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Kis-dozisu stresszorok stimuléalé hatasanak jelatviteli és hormonalis hattere
névenyi sejtekben

Bevezetés

kémiai stresszorok jotékony (szintetikus folyamatokat serkentd) hatasat novényekben. Kivalasztottuk az
objektumokat, 4genseket, a kezelések paramétereit, €s a serkentés legjobb markereit.
Erre a munkara alapozva jelen palyazatunkban azt a célt tiztiik magunk elé, hogy felderitsiik a
folyamat mechanizmusat. Evégbdl négyféle kisérleti rendszert definidltunk:
1. levagott, nem gyokeresedd levél
2. levagott, gyokeresedo levél
3. csirandvény gyokéren at kezelve
4. csirandvény levélen at kezelve.
A serkentést (stimulaciot) mindegyik rendszerben a levél-szeneszcencia gatlasaként, ill.
visszaforditasaként (rejuvenacio) észleltiik. A mechanizmust illetéen tobbféle hipotézist allitottunk fel:

a. fokozott ionfelvétel a tapkozegbdl

b. citokininek hatasa

c. bizonyos szignaltranszdukcids utak aktivalédasa
d. esetlegesen fellépd oxidativ stressz hatasa

Ezeket a lehetdségeket célzott kisérletekkel egyenként vizsgalat targyava tettiik.

A vizsgalatok sordn transzmisszids elektronmikroszkopiat, spektrofotometriat (klorofill
meghatarozas, MDA mérés), szcintillacios aktivitas mérést ('*CO, beépiilés), citokinin (CK) aktivitas és
mennyiség meghatarozast (bioteszt ¢és HPLC), enzimaktivitds (SOD) mérését (SDS-PAGE,
aktivitasfestés), farmakologiai modszereket (specifikus szignalut-gatlok), és kémiai analizist (ICP-MS)
alkalmaztunk.

Eredmények

Levagott, nem gyokeresedo level

Ilyen kisérleti rendszerrel kordbban nem dolgoztunk (csak gyodkeresedd levéllel, ill.
csirandvénnyel), ezért el6szor is azt kellett eldonteniink, hogy egyaltalan megtorténik-e a stimulacio
gyokerek hianyaban.

Ehhez a tervben szerepld kukorica levél nem felelt meg, mert levagas utan tapkozegben csak
néhany napig maradt életben. Kivalonak bizonyult viszont az arpa levél, ami hasonl6 koériilmények kozott
két hétnél tovabb is talélt.

Az alkalmazott stresszorok (dgensek): 10° M TiCls, 107 M Pb(NO3), és 107 M DCMU, Y erosségl
Hoagland oldatban, amibe a levagott leveleket részlegesen bemeritettiik. (A koncentracidkat dozis-hatés
vizsgalatokkal valasztottuk ki).

Mint a stimulacié legjobb markerét, legelobb is a klorofill (Chl) tartalmat mértilk meg (1.abra).
Ebbdl kideriilt, hogy az dgensek erdteljesen stimulaltdk a levelet, kb. 150 %-ra ndvelve a Chl tartalmat a
2. hét végére, a folyamatos csokkenést mutatd kontrollhoz képest. Hasonld tendenciat lattunk a '*CO,
beépités valtozasaban is.

Transzmisszids elektronmikroszkopos vizsgalataink szerint (2. abra) a kontroll levelek
kloroplasztiszaiban szamos elektrondenz plasztoglobulus halmozodott fel az 1. hét végére, a
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szeneszcencia jeleként. Ezt a folyamatot az agensek meggatoltdk. A 2. hét végére a kontrollban
keményitdszemek jelentek meg, ez arra utalhat, hogy a sejt egésze a tovabbhaladd szeneszcencia
kovetkeztében nem tudta hasznositani a fotoszintézis produktumat. A kezelt levelek plasztiszaiban
viszont alig talaltunk keményit6t, ami a sejt funkcidképesebb (fiatalabb) allapotat mutathatja.

A mechanizmusra vonatkozo hipotézisek koziil eldszor a fokozott ionfelvételt ellendriztiik,
Hoagland oldat helyett CaSO4 minimal tapoldat alkalmazéasaval (3. dbra). A Chl tartalom ez esetben is
megkozelitden ugy noétt a kezelés hatasara, mint Hoagland oldaton; ez a taplalkozasélettani magyarazat
tehat elvethetd.

