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l. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a talajok szelén tartalma jelentdsen megvaltozott. Mig a vilag
egyes részein til alacsony, addig mas teriileteken mar toxikusan nagy mennyiségben fordul elo.
Ennek oka legtobbszor a nem megfelelden alkalmazott mez6gazdasagi technikak, az ontozés és
miitragyazas, a rosszul eldallitott takarmany, de akar kornyezetszennyezés kovetkeztében is
jelentdsen feldusulhat. Ladfii modell novényen (Arabidopsis thaliana) végzett kisérletek kapcsan
a kutatok rajottek, hogy a ndvényi szervezetben a szelén - a kénnel szemben mutatott
nagymértéki hasonlosaga miatt, a kén utakat hasznalva metabolizalodik (Ellis és Salt, 2003). A
kémiai hasonldsag miatt a talzott szelénfelvétel azonban novényekben kénhianyt is okozhat,
mely klordzisban, illetve gatolt novekedésben nyilvanulhat meg. Ezzel szemben az optimalisnal
alacsonyabb vagy magasabb szelén tartalom a ndvényevd haszonallatok korében jelentds
pusztulast idézhet eld. Ennek mind gazdasagi, mind pedig egészségiigyi vonatkozésai jelentdsek
lehetnek. A téma aktualitdsat tamasztja ala, hogy a szelénnel kapcsolatos kutatasok csak az
elmult par évtizedben keriiltek eldtérbe. A kutatok ravilagitottak arra, hogy bar a ndvények
szamara nem létfontossagu, az allati és emberi szervezetben azonban esszencialis mikroelem, igy
nélkiilozhetetlen az optimalis miikodéshez, emiatt egyre tobb kutatds iranyul a szelén szerepének

a tanulméanyozasara.

A szelén terhelés, mas kdrnyezeti stresszfaktorokhoz hasonléan morfologiai valtozasokat
(stressz-indukalt morfogenetikai valaszok, SIMV) idéz el6 a novényi szervezetben, hiszen a
novények szerveik ndvekedését, fejlodését a kornyezet aktualis allapotahoz (pl.: viz- és tdpanyag
ellatottsdg, szerves és szervetlen szennyezdk jelenléte) igazodva szabalyozzdk. A stressz-
indukalt morfogenetikai véalaszok a gyokér- és hajtasrendszert egyarant érintik (Potters és mtsai,
2007, 2009). A kornyezeti tényezOk mellett a gyokér endogén hormonalis rendszere (pl. auxin,
citokinin ¢és etilén) is szabdlyozza a morfologiai valaszokat, vagyis a szelén stressz altal indukalt
SIMV kialakuldsdban a ndvényi hormonok metabolizmusanak €s transzportjanak megvaltozasa
is szerepet jatszik. A kiilsd, kdrnyezeti és bels6, hormonalis szabalyozé elemek kozotti gazdag
jelatviteli halézatban szignalmolekuldk teremtenek kapcsolatot, biztositva a fejlédési ¢és

novekedési jelek dsszehangolasat.




A jelatviteli molekulak ujabban felfedezett csoportjat képezik a nitrogén-monoxid (NO)
¢és reakciotermékei, az un. reaktiv nitrogénformak (RNF). A NO mint jelatvivo, jelentds szerepet
tolt be a fejlodési folyamatokban, és ijabb kutatasok igazoljak, hogy a NO és reakcidtermékei
nem specifikus, sokkal inkabb altalanos és multifunkcionalis jelmolekuldknak tekinthetdk.
Stresszvalasz soran azonban nem csak a RNF tdltenek be jelatvivé funkciot, hanem a reaktiv
oxigénformak (ROF) is hozzajarulnak a morfogenetikai valtozasokhoz. A NO és ROF kozott
aktiv jelatvitel mikodik és a kutatok legujabb allaspontja Szerint nitro-oxidativ stresszrél
beszélhetiink, mely soran a ROF ¢és RNF képzodése biotikus vagy abiotikus stresszre
indukalodik, és ezek egyiittesen alakitjak ki a makromloekuldkat érint6 valaszokat (Corpas és
Barroso, 2013).

Elsédleges kutatasi objektumként a Iudfii, vagyis Arabidopsis thaliana L. ndvény
szolgalt. Kutatasaim soran szelén stressz alkalmazéasaval, biokémiai és genetikai vizsgalatok
segitségével, in situ és in vivo fény-, fluoreszcens- és konfokalis mikroszkopias modszerekkel
tanulmanyoztam a ROF és RNF kapcsolatat és kolcsonhatdsat, valamint szerepiiket a sikeres
adaptacio és tolerancia folyamatdban. Tovabbi vizsgalatokkal felderitettem szerepiiket a stressz-
indukalta morfogenetikai valaszok kialakulasaban és szabalyozisaban. A ludfi, mint modell
rendszer mellett biofortifikacios kisérleteket is végeztem egy konyhakerti névény, a borséd
(Pisum sativum L.) segitségével. A kisérletsorozat kapcsan a szelén kezelés hossza tavu hatasat
figyelhettem meg a fejlddési paraméterekre és az elemanalizis segitségével tanulmanyoztam az
Uj borsdszemekben a szelén dusitasdnak lehetdségét az altalam alkalmazott kisérleti rendszerrel.
A kétféle kisérleti rendszer alkalmazasa nem Gsszehasonlitd vizsgalatokra iranyult, hanem arra,
hogy atfogd képet kaphassak a szelén hatasarol és gyakorlati alkalmazhatosagardl. A rovid tavia
kisérleteti eredmények mellett a hosszu tavu alkalmazas eredményeit is bemutatom, végigkisérve

a szelén teljes életciklusra kifejtett hatasat a borsd novény esetében.
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1. Irodalmi attekintés

I1.1. A nitrogén-monoxid (NO)

I1.1.1. A NO tulajdonsagai

A nitrogén-monoxid (NO) tulajdonsagainak ¢s az ¢él6 szervezetben betoltott sokrétli
biologiai szerepének koszonhetéen az élettani kutatasok egyik kulcsmolekuldja. A nitrogén-
monoxid molekulat 1992-ben a Science c. tudomanyos folyéirat az *Ev Molekul4ja’-nak nevezte
¢s F. Furchgott, Louis J. Ignarro és Ferid Murad Nobel-dijat is koszonhetnek ¢ molekulaval
kapcsolatos élettani kutatasaiknak.

A NO szobahémérsékleten, atmoszférikus nyomdson egy szintelen, vizben rosszul
oldodo gaznemii molekula. Egyik legjellemzébb kémiai tulajdonsaga, hogy nyilt elektron (g)
szerkezettel rendelkezik, a m palyajan egy parositatlan elektront tartalmaz. Egy e felvételével
illetve leadasaval energetikailag kedvezObb szerkezetet tud kialakitani, ezaltal harom formaja
létezik a biologiai rendszerekben: a nitrogén-monoxid gydk (NO’), a nitrozénium kation (NO™)
¢és a nitroxil anion (NO’). Pérositatlan elektronja miatt konnyen reagal molekularis oxigénnel
(0;), aminek az eredménye a nitrogén-dioxid (NO,), mely vizes kozegben gyorsan nitratta
(NO3) és nitritté (NOy") alakul. Aerob koriilmények kozott szuperoxid gyok anionnal (O;) vagy
hidrogén-peroxiddal (H,0,) torténd reakcidja peroxinitrit (ONOQO) keletkezéséhez vezet (Stohr
és Ullrich, 2002). A NO szabadgyok tulajdonsagokkal is rendelkezik, &m a tobbi reaktiv gydkhoz
képest viszonylag hosszii a féléletideje, mely fiigg sajat, illetve célmolekuldinak
koncentracidjatol. Nagyobb koncentracioban (< 1 umol/l) a NO féléletetideje csupan néhany
masodperc, ha azonban ez az érték kisebb mint 1 pmol/l, akkor a fél¢letideje perces, akar 6rés
nagysagrendll is lehet (Stohr és Ullrich, 2002). Ezen id6 alatt hidrofoéb tulajdonsdga révén
konnyen atdiffundal a bioldgiai membranokon és hosszabb tavolsdgokba is eljuthat sejten beliil
(Henry és mtsai, 1997), diffuzios sebessége 50 um s™ (Corpas és mtsai, 2007). A molekula S-
nitrozilacios folyamatok soran kolcsonhat a célfehérjék cisztein aminosavanak tiol csoportjaval
¢és a reverzibilis reakcidé soran S-nitrozotiol (RSNO) csoport keletkezik. Emellett a NO az S-

nitrozilacio soran képes alacsony molekulastlyu tiolokkal, mint példaul glutationnal is reakcidba
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1épni, 1étrehozva az S-nitrozoglutationt (GSNO). A GSNO a total RSNO pool legnagyobb részét
képezi és intermedierként fontos szerepet tolt be a NO transzportjdban ¢és raktarozasaban

(Kovacs ¢és Lindermayr, 2013), illetve NO donorként is alkalmazhato.

11.1.2. A NO szintézise az allati szervezetben

Elészor Salvador Moncada ¢és mtsai (1987) egy endotélium-kapcsolt relaxacios
faktorként (endothelium-derived relaxing factor) hataroztak meg a NO-ot. Késébb a kutatok
rajottek, hogy funkcidja nem csak az endotelidlis sejtekhez kapcsolhatd, hanem a NO intra- és
intercellularis kozvetitd szerepet tolt be a sejtciklus soran, tovabba membranok ¢€s fehérjék redox
kozpontjaiban. A NO a vérben mint a fehérjék S-nitrozo forméja van jelen, leginkabb szérum
albumin, hemoglobin vagy alacsony molekulasulyt S-nitrozotiolként; mint pl. a GSNO (Jia és
jelatvitelében, neurotranszmisszid, sejtburjanzas, apoptoézis és fertézésre adott valaszreakciok

soran vannak.

