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Osszefoglalas

A fejes kaposzta (Brassica oleracea cv. capitata) belsé leveleiben talalhato
protoklorofillid ndvényélettani szerepét vizsgaltuk. Korabbi munkakban kimutattak, hogy
ezekben a levelekben a protoklorofillidnek a monomer, nem kozvetleniil fotoaktiv formaja nagy
mennyiségben van jelen. Felvetddik a kérdés, hogy ez a forma mas novényekben leirtakhoz
hasonloan itt is kifakulést indit-e el. A kifakulas hatasspektrumat mértilk meg a 600-660 nm-es
spektrum tartomanyban 160 minta, szobahdmérsékleten mért emisszidos spektrumanak
szamitogépes feldolgozasaval. A Gauss komponensek integral aranyainak a valtozasa
bizonyitotta, hogy a 632.5 nm-es protoklorofillid forma valtja ki leghatékonyabban a kifakulast.
A folyamat kinetikdjat He-Ne lézer (632.8 nm-es) fényével tortént megvildgitassal is
nyomonkovettiik. A kivaltott fotooxidacios folyamatok koriilményeit (oxidacios intermedierek
keletkezése, hdmérsékletfiiggés, oxigéntartalom csokkentése) vizsgaltuk. A kifakitott mintdkban
protoklorofillid nemcsak a klorofill bioszintézis intermediere, hanem a fotooxidacios folyamatok
szenzibilizatora is, igy élettani szempontbodl karos lebomlési folyamatokat is kivalthat. Ezekre a

jelenségekre a hétkoznapi gyakorlatban is figyelmet kell forditani.

Bevezetés

A fotoszintézis soran a novények fényenergiat hasznositanak szerves anyagok
bioszintézisére, ebben a folyamatban a klorofillok kdzponti jelentdségiiek. A klorofill-
bioszintézis tobblépcsds, zarvatermOkben fényindukalt folyamat, melynek soran kialakul a
makroaromas szerkezetli fitol-oldallancot tartalmaz6 klorofill-a és klorofill-b. A klorofill-
bioszintézis fényindukalt részlépését tanulmanyoztuk, melyben a 2-vinil-protoklorofillid
NADPH jelenlétében, a hetedik és nyolcadik C-atom kozotti kettds kotés telitésével klorofilliddé
alakul. A folyamatot a protoklorofillid-NADPH-oxidoreduktaz enzim (POR enzim) katalizalja
(Griffiths 1978, Beale, 1999).

Az L-POR (light dependent=fényérzékeny) enzim a rovidlancu alkohol-dehidrogenazok
csaladjaba tartozik, amely enzimek altalaban dimer, vagy tetramer formaban aktivak (Yang és

Cheng 2004).



A fényérzékeny POR enzim harom fliggetlen szabalyozasu izoformdja ismert; a POR-A, POR-B
¢s POR-C. Arabidopsis talliana fényben nevelt porB és porC hianymutans csiranévényeket
tanulméanyozva kidertilt, hogy ezek funkciondlisan helyettesithetéek a POR-A izoformaval, a
hidnymutdns csirandvények fejlédése nem szenvedett zavart. Az etiolalt porB hidnymutans
csirandvényekben az enzim a prolammelléris testek kisebbek voltak, ez arra utal, hogy a POR-A
forma mellett a POR-B is szerepet jatszhat a prolammellaris testek 6sszeszerelddésében. A porC
hianymutans novények zoldiilése gatolt volt nagy fényintenzitason, ez arra utal hogy a POR-C
enzim mikodik ilyen koriilmények kozott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy mindhédrom
izoforma szerepet eltérd jatszhat a zoldiilési folyamatban, mig a fényen nevelt ndvényekben az
egyes izoforméak azonos szerepet toltenek be. Egyes vizsgalatok szerint a borsoban egyféle L-

POR enzim végzi protoklorofillid redukciojat. (Masuda és mtsai, 2003).

A magasabbrend(i novények etioplasztiszaiban legnagyobb mennyiségben el6forduld enzim az
L-POR, amely foként a prolamellaris testek membranjdhoz kotoédik. Aktiv formaban oligomer,
katalitikus jellemzdit a borsé enzimje esetében részletesen vizsgaltdk. Az enzim aktivitdsadhoz
NADPH ¢és protoklorofillid kapcsolodasa sziikséges, hatékonysdgat noveli, ha az enzim
oligomerizalodik. Az enzim rendkiviil alacsony hémérséklet-optimummal rendelkezik, in vitro

koriilmények kozott -18 °C-on a legaktivabb (Sironval és Brouers, 1970).

A protoklorofillidnek tobbfele spektralis formdja van; amelyek szerkezetiikben ¢és a
bioszintézisben betoltott szerepiikben is eltérnek. A 629 és 633 nm hulldmhosszu fényt emittalo
forma nem flash-fotoaktiv, és feltételezhetden a protoklorofillid monomer foméaja talalhato
benne, a pigment nem POR enzimhez kotott formdjanak feleltethetdé meg, vagy ha a POR
enzimhez kotodik a pigment, annak nem az aktiv kozpontjaban kotott (Boddi és mtsai, 1996,
Kahn és mtsal, 1970). A 644 és 655 nm hullamhossz forma a protoklorofillid flash-fotoaktiv
dimer és oligomer, azaz a POR harmas alegységei dimérré vagy oligomerré aggregalodnak.
Mindkét forma az aktiv kdzpontban kotott pigmentek mellett tartalék pigmenteket is kot (Boddi

