere mérése ADC-gyartmanyu, LCA-2 tipusu infravords gazanalizatort (Analitikal
Development Co. LTD.,Hoddenson) segitségével nyilt rendszerben tortént. A gazaramlas 300
ml/min sebességii volt. CO2 gazcsere mérések fényintenzitas fliggvényében torténtek, ahol a
fotoszintézist aktivaldo fény intenzitasa 100 és 1100 umol/m2 s kozott valtozott. Adott
fényintenzitason a netté CO7 fixalas értékét von Caemmerer €s Farquhar (1981) altal megadott

képletek szerint 20 perces adaptacio utan hataroztuk meg..
I1.2.4. Oxigén polarograifias berendezés

A fotoszintetikus aktivitas egyik igen gyakran hasznalt direkt modszere a fényindukalt
oxigénfejlédés mérése oxigén polarografiaval. Ennek soran a Pt katdd és az Ag anod kozott
egy KCl ,hid” segitségével fesziiltség hatasara elektronvandorlas indul meg a két elektrod
kozott, amit az O, redukcidja ,zar”. Ekkor a molekularis oxigén a Pt elektrodon (katdd)
elektronok felvételével redukalodik a kovetkezo egyenletek szerint,

O, +2H,0 +2¢ > H,0,+2 OH / H0,+22¢ —» 2 OH

mikodzben az anodon az
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4Ag > 4 Ag' +4e | 4Ag+4Cl — 4 AgCl
egyenletnek megfelelé folyamatok jatszodnak le. A rendszeren atfolyé aram erdssége aranyos
lesz a kozegben 1évd oxigén parcidlis nyomasaval, amit egyszer(i regisztrald segitségével
fesziiltség formajaban detektalni tudunk. A kilénbozo tipusi (Joliot, Clark) elektrodok
lehetdvé teszik a gyors ill. lasst jelek detektalasat. Az elobbi segitségével flash indukalta oxigén

kivéalasztas mérhetd, mig az utobbi inkabb folyamatos megvilagitas esetén alkalmazhato.

I1.2.5. Termolumineszcencia-méro berendezés

A termolumineszcencia jel detektalasa relative egyszerii berendezés segitségével
megvalosithatd. Az altalam végzett vizsgalatokat hazi készitésii berendezések segitségével
végeztem Parizsban Dr JM. Ducruet, valamint Lille-ben Pr Y. Lemoine laboratoriumaban. A
késziillékek hdmérséklet szabalyozasa egy hazi készitésii hdmérséklet szabalyzd és egy Peltier
lap segitségével oldottak meg, oly modon, hogy a szamitogép altal beprogramozott
hémérsékleteket egy termoelem 0,3 masodpercenként ellendrizte és a mért értékeket a
szamitogép szamara tovabbitotta. Igy a valésagos (Tr) és programozott (Tp) hémérséklet
Osszevetésével a flitési aram gyorsan szabalyozhato, ami kis homérséklet ingadozasokat biztosit
a késziilék szamara. A homérséklet szabalyzo, valamint Peltier lap alatt kering6 folyadék ill. a
folyékony N, (késziiléktdl fliggden) lehetdvé teszi a lap gyors (3-10s) hiitését és alacsony ( min
-15°C ill. < -80 °C) hémérsékleten valo tartasat. A novényi mintat a Peltier lap feliiletére
helyeztiik. A j6 kontaktus biztositasa érdekében a kettd kozé kevés vizet (50-100 pl) tettiink. A
minta felett egy Pyrex liveg é€s egy gumigylra talalhaté. A mintatartd elhelyezkedése lehet
horizontalis vagy vertikalis. A minta felett” helyezkedik el hitott fotonszamlaloval
osszekapcsolt fotomultiplier (Hamamatsu R649, RR943-02 ill. H5701-02, Japan), ahova a
lumineszcencia jel egy RG 650-s filteren keresztiil jut. Mind a vezérlés mind a szabalyozas
szamitogép altal megoldott. A program tag hatarok kozott tetszélegesen programozhatd, mind
az elokezelések, mind a homérsékleti gradiens beallitasa terén. Leggyakrabban 0,5°C/s
sebességii, -10°C-tol 70°C-ig terjedd homérséklet gradienst alkalmaztunk, ett6l csak a HTL sav
detektalasanal tartiink el (0,1°C/s). Az elokezelések soran a beallitott homérsékleteken
kilonb6z6 szamu flash (Xenon ST 103), folyamatos fehér fény (SCHOTT-KL1500) vagy far
red (PAM-Walz FR LED) megyvilagitasokat végeztiink. A mérési eredmények kiértékelését és
feldolgozasat szintén kiillon a termolumineszcencia jel detektalasara és feldolgozasara szolgalo

program segitségével végeztik.
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IT1. Eredmények és megvitatasuk

I11.1 Herbicid-rezisztens novények fotoszintetikus tulajdonsagai

A magasabbrend(i névények fotoszintézisének folyamatait a kiilsé kornyezeti tényezékon kiviil
(fény- és homérsékleti viszonyok) jelentds mértékben meghatarozza a novény fejlodési
koriilményeitdl fliggéen kialakult kloroplasztisz szervezddés, a pigment-lipid-fehérje
komplexek szervezOdése és Osszetétele. Ismeretes, hogy szamos atrazin-rezisztens novény
kloroplasztisz strukturaja (Brassica napus, Br. campestris), tilakoid-membran mennyisége és
szervezddése, pigment- és lipidosszetétele jelentdsen eltér a szenzitiv novényétdl, s ezek a
killonbségek mar onmagukban jelentés fotoszintetikus aktivitasvaltozast idézhetnek elo,
példaul a fényenergia befogasanak és tovabbitasanak hatékonysaganak, valamint a két
reakciocentrum eloszlasanak megvaltozasan keresztill. A paraquat-rezisztens novények ilyen
strukturalis tulajdonsagokban megnyilvanul6 valtozasait eddig még nem vizsgaltak. Ismert az
is, hogy ugyanazon novény alacsony vagy magas fényintenzitason nevelt egyedeinek
pigmentosszetétele jelentésen eltér egymastol. Az un. arnyék-tipusu (shade-type) novények
szamara nagyobb fénybegyijté antenna komplexre (LHC) van sziikség az optimalis
fotoszintetikus hatékonysag elérése érdekében, mint a fény-tipusu (sun-type) novényeknél, ami
megnyilvanul a funkcionalis paraméterek megvaltozasa mellett a pigmentosszetétel €s az egész
kloroplasztisz struktira megvaltozasaban. Ezért a tilakoid-membran szerkezetének és
Osszetételének ismerete rendkivil fontos a fotoszintetikus folyamatok funkcionalis

értelmezéséhez.

IIL.1.1 A Conyza canadensis szenzitiv, atrazin-rezisztens, paraquat-rezisztens és atrazin-

paraquat-rezisztens biotipusainak pigmentosszetétele

Novényi  mintabdl  kivont  pigmenttartalom  meghatarozas = végezheté — egyrészt
spektrofotometrias modszerrel, amely lehetévé teszi a klorofill a és b, 6sszkarotenoid tartalom
meghatarozasat. E vizsgalatok elegendéek akkor, ha csak arra vagyunk kivancsiak, hogy van-e
szignifikans kiilonbség a pigmenttartalomban a két minta kozott. De nem kapunk felvilagositast
az egyes pigment fajtak eloszlasardl, vagy olyan funkcionalis folyamatokkal Osszefliggd
pigmenttartalom valtozasokrol, mint pl. a xantofill-ciklus mikodése. Masrészt részletes
pigmentanalizis végezheté HPLC technika segitségével, ami alkalmas mindkét feladat

megoldasara.
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Vizsgalataim soran HPLC berendezéssel részletes pigmentanalizist végeztem Conyza
canadensis szenzitiv (S), atrazin-rezisztens (AR), paraquat-rezisztens (PQR) és paraquat-
atrazin-rezisztens (PQAR) biotipusain olyan fotodiod-array detektor segitségével, amely
lehetdvé teszi, hogy a HPLC oszlopon a megfeleld oldatok osszetételének valtoztatasaval
szétvalasztodott kiilonbozd pigmentek mennyiségét egyszerre, de a sajat abszorpcids
maximumukon tudjuk meghatarozni. Ez azaltal valik lehetové, hogy a kromatogram felvétele
soran a detektor egy széles hullamhossz tartomanyt mér, igy a spektralis eloszlas és a
kromatikus mintazat egyszerre vehet fel. Ez a mérési lehetdség lényegesen leegyszerisiti,
pontositja és meggyorsitja a mintavételezést, mivel egyetlen kromatogram magaba foglalja tobb
kromatogram felvételét kiilonb6zd hullamhosszakon, vagy a kromatogram felvétele utan az
egyes frakciok oOsszegyljtését €s spektrofotometrids vizsgalatat. A mérést kovetden az
eredmények feldolgozasa soran lehetoség van az egyes pigmentek retencios idejének,
mennyiségének és abszorbciés maximumainak pontos meghatarozasara (2. tablazat). A
kromatogram 2 ill. 3 D-s analizise tovabbi informaciokkal szolgalhat a pontosabb
vizsgélatokhoz.

A C. canadensis kiilonboz6 biotipusainak (S, AR, PQR és PQAR) pigmentdsszetételének
eredményét tablazatos formaban foglaltam 0Ossze (3.tablazat). Az alapallapotban valo
Osszehasonlithatosag kedvéért a mintakat elézetesen 1 6raig sotétben tartottam, igy a xantofill
ciklus pigmentjeinek teljes mennyisége violaxantin forméajaban volt jelen.

A 3. tablazat adataibol kitinik, hogy nincs szignifikans kiilonbség az Gsszpigment, az
Osszklorofill (a+b) tartalomban, a klorofill a/b aranyban ugyanigy, mint a legtobb karotenoid
osztalyban. Nincs szignifikans  kulonbség a  xantofill pool méretében sem
(Violaxantin+Anteraxantin+Zeaxantin). A sotétadaptalt novényi mintaban a xantofill ciklus
pigmentek 98-99%-a violaxantin formaban van jelen. Viszont a paraquat-rezisztens
biotipusokban (PQR, PQAR) a B-karotin mennyiségének csokkenése jelentds mértéku
(3.tablazat).

A kulonbozd biotipusok fotoszintetikus pigmentjeinek Osszehasonlitdsa soran megallapithato,
hogy nincs szignifikans kiillonbség a pigmentosszetételben, igy a kiilonbozd biotipusok
funkcionalis tulajdonsagaiban fellelheto esetleges kiillonbségekért nem a betyarkord kilonbozo
biotipusai kozti pigmentdsszetételbeli eltérés tehetd felellossé. De ugyanez a kovetkeztetés
vonhat6 le Chenopodium album atrazin-rezisztens és szenzitiv biotipusainak osszehasonlitasa

soran is (az adatokat nem mutatom be).
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3.tablazat: Conyza canadensis kiilonbozé biotipusainak pigmentosszetétele. Az eredmények 3
mintavételezés atlagat tartalmazzadk.

Pigmentek S AR PQR PQAR
Neoxantin 7,514+0,88 7,400,454 8,01+1,12 7,02+0,5
Violaxantin 19,4042.6 16,7512 .4 18,26+2,1 16,07+1,9
Anteraxantin 0,76610,12 0,787+0,06 0,557+0,08 0,761+0,1
Lutein 26,7013,1 24,7+2.36 23,2443,0 2272420
Zeaxantin 0,02140,001 0,023+0,001 0,024+0,001 0,022+0,001
Klorofill-b 43,70+4,4 44,33+4,46 40,5043,75 43,7942.5
Klorofill-a 152,7+11,8 151,4+13,2 145,946,5 148,8+13,7
B-karotin 5,6810,62 3.8740.72 3,911+0,50 3,9840,33
Ossz pigment 231543223 251,2+18,9 240,4+13,6 243,2420,2
Klorofill a+b 196,4+15,6 195.73+17.3 186,4+10,2 192,6+16,4
Kl a/b 3,49+0,457 3,411+0,32 3,610,204 3,40+0,34
Ossz karotenoid 60,07+6,12 55,53+4,3 53,9943.86 50,58+4,3
Vio+Ant+Zea 20,1943 4 17,5612.45 18,84+2,27 16,86+2,05
Ei 0,980+0,005 0,9840,002 0,975+0,002 0,97440,002

Az adatok pmol pigment/m” -ben vannak megadva.
Ei= (Vio+0,5Ant/Vio+Ant+Zea)

Ezen az alapvetd megfigyelésen, miszerint a normal fiziologias korilmények kozott a
pigmentosszetételben nincs kiilonbség a biotipusok kozott nem valtoztat az a koriilmény sem,
ha a névények kozepesen magas, vagy alacsony fényintenzitason novekednek. A fényintenzitas
tartds csokkenésének hatasai megnyilvanulnak a pigmentosszetétel megvaltozasaban
(6sszklorofill és osszkarotenoid tartalom megnovekedése, klorofill a/b arany csokkenése,
csokkent xantofill ciklus "pool" méret), de ezek a valtozasok egységesek az Osszes biotipusra
nézve (Darké et al. 1995)). Az arnyékadaptacio hatasai ultrastrukturadlis szinten is
megnyilvanulnak, amit a tilakoid membran és a granum régio aranyanak megnovekedése mutat
(Darko et al. 1995).

A rovid ideig tartd (1h) magas fényintenzitasi kezelések a pigmentosszetételt 1ényegében nem
valtoztattak meg csupan a xantofill ciklus pigmentjeinek eloszlasa és a -karotin mennyisége
modosult (Foto A,B,C). Magas (1500 umol/m’ s) fényintenzitason a violaxantin jelentds része
egy atmeneti terméken keresztiil (anteraxantin) zeaxantinna alakul, jelezve a xantofill ciklus
szerepét a magas fényintenzitasok okozta karositd hatasok kivédésében (Foto A,B,C). A B-
karotin mennyisége mintegy 20, 25%-al csokkent a fénykezelés hatasara a paraquat-rezisztens
novényekben, és mintegy 42%-al a szenzitiv és az atrazin-rezisztens novényeknél. A xantofill

ciklus pigmentek (violaxantin—zeaxantin) atalakulasanak mértéke kifejezhet6 tobbek kozott az
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epoxidacios index (Ei) segitségével (Ei=(Vio%+0.5Ant%)/100) (Thayer and Bjorkman 1990).
Ez az atalakulas az atrazin-szenzitiv novények esetében kifejezett (Ei=0,22 (S) ill. 0,32 (PQR)
mig az atrazin-rezisztens novényeknél joval kisebb mértékii (Ei= 0,55 (AR), 0,50 (PQAR).).

A: Sotétadaptdlt atrazin-rezisztens (AR) C. canadensis pigmentosszetételének 3D-s
kromatogramja. (A pigmentosszetételben a [-karotin mennyisége kivételével nincs
szignifikans kiilonbség az egyes biotipusok kozott, igy azokat kiilon nem mutatom be).

o G S AT

B: 1h 1500 pumol/ m2 s fényintenzitasu kezelés hatasa a C. canadensis atrazin-rezisztens (AR)
biotipusanak pigmentosszetételére. (A paraquat/atrazin-rezisztens biotipus hasonlo képet
mutatott, csak a [-karotin mennyisége tért el (lasd szoveg), igy azokat kiilon nem mutatom
be).




C: Ih 1500 umol/ m2 s fényintenzitasu kezelés hatasa a C. canadensis szenzitiv (S)
biotipusanak pigmentdsszetételére. (A paraquat-rezisztens biotipus hasonlo képet mutatott,
csak a B-karotin mennyisége tért el (lasd szoveg), igy azokat kiilon nem mutatom be).

A magas fényintenzitasi kezelés hatasara tapasztalhatd [-karotin tartalom csokkenés
megfigyelhet6 Chenopodium album atrazin-rezisztens €s szenzitiv biotipusokon is (sajat adat),
valamint néhany mas esetben (Schubert et al. 1994), noha e jelenségre pontos fiziologiai
magyarazat eddig még nem ismert. Az egyik lehetséges magyarazat, hogy a f-karotin oxidativ
karosodast szenved (Liebler and Kennedy 1992). Ismert azonban az a tény is, hogy a xantofill
ciklus pigmentek prekurzora a 3-karotin, ami tébb lépésen keresztiil a kloroplasztiszt hatarold
envelope membranban zeaxantinna, majd epoxidalodva anteraxantinna é€s violaxantinna alakul
(Jones and Porter 1979). Az igy képzddott violaxantin jut be a tilakoid-membranba és az itt
elhelyezked6 de-epoxidaz segitségével részt vehet a xantofill ciklus mikodésében. A de novo
zeaxantin €s violaxantin képzddés feltételezhetden lassu folyamat, igy nem valdszindi, hogy az 1
oras fénykezelés alatt lejatszodik. Valamint a B-karotin csokkenés ebben az esetben xantofill

pool méret megnovekedését eredményezn€, ami azonban nem tapasztalhato.

Osszességében elmondhatd, hogy a biotipusok kozott fellelhetd kiilonbozd természetli
funkcionalis killonbségek oka nem a pigmentosszetétel és a kloroplasztisz struktira

megvaltozasara vezethetd vissza az altalam vizsgalt a herbicid-rezisztens névények esetében.
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I11.1.2 A Conyza canadensis szenzitiv, atrazin-rezisztens, paraquat-rezisztens és atrazin-

paraquat-rezisztens biotipusainak in vivo fotoszintézisének funkcionilis jellemzése

A fotoszintetikus folyamatok alapvetd funkcioi a fényenergia megkotése é€s tovabbitasa a
reakciocentrumok felé, a fényenergia kémiai energiava torténd atalakitdsa a primer
toltésszétvalasztas és az elektrontranszport-lanc késébbi komponenseinek toltésstabilizalasa
révén, az oxigén-kivalasztis a vizbont6 rendszer miikddése kovetkeztében, és a CO, fixalas.
Az in vivo fotoszintetikus folyamatok tanulmanyozhatok direkt moédon az oxigén-kivalasztas és
a CO, fixalas vizsgalatan keresztiil, valamint indirekt moédon az alternativ folyamatokon

(fluoreszcencia indukcio6 és quenching analizis) keresztiil.
A, Fluoreszcencia indukcios vizsgalatok

A betyarko6roé biotipusainak in vivo fluoreszcencia indukcids vizsgalatai azt mutatjak, hogy a
gyors €s lassi indukcios gorbe alapjan a négy biotipus két csoportra oszthato, amelyet az
atrazin-rezisztencia jelenléte, vagy hianya hataroz meg (9.abra). A gorbék részletes analizise
soran kimutathatd, hogy nincs szignifikans kiilonbség a fluoreszcencia Fo kiindulasi szintje
kozott, ami az azonos pigmentdsszetétel miatt varhato is volt (4.tablazat). Nincs szignifikans
kiilénbség a fluoreszcencia maximalis (Fmax) intenzitasaban sem, ami azt mutatja, hogy a PS 11
reakciocentrumainak fényenergia-befogadasanak hatasfoka (Fv) kozel azonos, ami
megnyilvanul a primer toltésszétvalasztas hatékonysagat, a novény potencialis fotoszintetizalo
képességét kifejezd optimalis kvantumhatasfok (Fv/Fm paraméter) hasonlod értékeiben is
(4.tablazat).

4.tablazat: A betyarkoro kiilonbozé biotipusainak néhany fluoreszcencia indukcios
paramétere. A tablazat 12 minta atlagat atrtalmazza.

