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Bevezetés

A novények szdmara a napfény az egyik legfontosabb kormyezeti tényez6, amely amellett, hogy a
fotoszintézisen keresztul energiat biztosit az anyagcsere szamara, szabalyozza az élettani folyamatokat. A
klorofill-bioszintézis feny altali szabalyozasa kulondsen fontos, mivel befolyasolja a néveny
fotoszintetikus aktivitasat és ezaltal eldsegiti a valtozd komnyezeti feltételekhez valo hatékony
alkalmazkodast. A magasabb rendii névényekben a Klorofill-bioszintézis részfolyamatai koz(l kizardlag
a protoklorofillid (Pklid) fényfliggé protoklorofillid oxidoreduktaz (L-POR) enzim altal katalizalt
redukcioja fenyigényes; ennek lejatszodasahoz a Pklid fény altali gerjesztése sziikséges és a reakcid soran
klorofillid (Klid) alakul ki. Ha a fény fotonaramsiirisége tGl magas, vagy spektralis sszetétele nem
megfeleld, a Pklid gerjesztése fotooxidativ folyamatokat is eléidézhet, amely a pigmentek karosodasahoz
(kifakulasahoz) vezethet.

Doktori munkdm soran a fény fizikai jellemz6inek hatasat vizsgaltam a Pklid redukcidjara
(fotoredukciora) és kifakulaséra (fotodegradécidjara) sotétben fejlédé novényi szovetekben; a sotétben
nevelt borsd (Pisum sativum L. cv. 'Kelvedon Wonder’) epikotiljaban és a fejes kdposzta (Brassica
oleracea L. var. capitata) legbelsd, fénytdl elzartan fejlodo leveleiben. A kiilonbozo protoklorofillid és
klorofillid formak eltér6é emisszios és gerjesztési, valamint abszorpcios tulajdonsagait kihasznélva a
novényi szervek pigment Gsszetételérdl fluoreszeencia spektroszkdpiai €s abszorpcios spektroszkdpiai
modszerekkel gytjtottiink informéciot. Vizsgélatainkhoz olyan megvilagitési rendszert alkalmaztunk,
amely lehetévé tette a ndvényi szovetek azonos régidjaban talalhatd protoklorofillid és klorofillid formak
monokromatikus voros, UV-A és UV-B fénnyel valdé megvilagitasa el6tti és utani allapotanak kozvetlen

Osszevetését, valamint a fotoredukcio és fotodegradacié hullamhosszfliggésének vizsgalatat.

Anyagok és modszerek

A voros megvilagitassal végzett kisérletekhez a fejes kaposzta (Brassica oleracea L. var. capitata)
legbelsd, fenytdl elzartan fejlédd leveleit hasznéltuk, amelyeket kis intenzitast zold fényben vagtunk ki a
kaposztafejekrol. Az UV megvilagitassal végzett kisérletekhez a borso (Pisum sativum L. cv. *Kelvedon
Wonder’) magokat fél Ordig csapvizben &ztattuk, majd Petri-csészékben fénytél elzarva 3 napig
csirdztattuk. A csirandvényeket ezutan kis intenzitast zold fényben rozsdamentes fémracsra helyeztiik, és
szobahémersékleten, fénytol elzartan, vizkultirban neveltik 7 napon keresztil. A megvilagitési
kisérletekhez és a fluoreszcencia spektroszkdpiai méresekhez a csirandvények epikotiljanak k6zépso
régidjat hasznaltuk, amelyeket szintén kis intenzitast zold fényben készitettlink el6.