és mtsai, 2003). Ez a két utobbi forma féleg a prolammellaris testek membranjaban talalhato.
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l.abra: A NADPH-POR komplexek Kiilonb6z6 formai és fluoreszcencia  komponenseik

hullimhosszmaximuma (Boddi és mtsai, 2012)

Fény hatasara a a NADPH-POR-protoklorofillid komplex NADP*-klorofillid-POR komplex-szé
alakul, a protoklorofillid D-gytirtiben talalhato 17. és 18. szaml szénatom kozotti kettds kotés
telitésével, a folyamathoz sziikséges két elektront és két hidrogén iont a NADPH, és az enzim
aktiv kdzpontjaban a pigementet kotd tirozin biztositja (a tirozin a kdzegbdl felvett protonnal
azonnal vissza is redukalodik) (Griffiths, 1978). (Az enzim NADPH- és protoklorofillid kotott
harmadlagos formdja aktiv, a NADPH ko&tésért a lanc 225. szdmu tirozin és 279. szamu lizin
oldallanca felelds, a protoklorofillid megkdtésében erdsen konzervalt cisztein oldallancok
jatsszak a legfontosabb szerepet (Reinbothe és misai, 1996). A kialakuld klorofillid-POR
komplex egyes eredmények szerint mar instabil, protedzoknak nem ellendllo (Reinbothe és

mtsai, 1995).

Mas adatok viszont azt bizonyitjak, hogy a POR nagyon stabil, a benne kotott dsszes pigment
kifakitasa utan is meg06rzi nativ szerkezetét (Szenzenstein és mtsai, 2010).

A kiszabadul6 klorofillid helyére 1) protoklorofillid molekuldk kapcsolodnak, igy regeneralodni
tudnak a fotoaktiv formak. A fototranszformacids folyamatot els@sorban etiolalt leveleken

tanulmanyoztdk, a folyamatban féleg az oligomer forma vesz részt, a 629 és 633 nm



hullamhosszti monomer formék csak kozvetetten, mintegy pigment-raktarként kapcsolodnak. A
fototranszformacio elotti és megvilagitas utani spektrum jellegzetes eltérést mutat: a 655 nm-es
forma mennyisége lecsokken, és 692-696 nm-nél uj, klorofillid komplexnek megfeleltetett sav
jelenik meg. Ezt kovetden a mintat sotétben vagy fényen tartva a 692-696 nm-es maximum kék
felé tolodik el (Shibata shift): megjelenik egy 4j csucs 680 nm-nél, amely a klorofillid-a vagy a

klorofill-a monomerjére jellemz6 (Boddi és mtsai, 2003).

A protoklorofillid fény altal gerjeszthetd makroaromas elektronrendszerrel rendelkezik és a

megfeleld energidji fénnyel megvilagitva alapallapotbdl gerjesztett allapotba kertil.

crer

(1) Az energia tavozhat kisugarzott ho, illetve fény formajaban.

(2) Az energiatranszfer soran a gerjesztési energia mas molekulaknak adodik at, melynek
feltétele, hogy a molekulak kozel legyenek egymashoz, illetve az akceptor molekula
azonos vagy alacsonyabb energidval gerjeszthetd legyen, mint a donor molekula.
Amennyiben kémiailag azonos molekulakr6l van sz6, ezt a jelenséget
energiamigracionak nevezziik. Ha kémiailag eltéré molekula az energia akceptor, energia
transzferrdl beszéliink. Energia-akceptor lehet a molekularis oxigén is, ebben az esetben
szingulet, gerjesztett oxigén keletkezik, ami fotooxidacios reakcidsorozatokat indit el.

(3) A gerjesztett allapotii molekula elektron/proton donor hianyaban oxidalodhat, azaz

elektront adhat le.

Fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatok szerint a protoklorofillid formak aranya eltér az
egyes novényi szervekben, ami meghatarozza, hogy fény hatdsara fototranszformacids vagy
fotodestrukcios folyamatok jatszodnak le nagyobb mértékben.—Az eldbb ismertetett
eredményeket etiolalt levelek vizsgalataval kaptak. Kideriilt viszont, hogy a nem levél eredetii
szervekben gyakran a monomer allapoti protoklorofillid (vagy protoklorofill) mennyisége
dominal, igy példaul az etiolalt borsé epikotiljdban a bleachingben szerepet jatsz6 formak ardnya

a fototranszformalhat6é formakéhoz viszonyitva nagyon magas (Bdddi és mtsai, 1994).

Az epikotilban két, 629 és 636 nm-nél emittaldo, monomer allapot protoklorofillidet tartalmazo
format azonositottak ezek koziil egyik sem volt rovid idejii flash megvilagitassal jelentOs

mértékben fototranszformalhatd (Boddi és mtsai, 1998). Kiilonbozé fehérjekarositd kezelések

6



(p¢ldaul hités, melegités, mikrohullam) bizonyitottak, hogy a protoklorofillid nagyrészt POR-
hoz nem ko&tétt formaban van jelen a borso epikotiljaban, az emisszios spektrum ezek hatasara
nem valtozott. Buza levelek estében azonban tapasztalhatd volt a protoklorofillid formak
emisszids spektrumanak balra tolodasat, ami fehérje-pigment oligomer komplexek jelenlétére

utalt (Boddi és mtsai, 1994).