Bar a levagott levéltél nem varhato citokinin (CK) szintézis, elvileg nem zarhaté ki a meglévd
inaktiv CK formdk aktivva alakuldsa. Ennek eldontésére megvizsgaltuk, hogy novekszik-e az aktiv CK
mennyiség a kezelés hatasara. Ez nem a minden format egybemérd analitikai modszerekkel, hanem az
Amaranthus betacianin szintézisén alapul6 bioteszttel (Biddington és Thomas 1973) volt kivitelezhetd.
Az egyértelmiien negativ eredmény azt mutatta, hogy az dgensek CK-szeru (fiatalitd) hatasa itt nem CK-
eken keresztiil valosul meg.

Kovetkezett a szignaltranszdukcios utak vizsgalata. Itt azokat az utvonalakat teszteltiik, melyek a
novényekban a leginkabb aktivnak bizonyultak. Igy esett a valasztasunk elészor is a PIP,-IP3/DAG
(foszfoinozitid) utra. Ennek specifikus gatldja, a Li ion, ami az IMP-ase enzim szintjén hat (Gillaspy et al.
1995) és teljesen elimindlta az agensek serkentd hatasat (4. abra). Ugyanigy hatott a sztearoilkarnitin-
klorid (SCC) is, ami a proteinkindz C (PKC) DAG altali aktivalodasat gatolja (Nekadate és Blumberg
foszfoinozitid ut DAG- 4ga jatszik szerepet.

Ezek az eredmények folyoiratcikk forméjdban is megjelentek (Nyitrai, Mayer, Ovari, Keresztes
2007).

Levagott, gyokeresedd level

Ebben a kisérleti rendszerben babndvény levagott 1. levele volt az objektum, aminek levélnyele
(tapoldatban tartva) a vagasi felszin kozelében a 6.-7. napon gyokereket kezdett fejleszteni.

Serkenté agensként 5x10™° M Cd(NO;3),-ot, 107 M Pb(NO3),-ot és 107 M DCMU-t alkalmaztunk a
tapoldathoz adva.

A kezelt levelek Chl tartalma és '*CO,-beépitése a gydkeresedést kovetSen, tehat a levagas utani 2.
héten kezdett a kontrollhoz képest ndvekedni, és mért maximumat a kisérlet végére (21. nap) érte el.
Tekintettel a gyokérképzodésre, itt kiillondsen fontos volt a CK tartalom meghatarozdsa, ami azzal az
eredménnyel jart, hogy a CK szint hamarabb és erdteljesebben emelkedett, mint a Chl tartalom. HPLC-
val megéllapitottuk, hogy féként izopentenil-adenin, és kisebb mértékben transz-zeatin jelent meg a
levélben. Ezek forrasaként kézenfekvd volt a képzddd gyokerekre gondolni, és valdban az agensek
jelentésen (négyszeresére) emelték a gyokerekben az aktiv CK szintet. Ez a ndvekmény Li ionnal
visszafoghato volt (5. édbra), ami itt is a PIP,-IPs/DAG tutvonal jeltovabbitod szerepére utal. Felmeriilt a
kérdés, hogy transzportdlodott-e a levelekbe agens is a CK mellett, hogy aztan ott direkt mddon
hozzajaruljon a serkentéshez. ICP-MS méréseink szerint (legalabbis a fémionokat illetden) a levélbe
iranyuld transzport minimalis mértékii (1. tablazat).

A serkentés modjat a gyokeresedd €s nem gyokeresedd levélben a 6. dbran hasonlitjuk 6ssze. Ezek
az eredmények folydiratcikk formajaban megjelenés alatt allnak (Nyitrai, Kovacs, Kiraly, Ovari,
Keresztes — Plant Biology).

Csiranoveény, gyokéren dt kezelve
Ebben a modellben arpa csirandvények 1. levelét hasznaltuk, az agensek 5x10° M Cd és 107 M
DCMU voltak.



A transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalatok kevesebb és kisebb plasztoglobulust mutattak a
kezelt novények kloroplasztiszaiban, mint a kontrollban, ami az dgensek szeneszcencia-gatld hatasat jelzi.
Kukorica csirandvényben korabban ilyen kiilonbséget nem taldltunk, bar a kloroplasztiszok stimulaci6ja
fiziologiai értelemben ott is kimutathat6 volt (Nyitrai et al. 2003).

A kezelt levelek Chl tartalma lassabban nétt, mint a levagott arpalevélben, de a 2. hétre
szignifikdnssa valt. Mind a levélben, mind a gydkérben nétt az aktiv CK tartalom az dgensek hatasara (7.
a,b abra), ami egyarant visszafoghatd volt Li ionnal, SCC-vel, és PD-vel (ami a MEK1/MEK2 nevii
MAP-kinaz kinazok gatldja — Alessi et al. 1995). Ez azt mutatja, hogy a foszfoinozitid ut DAG-agarol a
jel az egyik MAPK utvonalon at tovabbitodik a sejtmagba.