A megvilagitasi kisérleteket és fluoreszcencia spektroszkopiai méréseket Fluoromax-3 (Jobin-Yvon

Horiba, Franciaorszag) spektrofluoromeéterrel vegeztiik. Az emisszios spektrumok szobahémérsékleten



torténd mérésenél a gerjesztés kivalthatna a mintaban talalhato Pklid fotoredukciojat, ezért a gerjesztéfény
intenzitasanak lecsokkentése céljabol a gerjesztéfény ablakaba neutralis sziir6t helyeztink. A
szobahOmérsékleten torténd emisszids spektrum mérés utin a neutralis sziirét eltavolitottuk a fényathol
és a fluoriméter Xenon-lampéjanak adott hullamhosszu fényével vilagitottuk meg a névényi mintakat,
majd a neutralis sziird visszahelyezése utdn Ujra megmertik a mintdk fluoreszcencia emisszios
spektrumat. Ezaltal az emisszios spektrumokbdl szamitott kulonbségi spektrumok a mintarészlet
fluoreszcencia emisszijanak megvilagitas hatasara bekovetkezd valtozasait tiikroztek. Ellendriztiik,
hogy a megvilagitas altal kivaltott kifakulas reverzibilis vagy irreverzibilis folyamat volt-e; ennek
visszahelyezett mintdkban. A mintakrol szobah6mérsékleten emisszios spektrumokat mértink a
megyvilagitas el6tt és utan (a kordbbian leirtakkal azonos médon), majd a mintakat fénytél elzartan a
fluoriméter mintahazaban taroltuk tovabbi 72 éran keresztll. A mintakrdl 1, 2, 6, 12, 24, 48 és 72 dra
elteltével emisszios spektrumokat mértiink szobahémérsékleten.

APKI(id)-formak és a megvilagitas hatasara keletkez6 Kl(id)-formak részletesebb tanulmanyozasara
bors6 etiolalt epikotiljardl 77 K-en is mértiink fluoreszcencia emissziés spektrumokat. Ezekhez a
vizsgalatokhoz a lathat tartomanyba es6 gerjesztés esetén iiveg, UV-gerjesztés esetén kvarc mintatarto
cs6be helyeztiik a mintakat, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd liveg, illetve kvarc Dewarba,
folyekony nitrogénbe helyeztiik. A szobahémérsékleten végzett megvilagitasok alatt fluoreszcencia
kinetikai vizsgalatokat is végeztiink, amelyek soran az emisszi6 id6beli valtozasat 5 perces folyamatos
628, 640 és 650 nm hullamhosszt munkafénnyel valé megvilagitas soran regisztraltuk a fluoriméter , .time
drive” tizemmodjat alkalmazva.

A PKlid nativ formainak gerjesztési sajatsagait az UV-tartomanyban 77 K-en és szobahdmérsékleten
mért gerjesztési spektrumokon vizsgaltuk és a pigmentek abszorpcids sajatsagait is elemeztilk, ez
utébbihoz Shimadzu UV-2101 PC spektrofotométerrel (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) mértiink
abszorpcids spektrumokat. Az emisszios, gerjesztési és abszorpcids spektrumokat az SPSERV V.3.14
programmal (szerz6 és jogtulajdonos: Bagyinka Csaba, MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont)
elemeztik. Az emisszids spektrumokon alapvonal-korrekci6t és 6tpontos lineéris simitast vegeztiink. A
mintak PkI(id)- és KiI(id)-tartalmanak meghatarozasahoz 80%-0s (V/v) acetonban pigmentkivonatot
készitettlink. A Pkl(id) és KI koncentraciét fluoreszcencia spektroszkopiai és abszorpcids spektroszkdpiai
mérésekkel, Brouers és Michel-Wolwertz (1983) illetve Porra és mtsai. (1989) empirikus extinkcios
koefficiensei alapjan szamitott kalibracids gorbék (Vitanyi és mtsai., 2013) segitségével hataroztuk meg.
A pigmenttartalom értékeket egyszempontos varianciaanalizissel (egyszempontos ANOVA) és ezt
kovetéen Games-Howell post hoc teszttel vizsgaltuk, amelyhez az SPSS V.23.0 statisztikai programot
(IBM Corp., Armonk, New York, USA) hasznaltuk.
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A kifakulas fotooxidacios folyamat, amely alapjan feltételeztiik, hogy gatolhatd a minta légtereben
torténd oxigentartalom csokkentésével. Ennek vizsgalatara Gsszevetettiik a szobahOmérsékleten mért
emissziGs spektrum valtoz&séat az alacsony oxigéntartalml és a természetes légtérben megvilagitott

mintak esetén.