A spektrum alacsonyabb hullamhosszisagii komponensei: a 629 és 636 nm-es a protoklorofillid
monomer formakhoz tartoznak, kozottiik energiamigracid nem tortént, valdsziniileg a két
komponens egymastol tavol helyezkedik el. A 629 nm-es forma megfelelt a levelekben
megismert monomer enzimtol fliggetlen protoklorofillid-a molekulanak, a levelekben nem ismert
636 nm-es forma egy része a POR-A enzim monomerjéhez kotott monomer protoklorofillidnek
felelt meg. E formanak egy része flash-megvilagitas hatasara klorofilliddé alakul (Kosa és mtsai,
2005), illetve mesterségesen (glicerines-szahardzos homogenatumban) oligomer, 644 és 655 nm-
en emittald flash-fotoaktiv formava alakithato (Kdsa és mtsai, 2006). A rovidebb
hulldamhosszsaghh formdk legnagyobb mennyiségben az epikotil kdzépsd régidiban fordultak

elo.

A ndvények zoldiilése soran fototranszformacid torténik, ekkor a fotoaktiv protoklorofillid
komplexek klorofillid komplexekké alakulnak. A fotoaktiv komplexek allandd regeneracidja
biztositja a fototranszformaci6 folyamatossagat.

A rovid idejii flash megvilagitds utdn a fotoaktiv protoklorofillid, NADPH ¢és oligomer POR
alkotta komplexek atalakulnak klorofillid és NADP+ alkotta, 680-678 nm fluoreszcencia
maximummal rendelkezd komplexekké. Ezutan kétféle valtozas kovetkezhet be: egyrészt a
klorofillid levéalasa a komplexrdl, ami a spektrum alacsonyabb hulldmhosszak felé¢ tolodasat
okozza (670- 675 nm-es fluoreszcencia maximum), masrészt a NADP+ helyettesitése NADPH-
val, aminek hatasara nagyméretii klorofillid tartalmu komplexek keletkeznek 684-695 nm
maximummal. Ezek a komplexek a klorofillid levalasaval és protoklorofillid kapcsolodasaval
fotoaktiv formava alakulhatnak vissza.

Az eldbb ismertetett klorofillid szintézis mellett fény hatasara egy masik folyamat is
lejatszodhat, amelyet az angol szakirodalomban bleaching-nek, magyarul -elfehéredésnek
(kifakulasnak) neveznek (Smeller és mtsai, 2003), ez a legtobb sotétben nevelt zarvatermd

csirandvényben lejatszodik. Az elfehéredés soran a NADP-hez és POR enzimhez nem kotott



protoklorofillid molekulak gerjesztd6 fény hatasara fotooxidaciot szenvednek. Ennek a
folyamatnak a legfontosabb feltétele, hogy jelen legyenek a monomer POR enzimhez illetve
NADPH-hoz nem kotott protoklorofillid illetve klorofillid formdk. A folyamat nem jelentds
olyan etiolalt szovetekben amelyek etioplasztiszai kiterjedt prolamellaris testeket tartalmaznak,
mivel ezek membranjaban fototranszformalhato protoklorofillid-NADPH-POR komplexek
talalhatok. Egyes etiolalt szervekben megvilagitas hatdsara a sejtmembranok karosodnak, emiatt
a sejtek nagy mennyiségli vizet veszitenek, ami hervadashoz vezet.

A bleaching soran a gerjesztett monomer protoklorofillid, mivel nem kapcsoldédik POR enzimhez
¢s NADPH-hoz, nem tud elektron felvenni a C17-C18 kozotti kettdskotés telitéséhez, energiajat
a sejtben oldott molekularis oxigénnek adja at, igy ROS (Reactive Oxigen Substance) molekulak
keletkeznek: szinglett oxigén, szuperoxid gyok, hidroxil gyokok és hidrogén-peroxid jelenik meg
(Erdei és mtsai, 2005). Ezek reakcioba 1épnek a pigmenttel ami fluorescens jellegét elveszitve
degradalodik, emellett lipidperoxidaciét okoznak, ami membrankarosodashoz vezet. A
fluoreszcencia spektrum jellegzetesen valtozik: az Osszintegral és a kis hulldmhosszisagu
monomer formak ardnya is nagymértékben csokken. A folyamat molekularis oxigént igényel,
mivel ebbdl keletkeznek a folyamatot general6d reaktiv oxigéngyokok (Hideg és mtsai, 2010).

A reaktiv oxigén gyokok képzdédésének mechanizmusat borsd epikotil esetében részletesen
monomer formak szerepét a folyamatban. Fény hatdsira bekovetkezd hervadési reakcidért
szintén a ROS termékek feleldsek, ez hidrogén-peroxid bevitelével fény nélkiil is bekovetkezhet,
illetve a fotodestrukcion atesett hervadd szovetekben nagy mennyiségli ROS képzddést
mutathatd ki. A vizsgalatok alatdmasztottak, hogy a molekularis oxigénbdl képz6dd primer
termék a szuperoxid gyok, ebbdl tovabbi reakciokban hidrogén-peroxid, majd hidroxil gyok
keletkezik.
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2. abra: ROS képzodés utjai, és az egyes ROS formak kimutatasi lehetdségei (Hideg és mtsai, 2010).

Bleaching utdn a sotétben tartott ndvényi szervekben is megfigyelhetd a regeneracid. A borséd

epikotil legnagyobb mennyiségben a protoklorofillid monomer nem fotoaktiv formajat

tartalmazza, itt fény hatdséara fotodestrukciods folyamatok jatszodnak le. A megvilagitas hatasara

a protoklorofillid pigmentek mennyisége a kiindulasi minta mennyiségének 3%-ara csokkent,

mig a POR enzim mennyisége pedig a felére. A fotoaktiv 655 nm-es forma akkor regeneralodott,

ha az a kiindulasi méréskor is jelen volt a mintdban. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a 655

nm-es formaban 1€vé POR enzim sziikséges volt a fotoaktiv komplex Gjraképzddéséhez.