Az allati szervezetben a legfontosabb NO képzddési mechanizmusért a nitrogén-monoxid
szintaz (NOS) enzim (EC 1.14.13.39) felelés, mely a deaminalt L-argininbol NO és L-citrullin
termékeket képez oxigén és NADPH jelenlétében (Nappi és mtsai, 2000) (1. abra). A NOS
enzimek homodimerek, mindkét alegységiik egy N-termindlis oxigendz és egy C-terminalis
reduktdz doménbdl all. Az N-terminélis oxigendz domén egy P450 tipust hem centrumot és egy
tetrahidrobiopterin (BH,4)-kot6 elemet, mig a C-terminalis feldli domén flavin-adenin-dinukleotid
(FAD)-, ¢és flavin-adenin-mononukleotid (FMN)-kot6, valamint NADPH-ko6té  helyeket
tartalmaz. A két domént egy kalmodulin-kotohely koti 0ssze. Az enzim szabalyozé faktora a
kalcium-kalmodulin komplex. Aktivitasa kofaktoraitol fiigg (NADPH, flavin mononukleotid,
FAD és BHy), és jellemzéen harom izoformajat kiilonboztetik meg: a neuronalist (nNOS), az

endotelialist (eNOS) és az indukalhatot (INOS) (Durner és Klessig, 1999).
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1. abra: Az emlds NOS éltal katalizalt 2 1épéses reakcié (Wendehenne és mtsai, 2001).

I1.1.3. A NO szintézise a novényi szervezetben

A novényekben a NO bioszintézise lényegesen komplexebb folyamat az allatokban
leirtaknal, hiszen t6bb enzim részvételével, valamint szamos nem enzimaktivitishoz kotott
folyamat soran is torténhet (Stohr és Ullrich, 2002) (2. abra A). Az éallatihoz hasonld6 NOS
enzimek 1étezése maig kérdéses a magasabbrendii novényekben. Guo ¢€s mtsai (2003)
Arabidopsis-ban leirtak egy szekvenciat, ami hasonlosagot mutatott a Helix pomatia NOS
génjével, ezért AtNOSI1-nek nevezték el (Arabidopsis thaliana nitric oxide synthase 1) és
Atnosl T-DNS inszerciés mutanst is létrehoztak, mely csokkent NO produkciot mutatott
abszcizinsav (ABS) kezelés hatasara. Késobb ezt a szekvenciat atnevezték AtNOAIL-re
(Arabidopsis thaliana nitric oxide associated 1) (Crawford és mtsai, 2006), amikor bizonyossa
valt, hogy nincs NOS aktivitasa, am az is kideriilt, hogy ez valdjadban egy guanozin trifoszfataz
(GTPaz). 2010-ben aztan egy allati NOS génnel 44-45%-0s homologiat mutatd szekvenciat
talaltak az Ostreococcus tauri nevili primitiv algaban, és kideriilt, hogy a géntermék képes az

arginin kotésére és oxidalasara (Foresi és mtsai, 2010).

A legfobb NO-ot szintetizald enzim aerob korilmények kozott a gyokérsejtek
citoszoljaban lokalizalt nitrat reduktaz (cNR) enzim. A NR NO képzésben betoltott funkciojat
megfigyelték mar patogén tamadas elleni védekezés soran, de szarazsag-, hideg stressz, sztoma

zarodas szabalyozéasa ¢s megannyi fejlédési folyamat soran is (Mur és mtsai, 2013). Az NR

13



enzim (EC 1.6.6.1) els6dleges funkcidja, hogy a talajbol felvett NOz-ot NO,-té redukalja,
azonban NAD(P)H-t elektrondonorként felhasznalva képes NO,-bél NO-ot és peroxinitritet is
generalni (Wendehenne és mtsai, 2001). A NR homodimer, esetleg tetramer szerkezettel
rendelkezik magasabbrendi novényekben. A nitrat reduktdz, mint fehérje viszont
valtozékonynak tekinthetd, mivel foszforildlodhat és ezaltal inaktivva valik, valamint
proteolizisen is keresztiilmehet. A foszforilaciot Ca2+-ﬁigg6 ¢s kétvegyértékli kationok is
befolyasoljak (Mur és mtsai, 2013). A cNR a levelek plazmamembranjaban is megtalalhato, de
ennek csupan kozvetett szerepe van a NO szintézisben. Arabidopsis thaliana névényben két gén
kédolja a NR enzimet; a NIA1 és NIA2, melyek koziil a NIA1 szerepe meghataroz6 a NO
szintézisben. A nial mutans névény ugyan csokkent mennyiségben, de tartalmaz NO-ot, ha a
NIA2 gén miikodoképes. Ezzel szemben a mindkét génben deficiens nialnia2 duplamutans

Arabidopsis NR aktivitasa a vad tipusénak csupan 1%-a (Wilkinson és Crawford, 1993).

A NO szintézisében résztvevé masik két enzim a nitrit:nitrogén-monoxid reduktaz
(Ni:NOR) és a xantin oxidaz/dehidrogenaz (XOR vagy XHD). A Ni:NOR enzim a gyokérsejtek
plazmamembranjaban talalhatdé és savas pH-n a plazmamembranhoz kotott NR  altal
felszabaditott NO,-et képes in vivo médon NO-da alakitani. A Ni:NOR aktivitasa oxigén
jelenlétében gatlodik, és ez az enzim citokrom c-t hasznal e-donorként (Stohr és Stremlau,
2006). A peroxiszomaban lokalizalt XOR NADPH vagy xantin jelenlétében képes a NOy
redukcigja altal NO-ot képezni (Kovacs és Lindermayr, 2013). Tovabb4a a mitokondrialis
elektron transzportlincban a végoxidazok (citokrom c¢ oxiddz ¢és az alternativ oxidaz)
hozzéjarulhatnak a NO képzodéséhez a nitrit redukalasa altal (Gupta €s mtsai, 2011). A novényi
NO képzodés tovabbi lehetségei a hidroxilaminok (HA-0k) (Riimer és mtsai, 2009) és a
poliaminok (PA-0k) (Tun és mtsai, 2006) oxidacidja, bar ezen folyamatok részleteikben még

nem ismertek jelenleg.
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2. abra: A NO szintézisének (A) és eltavolitasanak (B) lehetséges mechanizmusai ndvényekben (Freschi, 2013). NR:
nitrat reduktdz, NOS-like: nitrogén-monoxid szintdz-szerti, HA: hidroxilamin, PAs: poliaminok, NiNOR:
nitrit:nitrogén-monoxid reduktaz, XOR: xantin oxidaz/dehidrogenaz, NOAL: nitric oxide associated 1, ROS: reaktiv
oxigénformak, nsHbs: nem-szimbionta hemoglobinok, GSNOR: S-nitrozoglutation reduktaz, NO,": nitrit, NOs":
nitrat, GSH: glutation, GSNO: S-nitrozoglutation, GSSG: oxidalt glutation, NH;: ammonia.

Novényi rendszerekben a NO nem-enzimatikus utakon is keletkezhet. Nitrifikacids és
denitrifikacios folyamatok melléktermékeként NO képzddhet (Wojtaszek, 2000), emellett a NOy’
karotinoidok altal katalizalt, nem-enzimatikus redukcidja fényben szintén NO képzddéséhez
vezethet. Savas pH-n a NO; spontan NO-da redukalodik (Stohr és Ullrich, 2002). Bizonyos pH
koriilmények kozott a kloroplasztiszban és az apoplasztikus térben, a NO,  aszkorbinsav altali
redukcidja szintén NO, valamint dehidroaszkorbinsav képzddését eredményezheti (Henry és

mtsai, 1997).
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I1.1.4. A NO eltavolitasi lehetéségei novényekben

A ndvényi szervezetben optimalis koriilmények kozott a NO szintje egyensulyban van,
am bizonyos koriilmények hatasara szintje toxikus koncentraciot érhet el, igy sziikséges lehet a
NO tobblet eltavolitasa. Emellett jelatviteli funkcidjanak betdltéséhez is alacsony koncentraciora
van sziikség, ezért a novények kiillonbozd eltavolitasi mechanizmusokat dolgoztak ki a NO
szintjének csokkentésére (2. édbra B). Ezen mechanizmusok koz¢ tartozik az oxigénnel
végbemend reakcidja, mely soran nitrit és nitrat jon 1étre; vagy a reaktiv oxigénformakkal (ROF)
torténd reakcioja. A kolcsonhatds egy jo példaja a NO szuperoxid gydk anionnal ('Oz) valo

reakcioba Iépése, mely soran peroxinitrit (ONOO") keletkezik.

A glutationnal (GSH) torténd oxidacidé soran képzett GSNO szintén a NO endogén
szintjét kontrollalja. A GSNO-t a GSNO reduktaz (GSNOR) enzim oxidalt glutationna (GSSG)
és ammoniava (NH3") alakitja tovabb (Wilson és mtsai, 2008), igy csdkkentve az endogén NO,
illetve RNF szintjét. A glutation-fiiggdé formaldehid dehidrogenaz enzim (GS-FDH, EC 1.2.1.1.)
vagy mas néven 3-as osztalya alkohol dehidrogendz reverzibilisen katalizalja a NAD-fiiggé S-
formilglutation képzddését S-hidroximetilglutationbol, mely reakcidé spontan végbemegy a
formaldehid és a glutation kozott (Sakamoto és mtsai, 2002). Arabidopsis-ban az alkohol-
dehidrogenaz-3 génrdl kideriilt, hogy GSNO reduktdz aktivitassal rendelkezik (AtGSNORI;
At5g43940) (Feechan és mtsai, 2005). A gén mutacidja (gsnorl-3 Arabidopsis) magasabb
nitrozotiol és NO szintet, illetve tobb S-nitrozilalt fehérjét eredményez, tehat az enzim kdzvetve

S-nitrozilacidval szabalyozza a NO szintjét (Mur és mtsai, 2013, Feechan és mtsai, 2005).