Eredmények és kdvetkeztetések
I. Doktori munkam elsé részében a voros (625-655 nm kozott) tartomanyba esé megvilagitas hatasat
vizsgaltam a fejes kaposzta sotétben fejlodod belso levelein, amelyek nagy mennyiségben monomer
PKl(id)-formakat, és kisebb mennyiségben dimer és oligomer Pklid-forméakat tartalmaznak (Solymosi és
mtsai., 2004).
1. A fotoredukcid és kifakulas hullamhosszfliggése a voros tartomanyban

A vor6s tartomanyba es6 (625-655 nm kdzott) monokromatikus megvilagitas hatasat a 600-680
nm kozotti  fluoreszcencia emissziora haromdimenzids  kilonbségi  spektrumon  abrazoltuk.
Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy az altalunk alkalmazott megvilagitési feltételek koz6tt minden
vizsgalt megvilgitasi hullamhossz esetén bekovetkezett fotoredukcid es kifakulés, a két folyamat
bekovetkezési valdsziniiségét a megvilagitas hullamhossza eltéré modon befolyasolta. A fotoredukcio
kvantumhasznositasa azonban minden megvilagitasi hullamhosszon meghaladja a kifakulasét.

A 625-630 nm kozotti hullamhosszd megvildgités a kifakulas, az ennél hosszabb hullamhosszd
megvilagitas a fotoredukcid bekdvetkezésének kedvezett. Azt feltételezzlik, hogy a két folyamat eltérd
hullamhosszfliggése a nativ Pklid-formak eltéré spektralis tulajdonsagaival és a fotoredukcioban betoltott
eltér6 szerepével magyarazhato.

A monomer PkI(id)-forma (Pkl(id)ce2s-rs33) nem vesz részt kozvetlentl a fotoredukcioban (Boddi
és Marton, 2001), és gerjesztése elsédlegesen a kifakulast idézi el6. Ennek kdvetkeztében a 625-630 nm
kozotti megvilagités e forma gerjesztésén keresztll a kifakulas bekovetkezésének kedvez. A 630-655 nm
kozotti megvilagitas ezzel szemben a fotoaktiv dimer és oligomer L-POR enzimhez kotétt Pklid-formak
(PKlides3s-rsas s Pklidcsso-ress) gerjesztését valtja ki (Boddi és mtsai., 2003) Ezzel jol magyarazhato, hogy
ebben a megvilagitasi tartomanyban elsésorban fotoredukci6 kovetkezik be.

2. A voros fény fotonaramsiiriiségének hatasa a fotoredukciora és kifakulasra

Az alacsony fotonaramsiiriiségli megvilagitas soran elsdsorban fotoredukcio, a magas
fotonaramsiirtiségii megvilagitas soran kifakulds kovetkezik be. Eredményeink alatamasztjak, hogy a
fotoredukalhato (tovabba flash-fotoaktiv) dimer és oligomer Pklid-komplexek regeneracioja szilkséges a
fotoredukcid folyamatos fenntartdsahoz (Schoefs és mtsai., 2000). Ezt a folyamatot gatolja a tul magas
fotonaramstir(iség, mivel a NADPH oxidaciojaval kialakuld6 NADP*-Pklid és NADP*-Klid komplexek

kertilnek talsulyba és ezek tovabbi fotonok altali gerjesztése fotooxidaciot és kifakulast valt ki.
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3. A monomer, nem L-POR-hoz kotott Pkl(id) élettani jelentdsége