A regeneracié alatt a protoklorofillidek de novo szintézise tortént, a regeneracié utan a

pigmentek mennyisége megnétt. A 655 nm-es protoklorofillid formak aranya magasabb volt,

mint a kiinduldsi méréskor. A protoklorofillid eldszor a fotoaktiv POR komplexbe épiil be, a

monomer formak mennyisége akkor nd, ha mar nincs jelen szabad POR enzim. (Szenzenstein és

mtsai, 2010).



A POR enzim de novo szintézise nem az egyediili folyamat, amely szerepet jatszik bleaching

crer

egymashoz viszonyitott jelentdsége erdsen eltérhet.

A Dbleaching akarcsak a klorofill akkumulaci6 homérsékletfiiggd folyamat; alacsonyabb
homérsékleten nagyobb intenzitdssal megy végbe. Az alacsony homérséklet optimumnak tébb
magyarazata van. Egyrészt a lipidmembran fluiditasa alacsony hémérsékleten csokken, ami a
membrankapcsolt enzimek sériilékenységét, és oxigéngyokoknek vald kitettségét noveli. Az
oxidéacio alacsony hémérsékleten NADPH-t is érinti, ami meggatolja a szobahOmérsékleten
bekovetkezd regeneraciot. A masik magyardzat az, hogy a védo, regenerald funkcidju enzimek
aktivitasa alacsony homérsékleten lecsokken. Ezekkel ellentétes hatas a hidrogén-peroxid
diffuziosebességének csokkenése, ami miatt a ROS hatas kiterjedtsége csokken, ugyanakkor a
harmadlagos NADPH-Protoklorofillid-POR oligomer komplexek regeneracidja is csokken a
klorofillid szintézise utan, mivel a monomer protoklorofillid formak diffizidésebessége is kisebb.
Az alacsony homérséklet hatasat tovabb erdsiti, hogy a keletkezd klorofillid molekuldk csak
lassan képesek a klorofill-szintetdz enzim kozelébe diffunddlni, ami miatt szintén a

fotodestrukcid aldozataiva valhatnak.

A bleaching és fototranszformacio eltérd hulliamhosszon gerjeszthetd protoklorofillid formakbol
indul ki, amelyek eltérd fluoreszcencia maximumu séavjaik alapjan azonosithatok. Feltételezziik,
hogy a fotodestrukcids folyamatok aktivitasat a gerjesztd fényintenzitas mellett a hullamhossz is

befolyasolja.
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A = kils6 levélréteg
B = kbzépso levélréteg
C = belsd levélréteg”

D = kisérleteinkben hasznalt legbels6
levélréteg

3.abra: A fejes kaposzta levélrétegei (Boddi, 2012)

A fejeskaposzta (Brassica oleracea varietas capitata) modosult hajtasa fontos kozélelmezési cikk.
A Brassicaceae csaladba tartozo zoldségfélék nagy mennyiségben tartalmaznak karotinoidokat C
¢s E-vitaminokat, illetve egyéb antioxidansokat, melyek védik a sejteket az oxidativ
karosodasoktol. A fejeskaposzta hajtasszerkezetére jellemzd, hogy levelei szorosan rafekszenek
a torzsanak nevezett hajtastengelyre, emiatt a leveleket fejlodésiik soran eltérd intenzitasu fény
éri. Ezek a kaposztafej belsejében keletkeznek teljes sotétségben, igy kifelé¢ haladva nemcsak a

levelek fénykitettsége, de fejlodési stadiuma is valtozik (Solymosi és mtsai, 2004).

A legbelsé levelek gyakorlatilag teljes sotétségben fejlodnek, emiatt etiolalt levelekhez hasonld
pigmentosszetétellel és plasztiszszerkezettel rendelkeznek, ugyanakkor primordidlis jellegiik

miatt el is eltérnek azoktdl. Nem tartalmaznak klorofillt, csak protoklorofillidet, illetve annak

11



észterezett formajat; protoklorofillt 2:1 aranyban. A protoklorofillid eltéré aggregacios stadiumu
POR enzimhez kotott formai koziil a monomer 632,4 nm-es forma dominal, az oligomer 655 nm-
es formabol igen kis mennyiség van jelen. A legbelsé levelek primordialis stadiumban vannak,
gazcserenyilasaik fejletlensége, proplasztiszaik szegényes bels6 membranrendszere is erre utal
(Solymosi és mtsai, 2004).

A kozépso levélrétegekben a 695nm-es fluoreszcencia maximummal rendelkezd klorofill és
egyes munkak szerint annak még nem észterezett formaja, a 680 nm-es klorofillid van jelen
emellett a zold levelekre jellemz6 klorofill-protein komplexek. A legkiils6 levelek a kifejlett,
z01d levelekre jellemz6 tulajdonsagokkal rendelkeznek. ((Solymosi és mtsai,, 2004).

A legbelsé leveleken az etiolalt novényekhez hasonldan a fototranszformacios és fotodestrukcids
folyamatok is jol tanulmanyozhatok. A levelekben talalhatd protoklorofillid formak kozil a
632,4 nm-es forma domindl, ami a fotodestrukcids folyamatokban vehet részt, igy ezeken a
leveleken nagy intenzitasti bleaching valthato ki. Kisérleteink soran arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogyan befolyésolja a kifehéredés és a fototranszforméciod aranyat a megvildgité fény

hullamhossza.
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Anyag és modszerek

Novényi anyag
A fejes kaposzta fehér valtozataval dolgoztunk (Brassica oleracea cv. capitata). A kaposzta belso
leveleit kis intenzitast zold fényben vagtuk ki. Err6l a megvilagitasrol megel6zo kisérletekben

kideriilt hogy nem valt ki sem fotoredukcidt, sem pedig fotooxidaciot.