A NO szint csokkenése mogott a nem-szimbionta hemoglobinok (nsHb) direkt oxidacion
keresztiil megvalosulod regulator hatdsa is allhat. A ndovényi hemoglobinok fontos szabalyozo
szerepet toltenek be a NO homeosztazis fenntartasdban és a NO hatdsainak kontrollalasaban:
stressz esetén hozzajarulhatnak nagy mennyiségli NO felszabaduldsdhoz (Dordas és mitsai,
2003), illetve helyi és hossza tava NO szallitoként is funkcionalhatnak (Arredondo-Peter és
mtsai, 1998), ugyanakkor képesek a karos mennyiségben felhalmozodott NO-0t nitratta alakitva

eliminalni a rendszerbdl (Perazzolli és mtsai, 2006).
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II.1.5. A NO jelatvitele a novényi szervezetben

A nitrogén-monoxid a ndvényi szervezetben két ellentétes hatasmechanizmussal
rendelkezik, hiszen, ha til magas a sejten beliili koncentracidja az sejtkarosodast tud eléidézni,
alacsony koncentracié esetén azonban jelatviteli molekulaként viselkedik és szdmos fiziologiai
folyamatban részt vesz. A NO és szarmazékai, mint a peroxinitrit (ONOO), dinitrogén-trioxid
(N,03), S-nitrozoglutation (GSNO) vagy a nitrozénium kation (NO), reaktiv nitrogénformak
(RNF) név alatt csoportosithatok. A RNF felszaporodasa DNS, lipid és fehérje kdrosodashoz
vezethet, mely végsO soron sejthalalt valthat ki (Corpas és mtsai, 2007), am példaul a NO ¢és
ONOQO '  sajat jelatviteli uttal rendelkezik. Egy jelatviteli molekuldnak gyorsan és hatékonyan kell
képzddnie és eliminalddnia a rendszerbdl, valamint mozognia a sejtek kdzott €s a sejten beliil. A
NO ezen kritériumoknak megfelel és a viszonylag hosszu féléletideje (3-6 s) is alkalmassa teszi
jel tovabbitasara, tovabba képes madas jelmolekuldkkal reagalni és igy jelatviteli utakat

befolyasolni.

Allati rendszerekben a NO jelatvitele vagy ¢cGMP-t8] (ciklikus guanozin monofoszfat)
fiiggden, vagy attol fliggetlen Gton torténik, hiszen a NO egyik {6 célpontja a citoszolikus vagy
szolubilis guanilat ciklaz (sGC). A NO az enzim hem vaséaval 1ép reakcidba, ami konformacios
¢és aktivitasbeli valtozast okoz (Marti és mtsai, 2005). A GC aktivitds fokozodasa révén cGMP
képzddik, mely tovabbi downstream elemeket (pl. cGMP-fiiggd protein kinazokat, ciklikus
nukleotid kapuzé ioncsatorndkat) aktival. A novények tobb életfolyamataban felismerték a
cGMP jelatvivd szerepét. Tobbek kozott a pollentdmld ndvekedése, a jarulékos gyokérfejlodés,
valamint az ABS-indukalt sztomazarodas bizonyult NO és cGMP altal szabalyozott folyamatnak
(Prado és mtsai, 2004; Pagnussat és mtsai, 2003; Neill és mtsai, 2008).

A cGMP-fiiggetlen szignalizaci6 soran az NO jel érzékelése NO-fiiggd poszttranszlacios
modosulasok révén valdsul meg, melyeknek 3 tipusa ismeretes a ndvényi szervezetben (Astier €s
Lindermayr, 2012) (3. abra). Az S-nitrozilacio a NO reverzibilis reakcioja fehérjék cisztein
aminosavanak tiol (SH) csoportjaval, melynek eredményeképpen S-nitrozotiol (-SNO) csoport
képzddik. A fehérje sejten beliili lokalizacidja és a NO aktualis koncentracioja hatdrozza meg,
hogy mely fehérje szenved nitrozilaciot. Egy fehérjén beliil nem az 0sszes cisztein nitrozilalodik,

ezért ezt a reakciot specifikusnak tekinthetjiilk. Novényekben eddig kb. 100 db S-nitrozilaciora
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hajlamos fehérjét azonositottak (Lindermayr és mtsai, 2005). Egy masik, NO jel érzékelésére
alkalmas poszttranszlaciés modosulés a fehérje tirozin nitracio. A reakcio soran a célfehérje
tirozin aminosavanak orto helyzetli szénatomjara egy nitro csoport (-NO;) kapcsolodik, igy a
fehérje szerkezete és aktivitasa modosul (Schopfer és mtsai, 2003). A legtobb esetben a fehérje
aktivitasa gatlodik, de el6fordulhat aktivitas fokozodas is, vagy olyan eset is, amikor a protein
milkodése nem modosul a nitracido kovetkeztében (Corpas és mtsai, 2013). A fehérjék
nitraciéjat kimutattdk egészséges, kontroll borsé nodvényekben és kiillonbozd biotikus (pl.
penészgomba fertézés) és abiotikus stressznek (pl. sd, vizhidny, hideg) kitett novényekben
egyarant (Corpas és mtsai, 2008; Tanou ¢és mtsai, 2012; Valderrama és mtsai, 2007; Signorelli és

mtsai, 2013).
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3. dbra: A NO és mas RNF altal el6idézett biomolekula modositasi folyamatok, melyek jelatviteli utak, illetve a
nitrozativ stressz komponensei (Hayat és mtsai, 2010). GSH: glutation, GSNO: S-nitrozoglutation, cisz-tiol, cisz-S-
nitrozilalt NO, fehérje S-nitrozilacid, jelatvitel. L-arginin, NOS: nitrogén-monoxid szintaz, NADPH, NR: nitrat
reduktaz, nitrogén-monoxid gyok, O,": szuperoxid gyok anion, ONOO™: peroxinitrit, nitrotirozin, fehérje nitracio,
nitrozativ stressz. ONOOQO™: peroxinitrit, guanin, 8-nitroguanin, NO,: nitrogén-dioxid, nukleinsav nitricio, nitrozativ
stressz. ONOO': peroxinitrit, zsirsav, nitro zsirsav, NO,: nitrogén-dioxid, lipid nitracio, nitrozativ stressz, jelatvitel.
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11.1.6. A NO, mint a novényi stresszvalaszok és fejlodési folyamatok szabalyozoja

A NO kiemelkedd helyet foglal el a ndvénybioldgidban tulajdonsagainak és a névények
novekedésében ¢és fejlodésében betoltott sokrétii szerepének koszonhetéen. Az elmult 4
évtizedben a NO szerepét szamos abiotikus és biotikus stressz soran felismerték. Nagy
koncentracioban a DNS, lipidek és fehérjék karosodasat idézik eld, €s un. nitrozativ stressz
kialakulasahoz vezetnek (Valderrama és mtsai, 2007). Alacsonyabb koncentracioban a NO a
legtobb stressz ellen védd szerepet tolt be, és a sokrétli funkciojara kivalé példa a nehézfém
terhelés. A NO védo funkcidja egyrészt abban nyilvanul meg, hogy hozzéjarul az antioxidansok
aktivitasanak (pl. SOD, APX, KAT, stb.) illetve mennyiségének (pl. GSH) novekedéséhez, és
kozvetleniil is reakcioba 1ép ROF-kal, igy az oxidativ stressz mértékét csokkenti. Ezek mellett
redukélja a fémfelvételt, a sejtfal Osszetételének megvaltoztatasa révén, illetve a transzspirdcid
csoOkkentése nyoman. Tovabba tolerancia-kapcsolt gének (pl. prolin, glutation bioszintézis
gének) kifejezodését is regulalja a fém Kezelt novényekben (Xiong és mtsai, 2010). A NO
biotikus stresszhatasok soran betoltott szerepe igen aktivan tanulmanyozott teriilet. A
kompatibilis gazda-patogén kapcsolatok soran a RNF/NO talsulya nitrozativ stresszhez, és végso
soron a gazdandvény halalahoz vezet (Delledonne és mtsai, 1998). Inkompatibilis kapcsolat
esetén a NO ROF-kal egyiittmiikodve részt vesz a hiperszenzitiv reakcioban (HR), illetve a
szalicilsavval kolcsondsen pozitiv kooperacioban a szisztemikus szerzett rezisztencia

kialakitasaban (Alvarez, 2000).

A novények altal termelt NO egyediil, vagy mas hormonokkal, illetve jelatvivokkel
kozosen részt vesz a sejtdifferenciacio, lignifikacid, gyokér és hajtas fejlodés, viragzas,
szeneszcencia €s apoptozis szabalyozasaban (Planchet és Kaiser, 2006). Szamos korai
tanulmanyban kimutattdk, hogy a esirazas soran a magban képz6d6 NO megszakitja a nyugalmi
allapotot és eldsegiti a csirazasi folyamatot (Giba és mtsai, 1998; Beligni és Lamattina, 2000). A
NO hipokotil- és internodusz megnyulasra gyakorolt hatidsanak vizsgalata soran azt
tapasztaltdk, hogy a NO donorok gatoltdk a novekedést, eldsegitették a  de-etiolacidt és
megnovelték a klorofill tartalmat burgonya, salata és ludfii novényekben (Beligni és Lamattina,
2000). A NO klorofill tartalomra gyakorolt pozitiv hatasabol arra kovetkeztethetiink, hogy

ennek a molekulanak szerepe van a vas homeosztazis szabalyozasaban. A ferritin
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expressziojanak fokozodasat figyelték meg egyes NO donorok hatasara, valamint
megallapitottak, hogy a NO egy esszencialis faktora a vas tobblet altal kivaltott ferritin
indukcionak (Griin és mtsai, 2006). A NO koncentracigjatol fiiggé modon hat a hajtas
fejlodésére, hiszen alacsony koncentracidoban eldsegiti, nagyobb mennyiségben viszont gatolja
azt paradicsom, ludfii, bors6 és salata novényekben (Beligni és Lamattina, 2000; He és mtsai,
2004). A NO a gyokér fejlodési folyamataiban is egy alapvet6 szabalyoz6 faktornak bizonyult,
hiszen részt vesz a fogyokér megnytlasanak, az oldalgyokerek és a gyokérszorok fejlodésének
szabalyozasaban (Pagnussat és mtsai, 2002; Correa-Aragunde és mtsai, 2004; Lombardo és
mtsai, 2006). Ezeken kiviil a jarulékos gyokerek képzOodésének és a gravitropikus novekedési
valasznak is szabalyozdja a NO (Pagnussat és mtsai, 2003; Hu és mtsai, 2005). A fejlédés végso
stadiuma a szeneszcencia, melynek késleltetésében szerepet jatszik a NO. A gyiimolcsérés egy
etilén altal szabalyozott Oregedési folyamat, mely késleltethetd NO kezeléssel, igy a

gyiimolesok/zoldségek sziiretelést koveto eltarthatdosaga fokozhatd (Leshem és Pinchasov, 2000).