S AR PQAR PQR
Fo 0,206+0,029 0,233+0,042 0,230+0,032 0,212+0,024
Fi 0,389+0,056 0,553+0,035 0,515+0,045 0,428+0,059
Fv/Fm 0,825+0,025 0,79340,041 0,800+0,039 0,812+0,036
Fi-Fo/Fv 0,24+0,057 0,420,042 0,3610,04 0,24+0,046
Rfd 2,54+0,24 1,9540,19 2,1840,2 2,68+0,026

Az 9.abran lathat6, hogy a bifazikus gyors indukcids gorbén megfigyelhetd legszembetiindbb
kiilonbség az O-1-P szakasz felfutasaban van, ami arra utal, hogy a Q4 igen gyors redukcidja és
reoxidacidja kozott lényeges eltérés van a két csoport kozott. Az elektrontranszport

folyamatok soran a redukalt Q4 igen gyorsan (100-600us alatt) atadja elektronjat a masodlagos
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kinon elektronakceptornak, a Qg-nek, ezaltal reoxidalodik és képes ujabb elektronok
fogadasara. Ha azonban a QA  valamilyen oknal fogva nem képes ilyen gyorsan atadni az
elektronjat a Qg-nek, akkor a redukalt Q4 mennyiségének pillanatnyi felhalmozodasa figyelhetd
meg, ami megemeli a fluoreszcencia kisugarzas szintjét. Ezt mutatja az atrazin-rezisztenciaval
rendelkez6 biotipusok (AR, PQAR) Fi fluoreszcencia szintjének megemelkedése (4.tablazat).
Ennek oka lehet, hogy a mutacié kovetkeztében a masodlagos kinon elektronakceptorok
gyengébben kotdédnek a D1 protein Qg kotdhelyére, ami megneheziti az elektronatadast a két
kinon tipusi molekula k6zott. Ez lassitia a Qa és Qp  kozotti elektrontranszportot, ami
megmutatkozik a gyors indukcids gorbe lefutasaban. Ugyanakkor a gyengébb kotédés
pillanatnyilag megnovelheti azon reakciocentrumok aranyat is, ahol a Qg nem kotédik a
reakciécentrumokhoz, azaz novekedhet a Qp-nonreducing centrumok szama, aminek
kovetkeztében ismét csak nehezebbé valik a Qa-Qp elektronatadas, ami a fluoreszcencia
indukci6s gorbén ugyanazt a fluoreszcencia szint novekedést eredményezheti. Mind a
plasztokinon pool-ig terjed6 elektrontranszport lassulas, mind a Qg-nonreducing centrumok
szamanak megnovekedése megmutatkozik az Fi-Fo/Fv paraméter magasabb értékeiben
(4.tablazat).

100% 100 o

relativ fluoreszcencia
relativ fluoreszcencia
3

0 500 1000 070 100 * 200
—_—
Time (ms) Time (s)

9.abra: A betydarkoro atrazin-szenzitiv (S,POR) és atrazin-rezisztens (AR,PQOAR)
biotipusainak egy tipikus gyors és lassu fluoreszcencia indukcios gorbéi.

Folyamatos megvilagitas esetén a maximalis fluoreszcencia szint elérése utan a fluoreszcencia
részben a PS I mikodésének, részben az un. nem-fotokémiai kiolt6 mechanizmusok beindulasa
miatt csokken és néhany perces megvilagitas utan (5-15 min) elér egy egyensulyi (steady-state)
szintet. Ez a szint fligg a fényintenzitastol és a novény fiziologiai allapotatdél. Nagyobb
fényintenzitas mellett az abszorbealt fényenergia nagyobb hanyada vész el fluoreszcencia
kisugarzas formajaban (Fs magasabb), ugyanakkor adott fényintenzitason a névények rosszabb
fiziologias allapotaban kevésbé képesek hasznositani az elnyelt fényenergiat é€s ez is Fs szint

novekedést eredményezhet. A  kilonb6z6 biotipusok lassi indukcios  gorbéinek
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osszehasonlitasa az mutatja, hogy az atrazin-rezisztenciaval rendelkezd biotipusok steady-state
fluoreszcencia szintje szignifikansan magasabb, mint a szenzitiv biotipusoké (9.abra). Ez
egyben azt is mutatja, hogy a kioltasi folyamatok (fotokémiai és nem-fotokémiai kioltas)
részaranya kisebb a rezisztens biotipusok esetében. Kimutathat6 tovabba, hogy a fluoreszcencia
kioltasi folyamatok és a fluoreszcencia sugarzas aranya (Fm-Fss/Fss) jol korrelal a novények in
vivo fotoszintetikus aktivitasaval (Lichtenthaler et al. 1986,1988; Strasser et al. 1987), ezért ezt
a paramétert elnevezték vitalitasi indexnek, amit Rfd értékkel jelolnek. Kimutathato, hogy a
lassi fluoreszcencia indukcids gorbe paramétereibdl szamolt Rfd érték mintegy 30%-al
alacsonyabb az atrazin-rezisztens novényekben, mint az atrazin-rezisztenciaval nem rendelkez6
biotipusokban (4.tablazat). Ez a megfigyelés osszhangban all mas szerzék Sencio vulgaris
atrazin-rezisztens €és szenzitiv biotipusainak CO, fixalassal és O, kivalasztassal meért
alacsonyabb fotoszintetikus aktivitasaval (Holt et al. 1981; Ireland et al. 1988).

fgy a sotétadaptalt novényi mintakon végzett fluoreszcencia indukciés vizsgalatok
egyértelmilen mutatjak, hogy az atrazin-rezisztens novényekben a mutacio kovetkeztében
erdsen lelassult a Qa-Qp kozti elektronatadas folyamata, ami a Q" relativ aranyanak
megndvekedéséhez vezet. Mivel azonban a teljes fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok
sebességét a fotoszintetikus elektrontranszport-lanc késébbi komponenser limitaljak,
feltételezhetd, hogy az atrazin-rezisztens novényekben e tényezdn kiviil mas funkcionalis
folyamatok is modosultak, amelyek kihatassal vannak a fluoreszcencia indukcids gorbe lassu

komponensére is.

B, Termolumineszcencia vizsgalatok

A PS II funkcionalis vizsgalatanak masik lehetséges modja a termolumineszcencias vizsgalatok,
amelyek az akceptor oldali mikodés mellett felvilagositast adnak a PS II donor oldali
(vizbonto-rendszer) mikodésérdl is, hiszen e fluoreszcencia kisugarzasi forma a mar elézetesen
szétvalt toltésparok rekombinacidjabol ered.

A C. canadensis kiilonb6z6 biotipusainak intakt leveleken sotétadaptalas utan mért
termolumineszcencia gorbéi megerdsitik a mar korabban izolalt kloroplasztiszokon megfigyelt
jelenségeket (Demeter et al. 1985). Ugyanakkor szamos 0j eredménnyel is kiegészitik azokat.
A szenzitiv és paraquat-rezisztens novényekben 1 flash hatasara egy éles sav jelenik meg 35°C
korul, ami az S,/S3Qg" (1 flash-re foleg S,Qp’) rekombinacidjabol szarmazé lumineszcencia

intenzitas novekedésével hozhato kapcsolatba (10.abra). Ugyanezen faj szenzitiv és atrazin-
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rezisztens biotipusainak izolalt kloroplasztiszain végzett kisérletekkel 6sszhangban ezekben a
vizsgalatokban is megfigyelheté az atrazin-rezisztens novények (AR, PQAR) B savjanak
alacsonyabb hoémérsékletek felé tolodasa. Ezt a jelenséget Demeter és mtsai a Qp/Qp’

kozépponti redoxpotencialjanak eltolodasaval értelmezték (Demeter et al. 1985).
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10.abra: Sotétadaptalt (30 min) Conyza canadensis kiilonbozé biotipusainak -10°C-on, 1
flash hatdsdara képzddS tipikus termolumineszcencia gorbéi -10°C-tol 70°C-ig 0,5°C/s
sebességgel torténd felvétel soran.

Intakt leveleken az is megfigyelhetd, hogy a B sav intenzitasa kisebb az atrazin-rezisztens
novényekben, ami annak a kovetkezménye lehet, hogy a mutacié kovetkeztében a Qg affinitasa
a plasztokinon koétohelyre lecsokken, megnovelve ezaltal a redukalt Qa-k aranyat, ugyanakkor
csokkentve a redukalt Qp-k mennyiségét, igy a rekombinalédni képes toltésparok szamat.
Erdekes megfigyelés az is, hogy az intakt leveleken alacsonyabb hémérsékleten (0°C koriil)
egy kisebb sav is megfigyelheto az atrazin-rezisztens novényekben (10.abra). Ez in vitro izolalt
rendszerekben nem tapasztalhat herbicid kezelés nélkiil.

Két flash hatasara a lumineszcencia jel intenzitdsa megemelkedik, mivel egyrészt az S,
allapotok mellett az S; allapotok is részt vesznek a termoluminszcencia jel kialakitasaban,
masrészt feltételezhetGen a sotétadaptalas soran a plasztokinon pool egy része redukalt
allapotban maradt (Inoue 1996). Az atrazin-szenzitiv (S, PQR) és atrazin-rezisztens (AR,
PQAR) novények B sav intenzitasanak Osszehasonlitasa azt mutatja, hogy a szenzitiv
biotipusokban e sav intenzitasa szignifikansan nagyobb az atrazin-rezisztens biotipusokéhoz
képest (11.abra). Az intenzitasnovekedés mellett 2 flash hatasara a B sav homérsékleti
maximuma kissé alacsonyabb hoémérsékleteken jelentkezik, mint 1 flash utan
(Tms19=37,7£1,22; Tmgp=35,1£1,18; Tmar11=26,4%1,82; Tmar2n=23,5+1,3). Ennek oka
lehet, hogy 2 flash hatasara az S,Qgp" és S3Qp” savok keveredése nagyobb valoszintségu. Két
flash hatasara az atrazin-rezisztens novényekben az alacsony h6mérsék1eten (0-5°C)

megfigyelhetd sav intenzitasa is megnd, de homérsékleti maximuma nem valtozik jelentdsen.

44



Az 1 flash-re adott lumineszcencia sugarzassal ellentétben a szenzitiv novényekben in vivo
leveleken mérve 2 flash hatdsira egy nagyon kis intenzitasi sav az atrazin-rezisztens

novényekhez hasonléan alacsony homérsékleten szintén megjelenhet (11.4bra).

Termolumineszcencia intenzités

0 10 20 30 20 50 °C

11.abra: Sotétadaptalt (30 min) Conyza canadensis kiilonbozdé biotipusainak -10°C-on, 2
flash hatdasara képzodo  tipikus termolumineszcencia gorbéi -10°C-tol 70°C-ig 0,5°C/s
sebességgel torténd felvétel soran.

Ez a jelenség in vivo megfigyelhet6 a betyarkoron kiviil Chenopodiumon, spenot €s borso
leveleken is (az adatokat nem mutatom be).

Bar ismert, hogy fagypont koriil a Q sav talalhatd, az atrazin-rezisztens névényekben alacsony
hémérsékleten megfigyelheté savnak az eredete kérdéses. El6szor arra gondoltunk, hogy a B
savnak egy ujabb alacsonyabb homérsékletre vald tolodasabol szarmazik a lumineszcencia
intenzitdas novekedés, vagy pedig a késziilék elektronikai tulajdonsagai hoznak létre ilyen
artefaktumokat”, mivel 2 flashre a szenzitiv novényekben is megfigyelheté egy igen kis
intenzitasu jel. A vizsgalatok soran kiderilt, hogy a sotétadaptalt szenzitiv és rezisztens
novényrol flash kezelés nélkiil felvett gorbéi nem adnak jelet ebben a hoémérsékleti
tartomanyban (lasd alapvonal, 10.,11.abra), valamint a fotomultiplier hdémérséklet
érzékenységének elektronikus vizsgalata is kizarta az artefaktum létezését. A Q sav in vivo
létezésének gyanujat megerositették azok az irodalmi adatok is, melyek szerint in vivo specialis
kérﬁlménYek kozott e sav megfigyelhetd (Farineau 1993). Kimutattak, hogy magas
fényintenzitasu kezelések hatasara e sav intenzitasa megnd és a sotétadaptalas utan csak lassan
sziintk meg. Tovabbi megerdsitést adott e sav létezésére a paraquat kezelés hatasara tortént
vizsgalatok. Paraquat kezelés hatasara a paraquat elektrontranszport stimulal6 tulajdonsaganak
koszonhetden ugyanis a B sav intenzitasa jelentds mértékben csokkent mind a szenzitiv, mind

az atrazin-rezisztens novényekben (lasd III. 3.2 fejezet). Ugyanakkor az is megfigyelheto volt,
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hogy paraquat kezelés hatasara a Q sav intenzitasa kisebb mértékben valtozott, €s nem kovette
a B sav valtozasanak tendenciait, hanem sokszor éppen vele ellentétesen, intenzitasa

megemelkedett (12.4bra).

S control

AR control

Termolumineszcencia intenzitis

" 1 L " L L .
0 10 20 30 40 °c

12.4bra: Kontroll és 1h paraquat kezelt Conyza canadensis szenzitiv és atrazin-rezisztens
biotipusainak 2 flash hatasdra (-10°C-on) képzédo tipikus termolumineszcencia gorbéi 15
perces sotétadaptalas utan.

E savnak a B savtol valo eltérd viselkedése is azt sugallja, hogy itt egy mas természetii savrol
van szO6. Mind magas fényintenzitasi kezeléseknél, mind paraquat kezelésnél jelentds
mértékben megnovekedhet a PS II funkcionalisan inaktiv reakcidcentrumainak szama, ami
hozzajarulhat a PS II non-reducing centrumainak szamanak megnovekedéséhez. Ilyen
esetekben a Qp nem kotddik a reakcidcentrumhoz, igy toltésszeparacio soran csak S>Qa
rekombinacio johet 1étre. Ez viszont a B savnal alacsonyabb homérsékleten megfigyelhetdé Q
sav megjelenését eredményezheti. Ezen elképzelés szerint jol értelmezhetd az atrazin-rezisztens
novények fotoszintetikus tulajdonsagai is. Egyrészt a Qa™-Qg” egyensulyi alland6 eltolodasa
miatt megné a redukalt Qa-k aranya, ami csokkenti a B sav intenzitasat, ugyanakkor
megnovelheti az S;Q4” rekombinalddasanak valoszintiségét. (Ez fluoreszcencia decay kinetikai
vizsgalatokkal igazolhat6 volt (Varadi et al.1994)). Masrészt ismeretes, hogy az atrazin-
rezisztens biotipusok inaktiv reakciocentrumainak szama is nagyobb, mint a szenzitiv
biotipusoké, ami szintén hozzajarulhat a Q sav megjelenéséhez és a szenzitiv novényekétdl
nagyobb aranyahoz. (Ort et al. 1983). Sotétadaptalas utan a plasztokinon pool egy része
redukalt allapotban maradhat, amit az is bizonyit, hogy a 2. flashre adott termolumineszcencia
jel intenzitasa nagyobb, mint 1 flash-re (lasd 1.3.4 fejezet). Ennek hatasara a redukalt kinont
tartalmaz6 reakcidcentrumok 1 flash utan két elektront tartalmaznak, amelyek két proton

felvétele utan levalnak a D1 proteinrdl és egy ujabb oxidalt kinon kotédik be. A szenzitiv
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novényekben a két flash-re adott kis intenzitasu Q sav megjelenésének oka lehet, hogy ha a 2.
flash éppen akkor éri a reakciocentrumot, amikor az elsé flash utan a Qp éppen levalik a
reakcidcentrumrél, akkor az oxidalt Qg bekotodéséig a Qa-n tarolodik az elektron. A
csapdazodas miatt 1étrejohetnek Qa-rol torténd rekombinalddasok is, annak ellenére, hogy a
Qa—Qg elektronatadas idballanddja ezt kis valdsziniségiive teszi.

Ismeretes, hogy kiilonbozé szamu flash-k hatasara a termolumineszcencia jel intenzitasa az
oxigénkivalasztd rendszer mikodéséhez hasonloan 4-es periodikus oszcillaciot mutat, amire
raépiil a PS II akceptor oldali Qg 2-es periddust oszcillacidja is (Inoue 1996 Table 2; Fig3.). A
betyarkéro kiilonbozé biotipusainak flash sorozatra adott termolumineszcencia jel intenzitasa is
koveti az irodalomban leirt oszcillaciot, 2. flash-re adva maximalis jelet (13.abra).

13.abra 14.4bra

Relative intenzity of Q+B bands
relative oxygen yield

L: ] 3 6 9 12 i3

flash number
flash numberx

13.abra: Flash sorozat (1-5) indukalta Q+B sav intenzitasvaltozasa a Conyza kiilonbozé
biotipusain. A flash-ket s idékozonként -10°C-on adtuk. Az eredmények 5 fiiggetlen mérés
atlagat tartalmazzdk.

14.4abra: Oxigén kivalaszto rendszer flash indukalta (7us, 4Hz) oszcillacidja szenzitiv (S) és
atrazin-rezisztens (AR) Conyza kloroplasztiszokon 5 perc sotétadaptdalas utan.. A szuszpenzio
klorofill tartalma 290ug/ml volt.

Az 13. abran az is lathatd, hogy az atrazin-rezisztens novényekben a maximalis intenzitas joval
kisebb, mint a szenzitiv novények esetében és az oszcillacié csillapodasa is gyorsabb. Ez arra
utal, hogy a PS II akceptor oldali miikodése mellett a vizbontod rendszer is eltéroképpen
miikodhet ezekben a biotipusokban. Ezt bizonyitja Lehoczki és Butkd C. canadensis-n mért
korabbi eredményei (14.abra), valamint Senecio vulgaris szenzitiv és atrazin-rezisztens
biotipusainak oxigén kivalasztd rendszerének flash oszcillacios vizsgalatai (Lehoczki személyes
kozlése, Holt et al. 1981; Holt et al, 1983). Ezek soran kimutathaté volt, hogy a mutacioval

rendelkezo biotipusok flash indukalta oxigén-kivalasztas oszcillacios mintazata eltér a szenzitiv
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biotipushoz képest, ami megnyilvanul az oszcillacié gyorsabb csillapodasaban, a , miss-k” és a
,double hits-k” eltéré értékeiben, valamint az egyes S allapotok kozotti atmenetek
idballandoiban, ami a kiilonboz6 S allapotok eltérd élettartamat eredményezi (Holt et al. 1981;
Holt et al, 1983). Kimutattak, hogy a lassabb S,-S;—S,, valamint a gyorsabb S,-S, atalakulas
kovetkeztében az S, allapotok kisebb valoszintiséggel fordulnak elé az atrazin-rezisztens
névényekben (Holt et al. 1983). A kisebb mennyiségli Qg mellett ez is hozzajarulhat a
termoluminszcencia jel intenzitasanak csokkenéséhez az atrazin-rezisztens novényekben. A
redukalt Qa-k aranyanak novekedése megnoveli annak valoszinliségét is, hogy a masodik flash
zart reakcidcentrumot ,.€r”, igy megnd a back reakciok aranya, ami (amellett, hogy novelheti a
Q sav intenzitasat)) noveli a ,miss’-k valosziniiségét. A nagyobb miss arany pedig
megnyilvanulhat az oxigénkivalaszté rendszer oszcillaciojanak gyorsabb csokkenése mellett a
TL jel intenzitasvaltozasanak gyors csokkenésében is (14. és 13. abra).

Hosszan tartd sotétadaptalas utan tavoli voros fénnyel torténd megvilagitas 40-50 °C kozott
egy Uj termolumineszcencia sav megjelenését eredményezi (AG). A kilonb6z6 biotipusok
Osszehasonlitasa soran megallapithato volt, hogy e savok intenzitasa is jelentdsen valtozott attol
fliggben, hogy a novény rendelkezik-e az atrazin-rezisztens novényekre jellemz6 mutacidval,

vagy sem (15.4abra).

Termolumineszcencia intenzités

15.4bra: Sotétadaptalt (1h) Conyza canadensis kiilonbozé biotipusainak 2°C-on, 30s-os far
red megvilagitas hatdsara képzodo tipikus termolumineszcencia gorbéi 2°C-tol 70°C-ig
0,5°C/s sebességgel torténd felvétel soran.