Bar vizsgalataink alatamasztottak, hogy a fejes kaposzta belsé leveleiben a monomer PKI(id),
(PKI(id)cs28-re33) a kifakulés elsédleges fotoszenzibilizatora, de e forma gerjesztése képes energiaatadason
keresztul kismértékii fotoredukcidt is kivaltani. Ez a Pklid-forma nem kapcsolddik az L-POR enzimhez,
ezert nem fotoredukalhato. Gerjesztési energiaja nem képes kozvetlentl tadddni az eltérd lokalizacioju
oligomer és dimer Pklid-POR komplexeknek, ezért az energiatranszfer geometriai feltételei nem
teljestilhetnek (Boddi és mtsai., 1989). Az éltala emittalt fény reabszorpcidja révén azonban a Pklidgsas-
re4 €5 PKlidceso-ress gerjesztésén keresztll ez utdbbi formak fotoredukcidjat idézi elo.

A monomer, nem flash-fotoaktiv Pkl(id) formak tovabbi élettani jelentésége lehet a gerjesztesiik
révén keletkezd ROS vegyiiletek részvétele kiilonbozo regulacids folyamatokban. Munkdmban ezzel a

kérdéssel nem foglalkoztam.
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1. dbra: A monokromatikus voros fény hatasiara bekovetkezé folyamatok osszefoglalasa a fejes kaposzta

belsé levelein végzett kisérletek és irodalmi adatok alapjan.

4. Alacsony oxigéntartalmu légtérben csokken a kivaltott kifakulas mértéke

Annak alatdmasztasara, hogy a kifakulas oxigénfliggd folyamat (Erdei és mtsai. 2005, Hideg és
mtsai. 2010), Gsszevetettik a kifakulas mértekét csokkentett oxigéntartalmi és természetes Iégtérben
monokromatikus 628 nm hullamhossz( megvilagitassal végzett kisérletek soran. Azt tapasztaltuk, hogy
a megyvilagitas kisebb mértéki kifakulast idézett el6. Mindez alatamasztja azt a korabbi kovetkeztetést,

amely szerint a kifakulas olyan oldott molekularis oxigénbdl keletkezett reaktiv oxigénformak



termelddésének a kdvetkezménye, amelyek oldott molekularis oxigénbél keletkeznek (Erdei és mtsai.,
2005, Hideg és mtsai., 2010).

11. A doktori munkam tovabbi részében az etiolalt borso epikotilban talalhat6 Pklid-formak UV-sugérzas
altali gerjeszthetGségét vizsgaltam. Az UV-A (320-370 nm kozotti) és UV-B (280-320 nm kdzotti)
megvilagitas hatasat tanulmanyoztam e pigmentek fotoredukcidjara illetve kifakulasara.

1. A borso etiolalt epikotiljaban talalhato Pkl(id) nativ formainak gerjesztési sajatsagai az UV
tartomanyban
Az UV-gerjesztéssel mért emisszids spektrumok, valamint az UV-tartomanyban mert gerjesztési
spektrumok vizsgalata azt mutatta, hogy a 300 nm hulldmhosszi UV-B fény hatékonyabban gerjeszti a
dimer és oligomer L-POR-hoz kotétt Pklid formakat, mint a 360 nm hullamhosszi UV-A fény. Ennek
magyarazata ezen Pklid-formak specifikus elrendezésében keresendd. Az UV-B fényt az L-POR-kotott
Pklid-formak esetén a pigmenten kivill a Pklid-kot6 tirozin-oldallancok is abszorbeélhatjak (Antosiewicz
és Shugar, 2016, Wilks és Timko, 1995). Ezek energia transzfer révén gerjeszthetik a Pklid-et, amely igy
kivélthatja a fotoredukciot. A tirozin-csoportok UV-B éltali gerjeszthetdségben betoltott jelentGségét
alatamasztja, hogy az etioplasztiszokbdl készitett membranprepardtumokat vizsgalva azt tapasztaltak,
hogy az L-POR enzim aktiv centruméban talalhato tirozin-csoport UV-B fénnyel gerjeszthet6, és az ltala
elnyelt energia atadodik a hozza kapcsolodo Pklid-nek (Lebedev és mtsai., 2001).
2. Az UV-megvilagitas hullamhosszanak szerepe a kifakulasban és fotoredukcioban