I1.2. A nitrogén-monoxid interakcioja hormonokkal a gyokér fejlodése soran

Helyhez kotott élélényként, a ndvényeknek sziikségiik van egy kifinomult jelatviteli
mechanizmusra annak érdekében, hogy alkalmazkodni tudjanak a kdrnyezet valtozasaihoz. Ezen
folyamatban kulcsszerepiik van a fitohormonoknak, melyek egymassal, illetve mas endogén
kémiai anyagokkal, pl. jelatviteli molekulakkal 1épnek interakcioba (Santner és mtsai, 2009). A
gyokér fejlédése kapcsan a NO fitohormonokkal valé kdlesonhatédsa jol szemléltethetd, hiszen ez
az ¢lettani folyamat a hormon- €s a jelatviteli rendszer szoros egylittmiikodését igényli, €s a

szabalyozasban résztvevd hormonok mindegyikével képes a NO reakcioba 1épni (4. abra).

20



Cell elongation

Role of phytohormones in distinct root zones of Arabidopsis

Cell differentiation

Endoreplication

— GA

e

Auin |

I}
1

=
r~

LT
O
@
'9‘
g
g
g
g
=

of stem cells

Asymmetric division Ethylene ‘

Stem cell
maintenance

y
T Awin]

4. abra: A fitohormonok szerepe az Arabidopsis kiilonb6zé gyokér zonaiban (Takatsuka és Umeda, 2014). SCN:
stem cell niche, PM: proximalis merisztéma, TZ: tranzicids zéna, EDZ: elongacios/differenciacios zona, ABS:
abszcizinsav, GA: gibberellin, CK: citokinin, BR: brasszinoszteroid.

A gyokér fejlodését regulald hormonok koziil az auxin, etilén és citokinin vizsgalatara
¢s ezek NO-dal vald kolcsonhatasainak tanulmanyozéasara helyeztem a hangsulyt a munkam
soran. Az auxin a novényi novekedés fo szabalyozojaként kiillonds jelentdséggel bir a gyokér
fejlédési folyamatai soran, mint pl. az oldalgyokér (OGY) inicidcio, a fogyokér (FGY)
megnyulas, a gyokérszor képzddés vagy a gravitropikus gorbiilés (Vanneste és Friml, 2009). A
polaris auxin transzport (PAT) egy szigortian szabalyozott és iranyitott, novény-specifikus
folyamat, mely a gyokérnovekedést lehetévé tevd Gin. auxin gradienst hozza létre (Mravec és
mtsai, 2008). Ez az iranyitott, intercellularis auxin szallitds precizen lokalizalt és szabalyozott
influx és efflux transzporter molekulak révén valosul meg. Az AUX1/LAX az indol-3-ecetsav

(IES) sejtbe torténd felvételéért felelds influx fehérje. A sejtbdl kifelé irdnyuld auxin
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transzportban a szallitbmolekuldk két csoportja vesz részt: PIN-FORMED (PIN) fehérjék és
kiilonb6zé ABC transzporter-szert foszfoglikoproteinek (PGP) (Geisler €s Murphy, 2006).
Néhany korai kdzleményben kimutattak a nitrogén-monoxid jelmolekula részvételét az
elézéekben emlitett, auxin altal szabalyozott gyokérfejlodési folyamatokban (Pagnussat és mtsai,
2002; 2003; Lanteri és mtsai, 2006; Hu és mtsai, 2005; Pii és mtsai, 2007). Példaul kukorica
gyokér szegmenseknél megfigyelték, hogy mind az auxin, mind pedig a NO a gydkércsucs
megnyuldsat idézte eld, vagyis ez esetben a NO donor helyettesitette az auxin funkcidjat
(Gouvéa és mtsai, 1997). Az is bizonyitast nyert, hogy a NO jelenléte sziikséges a gyokér
primordiumok iniciacidjahoz (Kolbert és mtsai, 2008). A NO szint tranziens novekedését
figyelték meg JGY és OGY képzddés soran uborka, paradicsom ¢és ludfii ndvényekben, melyet
az auxin indukalt. Késobb arra is fény deriilt, hogy nemcsak az auxin valtja ki a NO képzddését,
hanem a NO megemelkedett szintje is befolyasolja a gyokércsucs auxin szintjét (Fernandez-
Marcos ¢és mtsai, 2011; Pagnussat és mtsai, 2004; Correa-Aragunde és mtsai, 2006). A NO
gyokfogo, a 2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilhilimidazolin-1-oxil-3-oxid kalium so6 (cPTIO)
alkalmazasaval kivédhetdé volt az auxin-indukalta jarulékos- és oldalgyokér képzodés, a
gyokérszOr képzodés és a gravitropikus valasz, mely a NO jelenlétének sziikségességét jelzi
ezekben a folyamatokban (Terrile és mtsai, 2012). A magas auxin koncentracié atmeneti NO
szint novekedést okoz, ami az auxin TIR1 receptorat S-nitrozilalhatja. Ez a poszttranszlacios
modositas az auxin-fliggd génexpresszid megvaltozasahoz vezet (Terrile és mtsai, 2012). A
legijabb bizonyitékok pedig arra utalnak, hogy jelmolekuldk, mint pl. a NO, képesek
szabalyozni a PAT-ban résztvevd szallitbmolekulak aktivitasat, lokalizacidjat és mennyiségét.
Azonban minddssze egy jelent6s publikacio foglalkozik a NO és a PAT kozotti  kapcsolat
vizsgalataval. Ebben a munkaban a NO-taltermelé nox1/cuel Arabidopsis mutansban jelentésen
gatolt akropetalis auxin transzportot mutattak ki (Fernandez-Marcos és mtsai, 2011). A NO
hidnya esetén (atnoal mutans) a gyokércsucs felé iranyul6 auxin széllitas fokozddott, ami a NO
polaris auxin traszportra gyakorolt negativ hatdsat tamasztja alda. Tovabba csokkent
fluoreszcenciat detektaltak a PIN1:PIN1:GFP konstrukciot hordozé noxl/cuel gydkerekben,
valamint NO-kezelt vad tipusi novényekben. Erdekes modon azonban a PIN2:PIN2:GFP fiizi6
fluoreszcencidjat a megndvelt NO tartalom nem befolyésolta. Ferndndez-Marcos és munkatérsai
(2011) eredményei bizonyitjak a NO akropetalis auxin transzportra gyakorolt specifikus hatasat,

mely a PIN1 fehérje szintjének valtozasan keresztiil érvényesiil.
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A gyokérzet fejlodését befolyasold masik hormon az etilén, egy gazneml messenger. A
fokozott etilén jelatvitel olyan valtozasokat idéz eld, mint a gylimdlcsérés, levelek és viragok
szeneszcencidja vagy a csirandvény harmas valasza (Lin és mitsai, 2009). Arabidopsis
gyokerének nyugalmi centrumaban (QC) az etilén eldsegiti a sejtosztodast, amit az etilén-
taltermeld etol mutans QC sejtjeinek szamfeletti sejtosztodasai bizonyitanak. A CTR1
(CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1) mutans - melyben az etilén jelatvitele folyamatosan
zajlik- szintén mutatja az etol fenotipusat. Ezek alapjan elmondhatd, hogy az etilén olyan
jelatviteli halozatok tagja, melyek a QC mitotikus aktivitdsanak kialakitasaért felelosek a
posztembrionalis gyokérfejlodés soran (Takatsuka és Umeda, 2014). Az etilén a levél, virag és
szeneszcencia késleltetésében vesz részt. A fiatal novények magas NO szintet mutatnak, mely az
oregedés soran fokozatosan csokken, mig az etilén koncentracidja egyre nd, tehat kettejiik kozott
egy antagonista kapcsolat all fenn (Leshem és mtsai, 1998). Ennek egyik bizonyitéka, hogy a NO
képes az etilén emisszidjat csokkenteni szintézisének befolydsolasdval, méghozza az 1-
aminociklopropan karboxilsav oxiddz (ACO) downregulacidja révén, mely az etilén szintézis
utolso Iépését katalizalja (Simontacchi és mtsai, 2013). Emellett a NO csokkenti az ACC szintaz
(1-aminociklopropan karboxil sav) aktivitasat is, és az enzimet S-nitrozilacié révén is
modosithatja. Az etilén bioszintézis prekurzordra, az S-adenozil metioninra (SAM) is negativ
hatassal lehet a NO, csak tigy mint a metilmetionin ciklus enzimeire (pl. metionin szintaz-MET,
metionin adenozil transzferaz-MAT), melyek aktivitasa felelds a homociszteinaz, a metionin és a
SAM képzddéséért. Ezen elemek is S-nitrozilalodhatnak. Az etilén szintézise tehat bizonyitottan

erdteljesen NO-szabalyozott (Freschi, 2013).