Mint ahogy az 15. abran is lathatd, az atrazin-szenzitiv (S, PQR) novények AG savjanak
intenzitasa lényegesen nagyobb, mint az atrazin-rezisztenciaval rendelkezoké (AR, PQAR). E

savok hOomeérsékleti maximuma azonban nem tér el szignifikansan a két csoport kozott.
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Ugyanakkor 20 °C koériil egy masik nem tal éles sav is megfigyelhetd a szenzitiv novények
esetében, amit a B sav far red kezelés hatasara torténd alacsonyabb homérsékletek felé
tolodasaval magyaraznak (Miranda and Ducruet 1995b). A rezisztens novényekben ez nem
figyelhetd meg, ami feltehetben abbol ered, hogy az atrazin-rezisztens novények eleve
alacsonyabb hémérsékleti maximumainak értékeinek alacsonyabb hémérséklet felé tolodasa
mar nem detektalhato 2 °C-t6l torténd TL gorbe felvétele soran. Eldzetesen
szobahémérsékleten, fehér fénnyel (500 umol/m® s) torténd megvilagitas utani far red kezelés
megnovelte az AG sav intenzitasat, valamint jelentés mértékben eltolta hémérsékleti
maximumainak értékét (Tmgp=47,611£0,89; Tmarmr=48.3710,62; Tmsprerr=39,871£1,31;
Tmarperr—=42,6211,42) killonosen a szenzitiv novények esetében. Ugyanakkor e kezelés

mellett az eltolodott B sav intenzitasa valtozatlan maradt (16.abra).

[ (30000) s Prel.+FR

Termolumineszcencia intenzitds
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16.abra: 1 perc, 500umol/m’s fényintenzitasi fehér fénnyel, 20°C-on torténd elbkezelés
(Prel) hatasa a 30 s-os 2°C-on alkalmazott far red (FR) megvilagitas hatasdra képz6do AG
sav intenzitdsara szenzitiv (S) és atrazin-rezisztens (AR) novényen bemutatva. (Egy tipikus
gorbe)

E kisérlet soran az el6zetes megvilagitas utan 1 perc sotét periddus elézte meg a tavoli voros
fénykezelést. Ez lehetOséget biztositott a gyors Q és B savval osszefliggd folyamatok
lecsengésére. Feltételezhetden ezzel magyarazhatd, hogy a B sav intenzitdsa nem valtozott.
Ugyanakkor az AG sav kialakitasaban ettdl joval tartésabb folyamatok hatasaival kell
szamolnunk. Ismert, hogy a ApH-val kapcsolatos folyamatok erésen befolyasoljak az AG sav
intenzitasat (Miranda and Ducruet 1995b). Hosszt idejii sotétadaptalas mellett az ATPase
miikodése kovetkeztében sotétben is kialakulhat ApH a tilakoid membran két oldala kozott.

Ugyanakkor far red hatasara a PS I koriili ciklikus elektrontranszport is hozzajarulhat ehhez.
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Mindamellett az AG sav kialakitasaban szerepet jatszo ApH eredete még nem teljesen
tisztazott. A fehér fénnyel torténé megvilagitas hatasara bekovetkezd intenzitasnovekedés
viszont arra utal, hogy a ApH megvaltozasanak fontos szerepe lehet az AG sav kivaltasa

szempontjabol, viszont ennek eredete nem elsdleges fontossagu.

Az atrazin-rezisztens novények fotoszintetikus tulajdonsagainak Osszehasonlitasa soran
megallapithatd volt, hogy a D1 protein mutacié kovetkeztében fellépd akceptor oldali
valtozasok mellett jelentés modosulasok tapasztalhatok a donor oldali mitkodésben is. Ezek a
valtozasok megmutatkoznak az oxigén kivalaszt6 rendszer miikodésében, a fluoreszcencia
indukcié paramétereiben és a termolumineszcencia jel tulajdonsagaiban is. A fluoreszcencia
lelassulasaval. Ez a Q4™ életidejének megnovekedését eredményezi, ami megmutatkozik a B sav
intenzitasanak csokkenésében és hozzajarulhat a Q sav in vivo korilmények kozotti
megjelenéséhez. Emellett a Qp/Qp” redoxpotencialjanak eltolédasa a korabbi megfigyelésekkel
Osszhangban a B sav homérsékleti maximumanak eltolédasat eredményezte. A flash sorozatra
adott termolumineszcencia jel intenzitasai egyértelmiien mutatjdk a PS II donor oldali
mikodésének megvaltozasat is. A fluoreszcencia indukcios gorbe lassu szakaszanak
megemelkedése (Fs novekedése) arrdl tanuskodik, hogy a Qa-Qp kozotti elektrontranszport
folyamatok lelassulasa mellett a teljes elektrontranszport-lanc mikodése is modosul. Ezt
sugallja az is, hogy a PS II mikodésén tulmutaté AG sav intenzitasa is eltér a két biotipus

esetében.
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I11.2 Herbicid-rezisztens novények fényintenzitas-fiiggé folyamatai

A fény-fliggd fotoszintetikus folyamatok in vivo vizsgalatanak egyik lehetséges moédja a
fotoszintetikus apparatus kiilléonb6zé fényintenzitasi kezelésekre adott valaszreakcidinak
tanulmanyozasa. Ebben az esetben az egy-egy fényintenzitisra adott valaszreakciok
detektalasara nem sziikséges tartds fénykezelés, leggyakrabban az adott fényintenzitasra
jellemzd egyensulyi folyamatok eléréséig tart a mérés. Masik lehetdség, hogy adott, altalaban
magas fényintenzitasi kezelések hatasat vizsgaljak az idé-fuggvényében. Mindkét vizsgalati
modszer alkalmas a novények fény-fliggd folyamatainak tanulmanyozéasara, azonban ezeknél a
vizsgalatoknal azt is figyelembe kell venni, hogy a kiilonboz6 vizsgalati modszereknél mas-mas
molekularis szintii folyamatok jatszodhatnak le. A rovidtava  fénykezelések soran a
fényintenzitas novekedése indukalhat szamos gyorsan aktivalédo fotoszintetikus folyamatot
(ApH valtozas, xantofill ciklus pigmentek aktivalédasa, stb.) ugyanakkor a roévid-tava
fénykezelés id6tartama nem, vagy csak extrém magas fényintenzitasok esetében teszi lehetdvé
a fotoszintetikus apparatus inaktivalodasi, vagy repair ciklusanak tanulméanyozéasat. Mivel
azonban altalaban ezekhez a vizsgalatokhoz in vitro olyan magas fényintenzitasokat
hasznalnak, amelyek normal fiziologiai koriilmények kozott nem léteznek a természetben
(Magyarorszagon egy erds nyari napsiitéses napon mérhetd maximalis fényintenzitas 2000
pumol/m?s), ezért az ilyen iranyd in vivo vizsgalatokat célszeriibb tartosan magas
fényintenzitasi kezelések kinetikai vizsgalataval elvégezni. Az irodalomban mindkét tipusu
mérési modszerre szamos példa talalhato, s mindkét vizsgalatbol hasonlé kovetkeztetések is
levonhatok, ezért sok esetben nem egyértelmi, hogy a kovetkeztetések milyen molekularis
mechanizmust folyamatokbol szarmaznak. Igy én a tovabbiakban megkiilonboztetem azokat a
folyamatokat, amikor a fényintenzitas novekedésére adott rovid ideji valaszreakciokat
tanulmanyozzuk (a késdbbiekben ezeket nevezném fényérzékenységi vizsgalatoknak), azoktol
a folyamatoktol amikor a tartésan magas fényintenzitasa kezelések a fotoszintetikus apparatus
karosodasat is eldidézhetik (fénygatlas folyamatai). Természetesen in vivo €s természetes
korilmények kozott a két folyamat szorosan oOsszefligghet, hiszen a rovid tavi nagyobb
fényérzékenység magas fényintenzitason €s hosszu tavon a fotoszintetikus apparatus nagyobb
mértékii karosodasahoz vezet. Igy a két folyamat gyakran egyiitt, egymas mellett jatszodik le,
de mas-mas molekularis folyamatok allhatnak a hatterében. Az is belathatdé, hogy ezen
molekularis folyamatok barmelyikének megvaltozasa kihatassal lehet a tobbi folyamatra és

végsO soron megvaltoztathatja az egész novény fénnyel szembeni viselkedését.
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Az eddigi vizsgalatok soran kimutathato volt, hogy az atrazin-rezisztens novények
fényérzékenysége nagyobb a szenzitiv novényekénél (Sundby et al. 1993a; Curwiel et al 1993)
ugyanakkor tartésan magas fényintenzitasi kezelések soran a fotoszintetikus apparatus
nagyobb foku inaktivalodasa is megfigyelheté (Hart and Stemler, 1990; Curwiel and van
Rensen 1995). Sundby et al. (1993) szerint ennek oka az atrazin-rezisztens novények modosult
D1 turnovere. Az altaluk vizsgalt atrazin-rezisztens Brassica napus egyedeiben a D1 protein
turnovere magasabb volt, mint a szenzitiv novényekben (Sundby et al. 1993b). Ez
magyarazhato azzal, hogy a nagyobb fényérzékenység miatt a degradalt reakciocentrumok
aranya nagyobb az atrazin-rezisztens novényekben, igy az ezeket javitd repair folyamatok
intenzitasa is megnd. Ez kovetkezménye lehet az atrazin-rezisztens novények nagyobb
fényérzékenységének, de nem magyarazza meg, hogy miért nd ezen ndvények
fényérzékenysége és nem ad magyarazatot a fényintenzitas-figgd fotoszintetikus quenching
paraméterek viselkedésére sem. Igy valdjaban az atrazin-rezisztens novények fényérzékenysége
(bar jelenség szinten korabban is ismert volt) még nem megoldott probléma.

A fénygatlas mechanizmusanak tanulmanyozasa soran toxikus oxigén gyokok jelenlétét
mutattak ki (Asada 1994). Ugyanakkor az is ismert, hogy paraquat kezelés hatasara is szamos
toxikus oxigéngyok képzddik, igy felvetddott annak lehetosége, hogy a paraquat-rezisztens
novényben a paraquat fitotoxikus hatasat kivédé mechanizmus szerepet jatszhat mas, hasonlo
hatast kifejté stressztényezokkel, mint példaul a magas fényintenzitas okozta karositd
hatasokkal szemben is. Jansen et al (1989) paraquat-rezisztens €s szenzitiv Conyza bonariensis
vizsgalata soran kimutatta, hogy a rezisztens biotipusok toleransabbak a magas fényintenzitasu
kezelésekre, mint a szenzitiv biotipusok. Ugyanakkor Preston kisérletei ezt nem erdsitették
meg (Preston et al. 1991).

Ebbdl a szempontbol killondsen érdekes lehet egy olyan herbicid-rezisztens novény fényfliggd
fotoszintetikus tulajdonsagainak Gsszehasonlitasa, amely egyszerre mutatja az atrazin-rezisztens
novényekre jellemzd nagyobb fényérzékenységet €s egy a paraquat-rezisztens noveényekre
jellemzd esetleges fénytoleranciat. Erre lehetOséget adott a paraquat é€s atrazin egylittes

rezisztenciaval rendelkezd paraquat-atrazin-rezisztens (PQAR) Conyza canadensis vizsgalata.

I11.2.1 Herbicid-rezisztens novények fényérzékenysége

A fotoszintetikus apparatus fényérzékenységét rovid idejii (15 min), novekvd fényintenzitasu
kezelésekkel intakt, a novényrdl le nem vagott leveleken vizsgaltuk fluoreszcencia quenching

analizis, CO, fixalas és xantofill ciklus aktivitasanak mérésén keresztiil a betyarkéroé (Conyza
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canadensis) szenzitiv (S), atrazin-rezisztens (AR), paraquat-rezisztens (PQR) és paraquat-
atrazin-rezisztens (PQAR) biotipusain. A kiilonboz6 fotoszintetikus paramétereket a
fotoszintetikus folyamatok egyensulyi, steady-state szintjén hataroztuk meg. A vizsgalatok
megkezdése eldtt a leveleket sotétadaptaltuk. A mérés soran a fotoszintézist aktivalo fény
intenzitasat fokozatosan emeltiik 50-1600 pmol/m’s fényintenzitasig, minden fényintenzitison
elegendd idot hagyva a steady-state egyensuly beallasahoz (15-20 min). Minden fényintenzitas
kozott 20 perc sotét relaxacios idot hagytunk, amit idénként (60-90 sec) 1 masodperces telitési
fényintenzitasi flash-kel szakitottunk meg a nem-fotokémiai kioltdsi komponensek
meghatarozasa érdekében. A CO, fixalas fénytelitési gorbéjét adott fényintenzitason tortént 20

perces adaptacio utan végeztiik el.

A soététadaptalt mintan a korabbi fényintenzitashoz képest 20 perces sotétadaptalas utan mért
optimalis kvantumhatasfok (Fv/Fm) paraméterében nincs szignifikans kiillonbség a kiilonb6z6

fényintenzitasokon (17.abra).
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17.abra: A Conyza canadensis kiilonbozé biotipusainak intakt, le nem vagott leveleken mért
PS II optimdlis kvantumhatasfokanak fényintenzitas-fiiggése. Az eredmények 6 fiiggetlen
mérés atlagat tartalmazzak.

Ez azt mutatja, hogy a rovid ideju eltérd fényintenzitasa fénykezelések nem valtoztattak meg a
novények potencialis fotoszintetizald képességét olyan nagy mértékben, hogy akar a primer
toltésszétvalasztas hatékonysaganak csokkenésével, akar inaktiv PS II reakcidcentrumok
keépzddésével kellene szamolnunk e rovid idé alatt. Illetve a kiilonbozd fényintenzitasa
kezeléseket kovetd 20 perces sotétadaptacio elegendé volt a novények fotoszintetikus

apparatusanak regeneralodasahoz (17.abra).
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A korabban megallapitottakkal osszhangban (III.1.2. fejezet) a fényintenzitas-fliggésében sem
talaltunk szignifikans kiilonbséget az Fv/Fm paraméterben a szenzitiv €s atrazin-rezisztens
biotipusok kozott, noha e vizsgalatoknal a paraquat-rezisztens novényekben e paraméter egy
kicsit magasabbnak adodott. Valoszinii azonban, hogy ez nem fiigg Ossze a paraquat-
rezisztenciaval, mivel a paraquat-atrazin-rezisztens biotipusban e kilonbség mar nem

mutatkozik meg (17.abra).

A fotokémiai kioltas tanulmanyozasaval, a fotokémiai folyamatok hatékonysagara, valamint a
PS II plasztokinon pool-ig terjedé akceptor oldali miikodésére vonhatok le kovetkeztetések,
ugyanis a fotokémiai kioltas (qP) paramétere szorosan Osszefuggésbe hozhaté a Qa
oxidaltsagi/redukaltsagi allapotaval ill. a PS II reakciocentrumok nyitott vagy zart allapotaval.
(Redukalt Qa, igy zart reakciocentrum mellett nincs lehetség a fényenergia fotokémiai
hasznosulasara.) Az Fv/Fm paraméterrel ellentétben a fotokémiai kioltasban (qP)
paraméterében jelentOs eltérések mutatkoznak mind a fényintenzitds fliggvényében, mind a
biotipusok koézott. A 18. abran jol lathatd, hogy a fotokémiai kioltas szempontjabol a négy
biotipus két nagy csoportra oszthatd. Az atrazin-rezisztens novények (AR, PQAR) fotokémiai
kioltasa minden fényintenzitason alacsonyabb, mint az atrazin-rezisztenciaval nem rendelkezd
biotipusoké (S, PQR), jelezve, hogy a redukalt Q, molekuldk mennyisége mar alacsony

fényintenzitasok mellett is szignifikansan nagyobb ezekben a biotipusokban (18.4abra).
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18.abra: A Conyza canadensis kiilonbozé biotipusainak intakt, le nem vagott leveleken mért
Jfotokémiai kioltasi paraméterének (qP) fényintenzitas-fiiggése. Az eredmények 6 fiiggetlen
mérés atlagat tartalmazzdk.

Azonos ideji  sotétadaptalas utan, alacsony fényintenzitasi megvilagitas esetén

(AL<100pumol/m® s) az atrazin-szenzitiv (S, PQR) biotipusokban a Q, szinte teljesen oxidalt
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allapotban van, addig az atrazin-rezisztens biotipusok mintegy 15%-a mar redukalt. Magas
fényintenzitason a két biotipus kozti kiilonbség mar 40%-nal nagyobb. A redukalt Q4 nagyobb
aranyanak oka a Qp-bekotddés affinitascsokkenése kovetkeztében fellépd Qa-Qp kozotti
csokkent elektrontranszport, amit valoszinileg a Qa lassabb reoxidacidja idéz el6. Ezt
fluoreszcencia lecsengés kinetikai vizsgalatokkal bizonyitottuk (Varadi et al. 1994). A
fényintenzitas novekedésével a Q, redukaltsagi foka nd, a reakciocentrumok fokozatosan
bezarodnak és ez a folyamat kifejezettebb az atrazin-rezisztens biotipusok esetében. A zart
reakciocentrumok azonban képtelenek stabil toltésszétvalasztast létrehozni, részt venni a
linearis elektrontranszport folyamatokban, igy kevesebb gerjesztési energia képes hasznosulni a
fotoszintetikus folyamatokban és csokken az egész linearis elektrontranszport hatékonyséaga is.
Ez megnyilvanul a teljes fotoszintetikus elektrontranszport-lanc hatékonysagaval osszefliggd

effektiv kvantumhatasfok (AF/Fm') paraméterében is (19.abra).
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19.4bra: A Conyza canadensis kiilonbozé biotipusainak intakt, le nem vagott leveleken mért
effektiv kvantumhatdsfokanak fényintenzitds-fiiggése. Az eredmények 6 fiiggetlen mérés
atlagat tartalmazzak.

A qP paraméterhez hasonloan az effektiv kvantumhatasfok is hasonlé fényintenzitas-fliggd
lefutast mutat az atrazin-rezisztens biotipusok esetében. Ugyanakkor ebben a paraméterben az
Fv/Fm-hez hasonldan ismét visszatér egy enyhe kiilonbség a szenzitiv és a paraquat-rezisztens
biotipusok kozott.

Az effektiv kvantumhatasfok paraméterével szoros korrelaciot mutaté CO, fixalasban is
megfigyelhetd, hogy barmely fényintenzitason az atrazin-rezisztens novények alacsonyabb CO,

fixalasi kapacitassal rendelkeznek (20.abra). A betyarkord kulonbozé biotipusainak CO,

crcr
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fénytelitési gorbe kezdeti meredekségébdl szamolhatd paraméter) kisebb az atrazin-rezisztens
novényekben. Tovabba telitési fényintenzitason mért CO, fixalasi rata lényegesen alacsonyabb
(2,7 pumol/umolchl h) az atrazin-rezisztens biotipusnal, mint az atrazin-szenzitiv (3,75
umol/umolchl h) névények esetében. Emellett a CO, fixalas maximalis értékét az atrazin-
rezisztens novények mar alacsonyabb fényintenzitason (600-700 pumol/m® s ) elérik, mig a
szenzitiv névények esetében ez csak 900-1000 pumol/m” s fényintenzitason kovetkezik be

(20.abra)
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20.abra: A Conyza canadensis kiilonbozé biotipusainak intakt leveleken mért netto CO,
fixacios ratdja. Az eredmények 4 fiiggetlen mérés atlagat tartalmazzadk.

A betyarkéré CO, fixalas vizsgalatabol levonhatd kovetkeztetések Osszhangban allnak a
korabban vizsgalt atrazin-rezisztens €s szenzitiv biotipusi Senecio vulgaris esetében kapott
eredményekkel (Holt et al. 1981).