Spektrofluorometria

A fluoreszcencia emisszids spektrumokat Fluoromax 3 Jobin Yvon Horiba spektrofluorométerrel
mértiik. A levéldarabokat a késziilék szirdrdminta tart6jaba helyeztiik, amit 45 °-os szdgbe
allitottunk be a gerjesztéfényhez viszonyitva. A gerjesztd fény hulldmhossza 440 nm volt, a
spektrumokat 580 és 780 nm kozott regisztraltuk 0.5 nm-es adatgyakorisaggal. A gerjesztd rés 2
nm, az emisszos rés 5 nm volt. A megvilagitas eldtti és utani spektrumokat ugyanarr6l a mérési

pontrol regisztraltuk.

Akciéspektrum mérése

A kaposztalevelekrél szobahdmérseékleten spektrumot mértink 440 nm  gerjesztési
hullamhosszon, 580 ¢s 780 nm fluoreszcencia kozotti intervallumon. Ez ugy volt lehetséges,
hogy a spektrofluorométer gerjesztéfényét neutralis sziirével olyan mértékben csokkentettiik,
hogy csak minimalis fototranszformdacidt véltson ki a spektrum regisztralasa soran. Ezutan a
neutralis szlird kivételével a fluoriméter gerjesztéfényét adott értékre allitottuk be, és a mintakat
5 percen keresztiilvilagitottuk, 600 é¢s 660 nm kozotti megkdzelitdeg monokromatikus fénnyel: 2
nm-es résszélességgel. A lampa foton flux denzitasa (PFD) 200 pmol/m?.sec ™ kériili érték volt a
xenon lampa spektrumatdl fiiggden valtozo. Az egyes hulldmhosszokon kissé eltér6 PFD
értekeket figyelembe véve utdlag korrigaltuk az eredményeket. A megvilagitott mintarol a
neutralis szlird visszahelyezése utan az eldz0 paraméterekkel (gerjesztés 440 nm-en detektalds
580 ¢és 780 nm kozott) 0y spektrumot vettiink fel, igy Osszetartozd sotét- megvilagitott
spektrumparokat  kaptunk. A 600-660nm  kozotti  megvilagitdsi  tartomanyon 21
hulldmhosszértéken vettiink fel spektrumot, minden érték esetén harom parhuzamos mérést
végeztiink eltérd levéldarabokkal. A mérés Osszesen 126 spektrumot eredményezet, amelyek
paronként Osszetartoztak. A spektrumokat utdlag korrigaltuk, és Gauss komponensekre

bontottuk; erre az SPSERV programot (Copyright: Bagyinka Csaba MTA SzBK) hasznaltuk. A
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korrekcié valamennyi esetben 5 pontos linearis simitast, alapvonal-korrekciot és a késziiléknek a
hullamhossztol fliggd érzékenységére valo korrekciot jelentett. A Gauss komponensekre torténd
bontdst a hullamszam fiiggvényében végeztiikk, az eredményeket a program visszaszamolta

hullamhossz fiiggvényére.
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4.abra: A spektrofluoriméter hasznalata: a minta rogzitése a mintatartoban, a mintatarté behelyezése a

o

fluorométerbe és a neutralis sziiré hasznalata a s6tét és a megvilagitott spektrum felvételekor

A.: ,,s0tét” minta mérése a neutralis szurd
behelyezésével

B.: a minta , kifakitasa” (bleaching) a
neutralis szlr6 kivételével

C.: A, kifakitott”minta mérése a neutralis sziiré
behelyezésével
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Oxigén elvonas

A bleaching ROS-fiiggését oxigénelvonasos kisérlettel tanulmanyoztuk. A mintat egy specialis
mintatartd kémcsobe helyeztiikk, amelyet gumidugoval lezartunk ¢és kivezetdcsovére Hoffman
szoritot erdsitettiink. A kémcsovet alufoliaval lefedtiik, hogy a mintit ne érje fény. A
kivezetdcsovet a vizlégszivattylra kotottik és fél ordn at szivattyGztuk. A kémcsovet a
fluoriméterbe helyeztiik és a fentiekben leirt modon spektrumokat regisztraltunk, illetve 632.5
nm-es fénnyel részlegesen kifakitottuk a mintdkat. A kontroll kisérletben oxigénelvonas nélkiil
azonos koriilmények kozott megmértiik a minta fluoreszcencia spektrumat megvilagitas elétt és

utan.

5. abra: Az oxigénelvonasos feltételben hasznalt mintatarté eszkoz

és a Hoffman szorité

Hoémérsékletfiiggés

A kaposzta belsd levelérdl eldszor sotétben spektrumot vettlink fel, amelybdl kideriilt hogy az
adott minta alkalmas-e a kisérletre. Ezutan a mintat sététben 20 percre -4 °C-os hiitészekrénybe
helyeztiik. A hiités utdn megmértiik neutrdlis szlir6 mellett a minta megvilagitas elotti
fluoreszcencia spektrumat, majd a mintat 632,5 nm hulldmhossziisagh fénnyel megvilagitottuk
neutralis sziird kivételével 5 percen keresztiil. Ezutdn megmértiik a minta megvildgitas utani

spektrumat. A kontroll kisérletben szobahémérsékletli fluoreszcencia spektrumot vettiink fel
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azonos levélrétegbdl szarmazd mintan majd 5 percig megvilagitottuk, és regisztraltuk a minta

megvilagitas utani spektrumat.