A citokininek (CK) szintén létfontossagu szerepet toltenek be a gyokér struktura
kialakitasaban és novekedésében, bar az auxinnal ellentétben, negativan befolyédsoljak azt
(Kuderova és mtsai, 2008). A de novo szintézis, katabolizmus, influx és efflux, tovabba a
konjugatumok képzddése és lebomldsa a CK bioldgiai aktivitdsanak fontos regulator folyamatai.
A citokinineknek négy tipusat kiilonboztetik meg novényekben: ezek a transz-zeatin (tZ), N6-
adenin (iP), cisz-zeatin (cZ) és a dehidrozeatin (DZ) (Mok és Mok, 2001). Arabidopsis-ban a
citokinin jelatviteli mechanizmusa kiilonb6zd stressz- ¢€s tapanyag valaszokat medidl pl.
ozmotikus stressz, nitrat érzékelés és asszimilacio, szulfat és foszfat asszimilacié vagy vas

felvétel kapcsan (Werner és Schmiilling, 2009).
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A CK bioszintézis (5. abra) kezdd 1épéseit az adenozin foszfat-izopentiltranszferaz (IPT)
katalizalja, dimetilallil-difoszfatot (DMAPP) és adenozin-5’-difoszfatot (ADP) vagy adenozin-5’
-trifoszfatot (ATP) felhasznalva. A reakcid soran iP-ribozidok keletkeznek, melyek tZ-
ribozidokkd val6 atalakitasat a citokrom P450 mono-oxigenaz (CYP735A1, CYP735A2) végzi
(Takei és mtsai, 2004b). Az iP-, tZ-, és cZ-ribozid 5’-monofoszfat aktiv formava torténd
atalakitasa két itvonalon mehet végbe. Az egyik utvonalon a LOG gén (lonely guy) aktivalasaval
citokinin ribozid 5’-monofoszfatdzt a citokinin nukleozid 5’-monofoszfat foszforibohidrolaz
konvertélja at citokininné (Kurakawa és mtsai, 2007). Egy masik utvonalon a ribotidok ribozidda
defoszforilalodnak, majd CK-né alakulnak (Chen és Kristopeit, 1981a, 1981b), azonban a
folyamatban résztvevd géneket még nem azonositottak. A CK-ek inaktivacidja konjugacio vagy
a citokinin oxiddz/dehidrogenaz (CKX) 4altal katalizalt degradacid révén valosulhat meg
(Galuszka és mtsai, 2001; Schmiilling és mtsai, 2003). Ezen degradaciés ttvonalaknak fontos
szereplik van a CK aktivitasanak szabalyozasaban (Werner és mtsai, 2001; 2003; Ashikari és
mtsai, 2005). A CKX enzimek a CK-t oxidativ oldallanc hasitassal degradaljak. Arabidopsis-ban
eddig 7 CKX gént azonositottak, melyek megvaltozott expresszidja ndvekedésbeli valtozast
okoz. Mindez arra utal, hogy a CK-eknek fontos szabalyozd szerepe van a sejtciklusban,
befolyasolva a sejtképzés sebességét és a sejtdifferenciaciot a merisztémakban és a képzddo

szervekben (Werner és mtsai, 2001).
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5. abra: A citokinin metabolizmusanak és szignalizacidjanak sematikus modellje (Werner és Schmiilling, 2009):
citokrom P450 mono-oxigenaz (CYP735A1, CYP735A2), IPT: izopentenil-transzferaz, tRNS-IPT, CKX: citokinin
oxidaz/dehidrogenaz, LOG: lonely guy, UGT: glikozil-transzferaz, AHK: Arabidopsis hisztidin kinaz, AHP:
Arabidopsis hisztidin foszfotranszfer protein, ARR: Arabidopsis valasz regulator (A- és B-tipust), effektor
proteinek, citokinin jelatvitel.

Arabidopsis-ban a CK jel érzékelését és jelatvitelét (5. abra) egy kétkomponensi
szabalyoz6 rendszer végzi (two-component signalling pathway; TCS). A CK jelatvitelével
kapcsolatos ismeretek megszerzését az Arabidopsis CK receptorok (Arabidopsis hisztidin
kinazok; AHKs: CRE1/AHK4, AHK?2 és AHK3), a downstream transzmitterek (Arabidopsis
hisztidin foszfotranszfer proteinek; AHPs) és az Arabidopsis valasz regulatorok (A- vagy B-
tipusu ARR-0k; Arabidopsis response regulators) felfedezése tette lehetdvé (5. abra). Az AHK2
¢s AHK3 CK receptor gének jelen vannak a fobb szervekben, bar a CRE1/AHK4 jobbéra csak a
gyokérben fejezOdik ki, de valamennyi receptor génre igaz, hogy a fejléddés kiilonbozo

szakaszaiban eltér az expresszidjuk. (Heyl és Schmiilling, 2003).
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A régi hipotézissel ellentétben, mely szerint a CK-ek csak a gyokérben szintetizalodnak
¢s xilém transzporttal keriilnek fel a hajtasba, az 0j kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy a
CK-ek nemcsak a gyokérben, hanem a ndvény kiillonbozd szerveiben is képzddhetnek. Habar
Arabidopsis-ban az IPT gének szamos szervben expresszalodnak — pl. levelekben, szarban,
viragokban, gyokerekben (Miyawaki ¢s mtsai, 2004; Takei és mtsai, 2004a), addig a CYP735A
gének foként a gyokerekben fejezédnek ki (Takei és mtsai, 2004b).

A CK-ek mobilis hormonok, ezért valosziniileg 1étezik egy olyan export-import rendszer,
ami a plazmamembranon keresztiili szallitasat végzi (Cedzich és mtsai, 2008). Jelenleg két
transzportercsaladrol feltételezik, hogy részt vesz a hormon szallitdsaban: a purin permeaz
(PUP), és az equilibrativ nukleozid (ENT) transzportercsalad. A citokininek hossza tava
transzlokacidja xilém ¢és floém elemeken keresztiil valésulhat meg. A xilémnedvben foként a
citokinin tZR forméja, még a floém elemekben a legfobb iP-tipusu citokininek, az iPR-ek és iP-
ribotidok fordulnak eld. A citokininek xilém elemeken keresztiili transzportjat kdrnyezeti és
endogén szignalok egyarant befolyasoljak. Arpaban (Samuelson és mtsai, 1992) és kukoricaban
(Takei és mtsai, 2001) is megfigyelték, hogy a nitrat ellatottsag jelentésen megnovelte a xilém

nedv tZ tartalmat, mely arra utal, hogy a tZ messengerként részt vesz a nitrat érzékelése soran.

A CK-ek a hajtasban és a kalluszban eldsegitik a sejtosztddast, amiért harom D3-tipusu
ciklin felelés: a CYCD3;1, a CYCD3;2 és a CYCD3;3. A legfébb célpontja a CK-eknek ezek
koziil a CYCD3;1, mely indukalédik CK hatasara és kallusz képzodését idézi elé Arabidopsis
levélen kiilsé citokinin kezelés nélkiil. Gydkérben a citokininek elsddlegesen a TZ sejtjeinek
differencidlodasat segitik eld, viszont drasztikusan csokkentik a sejtosztodasi ratat a
merisztematikus zonaban (loio és mtsai, 2007). Valosziniileg az AHK-ok és B-tipusi ARR-0k

szabalyozzék a CK jelatvitelét a proximalis merisztémaban (Takatsuka és Umeda, 2014).

Az utobbi években egyre tobb tanulmany igazolja a CK és a NO kozotti komplex és tobb
szinten miikodo kapcesolatot. Novényfajtol és élettani valaszoktol fiiggden mind szinergista, mind
antagonista interakciok is megfigyelhetdk (Freschi, 2013). Az elsé megfigyelés, mely szerint a
NO-nak szerepe van a CK szignalizacidjaban Amaranthus caudatus novények betalain
termelését vizsgald kisérletbdl szarmazik. Nem csak a citokinin, hanem a NO donorok is

crer

regulatornak bizonyult (Scherer és Holk, 2000). Pozitiv kapcsolat all fenn a CK és a NO kozott a
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levél szeneszcencia szabalyozdsaban, a fotoszintézisben, a programozott sejthalalban, a
differenciacioban ¢és a sejtosztédasban (Mishina ¢és mtsai, 2007; Carimi és mtsai, 2005; Shen és
mtsai, 2012). Ez utébbi folyamatban a NO hianya a CYCD?3;1 transzkripcios gatlasahoz vezetett,
amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a NO a CK jelatvitel downstream elemeként a CYCD3;1
aktivacidjan keresztiil hat a sejtciklusra (Shen ¢és mtsai, 2012). Ezekkel ellentétben a két
molekula kozotti antagonista kapcsolatot figyeltek meg modositott CK szintet tartalmazéd dohany
névényekben (Wilhelmova és mtsai, 2006). A kozelmultban bizonyitast nyert, hogy néhany CK
tipus, mint példaul a zeatin, reakcidba tud 1épni NO-dal vagy annak szarmazékaval, pl. a ONOO’
-tel, és az interakcid sordn inaktiv citokinin szarmazékok keletkeznek. A CK adenin csoportjanak
nitracidja altal a NO endogén szintje csokken, tehat a CK-eknek védo szerepe lehet a nitrozativ
stresszel szemben (Liu és mtsai, 2013) (6. abra). Ezenfeliil a NO negativ hatdssal lehet a
citokinin jelatvitelre is az AHP1 S-nitrozilaciojaval, amely kulcseleme a citokinin
szignaltranszdukcio tobblépcsds foszforilacids mechanizmusanak (Feng €és mtsai, 2013). Habéar
szamos tanulmany igazolta, hogy az exogén CK kezelés koncentraciofiiggd modon NO
produkcidt eredményez sejtkultarakban és csirandvényekben (Tun és mtsai, 2001, 2008; Carimi
¢s mtsai, 2005; Shen és mtsai, 2012), ellentétes eredmények is megjelentek mutans vagy
transzgenikus novényekrdl, melyek modositott CK tartalommal rendelkeztek vagy kiilsé CK

kezelést kaptak (Xiao-Ping és Xi-Gui, 2006; Romanov és mtsai, 2008; Liu és mtsai, 2013).
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6. abra: NO-CK kozotti interakciok sematikus abraja (Freschi, 2013). Citokininek, ONOO™ peroxinitrit, NO:
nitrogén-monoxid, O,”: szuperoxid gyok anion, inaktiv citokinin szarmazékok, ciotokinin receptorok, AHP1:
Arabidopsis hisztidin foszfotranszfer protein 1, BARRs: B-tipusti Arabidopsis valasz regulatorok, A-ARRs: A-
tipust Arabidopsis valasz regulatorok, egyéb citokinin valaszgének.