A sttétben tartott és 300 nm illetve 360 nm hullamhosszi UV-fénnyel megvilagitott mintak 77 K-
en mért fluoreszcencia emisszios spektrumainak dsszehasonlitisa alatamasztotta, hogy mind az UV-A,
mind az UV-B tartomanyba esé megvilagitas képes el6idézni fotoredukciot es kifakulast is. A két
folyamat hulldmhosszfliggését a vorés fényhez hasonldoan szobahOmérsékleten mért emisszios
spektrumok  kilénbségi  spektrumainak Osszevetésével vizsgaltuk. A 280-360 nm hulldmhosszu
tartomanyba es6, kézel monokromatikus fénnyel megvilagitott mintak megvilagitas el6tti és utani
emisszids spektrumainak Gsszehasonlitasa, a haromdimenzids kilonbségi spektrumok vizsgélata és a
mintak pigmenttartalmanak meghatarozéasa azt mutatta, hogy mindkét folyamat hatékonysagét jelentds,
de eltér6 mértékben befolyasolja a megvilagitas hullamhossza. A legnagyobb mértékii fotoredukcio a
280-300 nm hullamhosszi (UV-B) megvilégitas hatasara kovetkezett be; a Pkl(id)-tartalom csokkenése
és a Kl-tartalom novekedése ennél a hullamhossztartomanynal volt a legnagyobb mértékii. Ezek az
eredményeink dsszhangban allnak az UV-gerjesztési kisérletek eredményeivel. Az UV-B tartomanyban
hatékony elnyeléssel rendelkez6 dimer és oligomer Pklid-formék ugyanis kdzvetlenil fotoaktivak és
megvilagitas hatasara Klid-formakka redukélodnak. A kifakulas mértéke ezzel szemben a 360 nm
hullamhosszt (UV-A) megvilagitas esetében volt a legnagyobb mértékii. Mindez azzal magyarazhato,

hogy a monomer Pkl(id) hatékonyabban gerjeszthet ezen a hulldmhosszon, mint a dimer és oligomer
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formak. Mivel nem kapcsolodik L-POR enzimhez, illetve NADPH-hoz, megvilagitds soran nem

fotoredukalddhat, hanem kifakulast eléidézo fotooxidacios folyamatokat szenzibilizal..
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2. &bra: A monokromatikus Kis savszélességii UV-A és UV-B megyvilagitas hatasara bekovetkezo folyamatok
dsszefoglaldsa etiolalt borso epikotilon végzett kisérletek alapjan.

Osszefoglalas

Doktori munkdm soran a megvilagitas spektralis jellemzdinek, fotonaramstirtiségének és a
megvilagitas id6tartamanak a fotoredukciora és kifakulasra gyakorolt hatasat vizsgaltam sététben fejlodo
ndvényi szervekben. A ndvényi mintdk monokromatikus megvilagitasat olyan a kisérleti rendszerben
végeztiik, ahol a minta elmozditasa nélkiil szobahdmérsékleten kivitelezhetdé mind a megvilagitas, mind
az emisszios spektrum mérése. Ez lehet6vé teszi ugyanazon mintarészlet megvilagitas utani és elétti
emisszids spektrumanak 0sszehasonlitasat, azaz a Pk(id) és KIl(id) emisszids savok megvilagitas hatasara
bekovetkez6 Valtozasanak nyomon kovetését. A fotoredukcio és a fotooxidacio (kifakulas) aranyat a
spektroszkdpiai vizsgalatok mellett pigmenttartalom meghatarozassal ellendriztilk.