A bleaching id6lefutasa és a bleaching utani regeneracio

A fejeskéaposzta levéldarabjat mintatartoba helyeztiikk, majd sotétben, szobahOmérsékleten egy
kontroll spektrumot mértiink meg. Ezt Melles Griot 25-LHR-151-230 He-Ne 1ézer 632 nm-es
fényével vilagitottuk meg (melynek intenzitasa 600 umol/m2 /SeC'l) 2 perces iddtartamokra, amit
4-szer megismételtiink. Minden 2 perces megvilagitds utan spektrumot regisztraltunk. A 4.
megvilagitas és spektrum mérés utan a mintat sététben 3 oraig inkubaltuk, és ezutan megmértiik

a fluoreszcencia spektrumat.

Eredmények és megvitatasuk

A bleaching iddlefutasa

1.2 F -
q
1.0 .
p=)
Z 0.8 -
5
= 0.6 -
&
k=
2 0.4 N
O
0.2 -
Q L ~
0.0 — : A : L :
0 2 4 6 8 10
1d6 (perc)

6. abra: Az osszintegral valtozasa ismételt 2 perces megvilagitasok hatasara

Mar az els6 2 perces megvilagitas utan kb. 90%-kal csokkent az Gsszintegral értéke, tehat mar
ezalatt az 1d6 alatt lezajlott a bleaching, és a tovabbi megvilagitds mar nem csokkentette
jelentdsen az Osszintegral értéket. A tovabbi kisérletek sordn 5 perces megvildgitast

alkalmaztunk, amely a megfigyelni kivant folyamatok lejatszédasahoz biztosan elegendd volt

17



Az alapjelenség magyarazata

9.0 T

Fluoreszcencia emmisszid
4
(cps)x10

Hullamhossz (nm)

7. abra: A fejeskaposzta szobahémérsékleten mért sotét és megvilagitott spektruma
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8.abra: A fejeskaposzta folyékony Nitrogénben (77K ) mért sotét és megvilagitott spektruma
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A fluoreszcencia spektrumokat az SPSERV program hasznélataval Gauss-bontassal az aldbbi

tablazatban feltlintetett Gauss-komponensekre bontottuk:

Komponensek | Félértékszélesség(nm)
maximuma

(hm)

632,4 16,24

642,9 17,21

655,9 14

668,1 24,28

680 25

694,3 31,21

718 30,65

1.2 |

9 1.0 |

N

Z

E, o8|

o <

Iy

S % 06 |

g &

{[f) N

o 0.4 |

(e}

=

&
0.2 |- [
O-O %

600

Hulldmhossz (nm)

9.abra: A minta sotét spektrumanak Gauss bontasa

A 632,4 nm-es komponens ¢ Hullamhossz (nm)  aplext6l szarmazo6 jel, a 642,9 nm-es komponens

a dimer, mig a 655,9 nm-es komponens az oligomer formatél szdrmazik.

A 668,1 nm hullamhosszisagl jel tobb komponensbdl all, szerkezete kevésbé ismert.
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A 680 nm hullamhosszusagth maximummal rendelkezé komponens a klorofillid-tél szdrmazik, a
magasabb hulldmhosszisagi komponensek pedig vibracids alsdvjai a protoklorofillidformak

alacsonyabb hullamhosszusagu fésavjainak.

A 693,4 nm-es sav korabbi munkak szerint erés korrelaciot mutat a 632,4 nm-es komponenssel,
ami vibracios alsav eredetét mutatja. A 718 nm-es komponens a 655 nm-es komponens vibracios

alsavja, amelyre szintén a két forma erds korrelacidja utal.

A kaposzta belsd leveleiben lejatszodd folyamatok tanulményozéasara a fluorométerben
elhelyezett levéldarabokat a fluorométer monokromatikus gerjesztéfényével vilagitottuk meg. Az
oprikai rés 2 nm volt, a fény PFD értéke pedig 48 pmol foton m™? s™ volt. A megvilagitas alatt
mértiik a 680 nm-es emisszids jel intenzitasanak valtozasat az id6 fiiggvényében. A folyamatokat
harom kategoridba lehetett sorolni: 655 nm koriili fény hatasara a 680 nm-es sav intenzitdsa
folyamatosan nétt (10.8). abra). 645 nm-es fény hatasara a 680 nm-es sav intenzitasa mintegy 60
s-ig n6tt, majd lasst csokkenést mutatott (10.b) abra). A 630 nm koriili fény a jel folyamatos
csokkenését valtotta ki (10.c). abra).
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a)

b)

Fluoreszcencia emmisszio (cps)x 10°
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. L, 5
Fluoreszcencia emmisszio (cps)*x10
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10.dabra: Kiilonb6z6 hullimhossziisagi fénnyel valé 5 perces megvilagitiskor felvett
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fluorescencia valtozas gorbe, és kifakitas utani fluoreszcencia spektrum

22



T T T T T T T T T T

Kontroil

Fluoreszcencia emmisszi6 (cps)x 10*

Hullamhossz (nm)

11. abra: A levél megvilagitas elétti kontroll spektruma, a megvilagitott minta, és a sotétben regeneralédott

minta spektruma (utobbi kettdt a jobb lathatésag kedvéért 10-el beszoroztuk)

A kifakitott mintak sotét-regeneracioja

A megvilagitas hatasara végbement kifakulast részben okozhattak a mintakban keletkezett
fluoreszcencia kioltd vegyiiletek (olyan gyokok, amelyek a fotooxidaciés folyamtok
reakciosorozataban jonnek létre). Masrészt azt is meg akartuk vizsgalni, hogy az 5 perces
megvilagitdis mennyire volt lokalis hatdst, €és mennyire roncsolta altaldban az egyéb
sejtalkotokat. Ennek érdekében az 5 percig 632.5 nm-el megvilagitott mintakat 3 6ra hosszat
sOtétben szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az inkubélas utdn mért spektrumban a savintenzitasok
jelentés mértékben megndttek. A protoklorofillid savjainak novekedését de novo
pigmentszintézis is okozhatta. A 680 nm koriili sdv megndvekedése valosziniileg annak
koszonhetd, hogy a sotét-inkubacid alatt a fluoreszcencia kioltd vegyiiletek vagy lebomlottak

vagy vissza-redukalodtak, ugyanis sotétben klorofillid nem keletkezhetett de novo.
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Hatasspektrum
A fentiekhez hasonld méréseket végeztiink 600 nm-t6l kezdve 2.5 nm-es 1épésenkét 660 nm-ig

kivalasztott gerjesztéfényekkel.