I1.3. A jelatviteli molekulak és hormonok kapcsolata a szelén stressz indukalt
morfogenetikai valaszban

Stresszhelyzetben a jelatvivé molekulak (pl. NO) és fitohormonok (pl. citokininek)
kolesonhatasai szamos novekedést gatld vagy aktivalo reakciot idéznek eld, és képesek stressz
indukalt morfogenetikai valaszok (SIMV) kialakitdsdra a novény jobb tulélése érdekében. Ez a
stratégia megfelel az allatoknal leirt ’fight-or-flight’ jelenségnek, de mivel a novények helyhez

kotottek novekedésiik Gjraprogramozasa jelenti a *flight’ valaszt (Potters és mtsai, 2007; 2009).

A SIMYV abiotikus stressz sordn tipikus gyokér fenotipust alakit ki: a gyokér elongacidja
gatlodik, ezaltal a gyokér rovidiil, a gyokérszorok kozelebb jelennek meg a csiucshoz és tobb

oldalgyokér képzddik (7. abra A) (Potters és mtsai, 2007). Peté és mtsai (2011) pl. réz
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kezelésnek Kkitett Arabidopsis novényekben figyelték meg ezeket a morfologiai valtozasokat. A
réz hatasan kiviil az 6lom, a cink, ¢s a kadmium kolibrifa fajokban, a krom tobblete pedig
buzaban okozta a morfogenetikai valasz megjelentését (Hasnain és Sabri, 1997; Yang és mtsai,

2004).

A SIMV kialakulasanak legf6bb hattér mechanizmusaként elséként a fitohormonok,
legfoképp az auxin szintjében €s eloszlasdban bekovetkezo valtozasokat azonositottak (Potters €s
mtsai, 2007) (7. abra B). A stresszhatisok az auxin homeosztizisanak tobb folyamatat is
¢rinthetik. Hatdssal lehetnek az auxin eloszldsdra a transzportjanak (pl. a PIN gének
expresszidjanak vagy az apoplasztikus pH-nak) a megvaltoztatasa révén, vagy a stabilitasara az
auxint bont6 peroxidazok aktivitasanak szabalyozasa révén (Reinhardt és mtsai, 2003; Casimiro
¢s mtsai, 2003). Az auxin mellett az etilén SIMV-ban val6 részvételének lehetdsége is felmeriilt,
hiszen e hormon képzddése megfigyelheté szamos stressz sordn (pl. hé, 6zon, szarazsag)
(Larkindale ¢és Knight, 2002; Rao ¢és mtsai, 2002). Az etilén a legtobb fejlodési folyamatot
gatolja, és feltételezhetd, hogy nem kozvetleniil, hanem a szervek auxin érzékenységének

befolyasolasa révén szerepel a SIMV kialakitasaban (Potters és mtsai, 2009).

A legtobb stresszfaktor hatdsara a reaktiv oxigénformak szintje megemelkedik, ami maga
utan vonja a ROF kiolté antioxidans rendszer és a ROF jelatvitel aktivalodasat is, melyeknek
nagy szerepe van a stressz tolerancidban (7. dbra B). Hidrogén-peroxiddal és parakvattal torténd
kezelés hatasara is kimutathato volt a SIMV fenotipus Arabidopsis gyokerében, igy feltételezték
a ROF-k szerepét a stressz-indukalt novekedési valaszok jelatvitelében (Pasternak és mtsai,
2005). A vad tipusnal alacsonyabb aszkorbat tartalmu vic2 mutans tobb oldalgyokérrel
rendelkezik, ami szintén alatdmasztja a ROF-ok szerepét a morfoldgiai valaszokban (Olmos és
mtsai, 2006).
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7. abra: Stressz-indukalt morfogenetikai valasz (SIMV) sematikus abraja: a gyokér megnyulas gatlasa, blokkolt
sejtosztodas a fogydkér csucsaban és fokozott oldalgydkér képzddés (A), és a fobb szabalyozo interakciok a SIMV
kontrollalasaban (B) (Potters és mtsai, 2007).

A ROF-k legfébb képviseléje a Hy0,, ami a NO-hoz hasonldéan multifunkcionalis
jelmolekulanak tekinthetd, hiszen Onmagaban ¢€és mas szignalizacios, illetve hormonalis
szabalyzokkal kolcsonosen fejti ki hatasat. Féléletideje 1 ms, eliminaldsa a rendszerbdl nagyon
gyorsan végbemegy (Bhattacharjee, 2012). A hidrogén-peroxid altal kivaltott valaszok fiiggnek a
H,0; szintézisének és a jel érzékelésének helyétdl. A H,O, a NO-dal egyidében képzddik stressz

esetén, eldbbi az oxidativ, utdbbi a nitrozativ jelatviteli utat képviselve.

A HyO, altal katalizalt jelatvitel Ca2+-fﬁgg6nek bizonyult. Oxidativ stressz sordn a
citoszolikus Ca?" koncentraci6 megnd, ami H,O,-indukalta Ca®" influxon keresztiili sztéma
zarddast hajt végre. A NADPH oxidaz, mint a H,O, enzimatikus forrasa, szintén tartalmaz egy
Ca?*-kotd domént. A kalmodulin szintén mutatja a Ca2+-ﬁigg6 H,0, jelatviteli valaszokat. Az
események lancolatanak elsé 1épése a citoszolikus Ca®" koncentracié emelkedése, ami Ca?'-
fliggd protein kindzok és foszfatdzok eredményeként jon létre. Ezutdn a MAPK kaszkad
aktivalodasa kovetkezik be treonin és tirozin szarmazeékok foszforilacidja révén, végiil
transzkripcids faktorok aktivitdsdn és génexpresszios valtozasokon keresztiil befejezddik a
jelatviteli folyamat. A MAPK kaszkdd overexpresszidja fokozott toleranciaval parosult
kiilonbozo stresszek soran (pl. hd sokk, fagyas vagy so stressz). Valoszinlinek tartjak, hogy a

H,0, cisztein szarmazékokat érintd oxidacioja és a NO S-nitrozilacios reakcidja direkt modon
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hat a transzkripcios faktorokra, de mindkét molekula tud MAPK aktivaciét is kivaltani, igy

génexpresszios valtozasokat eldidézve (Neill €s mtsai, 2003).

A hidrogén-peroxid altal katalizalt jelatvitel egyik példajaként emlithetjik a PCD
kivaltasaban betoltott szerepét a hiperszenzitiv reakcid soran. Tovabba a védekezési valaszban
glutation S-transzferazok (GST-ok) és glutation peroxidazok (GPX-ok) génexpresszidjat
aszkorbat peroxiddzon keresztiil, kihatva igy az aszkorbat-glutation ciklusra. A sztoma
zarddasakor az ABS jelatviteléhez kapcsolodik, hiszen az ABS indukélja a H,O, képzdodését,
mely indukalja a sztoéma zarasat. H,O, gatldészerrel meg lehet akadalyozni az ABS-indukalta

sztoma zarddast (Neill és mtsai, 2003).

11.3.1. A szelén, mint kdrnyezeti stresszfaktor

A szelén (Se) egy metalloid, azaz nemfémes elem. A természetben szervetlen forméaban
fordul el6, kémiai tulajdonséagai a kénhez hasonléak. Habar természetes (pl. vulkéni tevékenység,
volatilizacid) és mesterséges forrasok (pl. fosszilis tliizeldanyagok, mezdgazdasagi tevékenység,
szennyviz) is befolyasoljadk a kornyezet szelén tartalmat, hosszabb tdvon a talaj tipusa a
meghataroz6 (Broadley és mtsai, 2006; Johnson ¢s mtsai, 2010). Az agyagos talajok altaldban
nagy koncentracioban tartalmazzak, amely az 6nt6zés hatasara konnyen kimosodik a talajbol és a
felszini vizekbe kertiil. Ezen teriileteken a szelén mennyisége iddvel az €16 szervezetek szamara
toxikus szintet érhet el (Ohlendorf, 1986). Esszencialis mikroelem az allati szervezet szamara,
igy a kornyezeti hatasait, valamint a taplaléklancba valo bekeriilését €s az ott betdltott szerepét
egyre tobben kutatjak (Zhu, 2009). Koncentracioja a talajban altalaban 0,1-2,0 mg kg™ kozott
valtozik, de amig a szelénben gazdag teriileteken ez az érték nem ritkan az 1000 mg kg™-ot is
meghaladja, addig a szelénben szegény talajok esetében ez kevesebb, mint 0,04 mg kg™ is lehet
(Fordyce, 2005). Redox szenzitiv elemként a szelén a kérnyezet pH-jatol és elektronaktivitastol
fliggden 4 oxidacios allapotban lehet jelen a talajban. Jol oxidalt, lugos pH-ju talajokban szelenat
(Se04%), mig savas, semleges pH-jii kornyezetben foként szelenit (SeO3?) fordul el6 nagyobb
mennyiségben. Erdsen redukalt talajokban pedig mar a szelenid (Se”) valik dominans formava