A novények fotoszintetikus aktivitasa a fényintenzitds novekedésével a telitési fényintenzitas
eléréséig nd, ugyanakkor ezzel parhuzamosan egyre nagyobb mértékben emelkedik az
alternativ folyamatok, a fluoreszcencia kisugarzas és a hé formajaban torténd kisugarzas
mértéke is. Az elobbi megfigyelhetd a kiilonbozd fényintenzitasokon elért steady-state
fluoreszcencia szint (Fs) novekedésével, mig az utobbi az un. nem-fotokémiai kioltasi (qN)
paraméterben nyilvanul meg. A kulonb6z6 biotipusok nem-fotokémiai kioltasanak
fényintenzitas-fliggésének tanulmanyozasa meger6siti a Sundby et al. (1993a) Brassica napus
¢és Curwiel et al. (1993) Chenopodium album atrazin-rezisztens és szenzitiv biotipusain mért
eredményeiket, miszerint alacsony fényintenzitison az atrazin-rezisztens novény nem-
fotokémiai kioltasi értékei magasabbak, ugyanakkor a magasabb fényintenzitasokon

alacsonyabbak, mint a szenzitiv novényeké. Ugyanez a kovetkeztetés vonhatd le, a qN
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paraméterrel analog NPQ (sugarzas nélkili energia-disszipacio) paraméterének vizsgélata
soran is (21.abra). Ezt a specialis ,cross-over” effektust Curwiel et al. (1993) a PS II
reakcidcentrumahoz  kotott folyamatok (Ca®*  release, vizbontd rendszer gatlodasa)
modosulasaval értelmezte, mig Sundby et al (1993a) feltételezte, hogy alacsony €s magas
fényintenzitason mas-mas nem-fotokémiai kioltasi mechanizmusok jatszanak szerepet a nem-

fotokémiai kioltasi folyamatokban.
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21.4abra: A Conyza canadensis kiilonbozé biotipusainak intakt, le nem vagott leveleken mért
nem-fotokémiai kioltasi paramétereinek (qN) fényintenzitds-fiiggése. A beszurt abra a nem-
Jotokémiai kioltasi paraméterrel analog sugarzas nélkili energia-disszipacio (NPQ)
paraméterét abrazolja. Az eredmények 6 fiiggetlen mérés atlagat tartalmazzak.

Alacsony fényintenzitasokon az atrazin-rezisztens novények zart reakcidcentrumainak nagyobb
aranya (alacsonyabb qP) csokkenti annak valoszinliségét, hogy az abszorbeélt fényenergia
fotokémiai iton hasznosulhasson, részt vehessen a linearis elektrontranszportban, ugyanakkor
megnoveli az alternativ folyamatok, igy a fluoreszcencia kisugarzas (magasabb Fs) és a ho
formajaban torténd energia-kisugarzas valoszinliségét is. Ez tikr6zédik a nagyobb N
értékekben. A fényintenzitas novekedésével a novekvod aktivitasu linearis elektrontranszport
sebesség megnoveli a pH kiilonbséget a tilakoid-membran két oldala kozott, ami aktival
szamos olyan folyamatot, ami kedvez a gerjesztési energia termalis lecsengésének. Ez jelentds
qN novekedéshez vezet, ami jol megfigyelhetd a szenzitiv és paraquat-rezisztens biotipusok
esetében. Ugyanakkor az atrazin-rezisztens novények esetében a Q, redukaltsagi foka a
fényintenzitas fuggvényében intenzivebben nd, ennek ellenére a kozepes, vagy magasabb
fényintenzitasokon a nem-fotokémiai kioltas paraméterében csak kisebb mértékii novekedés

tapasztalhato. Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy az alacsonyabb fotoszintetikus
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elektrontranszport sebesség alacsonyabb ApH-t hoz létre a tilakoid-membran két oldala kozott,
igy azok a védekezd mechanizmusok, amelyek aktivalddasahoz a ApH sziikséges, kevésbé
miikédnek, mint a szenzitiv, vagy paraquat-rezisztens novényekben. Ennek igazolasanak egyik
lehetséges modja a nem-fotokémiai kioltas (qN) egyes komponenseinek részletes analizise.
Ismert, hogy a nem-fotokémiai kioltas legalabb 3 komponensbdl tevodik Ossze, amelyek
relaxacios kinetikai id6allanddjuk alapjan szétvalaszthatok egy gyors (qfast), egy kozepes
(qmed.) és egy lassu (gslow) komponensre (Horton and Hauge 1988, 1991; Quick and Stitt,
1989). Ezek a komponensek megfelelnek a gN kiilonb6z6 inhibitorok segitségével azonositott
gE, qT és qI komponenseinek (Krause and Weis 1991). Az 22.abran lathato, a kilénbozod

biotipusok qN komponenseinek részletes analizise.
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22.abra: A nem-fotokémiai kioltas (gN) komponenseinek fényintenzitas-fiiggése. A gfast, a gN
osszefiiggl folyamatokkal all kapcsolatban. A qmed., a nem-fotokémiai kioltas (qN) sotét
relaxdcidjanak kozépsé komponense, amely a gerjesztési energia ujraelosztasaval (state

.« 7oz

vagy elég hosszu idon keresztiil nem relaxalodo komponense. E paraméter a fotoszintetikus
apparatus kdarosodasaval (ql) fiigg ossze. Az eredmények 6 fiiggetlen mérés atlagat
tartalmazzdk.
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A 3 komponens részaranyanak fényintenzitas-fliggésébol lathato, hogy 1500-1600 pmol/m” s
fényintenzitasig terjedd 15 perces megvilagitasok foként a gyors komponens részaranyanak
megnovekedését eredményezték, a masik két komponens kismértékli modosulasa mellett. A
22.4bran az is lathato, hogy nem talalhato szignifikans kiilonbség a biotipusok kozott a két
lassabb komponensben, ami arra utal, hogy sem a state atmenetben (qmed.) sem a
fotoszintetikus apparatus irreverzibilis karosodasaval osszefuggd folyamatokban (qslow) nincs
eltérés a biotipusok kozott. Ez utdbbinak oka lehet, hogy a 15 perces magas fényintenzitasu
megvilagitas még nem volt elegend6 a fotoszintetikus apparatus karosodasahoz. Ugyanakkor a
state atmenettel dsszefliggd relaxacios kinetikai eredmények jol korrelalnak Ireland Senecio
vulgaris-on végzett foszforilaciés és kulonbozé hullamhossza fénykezelésekkel mért state
atmeneti vizsgalataival (Ireland et al. 1988). Sem 6 sem mi nem észleltiink kilonbséget a state
atmenetben a biotipusok kozott. Szembetiind viszont az eltérés a qN gyorsan relaxalodo
komponensében, ami az intratilakoidalis pH valtozassal osszefliggd folyamatokkal all
kapcsolatban. Lathatdo, hogy a qE magas fényintenzitdsokon lényegesen alacsonyabb az
atrazin-rezisztens novényekben, mint a szenzitiv novények esetében, ami a qE quenching
mechanizmusok csokkent aktivitasara utal. Ez a kiilonbség megmarad akkor is, ha a qN 3
komponensre val6 bontasa helyett az irodalomban gyakran megfigyelhetd 2 komponensre vald
bontast részesitettiikk elénybe (van Wijk and van Hasselt 1993), sét akkor is, ha a qN helyett a
qE-t a Stern-Volmer egyenlet alapjan hataroztuk meg (Johnson et al. 1993).

A nem-fotokémiai kioltasi mechanizmusok egyik igen fontos részét képezi a xantofill ciklus
miikodése. Ennek soran a xantofill ciklus komponensei (violaxantin, anteraxantin, zeaxantin)
fényintenzitastol, pH-t6l, NADPH-tol, aszkorbinsav tartalomtol fliggéen atalakulnak
egymasba. Magas fényintenzitason és alacsony pH-n gyors zeaxantin képzddés figyelhetd
meg, aminek fontos szerepet tulajdonitanak a ho formajaban torténd energia-kisugarzasi
folyamatokban. Az atrazin-rezisztens €s atrazin-szenzitiv biotipusok kozott a nem-fotokémiai
kioltas paraméterében tapasztalhato jelentés kiilonbség arra utal, hogy a qE-vel 6sszefuggd
fotoprotektiv folyamatok aktivitasa megvaltozott az atrazin-rezisztens biotipusokban. HPLC
analizis segitségével megvizsgaltuk a violaxantin zeaxantinna torténd konverzidjanak
fényintenzitas-figgését. A konverzid mértéke tobbféle formaban kifejezhetd. Egyik lehetséges
modja az epoxidaltsagi fokot kifejez6 epoxidacids index (Ei= (Vio%+0.5Ant%/100) (Thayer
and Bjoérkman 1990). A 23.abran lathatd, hogy az epoxidaciés index a fényintenzitas

fuggvényében csokken a violaxantin de-epoxidaciojanak megfeleléen. Ugyanakkor az is
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lathatd, hogy az atrazin-rezisztens novények esetében ez a csokkenés mérsékeltebb, mint a

szenzitiv novények esetében jelezve a csokkent mértékii zeaxantin atalakulast.
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23.4abra: Atrazin-rezisztens (AR) és szenzitiv Conyza canadensis epoxiddcios indexének (Ei)
fényintenzitas-fiiggése. Az eredmények 4 fiiggetlen mérés atlagat tartalmazzdk.
Mivel azonban a zeaxantinnak fontos szerepet tulajdonitanak a hé formajaban toérténd energia-
kisugarzasi folyamatokban, ez magyarazatot adhat a nem-fotokémiai kioltasi folyamatok
csokkent voltara. Ugyanakkor a folyamat bonyolultsagat jelzi, hogy ezek az eredmények még
nem dontik el, hogy a lassabb fotoszintetikus elektrontranszport okozta kisebb ApH hatéasara
kevésbé aktiv de-epoxidaz miatt képzOddik kevesebb zeaxantin, vagy a de-epoxidaz enzim
aktivitasanak csokkenése, vagy egyéb az enzimmiikodéshez sziikséges tényezd (violaxantin
hozzaférhetoségének, aszkorbinsav-tartalom) megvaltozasa idézte-e el6 a csokkent mértéki
zeaxantin képzddést, ami aztan csokkent mértéki nem-fotokémiai kioltashoz, zeaxantin-figgd
qE quenching mechanizmushoz vezet. Mindkét folyamat csokkent mértéki hé formajaban
torténd energia-kisugarzast idéz eld. E kérdés eldonthetd pH érzékeny fluoreszcens festékek
segitségével mérhet6 ApH méréssel, valamint a violaxantin de-epoxiddz enzim
tanulmanyozasaval.
Eziranyu vizsgalatainkat el6szor a de-epoxidaz enzim tanulmanyozasaval kezdtilk Hager and
Holocher (1994) és Bratt et al (1995) vizsgalatai nyoman. A vizsgalatokat elézetesen sotétben
tartott €s izolalt tilakoidokon végeztiik kezdetben kiilsé violaxantin hozzaadasaval, de az
el6zetes eredmények alapjan Ggy tint, hogy a preparalas soran elegendd mennyiségl
violaxantin maradt jelen a tilakoidokban a de-epoxidaz enzim szamara, igy a késdbbiekben ezt
a lépést elhanyagoltuk. A violaxantin de-epoxidaz enzim megfelelé mikodését sotétben,
alacsony pH (pH=5,2), 26°C homérséklet és 10 mM aszkorbat jelenlétével biztositottuk. A

kontrol kisérleteket 7,2-s pH-n végeztiikk. A sotétben lejatszodd reakciot egy oOra mulva
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NaHCO; hozzaadasaval allitottuk le és a pigmenteket NaCl-s kisozassal éter segitségével
vontuk ki (Hager and Holocher 1994; Bratt et al. 1995). A de-epoxidaz aktivitisat az
atalakitott violaxantin mennyiségével mértik (Ei), amit a korabban ismertetett HPLC-s

technika segitségével hataroztunk meg.
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24.4abra: A violaxantin de-epoxidaz enzim in vitro aktivitdasa az epoxidacios index alapjdan. Az
eredmények 3 fiiggetlen kisérlet atlagat tartalmazzak.

A vizsgalatokbdl kitlint, hogy megfelelé koriilmények biztositasa mellett de-epoxidaz aktivitas
detektalhato mindegyik biotipus esetében, és hogy nincs szignifikdns kiillonbség az egyes
biotipusok mérhetd aktivitasaban (24.abra). Ugyanezeket a kisérleteket elvégeztiik
Chenopodium album és Solanum nigrum atrazin rezisztens és szenzitiv biotipusain is, hasonlé
eredményt kapva (nincs de-epoxidaz enzimaktivitas kiilonbség a biotipusok kozott in vitro,
izolalt rendszerekben). Bar a kisérleteinket in vitro végeztiik, ezek a vizsgalatok arra utalnak,
hogy a de-epoxidaz enzim megfeleld aktivitassal mikodik optimalis korilmények kozott, azaz
a csokkent de-epoxidaz aktivitas oka nem egy esetleges enzimkarosodas kovetkezménye. Azok
alapjan, hogy a vizsgalataink soran nem volt szikség kiilsé violaxantin hozzaadasara
feltételezhetd, hogy elegendé mennyiségli violaxantin all rendelkezésre mindegyik biotipus
esetében a de-epoxidaz miikodésére. A de-epoxidaz mikodéséhez elengedhetetlentil sziikséges
megfelel6 mennyiségii aszkorbat jelenléte. Ezt bizonyitja az is, hogy alacsony pH-n de
aszkorbinsav jelenléte nélkiil violaxantin atalakulas nem volt detektalhatd (kontrol kisérlet, az
eredmény kilon nem mutatom be). Irodalmi adatok szerint, az aszkorbinsav koncentracioja a
kloroplasztiszban 10-25mM kozott van (Foyer et al. 1989; Schoner and Krause 1990; Pfiindel
and Bilger 1994), igy természetes korilmények kozott ez nem limitaloja az enzimatikus

folyamatoknak. Tovabbi bizonyitékot szolgaltat az atrazin-rezisztens novényekben
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funkcionalisan ép de-epoxidaz enzim jelenlétére, hogy paraquat kezelés hatasara erételjes
violaxantin—zeaxantin atalakulasa figyelheté meg mind a szenzitiv, mind az atrazin-rezisztens

biotipus esetében (25.4bra).
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25.4bra: Atrazin-rezisztens és szenzitiv Conyza canadensis epoxiddcios indexének (Ei)
valtozasa alacsony fényintenzitdson tortént  (200umol/m2s) paraquat (0.5mM) kezelés
hatdsadra.

A paraquat, elektrontranszport stimulal6 tulajdonsaganak koszonhetéen a lumen savasodasat
idézi el6, ami megnoveli mind az energia-fliggd kioltasi folyamatok, mind a de-epoxidaz enzim
aktivitasat (Thiele and Krause 1994). A paraquat kezelés hatdsara az atrazin-rezisztens €s
szenzitiv novényekben megfigyelheté azonos epoxidacios index (Ei) csokkenés (enzimaktivitas
novekedés) egyben azt is jelzi, hogy kilsé elektrontranszport stimulalok hatasara a
fotoszintetikus elektrontranszport aktivitasa képes megnéni az atrazin-rezisztens névényekben
is. Mindezen kisérletek alapjan feltételezhetd, hogy az atrazin-rezisztens névények in vivo de-
epoxidaz aktivitasanak csOkkenésének nem az enzim mutacidja, vagy a hozzaférhetd
violaxantin mennyiségének lecsokkenése a felelds, hanem a fotoszintetikus elektrontranszport-

lanc lassabb miikodése kovetkeztében kialakuld kisebb intratilakoidalis pH kiilonbség.

A betyarkord fényérzékenységének vizsgalata alapjan megallapithatd, hogy az atrazin-
rezisztens novényekben tapasztalhatdo D1 protein mutacié kovetkezményeként fellépd csokkent
fotoszintetikus elektrontranszport kovetkeztében csokken az abszorbealt fényenergia
fotokémiai ton torténd hasznosulasanak mértéke. Ugyanakkor a csokkent mértékii zeaxantin
képz6dés miatt csokken a hoé formajaban torténd energia-kisugarzas fotoprotektiv

folyamatainak védo szerepe is. A fluoreszcencia sugarzas megemelkedése nem képes eliminalni
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a fotoszintetikus apparatus pigmentjei altal elnyelt gerjesztési energiat, igy a kiilonbozo
gerjesztett allapotu pigmentek nagyobb valoszintiséggel hoznak létre toxikus gyokoket novelve
ezzel a fotoszintetikus apparatus fényérzékenységét és hosszatavon a magas fényintenzitas
okozta fénygatlassal szembeni csokkent toleranciajat (Darko et al. 1996).

A paraquat-rezisztens novények fényérzékenységi vizsgalata azt mutatja, hogy kismértéki
kiilonbség tapasztalhato az optimalis és effektiv kvantumhatasfok paramétereiben, ugyanakkor
nem tapasztalhat6 kiilonbség a fotokémiai és nem-fotokémiai kioltas paramétereiben, ami arra
utal, hogy a paraquat-rezisztencianak nincs szamottevd hatdsa a fotoszintetikus
elektrontranszport folyamatokra és a nem-fotokémiai kioltasban megnyilvanuléd fotoprotektiv
mechanizmusokra. Az a tény, hogy a paraquat-rezisztencia hatasai nem mutatkoznak meg a
paraquat-atrazin-rezisztens novényekben megerdsiti azt a feltételezést, hogy az altalam vizsgalt
herbicid-rezisztens novények fényérzékenységét a psbA gén mutacioja és pleiotropikus hatésai

hatarozzak meg (Darko et al. 1996).
I11.2.2 Herbicid-rezisztens névények fénygatlasa

Mint emlitettem a fény-fliggd fotoszintetikus folyamatok masik lehetséges vizsgalati modja,
hogy hosszi idejii magas fényintenzitasu kezelések hatasat vizsgaljuk. Ebben az esetben a
magas fényintenzitas okozta kioltasi folyamatok mellett szamolni kell a fotoszintetikus
apparatus karosodasaval is. A magas fényintenzitas okozta karosit hatasok egyik f6 hatohelye
a PS II core-komplex (Barber and Andersson 1992). A PS II akceptor vagy donor oldali
kérosodasa kovetkeztében a PS II reakcidcentrum inaktivalodik, a tovabbiakban nem képes
részt venni a fotoszintetikus folyamatokban és ez fotoszintetikus aktivitascsokkenéshez vezet. E
folyamatok Osszessége megnyilvanul a fluoreszcencia indukcids paraméterekben is. A PS II
karosodasa miatt az LHC II-k nem képesek atadni a gerjesztési energigjukat a
reakciocentrumoknak, levalnak a core-r6l és ez a ,szabad” pigmenttartalom relativ
megnovekedéséhez vezet. Ez az Fo fluoreszcencia szint emelkedését eredményezi.
Ugyanakkor az inaktiv reakciocentrumok a Pggo, illetve a donor vagy akceptor oldal hianya
miatt nem képesek primer toltésszétvalasztast létrehozni, nem vesznek részt a linearis
elektrontranszportban. Ez a valtozoé fluoreszcencia (Fv) szint csokkenéséhez jarul hozza. A két
folyamat eredményeként az Fv/Fm is csokken. A magas fényintenzitis okozta karositd hatasok
megsziinése utan, alacsonyabb fényintenzitason a fotoszintetikus folyamatok idovel
visszanyerik eredeti aktivitasukat, ami részben a kioltd mechanizmusok aranyanak

csokkenésének, részben a repair folyamatok soran az uj, vagy javitott D1 protein
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reakcidcentrumba torténd beépiilésének és aktivalodasanak koszonhetd (Aro et al. 1993). A
fénygatlast kovetd ,recovery” folyamatok idobeli lefutasuk szerint két csoportba sorolhatok
(Leitsch et al. 1994). A fénygatlast kovetden a fotoszintetikus apparatus viszonylag gyorsan
visszanyeri fotoszintetikus aktivitasanak jelentds részét (80%). Ebben a szakaszban fontos
szerepe van a xantofill ciklus pigmentek visszaalakulasanak is, mig késdbbiekben a D1 protein

karosodasaval és ujraszintetizalddasaval kapcsolatos folyamatok dominalnak.

A betyarkoro kilonbozo biotipusainak magas fényintenzitasi kezelésre adott valaszreakcidinak
hatasat 4h 1500 pmol/m? s fényintenzitasu fényen tortént kezelés utan fluoreszcencia indukci6
modszerével vizsgaltuk. Ezt kovetéen a novényeket alacsony fényintenzitasra (150 pmol/m? s)
helyezve a regeneralodas folyamatait tanulmanyoztuk. Emellett a xantofill ciklus pigmentek
atalakulasat is nyomon kovettiik.