A tovabbiakban kiszdmoltuk a teljes spektrum integralértékét, valamint a 632,4, 642,9 és 655,9
¢s 680 nm-es maximummal rendelkezd formak integral értékeit. A megvilagitd fény eltérd
intenzitasait a xenonlampa intenzitasvaltozasanak értékeit figyelembe véve normaltuk, azaz
ezekkel az értékekkel a megvilagitott minta spektruméanak integralértékeit felszoroztuk, igy

korrigaltuk az eltérd fényintenzitasoktdl szarmazo hibat, az értékek dsszehasonlithatova valtak.

Kiszamitottuk az egyes komponensek mennyiségének valtozasat a megvilagitas hatdsara. Az igy
kapott értékekbdl kiszamoltuk az integral szdzalékos csokkenésének mértékét. A teljes spektrum

integralcsokkenését is kiszamoltuk, ami a bleaching intenzitasat jelezte.

Az akciospektrum elkészitése soran egyes kiugrd adatokat figyelmen kiviil hagytunk ugyanis a
szobahdmérsékleten mért fluoreszcencia spektrumok nagy interferencia jeleket, és egyéb
(melegedésbdl és fotoelektronsokszorozobol szarmaz6) hibat tartalmaznak. Az altalunk vizsgalt
minta fényérzékeny, igy a gerjesztd fény intenzitasat neutralis sziirdvel csokkenteni kell. Emiatt
a mérendd jel intenzitdsa kicsi, kiilonOsen a megvilagitott spektrumoké amelyekben az
Osszpigment-mennyisé€g is alacsonyabb. Ezek a tényezOk 0sszességében azt eredményezik, hogy
sokszor a korrekcid utan is hibakkal terhelt spektrummal dolgozunk. A hdrom parhuzamos mérés
célja a mérésbodl szarmazo hibak felismerése, €s kontrollja. A hatasspektrumok kiszamitasdhoz

0sszesen 300 spektrumot analizaltunk.

A harom mérést atlagoltuk, ezeket az eértékeket abrdzolja a 12. ¢s 13. abran lathato
akciospektrum. A 12. 4bran az Osszintegralérték valtozasat és a 632,4 forma valtozasat
abrazoltuk. A bleaching folyamata sordn a reaktiv oxigéngyokok a protoklorofillid és korofillid
pigmentekkel reagalnak, amelyek oxidalodott, szobahdmérsékleten nem fluoreszkalo
szarmazékokra bomlanak. Ez a jelenség a spektrum Osszintegralértékének erds csokkenésével
jar. A bleaching maximuma (87%) 631,5 nm és 635 nm kozott volt tapasztalhatd, ami igazolja
feltevésiinket, hogy a 632,4 nm-es forma jatszott szerepet a folyamatban. A két akciospektrum

parhuzamos lefutasa is ezt a feltételezést igazolta.
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A 632 nm-nél rovidebb hullamhosszoknal megfigyel kifehéredés annak a kdvetkezménye lehet,
hogy a protoklorofillid komplexeknek révidebb hullamhosszon széles vibracios abszorpcios
savjai vannak, masrészt a komplexek Qx &atmenetei is ebben a tartomanyban jelennek meg

(Houssier és Sauer, 1969, 1970).

A 632,4 nm feletti hulliamhossztartomanyokban kisebb mértékii bleaching volt tapasztalhato, a
magasabb hullamhosszi komponensek fel6l a gerjesztési energia nem adodhat at az alacsonyabb
hullamhossztsagi komponensek felé, mert ez az energiamigracio energetikai feltételének nem

felel meg.

12.abra: A 632,4 nm hullamhosszisagu forma (fehér kor) és a spektrum osszintegral értékének (fekete

négyzet) akciéspektruma
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13. abra: A 655,9 nm hullimhosszasagi forma (fehér kor) és a spektrum osszintegral értékének (fekete

négyzet) akciospektruma
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A 13. abran a 655,9 nm-es fluoreszcencidju enzimkotott oligomer forma, és a spektrum
Osszintegralérték valtozasat mutatjuk be. A 655 nm-es forma felé az alacsonyabb
hullamhossztartomanyok feldl erds energiamigracio figyelhetd meg. Ez azt jelzi, hogy a 642,5
nm-es forma az energiamigracio energetikai feltétele mellett megfelel a geometriai feltételnek is:

mindkét forma a prolamellaris testek membranjahoz kétve fordul eld.

A 655 nm-es forma nem vesz részt a bleaching folyamataban, 655 nm hulldmhossz megvilagitas
hatasara bleaching csak kis szdzalékban megy végbe. A 655 nm-es forma sdvja viszont magas,
ami klorofillid szintézissel magyarazhatd, mivel ez a folyamat nem jar az Osszintegralérték

csokkenésével.