A PKI(id) pigmentek 625-655 nm kozotti voros megvilagitas hatasara bekovetkezo kifakulasat és
fotoredukcidjét a fejes k&poszta (Brassica oleracea L. var. ‘capitata’) fénytol elzartan fejlédé belso
levelein vizsgaltam. Kimutattuk, hogy a kifakulas és a fotoredukcid hatékonysagat a megvilagito fény
hulldmhossza és fotonaramsirtisége is befolyasolja. A kifakulasnak a voros tartoméanyban a 630 nm-nél
rovidebb hullamhosszu, tovabba magas fotonaramstirtiségii megvilagitas kedvezett, mig a fotoredukcio
hatékonysaga a 630 nm-nél hosszabb hulldmhosszl, tovabba alacsonyabb fotonaramstirtiségii
megvilagitas esetén volt a legmagasabb. A két folyamat eltéré hullamhosszfuiggését a nativ Pkl(id)-
formak eltérd gerjesztési sajatsagai és fotoaktivitdsa magyardzza. A kiserletek soran megfigyeltik, hogy
a monomer Pkl(id) elsdsorban a kifakulas fotoszenzibilizatora, de kzvetett modon az altala emittalt 633

nm hullamhosszu fény (feltételezheten fluoreszcencia reabszorpcio altal) a dimer és oligomer Pklid-



formak gerjesztését és ezéltal e pigmentek fotoredukcidjat is elGidézheti. A fotoredukcid
kvantumhasznositasa mindegyik megvilagitasnal nagyobb, mint a fotooxidacioé.

Az UV-sugarzas nemcsak abiotikus stresszorkent, de fontos kdrmyezeti szabalyozo faktorként is
szerepet jatszik a novényi anyagcserében. Ennek ellenére a Pklid-Klid atalakulasban betoltott szerepérol
igen keves informacié all rendelkezésre. Ennek vizsgalatara 280-360 nm kozotti UV-megvilagitassal
végeztlink kisérleteket etiolalt borso (Pisum sativum L. v. 'Kelvedon Wonder?) epikotiljan. Eredmeényeink
azt mutatjak, hogy az UV-A és az UV-B fény is képes a Pklid fotoredukciojat kivaltani, de emellett
mindkeét hullimhossz-tartomanyba es6 sugarzas okozhat kifakulast is az etiolalt névényi mintakban. Az
UV-A és UV-B gerjesztési spektrumok elemzése alapjén azt tapasztaltuk, hogy a 300 nm hullamhosszu
UV-B fény hatékonyabban gerjeszti a dimer és oligomer Pklid—L-POR komplexeket, és ezaltal nagyobb
mértékii fotoredukcidt valt ki, mint a 360 nm hullamhosszi UV-A fény. Ezzel szemben a 360 nm
hullamhossza fény nagyobb mértéki kifakulast idéz el, mint a 300 nm hullamhosszi fény, mivel ebben
a hulldmhossztartomanyban a monomer Pkl(id) formak is hatékonyan gerjeszthetdek.

Osszességében kijelenthetd, hogy a fény spektralis dsszetétele és fotonaramsfiriisége egyiittesen
befolyasoljak a Kl-bioszintézis és kifakulas folyamatat, emiatt a mesterséges megvildgitas
novényneveléshen és novénytermesztésben vald alkalmazésakor kilénos figyelmet kell forditani a feny
spektralis Osszetételére és fotonaramstirtiségére. Az UV-fény képes kivéltani az L-POR aktiv
centrumahoz koétott Pklid fotoredukcidjat és az L-POR enzim aktiv centruman kivil talalhato Pklid és a
Pkl kifakulasat, amelyeknek a nagy fotonaramsiirtiségnél keletkezd NADP*-pigment komplexekkel
egyltt szerepe lehet a ROS-medidlt jelatvitelben. Ezek az Utvonalak befolyasolhatjak a Kl-szintézis
aktivitasat és a fotoszintetikus apparatus diurndlis regeneraciojat, valamint szerepet jatszhatnak az

etioplasztiszok kloroplasztiszokka valo atalakulasanak szabalyozasaban.
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