A 26. abran lathaté, hogy a hosszantarté fénykezelések a xantofill ciklus aktivitdsanak
beindulasa mellett a PS II reakciocentrumok inaktivalodasahoz is vezetett, ami megnyilvanul az
Fo paraméter megnovekedésében, valamint az optimalis kvantumhatasfok (Fv/Fm) jelentds

mértékt csokkenésében.
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26.abra: Fo, Fv/Fm fluoreszcencia indukcios paraméterek, valamint az epoxiddcios index
(Ei) vdltozasa 4h magas (1500umol/m’s) fényinteztitasi kezelés és az azt kovets relaxdcios
Jfolyamatok hatasara.
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A biotipusok &sszehasonlitasa soran megallapithatd, hogy a tartosan magas fényintenzitasu
kezelések az atrazin-rezisztens novényekben jelentésebb Fo szint novekedést és Fv/Fm szint
csokkenést eredményezett, mint az atrazin-rezisztenciaval nem rendelkez6 novényekben,
jelezve a PS II reakciocentrumok nagyobb mértékii karosodasat, inaktivalodasat. Ugyanakkor
a fotoprotektiv xantofill ciklus csokkent mértékii mikodése is megfigyelhetd, ami jelentds
mértékben hozzajarulhat a PS II nagyobb mértéki inaktivalédasahoz (Varadi et al. 1995).
Erdekes modon a fényérzékenységi vizsgalatokhoz hasonloan a paraquat-rezisztens ndvények
itt is magasabb Fv/Fm paramétert mutattak(Varadi et al. 1995).

A magas fényintenzitasu kezelések megsziinése utan a regeneralodasi szakaszban az Fv/Fm
paraméterben jelentés novekedés tapasztalhaté mindegyik biotipus esetében és kb. négy ora
mulva visszaall az eredeti szintre. Ez a regeneralodasi folyamat azonban bifazikus, egy oran
beliil mintegy 80%-0s Fv/Fm novekedés figyelhetd meg. A késdbbiekben mar csak lassa
novekedés tapasztalhat6. Az epoxidacios index vizsgalata soran az is kideril, hogy mikodo
xantofill ciklus esetében (atrazin-szenzitiv novények) a zeaxantinnak violaxantinna torténd
visszaalakuldsa az alacsony fényintenzitasi kezeléseket koveté 1 oOran belil lezajlik. Ez
csokkenti a fénygatlas alatt meglévé Fm kioltast és hozzajarul az Fv/Fm novekedéséhez
(Varadi et al. 1995).

Az atrazin-rezisztens novények esetében a nagyobb mértékii Fv/Fm csokkenés utan
kifejezettebb az Fv/Fm novekedés, ami magyarazhatd az atrazin-rezisztens novényekben
megfigyelt gyorsabb D1 protein turnoverrel (Sundby et al. 1993b).

Mind a fénygatlas, mind a recovery folyamata komplex, mivel egyszerre van jelen a magas
fényintenzitas okozta xantofill ciklus aktivalodasa és a D1 protein inaktivalodasa. E két
folyamat mindegyike valtozé fluoreszcencia kioltashoz vezet, ugyanakkor egymassal ellentétes
folyamatok is, mivel a jol mikodd xantofill ciklus lehetdvé teszi a gerjesztési energia ho
formajaban torténd elvezetését, csokkentve ezzel a gerjesztési energia karositd hatasainak

mértéket.
I11.2.3 A fénygatlas folyamatainak tanulmanyozasa

A magas fényintenzitas okozta karositd hatasok kivédésére a novények szamos stratégiat
dolgoztak ki. Az egyik lehetéség, hogy noveli a gerjesztési energia alternativ aton (hd
form4jaban) torténd kisugarzasnak mennyiségét, masik, hogy a karosodott reakcidcentrumokat

kijavitja. A fénygatlas jelensége soran mindkét ,stratégia” jelen van. Régota vitatott és a mai
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napig nem eldontott kérdés e folyamatok in vivo részesedése a fénygatlas mechanizmusaban.
A kérdés az egyes folyamatok inaktivalasaval, eliminalasaval tanulmanyozhaté. A repair
folyamatok esetében a sériilt reakciocentrumok (D1 protein) de novo fehérjeszintézis révén
javitodnak ki, igy a folyamat kloroplasztisz kodolt fehérjeszintézis-gatlokkal (streptomicin,
kloramfenikol, lincomicin) megakadalyozhat6 (Guenther and Melis 1990; Melis 1991; Aro et
al. 1993). A ho formajaban torténd energia-kisugarzas folyamatai igen bonyolultak, igy annak
gatlasa sem egyértelmli. A xantofill ciklus gatlasaval (DTT) ezen folyamatok legalabb részben
gatolhatok (Winter and Koniger 1989, Demmig-Adams et al 1990; Demmig-Adams and
Adams 1992). Mivel a fénygatlas folyamatai jol tanulmanyozhatok a funkcionalisan aktiv PS II
reakciocentrumok inaktivacidjanak mértékével (Fv/Fm csokkenés) szamos szerzd ezen
inhibitorok hatasat a fénygatolt novényekhez képesti Fv/Fm csokkenés mértékével jellemzi
(Tyystjarvi et al. 1992; Rintamaki et al. 1994; Park et al. 1995). Gyakran azonban a
kiillénbdzd inhibitorok nem ugyanolyan ideig aktivak a novényben, igy egy-egy inhibitor
hosszantartd vizsgilata szamos problémat vet fel. Altalaban elmondhatd, hogy a
fehérjeszintézis-gatlok tartos hatast képesek kifejteni (tobb, mint 24h) ugyanakkor a DTT
gatlasa csak par oraig hatasos bizonyosan. Igy egy esetleges 4h fénykezelés és azt kovetd 4-
24h recovery szamos pontatlansagra €s téves értelmezésre adhat okot.

E probléma elkeriilésére a kiilonboz6 folyamatokra hatd inhibitorok magas fényintenzitasu
kezelésekre gyakorolt hatasat 1h 1200 pmol/m® s fényintenzitasi fénnyel tortént kezeléssel
tanulmanyoztuk az eddig is vizsgalt betyarkord biotipusokon. Az inhibitorokat a fénykezelés
megkezdése elott 1-2 oraval permetezéssel jutattuk a levelek felilletére, majd alacsony
fényintenzitason (100-150 pmol/m’ s) tartottuk a gatlo hatas eléréséig. Ezutan alkalmaztunk a
magas fényintenzitasu kezelést és fluoreszcencia quenching analizis segitségével detektaltuk a
hatast. Mig az el6z6 fejezetben az Fv/Fm-t sotétadaptalas utan detektaljuk (barmilyen
fényforras alkalmazhat6 a fénykezelésre), addig a quenching paraméterek meghatarozasa
magas fényintenzitasa aktinikus fény segitségével torténik. Noha a vizsgalatokat célszeriibb lett
volna hosszabb ideig végezni a nagyobb hatas elérése érdekében, erre technikai okok miatt
nem volt lehetéségiink. Igy a kiilonbozé inhibitorok, azaz a kiilsnbozé részfolyamatok magas
fényintenzitasii kezelésre adott hatasainak tanulmanyozasa tobbé-kevésbé megfelel az el6zo
fejezetben bemutatott 1h-s kezelésnek megfelel6 allapotnak. Mivel mar 1h mulva is jelentds
eltérés tapasztalhatd az egyes biotipusok kozott, feltételezhetGen ezen kisérleti koriilmények

kozott 1s detektalhatok a kiilonbozd hatasok.
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Az 1h magas fényintenzitasi (1200 pumol/m> s) kezelések hasonlé hatast valtottak ki az
optimalis kvantumhatasfok paraméterére, mint az a 26 abran is lathatd, azaz a szenzitiv
biotipusok esetében kisebb mértékii Fv/Fm csokkenés detektalhatd, mint az atrazin-rezisztens
biotipusok esetében, noha ezek az értékek még nem jeleznek drasztikus karosodast (27.4bra).
A 20mM 1h alacsony fényintenzitason (100-150 umol/m” s) tortént DTT eldkezelés a
kontrollhoz képest kismértékben csokkentette az aktiv PS II reakcidcentrumok szamat minden
biotipus esetében ugyanolyan mértékben (27.abra, szaggatott vonal).
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27.4bra: Kiilonbozo gatloszerek és az 1h 1200 umol/m2s fényintenzitasu kezelés hatdsa az
optimalis kvantumhatasfok (Fv/Fm) paraméterére. Az abra 4 mérés atlagadt tartalmazza.

A DTT kezelést kovetden a magas fényintenzitas jelents PS II aktivitascsokkenést idézett eld
kiillonosen a szenzitiv novényeknél. A DTT kezelés hatasanak drasztikusabb megnyilvanulasa a
atrazin-szenzitiv novényekben Gsszhangban all a korabbi megfigyelésekkel, miszerint a magas
fényintenzitason a szenzitiv novényben a xantofill ciklus aktivitdsa szignifikansan nagyobb,
mint a rezisztens novényekben (Darkoé et al, 1996). Erdekes megfigyelés, hogy a DTT és a
magas fényintenzitas egyuttes hatasanak eredményeképpen tobbé-kevésbé ugyanakkora Fv/Fm
paraméter detektalhatdé (a kontrollhoz képest mintegy 0,2 egységgel csokkent az Fv/Fm)
minden biotipus esetében. Azonban a fénygatlas valamint a xantofill ciklus inaktivacidja okozta
Fv/Fm csokkenés részesedése eltér az atrazin-rezisztens és atrazin-szenzitiv biotipusok kozott.
A magas fényintenzitas 0,05 Fv/Fm csokkenést eredményezett, a DTT kezelés tovabbi 0,15
Fv/Fm csokkenést idézett elé a szenzitiv biotipusok esetében, ugyanakkor 0,1-s Fv/Fm
csokkenés tapasztalhato csak fénykezelésre és ugyanekkora mértéka (0,1) a csokkenés a DTT
kezelésre az atrazin-rezisztens biotipusoknal. Az értékek kompetitiv jellege arra utal, hogy a PS

IT inaktivacidjaban a xantofill ciklusnak fontos szerepe van.
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Alacsony fényintenzitason a 2h, 1mM-os szterptomicin (STR) eldkezelés nem valtoztatta meg
az Fv/Fm paraméter értékeit (27.abra). Feltételezhetd, hogy ezen a fényintenzitason sem a
karosodas, sem a repair folyamatok mértéke nem jelentés. A magas fényintenzitasu
szterptomicin kezelés a DTT kezeléshez hasonloan jelentdés Fv/Fm csokkenést idézett eld
kiilénosen az atrazin-rezisztens novényekben. A szenzitiv novények esetében azonban a DTT
kezelt mintaknal kisebb mértékii Fv/Fm valtozas volt detektalhat6. Ez részben annak
tulajdonithatd, hogy a magas fényintenzitasi kezelések eleve kisebb karosodast idéznek el a
szenzitiv noévényekben, mint a D1 protein mutacioval rendelkezd atrazin-rezisztens
noévényekben, igy a D1 protein repair folyamatok jelentdsége kisebb ezeknél a biotipusoknal.
Ezzel szemben az atrazin-rezisztens novényeknél a nagyobb fénygatlas, vagy az eleve
jelentésebb repair folyamatok (Sundby et al. 1993b) kovetkeztében a sztreptomicin kezelés
jelentdsebb Fv/Fm csokkenést idézett elé. Ez arra is utalhat, hogy a kilonbozé fotoprotektiv
folyamatok részesedése az egyes biotipusok esetében mas és mas lehet.

Mind a fotokémiai kioltas (qP), mind az effektiv kvantumhatasfok (roviden EQY)
paraméterében drasztikus valtozast idézett elé6 a magas fényintenzitds és a kulonbozé
inhibitorok egytittes hatasa. A kontroll és a csak fénygatolt mintakon megfigyelhet6k mindazok
a kiillonbségek, amelyek az atrazin-rezisztens novényekre jellemzdek alacsony €s magas
fényintenzitasokon, nevezetesen az atrazin-rezisztens novények alacsonyabb qP és kisebb EQY
értékei (28.abra). Ezeket az értékeket a kiillonbozo gatloszerek tovabb csokkentették, jelezve a
redukalt Qa aranyanak megnovekedését, 1ill. a fotoszintetikus elektrontranszport

hatékonysaganak csokkenését (28.4bra).
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28.4bra: Kiilonbozé gatloszerek és az 1h 1200 umol/m2s fényintenzitasu kezelés hatdsa a
Jfotokémiai (qP) (A.) kioltas és az effektiv kvantumhatasfok (EQY) (B.) paraméterére.
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A DTT-nek direkt fotokémiai folyamatokra gyakorolt hatasa csak kis valoszintiségli (Pfiindel
and Bilger 1994), igy feltételezhetd, hogy a DTT fotoszintetikus elektrontranszport
folyamatokra gyakorolt indirekt hatasa abbol ered, hogy gatolva a xantofill ciklus mikodését
(csokkentve a hé formajaban torténd energia-kisugarzas lehetdségét) a gerjesztési energia
nagyobb héanyada jut el a reakciocentrumokig, aminek kovetkeztében megnd a redukalt Qa-k
aranya, csokken a qP. Ezt mutatja az is, hogy a DTT kezelés kiilonosen jelentds csokkenést az
atrazin-szenzitiv biotipusok esetében idézett el6, ahol magas fényintenzitason a xantofill ciklus
mikodése kifejezettebb, mint a rezisztens novényekben (28.abra). Tovabba jelzi, hogy a
xantofill ciklus mitkkodésének eliminalasa jelentds fotoszintetikus aktivitascsokkenést idéz eld,
igy szerepe a magas fényintenzitasi karositdo folyamatok kivédésében rendkiviil fontos a
szenzitiv novények esetében.

Az atrazin-rezisztens novényekben a magas fényintenzitds onmagaban is drasztikus qP
csokkenést idézett eld, (a korabban megfigyelt eredményekhez hasonl6an), amit a DTT mar
csak kismértékben csokkentett (28.abra). Ennek oka lehet, hogy az amugy is gyengén mitkodo
xantofill ciklus tovabbi inaktivalasa mar csak kismértékben jarul hozza a qP csokkenéséhez. A
DTT kezelés a szenzitiv novényekben hasonlo hatast valtott ki a fotokémiai (qP), EQY és a
nem-fotokémiai (qN) folyamatokra, valamint a fluoreszcencia kisugarzas steady-state szintjére
(Fs) (megnd), mint a csak magas fényintenzitasu kezelések (DTT nélkil) az atrazin-rezisztens
novényekben. Ez azt sugallja, hogy az atrazin-rezisztens novények magas fényintenzitas okozta
fotoszintetikus aktivitascsokkenését nagyban meghatarozza a xantofill ciklus kis hatasfoku
miikodése.

A fehérjeszintézis-gatloszerek vizsgalata soran Schnettger €s mtsai altal (1994) kimutathato
volt egyes gatloszerek (kloramfenikol) direkt fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt
hatasa, de ez a szreptomicin esetében joval kisebb mértékiinek bizonyult, noha kismértéki qP
csokkenést ott is megfigyeltek (Greer et al. 1993; Schnettger et. al 1994). Az altalunk vizsgalt
Conyza canadensis esetében a szteptomicin jelentds qP és EQY csokkenést idézett eld, bar
ennek mértéke nem érte el a DTT kezelését (28.abra). Mivel azonban a szteptomicin mas
fiziologiai folyamatokat valt ki, mint a DTT, a qP csokkenés hatterében nem sziikségszertien
allnak ugyanazok a folyamatok. Ezt bizonyitja az is, hogy a két inhibitornak a nem-fotokémiai
kioltasi (qN) folyamatokra gyakorolt hatasa jelentsen eltér egymastol. Mig a DTT kezelés
csokkentette a nem-fotokémiai kioltas (qN) paraméterét, addig a sztreptomicin novelte azt
(29.4bra). Ez abbdl eredhet, hogy a sztreptomicin kezelés hatasara a gatolt repair folyamatok

miatt megnovekedett az inaktiv PS II reakciocentrumok szama. Ezek azonban feltételezhetden
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a tilakoid-membran granum régidjaban maradva tovabbra is részt vesznek a gerjesztési energia
hé formajaban torténd kisugarzasaban, védve ezaltal a még aktiv PS II reakciocentrumokat a
tovabbi karosodasoktol (Krause 1988; Smith et al. 1990; Oquist et al. 1992). A DTT kezelés
viszont az irodalmi adatoknak megfeleléen csokkentette a nem-fotokémiai kioltas (qN)

mértékét (Demmig-Adams et al. 1990) (29.4bra).
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29.4bra: Kiilonbozo gatloszerek és az 1h 1200 pumol/m2s fényintenzitasu kezelés hatdsa a
nem-fotokémiai kioltas (qN) paraméterére. Az dbra 4 mérés dtlagadt tartalmazza.

Sztreptomicin kezelés hatasara a szenzitiv novényekben a qN csak kismértékben novekedett
meg az 1h 1200 pmol/m® s fényintenzitasi kezeléshez képest, mig a novekedés az atrazin-
rezisztens novények esetében kifejezett. Ez sszhangban all az atrazin-rezisztens novényekben
a magas fényintenzitas hatasara megfigyelhetd nagyobb Fv/Fm csokkenéssel, ami feltételezi,
hogy a karosodott reakciocentrumok szama is jelentdsebb mértékben ndtt meg, mint a

szenzitiv névények esetében.

Ezek a vizsgalatok egyértelmiien jelzik és megerdsitik a korabban megfigyelt jelenségeket,
miszerint a szenzitiv novényekben a xantofill ciklus fotoprotektiv szerepe jelentds mértékben
hozzajarul a magas fényintenzitas okozta karositd hatasok kivédéséhez. Ezt bizonyitja az is,
hogy els6sorban az atrazin-szenzitiv novények fotoszintetikus paraméterei valtoztak
drasztikusan DTT kezelés hatasara. Ugyanakkor a repair folyamatok is kiilonbozhetnek a két
biotipus kozott, amit viszont a sztreptomicin kezelésre adott eltéré érzékenység jelez.
Mindezek arra utalnak, hogy a magas fényintenzitas okozta karositd hatasok kivédésére
kialakult mechanizmusok részesedése és jelentosége eltérhet a biotipusok kozott. Az atrazin-
rezisztens novények nagyobb fényérzékenysége azt is jelzi, hogy a xantofill ciklus fotoprotektiv

szerepének hianya nem ellensulyozhaté mas folyamatokkal.
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II1.3 Paraquat fitotoxikus hatasinak tanulmdnyozasa a betyirkéré kiilonbozé herbicid-

rezisztens biotipusain

A paraquat fotoszintetizalo szovetekre gyakorolt fitotoxikus hatasat két tényezd hatarozza
meg. Egyrészt a PS 1 akceptor oldalahoz kapcsolodva az elektronokat a természetes
fotoszintetikus elektrontranszport uttdl eltériti megakadalyozva ezzel elegendd mennyiségl
NADPH képzddését. Mindezt olyan gyorsan teszi, hogy szinte elszivja az elektronokat a
fotoszintetikus elektrontranszport-lanctol. (Ezért kis koncentracoban gyakran hasznaljak PS 1
akceptorként, elektrontranszport stimulatorként (Thiele and Krause 1994)). Masrészt viszont
mikodése kovetkeztében general szamos toxikus oxigéngyokot, amelyek aztan szinte
lancreakcioszeriien tovabbi toxikus oxigén- és lipidperoxid-gyokoket hoznak létre, karositva
ezzel a fotoszintetikus apparatus mitkodését és szerkezetét. Igy a paraquat oxidativ karosodast
idéz el a novényekben, mas stresszhatasok (mint pl.fénygatlas, 6zon) okozta karosodasokhoz
hasonldan. A jelentés mértékben karosodott fotoszintetikus apparatus tovabbi miikodésre
képtelenné valik, a fotoszintetikus folyamatok gatlédnak, végil az egész ndvény elpusztul. A
paraquat elsddleges (elektrontranszportra gyakorolt) és masodlagos (toxikus oxigén-gyok
képzo) fitotoxikus tulajdonsaga részben egymassal ellentétes, ugyanakkor egymastol nehezen
szétvalaszthatoak.