(Zhu, 2009).
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A novények szelén felvételét nagymértékben befolyasolja az, hogy milyen oxidacios
allapoti a mikroelem, illetve az milyen kémiai tulajdonsagokkal rendelkezik. Ezen kiviil a
felvehetdséget meghatarozza még a szelén talajoldatban 1év0é koncentracidja, a talaj redox
allapota, a rizoszféra pH-ja, valamint kompetitor anionok, pl. szulfat vagy foszfat jelenléte is
(Dhillon és Dhillon, 2003; Dhillon és mtsai, 2008). A névények a szelenatot nagy affinitast
szulfat transzportereken keresztiil veszik fel. Az AtSULTR1;2 gén kodolja az egyik ilyen nagy
affinitdsu szulfat transzportert, mely a gyokér kortexben, cstcsban és az oldalgydkerekben
fejezodik ki. A szelenit viszont valdszinlileg foszfat transzporterek segitségével keriil a
gyokérbe, mert szulfat jelenlétében sem paradicsom, sem pedig rizs névényekben nem
tapasztaltak felvételt, illetve a kén (S) megvonasnak sem volt hatasa a szelenit felvételére (Li és
mtsai, 2008). A szelenat kémiailag nagyon hasonlit a szulfathoz, gyengén kotott és viszonylag
mobilis elem a talajban (Alemi és mtsai, 1988). Ezen tulajdonsaga miatt kompeticioban all a
szulfattal, mivel felvétel soran mindkét anion ugyanazt a transzportrendszert hasznalja. Mivel a
szulfat és a foszfat is a gyokérsejtek plazmamembranjan 4t transzportalodik az elektrokémiai
gradiensiikkel szemben, feltehetdleg a szelenatra €s szelenitre is igaz ez (Li és mtsai, 2008).
Kisérleti eredmények szerint, melyek Se-t nem-akkumulalo és —akkumulald Astragalus fajokon
torténtek, a szelenit felvétele lassabb folyamat, mint a szelenaté (Zayed és mtsai, 1998). A
novények altal felvett szelenat és szelenit a S-asszimildcids Utvonalon keresztiil kiilonb6zd
szelén vegyiiletekké alakul. Az oxidalt formak eldszor szeleniddé alakulnak. A szelenid O-
acetilszerinnel (OAS) egyesiilve szelenociszteinné (SeCys) modosul, mely késébb tovabb
alakulhat szelenometioninna (SeMet) (8. abra). A gydkérsejtekbe transzportalt szelenat és
szelenit a xilém elemeken keresztiil a hajtasba szallitodik. Amig a ndvények viszonylag nagy
mennyiségl szelenatot halmoznak fel a levelekben, addig a szelenitbdl joval kevesebb szallitodik
a felsébb szervekbe. Ennek az a legfobb oka, hogy a szelenit miutan bekeriilt a novénybe,
azonnal atalakul a szelén szerves forméjava, szelenometioninni, ami altaldban a gyokérben
marad (Cakir és mtsai, 2012). HPLC-ICP-MS modszerrel azonositottak a Se szerves formait és
SeMet-t, SeOMet-t és MeSeCys-t talaltak, valamint a gyokérben és xilémben egy eddig még
azonositatlan format (Li és mtsai, 2008). Az, hogy a szelenit asszimilacidja nagyon gyorsan, mig
a szelenaté nagyon lassan torténik, azt jelenti, hogy a szelenat szelenitté torténd redukcidja egy

korlatozo 1épés a szelenat metabolizmusaban (Sors és mtsai, 2005).
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8. abra: A szelén metabolizmusa névényekben: APSe (adenozin-foszfo-szelenat), OAS (O-acetilszerin), OPH (O-
foszfohomoszerin), SeCys (szelenocisztein), SeMet (szelenometionin), DMSe (dimetilszelenid), DMDSe
(dimetildiszelenid) (Cakir és mtsai, 2012).

A szelénnek emberi és allati szervezetben, baktériumokban, valamint néhany zo6ld
algdban betoltott szerepe ma mar jol ismert, de ez iddig nincs meggy6zd bizonyiték a
szelenoproteinek magasabb rendii novényekben valo 1étét illetéen (Van Hoewyk, 2013).
Mindamellett szdmos ndvény fajban - koztiik hiperakkumulald és szelént nem akkumulélok
kozott is- Kimutattak a szelén jotékony hatasat a névekedésre. Ez valoszintileg annak kdszonheto,
hogy a szelén megnoveli a ndvény antioxidans kapacitasat, vagy a szelenotermékek antioxidans
kapacitasan vagy a novényi antioxidansok indukcidjan keresztiil (Hartikainen, 2005). Bizonyos
koncentraci6 felett a szelén nemcsak az allati, de a ndvényi szervezetre is képes kifejteni toxikus
hatasat, mely fOként a szelén kénhez vald kémiai hasonlosagan alapszik (Minorsky, 2003). A S-
asszimilacio soran képzddott SeCys és SeMet, a proteineket felépitd cisztein illetve metionin
helyére képesek beépiilni. A SeCys ebbdl a szempontbol veszélyesebb, mivel a cisztein tiol
oldallanca kiilondsen fontos szerepet jatszik a fehérje megfeleld mitkodésében, igy beépiilésével

funkcidjukat gyengén ellato proteinek keletkeznek (Barillas és mtsai, 2011).
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A novények kozott az alapjan, hogy mennyire képesek toleralni a szelén jelenlétét,
megkiilonboztetiink elsddleges szelén akkumuldlokat (hiperakkumulalok) (>1,000/kg SZT),
masodlagos akkumulalokat (1001000 mg/kg SZT), valamint szelént nem akkumulalokat (<100
mg/kg SZT) (Zhang és mtsai, 2007). A hiperakkumulalé novények toleranciaja azon alapszik,
hogy képesek intracellularisan elkiiloniteni a SeCys-t és SeMet-t a fehérjeszintézistdl és nem-
proteinépitd aminosavak szintézisében felhasznalni. Ezen folyamat egyik kulcsenzime a
szelenocisztein metiltranszferaz (SMT), amely a SeCys metil-szelenociszteinné (MeSeCys) valod
atalakulasat katalizalja (Cakir és mtsai, 2012). Mivel a MeSeCys nem képes beépiilni fehérjékbe,
a szelén ilyen formaban valo taroldsa fontos eleme a ndvények tolerancidjanak (Barillas és mtsai,
2011). A hiperakkumulalé és nem akkumuldlé novények egyarant képesek a felvett Se
gaznemiivé torténd atalakitasara, volatilizaciojara. Amig a hiperakkumulaldé novények a
MeSeCys-t képesek volatilizalhatd dimetildiszeleniddé (DMDSe) alakitani, addig a nem
akkkumuléalok a SeMet-t dimetilszeleniddé (DMSe) transzformalva képesek a Se volatilizalasara

(Terry és mtsai, 2000).

I1.3.2. A szelén, mint limitalo faktor a taplalkozasban

A Se az ¢l6 kornyezetben mindenhol jelenlévd elem, azonban foldrajzi régionként valo
eloszlasa nem egységes. Amig a Fold bizonyos teriiletein pl. Kinaban alacsony, addig mas

orszagokban pl. USA-ban, Kanadaban magasabb a talaj szelén koncentracidja (Minorsky, 2003).

Bar az €16 szervezetben kis mennyiségben fordul eld, mégis sokrétii biologiai hatést
kozvetit. Legfontosabb szerepe antioxidans tulajdonsagabdl adodik, mivel csak szelén
jelenlétében aktivak az olyan redox reakciokban résztvevd enzimek, mint a glutation peroxidaz
vagy a format dehidrogenaz. Emellett a Se terdpias mennyiségben adagolva csokkenti a rdkos
betegségek kialakuldsdnak kockéazatat. EmlOs szervezetekben végzett vizsgalatok kimutattdk,
hogy a Se egyik szerves formaja, a metilszelenocisztein (MeSeCys) képes megeldzdleg hatni a
mellrdk kialakulasaban (Ip és Ganther, 1992; Lu és mtsai, 1996; Ip és mtsai, 2000; Finley ¢és
Davis, 2001; Medina ¢s mtsai, 2001; McKenzie és mtsai, 2009). Habar a mikroelem rakellenes
aktivitdsa mogott meghtizodod pontos mechanizmus még nem ismert, a kutatok gy vélik a Se

képes befolyasolni a sejtciklust, ezaltal képes indukalni az apoptdzist a rakos sejtekben (Wang €s
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mtsai, 2002). A Se rakellenes hatasa mellett pozitivan hat a termékenységre, virusos fert6zések
ellen, erGsiti az immunitast, védi a szivet és a diabétesz kialakulasanak megel6zésében is
jotékony (Rayman, 2000). A Se hianya és tiladagoldsa mind olyan problémak, amelyek a vilag
szinte minden tajan megfigyelhetéek. Megfelelden taplalt egyéneknél ritkan jelentkezik
szelénhiany, azonban a Fold olyan teriiletein melyek szelénben szegények bizonyos betegségek
pl. a szivfunkciok zavarat okozo Keshan kor, igen nagy szamban fordulnak eld. Ha viszont révid
id6é alatt nagy mennyiségli Se bevitele torténik, akkor az hdnyassal és hasmenéssel jarod

szelenozis kialakulasahoz vezethet (Goldhaber, 2003).

I1.3.3. A biofortifikacio lehetésége

Az allati és emberi szervezet szamara nélkiilozhetetlen a makro- és mikroelemek,
valamint nyomelemek és vitaminok megfeleld szintli ellatottsaga. A makroelemek kozé tartozik
a foszfor (P), klor (Cl), kalcium (Ca), kdlium (K), magnézium (Mg) és natrium (Na). A
mikroelemek koz¢ tartozik a cink (Zn), fluor (F), jod (I), kobalt (Co), krém (Cr), mangan (Mn),
molibdén (Mo), réz (Cu), szelén (Se) és vas (Fe). Habar ezek a vegyiiletek csak nyomelemnyi
mennyiségben sziikségesek, az emberi szervezetnek tobb mint 49 tapelemre van sziiksége az
optimalis miikddéshez, melyek hidnya tigynevezett mindségi ¢hezéshez vezet (Welch és Graham,
2004). A mindségi ¢hezés tiinetei kozott szerepelnek tobbek kozott a termékenység csokkenése,
sziiletési rendellenességek, abnormalis ndvekedés, az immunrendszer alulmiikddése, vaksag, az
agyi aktivitds csokkenése, mely tiinetek a haszonallatok korében is éppugy megjelenhetnek, igy

gazdasagilag is jelentds karokat okoznak (Rayman, 2000).

A modern mezdgazdasag egyik f6 feladata ezen tdpanyagok bejuttatasa a tdplaléklancba a
novények segitségével, illetve ezzel parhuzamosan a mérgez6 vegyiiletek pl. nehézfémek, vagy
egyéb antinutriens anyagok kizarasa a taplaléklancbol, melyek toxikus hatdst fejthetnek ki a
fogyasztoi szervezetre. Leggyakrabban Fe, Zn, Ca, Mg, Cu, I vagy Se hidny alakul ki mind az
allati, mind pedig az emberi szervezetben. A 2000-es évek elején hozzavetdlegesen a Fold
népességének 60%-a vashidnyos, tobb mint 30%-a cinkhidnyos, és 15%-a szelén hidnyos volt

(White és Broadley, 2005). Mivel a Fold népessége rohamosan novekszik és a helytelen,
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mennyiségre ki¢lezett taplalkozas valik hétkdznapiva, a mindségileg alultaplaltak szama egyre

inkabb novekszik.