Mivel a gyokér jelentés mennyiségi fémiont (Cd) halmozott fel az oldatbdl, mig a levélbe ebbdl
alig transzportalodott (8. é&bra), alapvetden itt is a feljutdé CK-ek okozzdk a szeneszcencia-gatlast.
Masrészt a gyokér nagy fémion tartalma célszerlivé tette itt a 4. hipotézisiink (1. Bevezetés) tesztelését,
ami az esetlegesen fellépd oxidativ stresszre vonatkozott. Evégbdl gélelektroforézissel és aktivitas-
festéssel meghataroztuk a szuperoxid-diszmutaz (SOD, EC 1.15.1.1.) aktivitast. Ez a gyokérben DCMU
esetében mutatott egy enyhe atmeneti emelkedést a kontrollhoz képest, Cd esetében viszont nem. A
malondialdehid (MDA) mennyisége (ami a membran-karosodas egyik jelzdje) egyik agens hatisara sem
nétt a kontrollhoz képest (9. a,b abra).

A hidroponikusan kezelt csirandvényben végbemend folyamatokat a 10. dbran foglaljuk Ossze.
Ezek az eredmények folyoiratcikk formajaban online olvashatok (Kovacs, Nyitrai, Czovek, Ovari,
Keresztes — JPP, doi : 10. 1016/jplph.2008.02.007).

Csiranovény, levélen dt kezelve

Ebben a modellben tapkdzegen nétt bab csirandvények 1. levelét hasznaltuk, az agensek 5x107 M
Cd, 10° M Pb, és 10° M DCMU voltak, permet formajaban. A kezelés (és tapoldatcsere) 2 naponta
tortént.

A kezelt levelekben gyorsan, mar az 1. héten nétt a Chl tartalom, ami gatlokkal (Li, PD)
visszafoghato volt (11. dbra). Hogy ez nem csupan lokalis, direkt hatds, azt az mutatja, hogy a 2. héten a
CK tartalom is megnétt a levélben, valamint a gydkérben is (12. a,b abra). Ennek oka az lehet, hogy a Cd
¢s Pb szamottevd €s novekvd mértékben jutott le a levélbdl a gyokérbe (13. a,b dbra). A SOD aktivités itt
sem mutatott egyértelmili dsszefliggést a serkentéssel. A stimuléci6 direkt és indirekt dsszetevdit a 14.
abra mutatja.

Ezekbdl az eredményekbdl irt cikkiink (Nyitrai, Czovek, Ovari, Keresztes — JPP) biralata
megtortént, a revizid folyamatban van.

Az eredmények gyakorlati hasznosithatosaga

Tekintettel arra, hogy a hasznalt agensek tobbé-kevésbé mérgezdek és kornyezetkarositoak,
alkalmazasuk a novénytermesztésben nem johet szdba.

Ezért olyan agenst is kiprobaltunk, ami hatdsos, de mentes ezektdl a hatranyoktol. Ilyen szernek
talaltuk az etanolamint (EA), aminek stressztiirést fokozé hatdsara van is irodalmi adat (Mascher et al.
2005), jollehet a hatasmechanizmus ismeretlen. Eddigi kisérleteink szerint ez nem tér el az egyéb dgensek
hatasmaodjatol.

Ebbdl a munkabol egy folyoiratcikk elékésziiletben van.

Kovetkeztetések

crer

kémiai természetétdl, pl. fémion vagy herbicid), és a hatdsban nem jatszik szerepet oxidativ stressz. E két



ismérv megkiilonbdzteti a stimulacidt a sejtkultirakon alkalmazott (és ugyancsak metabolikus serkentést
okoz0) elicitalastol.

A stimulacié egyarant kivalthato intakt novényen ¢€s izolalt levélen. Az agens hatdsa a vizsgalt
kisérleti rendszerekben a PIP,-IP3/DAG jelpalya DAG-4gan, majd a PKC-t61 a MAPK utvonalon jut el a
sejtmembrant6l a génekig. A valasz viszont specifikus arra a sejttipusra, amely kontaktusba keriilt az
agenssel; gyokér esetében a CK szintézisért felelds gének, levél esetében a klorofill-szintézisért és a
fotoszintézis fokozodasaért felels gének aktivalodnak.

A stimulacié megegyezhet a stressz-szindroma korai, ellenéllasi fadzisdban mar régen leirt, de
mechanizmusat illeten alig ismert edzddéssel (hardening, eustressz). A folyamatot azzal a stratégiaval
tettiik vizsgalhatova, hogy a kis koncentracidval beinditottuk a szignalizacidt, de nem tettiik lehetévé az
ennek pozitiv hatasait elfedd karosodast.