A paraquat fitotoxikus hatasat az altalam is vizsgalt betyarkord szenzitiv €s paraquat-atrazin-
rezisztens biotipusain Lehoczki és mtsai korabban is tanulmanyoztak. Vizsgalataik alapjan
megallapithatd volt, hogy paraquat kezelés hatasara a CO, fixalas, az O, fejlédés jelentds
mértékben csokkent mindkét biotipus esetében a kezelést kovetd 1-2 oran belil. Ez a
csokkenés tovabb folytatodott a szenzitiv novény esetében és 4-6h mulva a novény elpusztult.
A rezisztens biotipus esetében 4h mulva a CO, fixalas és az O, kivalasztas Gjra emelkedésnek
indult, és 24h mulva jelentés javulas volt detektalhato (Lehoczki et al. 1992). Hasonld
jelenséget figyeltek meg a valtozo fluoreszcencia intenzitasanak alakulasaban. Kimutattak,
hogy az Fv csokkenése fliggott a kezelés soran alkalmazott fényintenzitastol. A fényintenzitas
novekedésével a paraquat egyre nagyobb mértékben fejtette ki karositd hatasat, de befolyasolta
a rezisztens novények regeneralodasi folyamatait is (Lehoczki et al. 1992).

A hoémérséklet elsésorban a paraquat-rezisztens novények regeneralodasi folyamatait
befolyasolta, mig kevésbé volt hatassal a szenzitiv novényekre ill. a valtozo fluoreszcencia
csokkenés mértékére (30.abra). Alacsony homérsékleten (8°C) azonban a regeneralodas

lelassult a paraquat-rezisztens novényekben, ami megerdsiti azt a feltételezést, hogy a
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regeneralodasi szakasz paraquat hatasara indukalédé metabolitikus eredeti folyamatokkal all

kapcsolatban (30abra) (Szigeti et al. 1996; Lasztity et al. 1998).
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30.abra: Homérséklet hatdsa a paraquat kezelt paraquat-atrazin-rezisztens (A) és szenzitiv
(B) betyarkoro valtozo fluoreszcencia (Fv) intenzitdsdra.
Ezeket a vizsgalatokat a paraquat/atrzin-rezisztens novényeken végeztiik, majd késébb hasonlo

eredményeket detektalhattunk csak paraquat-rezisztens novényeken is.

IIL3. 1 Paraquat hatasa a fotoszintetikus elektrontranszport-lanc miikodésére
A. Fluoreszcencia indukci6 é€s quenching analizis vizsgalata

A kulonb6zd herbicid-rezisztens novények paraquat permetezésre adott sotétadaptalas utan
mért fluoreszcencia kisugarzas intenzitasa hasonld lefutast mutatott, mint a korabban
megfigyelt szenzitiv és PQAR biotipusoknal, azaz gyors és irreverzibilis volt a paraquat-
szenzitiv biotipusok (S, AR) esetében, mig kisebb mérték(i és atmeneti a paraquat-
rezisztenciaval rendelkez6 biotipusok (PQR, PAQR) esetében. Ez kiilonosen megfigyelhetd
volt a maximalis (Fm) fluoreszcencia intenzitasanak csokkenésében, ami elsdsorban a
maximalis fluoreszcencia valtoz6 komponensének (Fv) részaranya miatti csékkenésbdl ered
(31.abra). Ennek oka kettds lehet. Egyrészt all egy igen gyors paraquat elektronelszivo
hatasbol, masrészt egy tartosabb, és rovid idon beliil irreverzibilis fotoszintetikus karosodasbol,
ami csokkenti az aktiv, mikodoképes reakciocentrumok szamat, ezaltal idézve eld
fluoreszcencia kisugarzas csokkenést. Feltételezhetden a paraquat hatas korai szakaszaban az
el6bbi, mig a késébb szakaszaban az utobbi folyamatok dominalnak. Ezt mutatja az is, hogy a

szenzitiv novényekben a paraquat kezelést koveté igen rovid idén belil (15 min) mar
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drasztikus (60-70%) valtozo fluoreszcencia (Fv) csokkenés tapasztalhatd, mig a késobbiekben
tovabbi, de mar lassabb iuitemii csokkenés figyelhet6 meg. A paraquat-rezisztens biotipusok
esetében a kezelést kovetd rovid idészakban a valtozé fluoreszcencia szintén gyors csokkenést
mutat, ami jelzi, hogy a paraquat a rezisztens novényekbe is igen gyorsan bejut a

kloroplasztiszokba és kifejti elektroneltéritd hatasat.

1.08 O S A AR @ PQR A POAR

0.75

Fv (% of control)

8.25

L] 1 2 3 q S 6 24

Time after spraying (h)
31.abra: Paraquat kezelés (0.5mM) hatdsa a valtozo fluoreszcencia (Fv) intenzitdasdara
kiillonbozo  herbicid-rezisztens biotipusok esetében. Az eredmények 4 sorozat dtlagat
tartalmazzadk.
A késobbiekben azonban a csokkenés megsziinik €s mintegy 24-48h alatt visszaall az eredeti
szintre. Ez egyben azt is jelenti, hogy a paraquat bejutasa a rezisztens novényekben sem
korlatozott, igy a paraquat csokkent mértéki transzportja, vagy elsddleges kizarodasa a

kloroplasztiszbdl a betyarkord esetében nem lehet oka a paraquat rezisztencianak.
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32.4bra: Paraquat kezelés (0.5mM) hatasa az optimadlis kvantumhatasfok (Fv/Fm)
paraméterére kiilonbozo herbicid-rezisztens biotipusok esetében. Az eredmények 4 sorozat
atlagat tartalmazzdk.
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Ha a valtozé fluoreszcencia maximalis fluoreszcenciahoz viszonyitott aranyat (Fv/Fm) vessziik
figyelembe, lathatd, hogy ebben az esetben az Fv/Fm csokkenés lassabb a szenzitiv
novényekben, €s kisebb mértékii a rezisztens biotipusoknal, mint az Fv valtozéasa (32.4bra). (Az
Fv/Fm 0,8-rdl 0,6-ra térténd csokkenése (-25%), valtozatlan Fo-nal, 62,5%-0s Fv csokkenés
mellett figyelhet6 meg. (0,6=0,8-x/1-x)). Ha elfogadjuk, hogy az Fv/Fm paraméter kevésbé
érzékeny a fotokémiai folyamatokkal 6sszefliggd valtozasokra, inkabb aranyos a funkcionalisan
aktiv PS II reakcidcentrumok szamaval, akkor az 32. abra szerint a paraquat-rezisztens
novényekben csak enyhe reakciocentrum karosodas tapasztalhatd, mig a szenzitiv
névényekben 1-2h mulva a fotoszintetikus apparatus karosodasa mar detektalhato.

A paraquat jelenléte és hatasa a fluoreszcencia quenching paraméterekben egyértelmiien
megmutatkozik. A fluoreszcencia kioltasi paramétereket az eldzetesen paraquat kezelt
névények gyenge aktinikus fénnyel (150-200 umol/m® s) torténd megvilagitas mellett telitési
fényintenzitasa flash-k segitségével hataroztuk meg.

A fotokémiai kioltas és az effektiv kvantumhatasfok paraméterében a paraquat hatasa mellett
az atrazin-rezisztens novények jellemzé fotoszintetikus tulajdonsagai is megmutatkoznak

(alacsonyabb qP és EQY) (33.abra).
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33.abra: Paraquat kezelés (0.5mM) hatasa a fotokémiai kioltas (qP) és az effektiv
kvantumhatasfok (EQY) paramétereire. Az eredmények 4 sorozat atlagat tartalmazzak.

A paraquat-szenzitiv novényekben az Fv/Fm paraméterrel szinkronban futnak a qP és EQY
paraméterek értékei, mig a paraquat-rezisztens novényekben a qP nem csokken, s6t idénként
kismértékii novekedés is megfigyelhetd. Ez magyarazhato a paraquat elsédleges fitotoxikus
hatasaval, miszerint a paraquat ,bekotédése” a PS I akceptor oldalara megnoveli az oxidalt

redoxkomponensek aranyat a teljes elektrontranszport-lancban. Ezek az eredmények azt jelzik,
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hogy a paraquat elektroneltéritd hatasa sokkal kifejezettebb a rezisztens novényekben, mint a
karositas, mig a szenzitiv novények esetében a gyors és nagyfoku karosodas drasztikus qP és
EQY csokkenésben nyilvanul meg.

A paraquat elektronelszivo hatasa a nem-fotokémiai kioltds paraméterében egyértelmiien
megmutatkozik. A paraquat kezelés hatasara a qN jelentésen megnovekedett a paraquat
kezelést kovetd igen révid idén belill mind a paraquat-szenzitiv, mind a paraquat-rezisztens
biotipusok esetében. A szenzitiv novényekben azonban ez igen gyorsan leesik, mig a paraquat-
rezisztens novényekben tovabb magas marad €s csak a recovery végére tér vissza az eredeti

allapotra (34.4bra).
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34.abra: Paraquat kezelés (0.5mM) hatdsa a gN és qFE paraméterekre. Az eredmények 4
sorozat atlagat tartalmazzadk.

A paraquat elektrontranszport stimulalé hatasabol kovetkezOen paraquat kezelés hatasara
megnd a ApH a tilakoid membran két oldala kozott, ami megmutatkozik a nem-fotokémiai
kioltas qN és qE paramétereiben is. (Megjegyzem, hogy az NPQ ill. az ebbdl szamolt qExpq
paraméterekbdl ugyanezek a kovetkeztetések vonhatok le, igy ezeket nem mutatom be.) A
szenzitiv novények esetében azonban rovid idén beliil a paraquat kezelés hatasara képz6dd
toxikus oxigéngyokok tilakoid membran karosodast idézhetnek elé, melyek megsziintetik mind
a fotokémiai, mind a nem-fotokémiai folyamatokat. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
szenzitiv novényekben a paraquat kizarolagos elektronelszivo hatasa csak igen rovid ideig
érvényesiil, mert késdbb a membrankarositas mar olyan nagyfoku, hogy ez fotoszintetikus
aktivitascsokkenéshez vezet. Ezzel szemben a paraquat-rezisztens novények fotokémiai és
nem-fotokémiai kioltasi paraméterei alapjan feltételezhetd, hogy ezekben a novényekben a
karosodas meértéke igen kisfoku és a paraquat hatohelyérdl torténd teljes eliminalasaig a

paraquat megtartja elektronelszivo tulajdonsagat.
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B A paraquat hatasanak termolumineszcencias vizsgalata

A fenti jelenség mas oldald megkozelitését adjak a thermolumineszcencias vizsgalatok. Az
egyes savok intenzitasanak és homérsékleti maximumanak paraquat kezelés hatasara torténd
megvaltozasa Gjabb felvilagositast adhat a PS II koril lejatszodo folyamatokrol. Ez azon a
meggondolason alapul, hogy amennyiben a paraquat a hatohelyén talalhaté és kifejti
elektroneltéritd, elektrontranszport stimulalo hatasat, a primer toltésszétvalasztas utan létrejovo
toltésrekombinacié valoszinlisége is megvaltozhat. Tovabba a méréberendezés lehetové teszi
olyan magas homérsékletli savok (HTL) detektalasat is, ami mar nem all kozvetlen
osszefliggésben a PS II redox komponenseinek toltésrekombinalodasaval, hanem kiilonb6z6
lipidperoxidok, peroxid szarmazékok képzddésére utal, jelezve a karosodott fotoszintetikus
apparatus jelenlétét, a lipidperoxidok képzddését (Vavilin et al. 1991; Hideg and Vass 1993).
Ennek valoszinlisége paraquat kezelés hatasara szintén megnovekedhet.

E tipusi vizsgalatokban a paraquat-t 0.5mM-os koncentracioban permetezéssel jutattuk a
levélfeliiletre és a ndvényeket 150-200 umol/m” s fényintenzitason tartottuk a kisérlet végéig.
A mérések megkezdése elétt minden mintat 15-20 percig sotétadaptaltuk. Ezen vizsgalatok
soran a 2 flash utani B sav, a 30 s far red kezelést kovetd AG sav, valamint a magas
hémérsékletii termolumineszcencia (HTL) sav intenzitasanak paraquat kezelés hatasara torténd
megvaltozasat tanulmanyoztuk szenzitiv, paraquat- és a paraquat/atrazin-rezisztens valamint
csak atrazin-rezisztens betyarkoro biotipusokon. A HTL sav detektalasa soran elémegvilagitast
nem alkalmaztunk. A vizsgalatokat kiegészitettiik az Fv/Fm meghatarozasaval.

A 2 flash hatasara az S,/S;Qp" toltésrekombinacidjabol szarmazo B sav intenzitasa az eddig
megfigyelt O, kivalasztas, CO, fixalas (Lehoczki et. al. 1992) és valtozo fluoreszcencia (Fv)
kinetikajahoz hasonlo lefutast mutat, azaz a B sav intenzitasa gyorsan és jelentés mértékben
csokken a szenzitiv ill, atrazin-rezisztens novények esetében, kisebb mértékben és csak
atmenetileg a paraquat-rezisztenciaval rendelkez6 biotipusok (PQR, PQAR) esetében. A B sav
rendkiviil érzékenynek mutatkozott a paraquat kezelésre, hiszen a paraquat-szenzitiv
novényekben 1h mulva, mar mintegy 60%-os és 2h mulva mar szinte 100%-os
intenzitascsokkenés detektalhato (35. abra). A B sav intenzitasanak csokkenése lehet egyrészt a
paraquat primer elektroneltéritd hatasanak, masrészt a PS II reakciocentrumok karosodasanak
a kovetkezménye. Ha a paraquat jelen van a hatohelyén és ki tudja fejteni elektronelszivo
hatasat, ez csokkenti a redukalt quinon-k szamat, igy a Q" hidnya miatt csokken a primer

toltésszétvalsztas utani S;S3/Qp” toltésrekombinacid lehetésége. Ugyanakkor a karosodas
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kovetkeztében a reakcidcentrumok szamanak csokkenése csokkenti a  primer
toltésszétvalasztas, igy a toltésrekombinacio valoszinliségét is. Mindkét folyamat megnyilvanul
a B sav intenzitasanak csokkenésében. Ez utobbi azonban nyomon kovethetdé az Fv/Fm

paraméter detektalasan keresztul is (35.4abra,B).
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35.abra: A B termolumineszcencia sav (A) és az Fv/Fm paraméter (B) intenzitasanak
valtozasa paraquat kezelés hatdsadra.

Az el6z6 kisérletekhez hasonloan az Fv/Fm paraméter hasonld lefutast mutat ezekben a
kisérletekben is, azaz a szenzitiv és atrazin-rezisztens novény irreverzibilis Fv/Fm csokkenést
mutatnak, jelezve a reakciocentrumok karosodasat, mig a paraquat rezisztenciaval rendelkez6
novények esetében a primer toltésszétvalasztas hatékonysaga csak atmenetileg €s csak
kismértékben csokkent. Ha mindkét paramétert az abszolut értékek helyett a kontroll %-aban
abrazoljuk, lathato hogy az Fv/Fm paraméter sokkal kevésbé valtozott, mint a B sav
intenzitasa, jelezve, hogy a B sav intenzitascsokkenése csak részben értelmezhetd a primer
toltésszétvalsztas hatékonysaganak csokkenésével, jelentds mértékben meghatarozé benne a
Qg oxidalt allapota miatti S,S;/Qp” rekombinaci6 valdsziniiségének csokkenése. Ezt mutatja a
36.abra is, ahol a B sav intenzitasanak valtozasa és az Fv/Fm paraméter kozott szerettiink
volna korrelaciot kimutatni. 1 ill. 0 korili Fv/Fm értékeknél a B sav intenzitdsa aranyos az
Fv/Fm paraméterrel, hiszen az eldbbi a kontroll (paraquat kezelés nélkiili) az utobbi a teljesen
inaktiv novényekre jellemz6. (Az természetes, hogy a B sav intenzitdsa aranyos a primer
toltésszétvalasztas hatékonysagaval, hiszen primer toltésszétvalasztas nélkiil nem johet létre
toltésrekombinacié sem.) Azonban a 36.abrabol az is kitinik, hogy a kozbiilsé értékeknél a B

sav intenzitasa az Fv/Fm paraméter értékei alatt marad. Ez azt mutatja, hogy a B sav

77



intenzitascsokkenését a primer toltésszétvalasztas csokkenésén tul a paraquat elektronelszivod

hatasa miatti Qp~ gyors reoxidaciodja jelentés mértékben meghatarozza.
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36.abra: Az optimdlis kvantumhatdsfok és a termolumineszcencia B sdv intenzitasanak
kapcsolata paraquat kezelés hatdsdra

Tavoli vords fény hatasara a 40-50 °C kozott megjelend AG sav intenzitdsa is jelentds
mértékben valtozik paraquat kezelés hatasara. Kinetikaja azonban inkabb emlékeztet a qN ill.
qE, mint a B sav kinetikajara, azaz paraquat kezelést kovetden a sav intenzitdsa nem csokken,
hanem megemelkedik, majd ezt kovetden zuhan ala a szenzitiv, és csokken vissza a kontroll

értékére a paraquat rezisztens novény esetében (37.abra).
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37.abra: Paraquat kezelés hatdsa az AG sav intenzitasdra, a gN és qE fluoreszcencia kioltasi
paraméterekre a paraquar-rezisztens (A) és szenzitiv novények esetében (B).
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E hasonlatossag megerdsiti azt a feltételezést, hogy a far red kezelés hatasara képz6dé AG sav
kapcsolatban hozhaté a nem-fotokémiai kioltasi folyamatokkal is. Ezt mutatja az is, hogy
nemcsak az AG sav intenzitisa, hanem hémérsékleti maximuma is jelentdsen eltolodott. Az
elozetes fénykezeléshez hasonloan (lasd 1.1.2,B) az AG sav intenzitdsa megemelkedik és
hémérsékleti maximuma alacsonyabb hémérsékletek felé tolodik el paraquat kezelés hatéasara is
(37.4bra), (a maximalis hémérsékletekre vonatkozo adatokat killon nem mutatom be). Ha
figyelembe vessziik, hogy fénykezelésre intratilakoidalis pH gradiens alakul ki a membran két
oldala kozott, valamint a paraquat kezelés is megnoveli az energia-fliggd quenching
folyamatok mértékét (Thiele and Krause 1994), ez szintén meger0siti a fentebb emlitett
Osszefliggést, miszerint az AG sav a nem-fotokémiai kioltasi folyamatokkal is 6sszefliggésben
all.

Az igen magas homérsékleten (60-80°C) megjelené TL sav (HTL) mar nem all kozvetlen
osszefliggésben a PS II redox komponenseinek toltésrekombinalodasaval; inkabb kapcsolatba
hozhat6 a lipid-peroxidacié soran képzodott termékeknek a klorofillal torténd reakcidjaval. E
sav megjelenése ill. intenzitasanak novekedése a karosodott fotoszintetikus apparatus jelenlétét,
a lipidperoxidok képzddésének mértékét jelzi (Vavilin et al. 1991; Hideg and Vass 1993;
Stallaert et al. 1995). Paraquat kezelés hatasara a paraquat kezelést kovetd két oran beliil az
HTL sav intenzitasa alig valtozik az egyes biotipusokban, 2 6ra mulva azonban a HTL sav
intenzitasa meredeken emelkedni kezd a szenzitiv €s atrazin-rezisztens novények esetében, mig
a paraquat rezisztenciaval rendelkezé novényekben a kezdeti valtozasnal nagyobb mértéki

novekedés nem figyelhetd meg (38.abra).
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Relative intensity of HTL band
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38.abra: A HTL sav intenzitasanak valtozdasa paraquat kezelés hatdsara.
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Ezek a vizsgalatok azt mutatjak, hogy a paraquat masodlagos fitotoxikus hatasanak (kiilonbozé
toxikus gyokok képzddése) dominancidja a paraquat kezelést kovetd 2-3 ora mulva valik
jelentssé a szenzitiv novények esetében. A paraquat-rezisztens biotipusoknal az HTL sav
intenzitasa nem emelkedik meg lényegesen a paraquat kezelést kovetd 24 oéran belil. Ekkor
mar a paraquat-rezisztens novényekben a fotoszintetikus paraméterek jelentds javulast
mutatnak, igy a késdbbiekben mar nem is varhato e sav megemelkedése. Ez azt mutatja, hogy
a paraquat-rezisztens novényekben a paraquat karositd hatdsa nem, vagy csak joval kisebb
mértékben tud érvényesiilni, mint a szenzitiv novény esetében.