Oxigénelvonas

Annak bizonyitasara, hogy a pigment kifakuldsdban az oxigénnek szerepe van, olyan kisérletet
végeztlink, amelyben a mintat olyan méretli leszivocsdben rogzitettiik, ami behelyezhetd volt a
fluorométer mintatartojaba is, igy kozvetleniil mérni lehetett a minta fluoreszcencia jelét. Ha
vizlégszivattytaval 30 percig részleges vakumot allitottunk el6 a leszivocsében, a mintarol ,,sotét”
spektrumot, majd megvilagitds utan ujabb spektrumot mértiink, a kifakulds elmaradéasat
figyelhettiik meg. Csokkentett oxigéntartalom mellett a 632.5 nm-es fény ugyan csokkentette a
protoklorofillid savok intenzitasat, de ezzel parhuzamosan jelentés mértékben megnovelte a 678
nm-es emisszios savét. Ez egyértelmiien igazolta, hogy nem kifakitds, hanem a protoklorofillid
fototranszformacidja ment végbe. A révid hullamhosszl sav csokkenése nagyrészt a 644 nm-nél
emittald forma atalakuldsdnak koszonhetd (ezt bizonyitja a sav kék felé torténd eltolodasa is),
viszont nem tudjuk teljesen kizarni a kifakulast sem. A nagymértékii savnovekedés 678 nm-nél
azt mutatja, hogy klorofillid halmozodott fel, ami a 644 nm-es és a 655 nm-es formabol is
létrejohetett. A 655 nm-es forma a rovid hullamhosszii formak altal fluoreszkalt fény
reabszorpcidja utjan gerjesztddhetett. Az ugyanebben a rendszerben, természetes légkori
nyomason végzett kisérletben a 678 nm-es sdv intenzitasa alig valtozott, tehat ebben az esetben

kifakulds ment végbe.
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14.abra: 632.5 nm-rel megvilagitott minta sotét és megvilagitott spektruma kontroll és az

oxigénelvonasos kisérlet koriilményei mellett

A hiités hatasa

A protoklorofillid komplexei és a zoldiilési folyamatok is membranhoz kotottek. A biologiai
membranok fluiditasdt a homérséklet nagymértékben befolydsolja; az alacsonyabb
homérsékleten nagyobb rigiditdsii membranok pedig jobban sériilnek fotooxidacios
folyamatokban (Hideg és mtsai, 2010). Ennek vizsgalatara kaposzta bels6 leveleit 20 percig -4
C°-on tartottuk sotétben, majd a spektrum mérése utan 632.5 nm-es fénnyel vilagitottuk meg. A
megvilagitas utdn mért spektrumban jelentdsen nagyobb mértékben (a spektrumok integraljait
szdmitva mintegy kétszeresére) ndtt a kifakulds mértéke: a protoklorofillid sdvintenzitasa

jelentdsen csokkent, viszont a klorofillid sdvintenzitdsa 678 nm-nél nem nétt (14. ébra).
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14.4bra: 632.5 nm-rel megvilagitott minta sotét és megvilagitott spektruma kontroll és hiités hatasara

A hiit6tt mintankban magasabb volt az azonos tulajdonsagia megvilagitas kivaltotta bleaching. A
kiilonbségi spektrum balratolodésat tapasztaltuk, ami azt jelzi hogy, nagyobbrészt a 632,5 nm-es
mennyisége csokkent a megvilagyitas hatasara és csak kisebb aranyban a magasabb
hulldamhosszsagh formak. Szobahdmérsékleten a magasabb hullamhosszusagu formak (680 nm)
mennyisége kisebb mértékben csokkent, itt ugyanis a keletkezd klorofillid ndvelte, a

fotodegradacio csokkentette a fluoreszcencia meértékét.
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Kovetkeztetések

Fontos gyakorlati jelentésége miatt valasztottuk a fejeskaposztat, mint kisérletiink targyat.
Piacokon, iizletekben a kereskedok gyakran leszedik a kaposzta kiilsé leveleit, hogy az
frissebbnek tlinjon, de ezzel kivaltjak a kiilsé rétegek oregedését. Minél tobb levélrétegbdl all a
fejeskaposzta, annal kevesebb fény jut be a belsejébe, a 10. réteg ald gyakorlatilag mar nem jut
be fény, és a protoklorofillid-klorofillid atalakulds kiilonbozé allapotai figyelhetok meg. A
legbelsé rétegekben a protoklorofillid és a POR enzim monomer formaja van tobbségben. A
legkiilsé levelek olyanok, mint méas ndvényfajokban a teljesen kifejlett zold levelek. Kisérleteink
igazoltak, hogy: a monomer P632-es forma fényérzékeny, ez valtja ki a bleachinget. A reakcidk
hémérsékletfiiggdek, alacsony hémérséklet noveli a fényérzékenységet. Az oxigén-elvonasos
kisérletiinkkel egyértelmiien bizonyitottuk, hogy a pigmentek kifakuldsi folyamataiban az
oxigénnek kulcsszerepe van. A kifakuldsi folyamatokban fluoreszcencia kioltd vegyiiletek is
részt vehetnek, ezek sotét-regeneracid soran eltlinnek, ami a fluoreszcencia savok ujboli

intenzitasnovekedésében jatszik szerepet.

A fejeskaposzta jelentés antioxidans-tartalommal rendelkezik (E- és C-vitamin, karotinoidok),
amelyek a bleaching soran keletkezett ROS-okat semlegesitik, ezaltal mennyiségiik csokken,
melynek egészségiigyi vonatkozésa van. A tovabbiakban azt tervezziik, hogy részletesebben

tanulmanyozzuk a fejeskaposzta levelek antioxidans rendszereit.
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