Munkaterven kivili eredmények

A levagott, gyokeresedd bablevél kapcsan figyeltiink fel az uborkalevél sajatos viselkedésére. Az
egyik vizsgalt fajta levagott levele erdteljes gyokeresedés utan kezelés nélkiil produkélja azokat a
tiineteket, amiket bablevélben serkentd agensekkel értiink el. S6t ezen til még latvanyos mértékben meg
is no, beleértve a kloroplasztiszok novekedését is.

Levélkorongokat hormonoldatokon Usztatva, bizonyos valtozdsokat az emlitettek koziil
benziladeninnel, masokat indolecetsavval tudtunk el6éidézni (Kovacs, Sarvari, Nyitrai, Darok, Cseh, Lang
¢s Keresztes, 2007).

Elektronmikroszkopos vizsgalatokat végeztiink tovabba karositd nehézfém-stressznek, ill. fény- és
szarazsag-stressznek kitett mintdkon (német, ill. bolgar kooperacidban), ezekbdl egy folyodiratcikket
bekiildtiink, két masik elokésziiletben van.

A pélyazat impaktja az egyetemi képzésben

A leirt munkatervi kisérletek egy része megjelent két szakdolgozatban, egy ijabbnak a munkalatai
folyamatban vannak, bemutatasra keriilt tudoméanyos didkkori konferencian és egy sikeres felvételi
eldadas formajaban a Miincheni Egyetem Doktori Iskolajaban.

Emellett a témavezetd két szeminariumot tartott a palyazat témajabol a Jénai Friedrich Schiller
Egyetemen.
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1. dbra Kontroll és agens-kezelt levagott arpa levelek klorofill tartalma (ug klorofill/g
friss tomeg).



2. &bra 0 napos kontroll (A), 7 napos kontroll (B), 7 napos Pb-kezelt (C), 7 napos DCMU-kezelt (D), 14 napos kontroll (E), 14
napos Pb-kezelt (F), 14 napos DCMU-kezelt (G) levagott arpalevelek kloroplasztiszainak elektronmikroszkopos képei. Pg =
plasztoglobulus, s = keményit6 szemcse, i = invaginaci6é. Méretvonal = 1 pm.
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5. &bra Kontroll (Ctrl), 4gens-kezelt és agens+Li kezelt levagott bab levelek citokinin
tartalma benziladenin (BA) egységben (10° M BA/g friss tdmeg) kifejezve.

1. tAblazat 21 napos kontroll (Ctrl) és agens-kezelt levagott bab levél gyokereinek és
leveleinek ion tartalma (Cd és Pb) ICP-MS méréssel (ug ion/g szaraz tomeg).
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7. abra Kontroll (Ctrl), agens-kezelt és agens+gatlo-kezelt arpa csirandvények leveleinek (A)
és gyokereinek (B) aktiv citokinin tartalma BA egységben (10° M BA/g friss tomeg)

kifejezve.
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8. abra Kontroll (Ctrl) és Cd-kezelt arpa csirandvények gyokereinek és leveleinek Cd
tartalma (pug Cd/g szaraz tomeg) ICP-MS méréssel meghatarozva.
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9. dbra Kontroll (Ctrl) és agens-kezelt (Cd és DCMU) arpa gyokerek SOD aktivitasa (A), és
malondialdehid (MDA) tartalma (nmol MDA/g friss tomeg) (B).
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koncentraci(')jl'l stresszorral, gyokéren keresztil kezelt arpa csirandvényben. PIP, =
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat, IP; = inozitol-1,4,5-trifoszfat, R;: G-protein-kapcsolt
receptor, DAG = diacilglicerid, PKC = protein kindz C, MAPK = mitogén-aktivalt
foszfokinazok, R, = citokinin-receptor, T = citokinin-transzferaz, PM = plazma membran.
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11. dbra Kontroll (Ctrl), agens-kezelt és agens+gatlo-kezelt bab csiranovények elsd
leveleinek klorofill tartalma (ug klorofill/g friss tomeg).
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kezelt bab csirandvények gyokereinek

kezelt és agens+gatlo-

agens
(A) és elsé leveleinek (B) aktiv citokinin tartalma BA egységben kifejezve (10° M BA/g friss

12. &bra Kontroll (Ctrl) ,

tomeg).
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13. bra Agens-kezelt bab csiranovények elsé leveleinek (A) és gydkereinek (B) ion
tartalma (g ion/g szaraz tomeg).
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14. dbra Permetezéssel agens-kezelt bab csiranévényekben lejatszodé szignalizacios utak és
direkt és indirekt hatasaik modellje gyokérben €s levélben. PI = foszfatidilinozitol szignal
transzdukcids ut, MAPK = mitogén-aktivalt foszfokindzok.
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