A paraquat fiziologiai hatasanak termolumioneszcencias vizsgalatai egyértelmibben jelzik,
hogy a paraquat kezelést kovetden a paraquat elsddleges elektroneltéritd, elektrontranszport
stimulaldo hatasa jelentdés és meghatarozd szerepii a paraquat kezelést kovetdé kezdeti
id6szakban, €s a drasztikus karosodasi folyamatok csak késobb detektalhatok els6sorban a
szenzitiv novények esetében. A paraquat-rezisztens novényekben a paraquat primer fitotoxikus

hatasa a meghatarozo.
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I11.4 A paraquat-rezisztencia mechanizmusanak tanulminyozisa

A paraquat-rezisztencia jelenségének hatterében a paraquat elsddleges, vagy masodlagos
fitotoxikus hatasaval 6sszefiiggd folyamatok rejlenek, amelyek soran a rezisztens novényekben
a paraquat okozta fitotoxikus folyamatok nem, vagy csak méréskelt formaban tudnak
végbemenni. Ahogy azonban a bevezetében emlitettem, a paraquat-rezisztencia problémaja
még kozel sem megoldott probléma. Szamos hipotézis ,,viaskodik” egymassal, de egyik sem ad
teljes magyarazatot a kérdésre. Az elsddleges kizarodas elméletei nem adnak magyarazatot a
kizarédas lehetséges folyamataira, ugyanakkor a megnovekedett aktivitasi antioxidans
enzimrendszer hipotézise sem biztosit elegendd magyarazatot a paraquat primer hatasanak
kivédésére. Az eddigi vizsgalatok alapjan ugy tlinik, hogy a paraquat-rezisztencia oka nem
lehet a paraquat els6dleges kizarédasa a kloroplasztiszbol, mivel a paraquat kezdetben a
hatohelyén talalhato, és ki tudja fejteni primer elektroneltérité hatasat. A késObbiekben a
regeneralodasi szakaszban a paraquat eltavolodik a hatohelyérdl, primer elektroneltéritd hatasa
megsziinik. Ez jelentheti a paraquat, masodlagos kizarodasat, eltavolodasat a hatdhelyérdl. Az
sem kizarhatd, hogy a tranziens gatlas szakaszaban az antioxidans enzimrendszernek szerepe
lehet a karosit6 folyamatok kivédésében.

A paraquat-rezisztencia mechanizmusanak felderitésére iranyul6 kisérleteinket a paraquatnak a
toxikus oxigéngyok képzo, valamint a tilakoid membran lipikarositdé hatasabol kiindulva
végeztik. Ugyanakkor a regeneralddasi szakasz jelenléte egy a paraquat kezelés hatasara
indukalédo folyamatra utal. Mindezekbdl kiindulva megvizsgaltuk szamos inhibitor hatasat a
paraquat kezelés soran létrejovd tranziens gatlas jelenségére. Ezek a zsirsavszintézist
befolyasold cerulenin, a telitetlen zsirsavak mennyiségét csokkentd SAN9785, s szuperoxid
dizmutaz gatld6 DDC (dietil-ditio-karbamat), katalaz inhibitor aminotriazol és két a mag ill.
kloroplasztisz kodolt fehérjeszintézis gatlo (cikloheximid és kloramfenikol) vegyiiletek voltak.
Kisérleteink soran a paraquatot és a kilonbozé gatloszereket permetezéssel juttattuk a
télevélrozsas intakt novények levelére egy olyan detergens segitségével, amely 6nmagaban nem
idéz el6 karosodast a novényekben, de segiti a kilonbozé vegylletek behatolasat.
(Megjegyzem, hogy ugyanez a detergens talalhaté meg a paraquat kezeléseknél hasznalt
Gramaxon oldatban is.) A gatloszereket 1 mg/ml dozisban alkalmaztuk, (kiv. DDC és az
aminotriazol (100mM)), mig a paraquat 0,5 mM koncentracioju volt. A vizsgalatainkhoz itt a
hagyomanyos elven miikodd fluoreszcencia indukciomérd berendezést alkalmaztuk, amivel a

valtozo fluoreszcencia (Fv) intenzitasat detektaltuk. Az itt bemutatand6 kisérleteket még
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paraquat/atrazin egyiittes rezisztenciaval rendelkezd biotipusokon végeztiik, de késébb a
legfontosabb kisérleteket megismételtiik csak paraquat rezisztens novényeken is, hasonld
eredmény kapva.

Cerulenin (de novo zsirsavszintézis gatld vegyiilet) kezelés hatasara modosul a membranok
lipidosszetétele, megnd a fluiditasa. Direkt fotoszintézis-gatldo hatdsa nem kimutathatd. de
csokkenti az intakt levelek fotoszintetikus aktivitasat (Laskay 1986). A cerulenin kezelés
hatasara csokken a valtozo fluoreszcencia intenzitasa a kezelést kovetd 1-5 oraban, de késébb
ez megsziinik. A paraquattal kombinalt kezelések (cerulenint+paraquat) soran jelentds Fv
csokkenést tapasztaltunk, de a valtozé fluoreszcencia intenzitasa nem tér el szignifikdnsan a

csak paraquat kezelt novényétdl, megtartotta a csak paraquat kezelésre jellemzd tranziens

kinetikat.
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39.abra: Cerulenin (CE) (4) és Sandoz 9785 (SA) (B) hatasa a paraquat kezelést kovetd
valtozo fluoreszcencia (Fv) intenzitasdara paraquat-atrazin-rezisztens biotipuson. Az dbra 12
minta dtlagat tartalmazza.

A Sandoz 9785 linolénsav deszaturaz gatld tulajdonsaga mellett direkt fotoszintetikus
elektrontranszport gatlé hatasat is kimutattak (Laskay 1986), de mindezek egyiittes
eredményeképpen sem valtoztak meg a paraquat kezelés hatasara létrejott tranziens gatlas
folyamatai. A zsirsavszintézis gatloszerek paraquattal kombinalt kezeléseinek tranziens gatlasra
gyakorolt hatasa azt mutatja, hogy a lipidek szerepe, ill a fotoszintetikus apparatus szigoru
funkcionalis épsége nem feltétele a paraquat rezisztencianak.

Fontosabb lehet a DDC (dietil-ditio-karbamat) €s az aminotriazol tranziens gatlas folyamataira
gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa. A DDC in vivo reverzibilisen inaktivalja a Cu/Zn
tartalmi szuperoxid-dizmutazt (SOD), azaltal, hogy kivonja az enzim aktiv helyérdl a réz

ionokat. (A kloroplasztisz tartalmaz Cu/Zn tartalma SOD-t). Hatasa azonban nem specifikus,
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mas enzimeket (pl. glutation reduktiz, aszkorbinsav peroxidaz) és réz tartalmu fehérje
komplexeket is képes inaktivalni (Michiels and Remacle 1988). Ez szamunkra azért fontos,
mert a fotoszintetikus elektrontranszport-lanc egyik mobilis komponense, a plasztocianin
szintén réz tartalmi. Az aminotriazol gatolja a citoplazmaban 1év0 katalaz aktivitasat.

Amennyiben a szuperoxid-dizmutaznak vagy a katalaznak, vagyis az antioxidans
enzimrendszer e két tagjanak, akar a tranziens gatlas, akar regeneralddas szakaszaban fontos
szerepe lehet ezek inaktivalasa (DDC-vel, vagy aminotriazollal) jelentés mértékben
megvaltoztatja a tranziens gatlas kinetikajat. Az enzimaktivitas vizsgalata soran egyértelmiien
kimutathato volt, hogy DDC és aminotriazol kezelések hatasara a SOD és a katalaz enzim igen
rovid id6n beliil és jelentés mértékben inaktivalodott (Turcsanyi et al. 1998). A DDC 6nmaga
is jelentds valtozo fluoreszcencia intenzitas csokkenést idézett el a rezisztens novényekben,
ami 24-48 éra mulva fokozatosan megsziint. Az aminotriazol hatasa a valtozo fluoreszcencia

intenzitasara csak kisebb mértéktinek bizonyult (40.abra).
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40.abra: DDC (4) és aminotriazol (AM) (B) hatasa a paraquat kezelést koveté valtozo
Sfluoreszcencia (Fv) intenzitasdra paraquat-atrazin-rezisztens biotipuson. Az abra 12 minta
atlagat tartalmaz:za.

A kiilonb6z6 inhibitorok €s a paraquat kezelt novények valtozo fluoreszcencia kinetikaja nem
tér el szignifikansan, ami azt mutatja, sem a szuperoxid-dizmutaznak, sem a katalaznak nem
lehet elsddleges szerepe a paraquat fitotoxikus hatasanak kivédésében és a rezisztencia
mechanizmusaban (40.abra). A SOD részletes vizsgalata soran kimutattuk, hogy DDC kezelés
nélkil sem volt SOD aktivitds novekedés megfigyelhetd paraquat kezelés hatasara, ami
megerdsiti a fentebb emlitett kovetkeztetest (Turcsanyi et al. 1998).

Noha a kloroplasztisz 6nallé fehérjeszintetizalo apparatussal rendelkezik, fehérjéinek csak egy

része kodolddik a kloroplasztiszban, masok a citoplazméaban szintetizalodnak és szignal
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peptidek és specialis transzporterek segitségével jutnak be a kloroplasztiszba. A kiiléonb6z6
helyen szintetizalodo fehérjék a fehérjeszintetizalé apparatus eltéré eredete és felépitése miatt
mas-mas gatloszerrel gatolhatok. A kloroplasztisz riboszémai a baktériumokéhoz allnak kozel
(70S), mig a magban az eukaridta tipusi 80S riboszoma talalhatd. Az el6bbi pl.
kloramfenikollal, az utobbi pl. cikloheximiddel gatolhat6. Mindkét gatlészer csak a de novo
fehérjeszintézist gatolja, a mar megszintetizalodott fehérjékre nincs hatassal.

A cikloheximidet és a kloramfenikolt annak eldontésére alkalmaztuk, hogy kideriljon, van-e
szerepe valamilyen indukal6dé fehérjének a paraquat rezisztencia mechanizmusaban , s ha
igen az hol kodolodik. Vizsgalataink kimutattak, hogy a kloroplasztisz érzékeny mindkét

fehérjeszintézis gatloszerre (41.abra).

A B
108 Gou a po”i CHL+PQ T 100 N
I AN
/1 l 2} // b ¢
: w 1/}/ 5/1 z \f/
‘T’\ /;¢I ““ o {\\{
‘ ~
| P -
0 i APQ oCH u CH+PQ \{
3 ¢ ") ) % 5 s T 4

Time after spraying (h) Time after spraying (h)

41.abra: Kloramfenikol (CHL) (4) és cikloheximid (CH) (B) hatdsa a paraquat kezelést
kovetd valtozo fluoreszcencia (Fv) intenzitasara paraquat-atrazin-rezisztens biotipuson. Az
abra 12 minta atlagat tartalmazza.

A kloramfenikol a kezelést kovetéen mar rovid idon belil jelentés mértékben befolyasolta a
rezisztens novény fotoszintetikus aktivitasat. Az Osszes megvizsgalt gatloszer kozil ez a
vegylilet okozta a legnagyobb Fv csokkenést, ugyanakkor a hatasa a legtovabb érezhet6 volt
(41. abra). A permetezést utan csak tobb, mint 4 nap utan allt helyre a fotoszintetikus aktivitas.
Ennek oka kettds lehet. Kimutattak, hogy a kloramfenikolnak kozvetlen elektrontranszportra
gyakorolt hatasa is van, (mint PS I elektronakceptor), ami a paraquat hataséhoz nagyon
hasonlo, egyrészt mint elektrontranszport stimulald, masrészt mint szuperoxid gyokoket képzd
tulajdonsaga lapjan (Okada et al. 1991; Schnettger et al. 1994). Ez lehet az egyik oka az igen
jelentds (75%-o0s) Fv csokkenésnek. Masrészt viszont mint fehérjeszintézis-gatld gatolhatja a
plasztisz kodolt fehérjék szintézisét, koztik az igen gyors turnover-rel rendelkezé D1 protein-

ét (t12=30 min) is. E fehérjének fontos szerepe van a PS II felépitésében, igy hianya jelentds
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aktivitascsokkenéshez vezethet (Hermann et al. 1984). A két folyamat a valtozo fluoreszcencia
nyomon kovetésével nem szétvalaszthat6. A kloramfenikol és paraquat egyiittes kezelések a
paraquat hatas tranziens jellegét nem valtoztattdk meg, de kinetikdjaban és a gatlas
mélységében a csak kloramfenikol kezeltéhez all kozel. Ez arra utal, hogy noha a
kloramfenikol hatasa a valtozd fluoreszcencia intenzitdsara drasztikus, azonban nem
befolyasolta annyira a rezisztens novényben a paraquat kezelés hatasara fellépd fotoszintetikus
folyamatokat, hogy annak tranziens gatlas jellege megvaltozott volna. Igy valoszinii, hogy a
rezisztencia mechanizmusaban a plasztisz kodolt fehérjének nincs szerepe.

A cikloheximid kezelés hatdsara tapasztalhatd valtozo fluoreszcencia (Fv) intenzitas
csokkenését eredményezheti kozvetlen modon a magban kodolt, de a plasztiszban funkcionalo
fehérjék hianya, és/vagy kozvetetten a citoplazmaban zajlo létfontossagu folyamatok gatlodasa.
Feltételezhetben ezek eredményeképpen tapasztalhato a cikloheximid kezelés hatasara
megfigyelhetd atmeneti gatlas. Az eddigi kisérletekkel ellentétben a cikloheximid és paraquat
egyiittes kezelések nemcsak lelassitottak a tranziens gatlas folyamatat, hanem irreverzibilisen
gatoltak is azt. Ennek eredményeképpen 24 6ran beliil a paraquat kezelt szenzitiv novényekhez
hasonléan kiszaradasi, elhalési foltok jelentek.meg a rezisztens novények levelein, majd 48 6ra
mulva a névény elpusztult. E megfigyelés arra utal, hogy a paraquat-rezisztens novényekben
egy, vagy néhany a paraquat kezelés hatasara indukal6dé magkodolt fehérjének fontos szerepe
lehet a paraquat-rezisztencia mechanizmusaban.

A kloramfenikolra és cikloheximidre vonatkoz6 kezeléseket megismételtik csak paraquat-
rezisztens novényekkel is, hasonld eredményt kapva.

Osszefoglalva tehat elmondhat6, hogy megerdsitve a korabbi megfigyeléseket (Lehoczki et al.
1992) a paraquat hatas kinetikai vizsgalata alapjan a paraquat bejut a rezisztens névényekbe a
kezelést kovetd rovid idon beliil, jelentds fluoreszcencia intenzitas-csokkenést idézve eld, majd
e hatasa fokozatosan megsziinik és az eredeti fotoszintetikus aktivitas helyreall. Igy a paraquat
rezisztencia oka nem lehet a paraquat elsddleges kizarodasa a kloroplasztiszbol. DDC-vel és
aminotriazollal tortént kezelések kinetikai vizsgalatai alapjan elmondhatd, hogy noha e két
vegylulet inaktivalta a szuperoxid-dizmutaz és a katalaz enzimet, a paraquat-rezisztencia
mechanizmusat nem befolyasoltak, igy az antioxidans enzimrendszer ezen tagjai nem
elsédleges fontossagiiak a paraquat hatas megsziintetésében. A zsirsavszintézis gatloszerek a
zsirsavanyagcserére gyakorolt hatasuk révén modositjak a membranok osszetételét, a fehérjék
mikrokornyezetét, ezaltal kisebb-nagyobb fiziologiai valtozast idéznek el a tilakoid

membranban. Ezek azonban nem olyan jelentések a paraquat-rezisztencia mechanizmusa
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szempontjabol, hogy a rezisztens novényben paraquat kezelés hatdsara létrejovo tranziens
gatlast megakadalyoznak. Szakirodalmi vizsgéalatok eddig nem igazoltdk, hogy Ilétezne
paraquat metabolizmus, és szallitd protein jelenlétét sem sikeriilt kimutatni, de a paraquat
kezelés hatasara fellépo tranziens jelenségek arra utalnak, hogy paraquat hatasara indukaldédnia
kell valamilyen folyamatnak, ami késobb megakadalyozza a paraquat fitotoxikus hatasanak
tovabbi érvényesiilését. Vizsgalataink alapjan kiderult, hogy ebben egy, vagy néhany
magkodolt fehérjének fontos szerepe van.

A vizsgalataink ezen szakaszaban még nem rendelkeziink pontos informaciokkal e fehérje

természetére és funkcidjara vonatkozoan.
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IV. Osszefoglalas

Osszefoglalva a kiilonbozd herbicid-rezisztens (szenzitiv (S), atrazin-rezisztens (AR), paraquat-
rezisztens (PQR) és paraquat-atrazin-rezisztens (PQAR)) novények fotoszintetikus
tulajdonsagainak, stresszérzékenységének, valamint a paraquat fitotoxikus hatasanak és a
paraquat-rezisztencia mechanizmusanak tanulmanyozasa soran kapott eredményeket, a

kovetkezé megallapitasokat tehetjiik:

1. A herbicid-rezisztens novények fotoszintetikus tulajdonsagainak vizsgalata alapjan

megallapithato volt, hogy:

e Nincs szignifikans kiilonbség a kiilonbozo biotipusok pigmentosszetételében (klorofill (a+b),
karotenoid tartalmaban, a xantofill ,,pool” (Vio+Ant+Zea) méretében (Darko et al. 1996).

e Ugyanakkor a B-karotin mennyisége a paraquat-rezisztens biotipusokban (PQR,PQAR)
szignifikansan alacsonyabb. Ennek szerepe a paraquat-rezisztens novények funkcidjaban
még nem ismert.

e A kilsé fényintenzitas tartds megvaltozasara (arnyékadaptacio) a novények
pigmentosszetételilk és tilakoid strukturajuk  megvaltoztatasaval reagalnak, ami
megnyilvanul a klorofill és karoteinoid tartalom megnovekedésében, a klorofill a/b arany és
a xantofill ciklus pigmentek mennyiségének csokkenésében (Darko et al. 1995). Ezek a
valtozasok azonban egységesen megfigyelhetok minden biotipus esetében.

e Rovid idejii magas fényintenzitasa (1h, 1500umol/m’s) kezelés hatasara a pigmentosszetétel
nem  valtozik  jelentésen, a  xantofill ciklus  pigmentjeinek  atalakulasa
(violaxantin—»zeaxantin) azonban kimutathat6. Ez jelent6s a szenzitiv novények (S, PQR)
(E1 = 0.22 (S) ill. 0,32 (PQR) esetében, de korlatozott mértékli az atrazin-rezisztenciaval
rendelkez6 biotipusokban (Ei = 0,55 (AR) és 0,5 (PQAR) (Darko et al. 1995)

e Tovabba magas fényintenzitasi kezelés hatasara a B-karotin mennyiségének csokkenése is

megfigyelheto biotipustdl fiiggetleniil.

fgy a kiilonbozé biotipusok pigment és tilakoid szerkezetének vizsgélata alapjan elmondhato,
hogy a néhany atrazin-rezisztens novényen megfigyelhetd pigmentosszetételbeli és strukturalis
valtozasok (Burke et al. 1982; Lemoine et al. 1986) a betyarkord esetében nem tapasztalhatoak

¢s a biotipusok kozott fennallo funkcionalis killonbségekért nem ezek a tényezok a feleldsek.
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A paraquat-rezisztens novények vizsgalata azt mutatja, hogy a [-karotin mennyiségének
csokkenésén kiviil egyéb pigmentosszetételbeli és strukturalis valtozas nem figyelhetd meg

ezekben a biotipusokban.

Az atrazin-rezisztens novények fotoszintetikus tulajdonsagainak Osszehasonlitasa soran
megallapithatd volt, hogy a D1 protein mutacioja kovetkeztében fellépd akceptor oldali
valtozasok mellett jelentés modosulasok tapasztalhatok a donor oldal miikddésében is. Ezek
megnyilvanulnak az oxigén kivalaszto rendszer mikodésében, a fluoreszcencia indukcio

paramétereiben, valamint a termolumineszcencia jel tulajdonsagaiban is:

e A kiilonb6zd biotipusok in vivo mért fluoreszcencia indukcids gorbéi jol mutatjak az
atrazin-rezisztens novényekre jellemz6é gyors indukcidés gorbe megvaltozasat (I szint
megndvekedése), ami kapcsolatba hozhato a Qa-Qg kozti elektrontranszport folyamatok ill.
a Q4 reoxidaciojanak lelassulasaval. Ezt a folyamatot a paraquat-rezisztencia jelenléte nem
befolyasolja. Ezek az eredmények jol korrelalnak az izolalt kloroplasztiszokon mért korabbi
eredményekkel (Demeter et al. 1985).

e A kiilonb6z6 biotipusok lasst fluoreszcencia gorbéinek Gsszehasonlitasa azt mutatja, hogy
az atrazin-rezisztenciaval rendelkez6 biotipusok (AR,PQAR) steady-state fluoreszcencia
szintje szignifikdnsan magasabb, mint a atrazin-szenzitiv (S, PQR) biotipusoké, ami a
(fotokémiai és nem-fotokémiai) kioltasi folyamatok részaranyanak csokkenésére, ill. az
atrazin-rezisztens novények csokkent mértéki fotoszintetikus aktivitasara utal.

e Demeter et al. (1985) kloroplasztiszokon végzett vizsgalataival 9sszhangban az atrazin-
rezisztens novények termolumineszcencia B savja alacsonyabb hémérséklet felé tolodott el,
amit a Qp/Qgp” kozépponti redoxpotencialjanak megvaltozasaval értelmeztek.

e Ugyanakkor a Qp bekotddés affinitascsokkenése, valamint az oxigén kivalasztd rendszer
eltéré milkodése az intakt leveleken mért B sav intenzitasanak csokkenését eredményezte az
atrazin-rezisztens biotipusoknal.

e A B sav csokkenésével parhuzamosan az atrazin-rezisztens novényekben egy ujabb,
alacsony homérsékleten (0-5°C kozott) megfigyelhetd sav (Q) jelenik meg, ami a Qa
szarmazhat. Mindezek a jelenségek feltételezik, hogy in vivo az elektrontranszport

folyamatok joval lassabbak lehetnek, mint in vitro izolalt rendszerekben.
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e A flash-sorozat indukalta termolumineszcencia jel intenzitdsanak csokkenése ¢és
oszcillacidjanak megvaltozasa mutatja az atrazin-rezisztens novényekben az akceptor oldal
modosulasa mellett a donor oldal megvaltozott mitkodését is.

e Tavoli voros (FR) kezelés hatasara az AG sav intenzitasanak jelentds csokkenése
tapasztalhatd az atrazin-rezisztenciaval rendelkezé biotipus esetében. A mutacio
kovetkeztében azonban, a B savval ellentétben, e sav hOmérsékleti maximuma nem tolodik
el. Ugyanakkor elézetes megvilagitas hatasaira az AG sav intenzitdsa megnott és
hémérsékleti maximuma alacsonyabb homérsékleteken figyelhetd meg. A tavoli voros fény
indukalta folyamatok termolumineszcencias vizsgalata azt sugallla, hogy a
termolumineszcencia jel kialakitasaban a gyors PS II akceptor és donor oldali
toltésrekombinaciok mellett az egész fotoszintetikus apparatus muikodését érintd, az
el6z6eknél 1ényegesen lassabb folyamatok is szerepet jatszhatnak. Ebben fontos szerepe

lehet a tilakoid membran két oldala kozott kialakuld ApH kiilonbségnek.

Az eddig bemutatott fotoszintetikus folyamatok kozos jellemzoi, hogy ezek tulajdonsagait a
psbA génben lévé mutacid jelenléte befolyasolta. A paraquat-rezisztencianak ezekben a

folyamatokban nem volt meghatarozo szerepe.
2 Herbicid-rezisztens novények stresszérzékenysége.

A kiilonb6z6 herbicid-rezisztens novények fény-fliggd fotoszintetikus folyamatainak vizsgalatai
arra iranyultak, hogy kideritsikk, mi lehet az oka az atrazin-rezisztens novény nagyobb
fényérzékenységének és magas fényintenzitassal szembeni csokkent toleranciajanak.

A fényérzékenységi vizsgalatok soran megallapithato volt, hogy:

e A korabbi eredményekkel 6sszhangban a primer toltésszétvalasztas hatékonysaga nem tér el
szignifikansan a biotipusok kozott és a rovid idejii (15 min) kiillonb6zd fényintenzitasu
fénykezelések nem idézik el a fotoszintetikus apparatus karosodasat (Darko et al. 1995;
Darko et al. 1996).

e Ugyanakkor a mutacid6 kovetkeztében a Qa-Qp kozti elektrontranszport lelassulésa,
valamint a Qg reoxidaciojanak csokkenése miatt a fényenergia fotokémiai folyamatokban
torténd hasznosulasa csokken az atrazin-rezisztens biotipusokban. Ez megmutatkozik a Qa
redukaltsagi fokat tikr6zé fotokémiai kioltas (qP) paraméterében. (Varadi et al. 1994;
Darko et al. 1995; Darko et al. 1996).
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e Annak ellenére, hogy a Qa-Qp kozétti elektronatadas a teljes fotoszintetikus apparatus
miikodéséhez viszonyitva gyors folyamat, a PS II akceptor oldali médosuléasa kihatassal van
az egész fotoszintetikus elektrontranszport-lanc miikodésére, ami megnyilvanul a linearis
elektrontranszport-lanc  egyensulyi szinti miikodése soran mért PS II effektiv
kvantumhatasfok (AF/Fm’) paraméterének, valamint a CO, fixalas hatékonysaganak
csdkkenésében (Darko et al. 1995; Darko et al. 1996).

e A csokkent fotoszintetikus aktivitasu elektrontranszport egyrészt megnoveli az alternativ
folyamatok (fluoreszcencia és ho formajaban torténd energia-kisugarzas) valdszinliségeét,
ami megmutatkozik a fluoreszcencia steady-state szintjének megemelkedésében, valamint
alacsony fényintenzitason az atrazin-rezisztens novényekre jellemz6 magasabb qN (NPQ)
értékekben. Masrészt viszont az elektrontranszport lassulas kisebb ApH-t hoz létre a
tilakoid-membran két oldala kozott, igy az energia-fuggd kioltasi (qE) folyamatok
részesedése a nem-fotokémiai kioltasi folyamatokban lecsokken. Ez magas
fényintenzitasokon mar drasztikus qN csokkenéshez vezethet (Darko et al. 1995; Darko et
al. 1996).

e Azt is megallapitottuk, hogy a xantofill ciklus pigmentek konverzioja
(violaxantin—zeaxantin) csokkent mértékii az atrazin-rezisztens novényekben (Darko et al.
1996). Tovabbi vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy ennek oka nem az enzimben
bekovetkez6 modosulas, mivel sem az in vitro mért violxantin de-epoxidaz enzim
aktivitasaban, sem a paraquat kezelés hatasara megfigyelheté xantofill ciklus aktivitas
megnovekedésében nincs eltérés a biotipusok kozott. Ez arra utal, hogy az atrazin-rezisztens
novényekben a lassabb elektrontranszport mikodés kovetkeztében kialakuld kisebb ApH
felelds a xantofill ciklus csokkent aktivitasaért. Ez egyben azt is jelenti, hogy az energia-
fliggd kioltasi folyamatokban a xantofill ciklus mikodésének magas fényintenzitasokon

meghatarozo szerepe van.

Mindezek az eredmények magyarazatul szolgalhatnak az atrazin-rezisztens novényekben

megfigyelhet6 nagyobb fényérzékenységre.

e A paraquat-rezisztenciaval rendelkezd biotipusok fényérzékenységi vizsgalatai alapjan
megallapithatd, hogy a paraquat-rezisztencianak nincs szamottevd hatasa a fotoszintetikus
elektrontranszport folyamatokra ¢€s a nem-fotokémiai kioltasban megnyilvanulo

fotoprotektiv mechanizmusokra.
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Ezekkel az eredményekkel Osszhangban a fénygatlas folyamatainak tanulméanozasa soran

megallapithato volt, hogy:

e A tartdsan magas fényintenzitasu kezelés a fotoszintetikus apparatus drasztikusabb
karosodasat idézte eld az atrazin-rezisztens novényekben, ami az Fv/Fm €s Fo paraméterek
nagyobb mértékii csokkenésében ill. novekedésében nyilvanult meg. Ezzel parhuzamosan a
xantofill ciklus aktivitasa is csokkent mérték(i volt ezekben a biotipusokban. A fénygatlas
megsziinése utan a fotoszintetikus aktivitas jelentds része gyorsan helyreall mind a négy
biotipus esetében. A gyors regeneralodasi folyamatban zajlik le a xantofill ciklus pigmentek
visszaalakulasa is (Varadi et al. 1996).

e Kiilénboz6 inhibitorok (DTT, sztreptomicin) hatasainak tanulmanyozasa soran kimutathatd
volt, hogy a kiilonboz6 gatloszerek eltéré mértékben hatnak az atrazin-szenzitiv €s atrazin-
rezisztens novényekre. Ez arra utal, hogy a kiilénb6z6 fotoprotektiv folyamatok részesedése
az egyes biotipusok esetében mas és mas lehet: Az atrazin-szenzitiv novények kiilondsen
érzékenyen reagaltak a DTT kezelésre, mig az atrazin-rezisztens novények esetében a
sztreptomicin kezelés hatasara figyelheté meg nagyobb valtozas.

e A DTT nagyobb valtozast idézett eld az atrazin-szenzitiv novények fotoszintetikus
paramétereiben (Fv/Fm, qP, EQY), jelezve, hogy az ezekben a novényekben jol mikodo
xantofill ciklus inaktivalasa jelentés fotoszintetikus aktivitascsokkenést idézett eld, igy a
xantofill ciklusnak a nagy fényintenzitasi karosit6 folyamatok kivédésében rendkivil nagy
szerepe van ezekben a biotipusokban. Ezt tamasztja ala az is, hogy az atrazin-szenzitiv
novények fotoszintetikus paraméterei DTT kezelés hatasara az atrazin-rezisztens novények
fotoszintetikus paramétereihez valtak hasonlova. Ez egyben jelzi, hogy az atrazin-rezisztens
novények magas fényintenzitas okozta fotoszintetikus aktivitascsokkenéséért a xantofill

ciklus aktivitasanak hidnya nagymértékben felel6ssé tehetd.
3. Paraquat fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa.

A paraquat fitotoxikus hatasa kettos. Egyrészt kotoédve a PS I akceptor oldalahoz stimulalja a
fotoszintetikus elektrontranszport-lanc mitkodését. Masrészt toxikus gyokoket generalva igen
erds oxidativ stresszfolyamatokat valt ki a novényekben. E kettds, a fotoszintetikus
elektrontranszport-lanc muikodésére ellentétes hatast kivaltd folyamatokat tanulmanyoztuk
kilonbozé  herbicid-rezisztens novényeken  fluoreszcencia  quenching  analizis  és

termolumineszcencia modszerével.
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A fluoreszcencia quenching analizisek eredményei alapjan egyértelmiien kimutathato a
paraquat jelenléte a kloroplasztiszban mind a négy biotipus esetében. Ugyanakkor ezek
megnyilvanulasa a quenching paraméterekben jelentésen eltér a paraquat-szenzitiv és
paraquat-rezisztens novények esetében.

A paraquat-szenzitiv biotipusokban a paraquat kezelést koveté 1-2 o6ra mulva a karositd
folyamatok keriilnek el6térbe, addig a paraquat-rezisztens novényekben a karosodas
mértéke igen kisfoki és a paraquat elektrontranszport stimulalé tulajdonsaga a
meghatarozo.

A paraquat-szenzitiv névényekben a fotokémiai (qP) és effektiv kvantumhatasfok (EQY)
szigora csokkenése figyelhet6 meg paraquat kezelés hatasara, ugyanakkor a paraquat-
rezisztens novényekben a qP nem csokken. Ez a paraquat elektrontranszportra gyakorolt
hatasanak eredménye.

Paraquat elektrontranszport stimulalo tulajdonsaganak koszonhetéen a nem-fotokémiai
kioltasi (qN) és energia-fliggd kioltasi (qE) folyamatok intenzitasanak megnovekedése
tapasztalhat6 a paraquat kezelést kovetd rovid idon belill mind a négy biotipus esetében. Ez
azt jelzi, hogy a paraquat kezelés hatasara a paraquat intratilakoidalis pH novekedést indukal
mindegyik biotipus esetében. A késdbbiekben azonban a paraquat-szenzitiv biotipusokban a
tilakoid-membran karosodasa kovetkeztében ez gyorsan megszinik. Ugyanakkor a
paraquat-rezisztens novényekben e paraméterek tartds megnovekedése figyelheté meg, ami
csak lassan és folyamatosan csokken. Ez tovabbra is megerdsiti azt a feltételezést, hogy a
paraquat-rezisztens novényekben a karosodas mértéke igen kisfoku €s a paraquat
hatohelyérol torténd eliminalasaig megtartja elektrontranszport stimulalé tulajdonsagat.

A paraquat-szenzitiv novényekben a paraquat hasonld hatast valtott ki a fluoreszcencia
quenching paramétereire (Fv/Fm, qP, gN), mint a magas fényintenzitasi kezelések. Erdekes
megfigyelés azonban, hogy a paraquat a elsddleges és masodlagos fitotoxikus hatésai
megszintetik a szenzitiv és atrazin-rezisztens novények kozti alapvetd fotoszintetikus
aktivitasbeli kilonbségeket. Ennek magyarazata még nem ismert, de ezek vizsgalata
hozzajarulhat az atrazin-rezisztens novény fotoszintetikus tulajdonsagainak megértéséhez.

A paraquat hatasanak termolumineszcencia vizsgalatai alapjan kimutathaté volt, hogy a
S»/S:Qp” rekombinaciojabol eredé B sav intenzitasa gyorsan, jelentds mértékben és
irreverzibilisen csokkent a paraquat-szenzitiv novényekben, mig csak kisebb mértékben és

atmenetileg a paraquat-rezisztens biotipusokban. Ez egyrészt a paraquat elektrontranszport
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stimulalé tulajdonsaganak, masrészt a PS II reakciocentrumok karosodasanak a
kovetkezménye lehet.

e A B sav intenzitascsokkenése azonban csak részben értelmezhetdé a primer
toltésszétvalasztas hatékonysaganak csokkenésével, jelentds mértékben meghatarozé benne
a Qg oxidalt allapota miatti S/S;Qp” rekombinacid valoszinliségének csokkenése. Ezt az
optimalis kvantumhatasfok (Fv/Fm) paraméter és a B sav kozti korrelaci6 egyértelmiien
mutatja.

e A paraquat kezelés hatasa a tavoli voros fény indukalta AG sav képzdédésére ujabb
bizonyitékul szolgal az AG sav és a nem-fotokémiai kioltasi folyamatok kapcsolatara. Ezt
mutatja, hogy paraquat kezelés hatasara az AG sav kinetikaja hasonlo6 lefutast mutatott, mint
a qN és qE ugyanolyan kezelésre adott kinetikaja. Ezt erositi tovabba, hogy az AG sav
hasonlé médon valtozott akkor, amikor az intratilakoidalis pH megnovekedését idéztiik eld
akar magas fényintenzitasu elokezelés, akar paraquat hatasara.

e A HTL sav vizsgalata alapjan egyértelmlien kimutathato, hogy a paraquat oxigén gyokoket
képz6 fitotoxikus hatasa csak a paraquat-szenzitiv novényekben jelentkezik lipid- és a
fotoszintetikus pigmentek karosodasanak formajaban, a paraquat-rezisztens novényekben

ilyen tipust karosodas nem detektalhato.

Ezek a vizsgalatok azt mutatjak, hogy a paraquat bar meghatarozott ideig jelen van a PS I
akceptor oldalan, feltételezhetben a paraquat-rezisztencia mechanizmusa alapjan a toxikus
oxigéngyOok képzd hatasa csak kismértékben, vagy egyaltalan nem érvényesil a paraquat-

rezisztens novényekben.

Mind a fényfuggd folyamatok tanulmanyozasa, mind a paraquat hatasanak vizsgalata
egyértelmiien jelzi, hogy a két rezisztencia (atarzin- és paraquat-rezisztencia) fliggetlen
egymastol, és, hogy egyik rezisztencia sem gyakorol hatast a masik altal determinalt

folyamatokra.
4. Paraquat-rezisztnecia mechanizmusanak vizsgalata.

Annak ellenére, hogy szamos hipotézis létezik a paraquat-rezisztencia mechanizmusara
vonatkozoan, a paraquat-rezisztencia oka még nem bizonyitott. Az eddig is bemutatott
paraquat-rezisztens novények esetében a kiillonb6z6 fotoszintetikus paraméterek (CO,, O, Fv)

atmeneti csokkenése, valamint fény- (Lehoczki et al. 1992) és homérséklet €rzékenysége
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(Lasztity et al. 1998) feltételezi, hogy a paraquat gyorsan bejut a kloroplasztiszba a rezisztens

novények esetében is, igy a paraquat elsddleges kizarodasa nem lehet az oka a paraquat-

rezisztencianak, valamint, hogy a paraquat-rezisztencia mechanizmus hatterében a paraquat-
kezelés hatasara indukal6dé metabolitikus eredetii folyamatok allnak.

Ezek felderitésére iranyuld kisérleteink soran megvizsgaltunk szamos inhibitor hatasat a

paraquat kezelés hatasara létrejovd traniens gatlas jelenségére. E vizsgalatok soréan

megallapitottuk, hogy

e Cerulenin (de novo zsirsavszintézis gatld) valamint Sandoz 9785 (linolénsav deszaturaz
gatlo) vegyiiletek a zsirsavanyagcserére és a fotoszintetikus elektrontranszport miikodésére
gyakorolt hatasuk ellenére sem valtoztattak meg a rezisztens novényekben paraquat kezelés
hatasara megfigyelhet6 tranziens gatlas folyamatait. Ez azt mutatja, hogy a lipidek szerepe
ill. a fotoszintetikus apparatus szigori funkcionalis épsége nem feltétele a paraquat-
rezisztencianak.

e Az antioxidans enzimeknek fontos szerepe lehet a paraquat fitotoxikus hatasanak
eliminalasiban. Azonban a szuperoxid-dizmutaz (SOD), mint a kloroplasztiszban is
megtalalhaté antioxidans enzimrendszer els6 komponense, valamint a katalaz, citolazmaban
haté enzim inaktivalasa (DDC és aminotriazol inhibitorok segitségével) nincs hatassal a
paraquat kezelés indukalta tranziens gatlas folyamataira oly mértékben, hogy az
meghatarozo lehetne a paraquat-rezisztencia mechanizmusa szempontjabol (Turcsanyi et

al. 1998).

A paraquat hatasara indukalodé metabolitikus folyamatok alapjan megvizsgaltunk két
fehérjeszintézis-gatld vegyulet (kloramfenikol, cikloheximid) hatasat a tranziens gatlas
folyamatara annak eldontésére, hogy van-e szerepe valamilyen indukalodd fehérjének a

paraquat-rezisztencia mechanizmusaban és az hol kodolodik.

e Vizsgalataink kimutattak, hogy a kloroplasztisz érzékeny mindkét gatloszerre, ami
megnyilvanul abban is, hogy mindkét gatlészer Onmagaban jelentés fotoszintetikus
aktivitascsokkenést idézett el6. Ennek ellenére a kloramfenikol és paraquat egyiittes
kezelések a paraquat hatds tranziens jellegét nem valtoztattdk meg. Ez arra utal, hogy a
paraquat-rezisztencia mechanizmusa szempontjabol a plasztisz kodolt fehérjéknek nincs
szerepe.

e A cikloheximid €s paraquat egyuttes kezelések azonban a paraquat okozta tranziens gatlas

folyamatait irreverzibilissé valtoztattak és a szenzitiv novényekben tapasztalt hatdsokhoz
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hasonl6vi tett¢k. Ez arra utal, hogy a paraquat-rezisztens novényekben a paraquat kezelés

hatéséra indukdlodé magkodolt fehérje(k)nek fontos szerepe lehet a paraquat-rezisztencia

mechanizmusdban.
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