Ha a tapelemek a talajban nem taldlhatdak meg elegendd mennyiségben vagy nem a
ndvények szamara felvehetd formdban, akkor ezek a magasabbrendii fogyasztokhoz nem jutnak
el. Szelént példaul nagyobb mennyiségben egyediil a brazil di6 és a vese tartalmaz, melyeket
nem fogyasztunk minden nap (Rayman, 2000), igy sziikséges lenne egyéb taplaléklancba vald
bejutasi pontot szolgaltatni. Ennek a problémanak a megolddsara szolgalnak a biofortifikacids
eljarasok. A genetikai biofortifikacié azt jelenti, hogy genetikai tervezés kapcsan a novényfajok
toleranciaja javithato, igy azok ellenallobakka valnak, illetve elérhetd, hogy egy bizonyos elemet
megndvekedett mennyiségben akkumuléljanak (Broadley és mtsai, 2006). Erre szelén esetében -
a kénnel szembeni nagyfokii hasonlosaga miatt- a S/Se metabolizmus enzimeinek
overexpresszidjaban latjak a megoldast a kutatok (Zhang €és mtsai, 2007). Az un. mezdgazdasagi
biofortifikdcié soran tragyazassal emelik az esszencidlis elem mennyiségét a nodvény
fogyaszthatd részeiben ugy, hogy az biologiailag elérheté legyen a ndvény és a fogyaszto
szamara is. A mezb6gazdasagi biofortifikaciora a legkorabbi jol ismert példa Finnorszag, ahol mar

az 1980-as évek kozepétdl alkalmazzak ezt a fajta eljarast (Li és mtsai, 2008).

36



I1l. Célkitiizés

Munkdénk soran célul tiiztiikk ki, hogy megvizsgaljuk a szelén kezelés milyen hormonalis és
jelatviteli folyamatok indukalasa altal eredményezi a bekovetkezd morfogenetikai valaszokat
(SIMV) ludfiiben, illetve az e mogott huzodod hattérmechanizmusok feltérképezését. Tovabbi
célunk volt, hogy a ludfti (Arabidopsis thaliana L.) mint modellnévény mellett, a szelénnel
torténd biofortifikacid lehetdségét is megvizsgaljuk egy egyszerli konyhakerti ndvény, a borséd
(Pisum sativum L. Petit provencal) segitségével, hiszen a minéségi ¢hezés komoly egészségiigyi

¢s gazdasagi karokat okoz a szelén hidnyos teriileteken.
Kutatasaink soran a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Hogyan hatnak az alkalmazott szelén koncentraciok a ludfii modellnévények
novekedésére, és kialakul-e morfogenetikai valasz szelén stressz sordn?

2. Milyen valtozasokat idéz eld a szelén kezelés a hormonalis rendszerben?

3. Milyen valtozasokat idéz el6 a szelén terhelés a fejlddést szabalyozo jelmolekulak (a
nitrogén-monoxid ¢és a hidrogén-peroxid) szintjében az Arabidopsis novények
gyokérzetében?

4. Milyen interakciok allnak fenn a fejlddést szabalyozo hormonalis és jelatviteli rendszer
kozott szelén kitettség soran?

5. Milyen hosszu tava hatasa van a szelén kezelésnek a borsé novények fejlodésére és a
terméshozasra?

6. Az altalunk alkalmazott modszer alkalmas lenne-e biofortifikacios eljarasként a szelén

dusitasara bors6 ndvényekben?
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IV. Anyagok és modszerek

IV.1. Arabidopsis thaliana L. névényen végzett kisérletek

IV.1.1. Novényi anyag és nevelési koriilmények

Kisérleteinket 2, 4, 7 és 14 napos (DAG2/DAG4/DAG7/DAG14; days after germination;
napok szama csirazas utan) ludfii (Arabidopsis thaliana L.) novényekkel végeztiik. A novekedési
periddust egy 4 napos csirazasi idoszak el6zte meg. A vad tipus (Col-0) mellett felhasznaltuk a
nialnia2 dupla mutanst, ami csupan 1% nitrat reduktaz aktivitassal rendelkezik a vad tipushoz
képest (Wilkinson ¢és Crawford, 1993), az S-nitrozoglutation reduktaz (GSNOR)-deficiens
gsnorl-3 mutanst (Feechan és mtsai, 2005), valamint a B-gliikkuronidaz (GUS) transzgenikus
vonalakat a hormon statusz vizsgélatdhoz (az auxin-indukdlhaté DRS5::GUS, Ulmasov és mtsai,
1997, a citokinin-indukalhato ARR5::GUS (D’Agostino és mtsai, 2000) és az etilén szintet jelzo
ACS8::GUS/GFP (Tsuchisaka és Theologis, 2004). Kisérleteket végeztiink tovabba harom
kiilonboz6 AtCKX::GUS (AtCKX4, AtCKX5, AtCKX6) ndvényvonallal is, melyekben a citokinin
oxidaz gének promoterét a GUS riportergénekkel fuzionaltattak (Werner és mtsai, 2003, 2010).
Tanulmanyoztuk az izopentenil transzferaz enzim génjét talexpresszalo ipt-161 mutans vonalat is
(AT1G25410.1, N117), mely a vad tipushoz képest megnovelt zeatin és zeatin ribozid
tartalommal bir (van der Graaff és mtsai, 2001). A citokinin oxid4zt overexpresszald 35S:CKX2
ludfii a vad tipushoz képest kb. 40%-kal csokkent zeatin tartalommal rendelkezik (Werner és
mtsai, 2003). Ezek mellett kisérleteink soran felhaszndlasra kertiilt az auxin-rezisztens és hianyos
aux1-7 (AT2G38120, N16704; Maher és Martindale, 1980), az etilén-hianyos hookless (hlsl1-1,
AT4G37580, N3073; Guzman és Ecker, 1990) és az etrl-1 Arabidopsis, mely az etilén
jelatvitelében hibas (AT1G66340, N237; Chang és mtsai, 1993). A modositott aszkorbinsav
(Asa) tartalommal rendelkez6 vonalak koziil a vtc2-1 (25-30%-0s Asa tartalom, Conklin és
mtsai, 2000) és a miox4 (2-3-szoros Asa tartalom a vad tipushoz képest; Lorence és mtsai, 2004)
keriilt felhasznalasra munkank soran. A sejtosztddas vizsgalatahoz a CYCB1;1::GFP (Doerner és

Potuschak, 2001) Arabidopsis vonalat alkalmaztuk (9. abra A).

A magok feliileti sterilizalasahoz 1 perces 50%-0s etanollal torténé oOblitést, majd 5%

(v/v) natrium hipoklorit oldattal torténé mosast alkalmaztunk 10 percig. Ezutan 3-szor atmostuk
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a magokat desztillalt vizzel és Petri-csészékben elkészitett, feles er6sségii Murashige-Skoog
(MS) (1% szacharoz, 0,8% agar w/v, Murashige és Skoog, 1962) taptalajra helyeztiik 6ket (9.
abra C). A Petri-csészéket a ndvényneveldben tartottuk, ahol a fény intenzitdsa 150 umol m™>s™,

12/12 sotét és fényes periddus, 55-60% paratartalom €s 2542 °C hémérséklet volt.

1VV.1.2. Alkalmazott kezelések

F6 kezelésként natrium-szelenitet (Na,SeOs) (Reanal, Budapest, Magyarorszag)
alkalmaztunk 10, 20 és 40 uM koncentracioban, melyet kozvetleniil a taptalajba adtunk még a
sterilezési folyamat elétt, a novények igy mar a Se-t tartalmazé taptalajon csiraztak és
nevelkedtek. Kontrollként szelenit kezelést nem kapott ndvényeket hasznaltunk. A taptalajba
adott Se mellé a kovetkez kezeléseket alkalmaztuk: S-nitrozo-N-acetil-DL-penicillinamin
(SNAP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) mint NO donor 10 uM koncentracioban és 6-
benzilaminopurin (BA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), mint exogén CK 0,1 uM

koncentracioban (9. dbra B).

- Arobidopsisthaliana Tiirks (A)
Col-0 vad tipus

NO homeos:tdzis mutinsok

nialnia2 NO-hianyos

gsnorl-3 NO-tiltermelo (B)
Kezelés

ROS homeosztdzis mutdnsok Kezelés (uM Se) |idétartama (DAG) L(iegészitﬁ kezelés (uM)

vtc2-1 alacsony Asa tartalmi 0 2

miox4 magas Asa tartalma 10 4 SNAP- 10

Hormon homeosztdzis mutdinsok 20 7 BA-0.1

ipt-161 CK-tilltermels 40 14

35S:CKX2 csokkent CK tartalom

auxi-7 auxin-rezisztens hianyos

hookless; his1-1 ET-hianyos

etri-1 ET jelatvitelben hibas

GFP és GUS transzgenikus

riporter vonalak

cyelinBl; 1::GFP ciklinB1:1-indukalhato
DR5::GUS DR35-indukéthato
ARR5::GUS ARRS-indukathaté
ACSS8::GUS/GFP ACS8-indukathato
AtCKX4:GUS CKX4-indukathato
AtCKX5:GUS CKX35-indukalhato
AtCKX6:GUS CKX6-indukathatd

9. abra: Az alkalmazott novényvonalak (A) és kezelések (B), valamint a ngvénynevelés bemutatasa (C).
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IV.1.3. Elemtartalom meghatarozasa induktiv csatolasu plazma tomegspektrométerrel

A szelén és kén tartalmakat 14 napos (DAG 14) vad tipusu Arabidopsisok gyokér- és
hajtasrendszerében hataroztuk meg. A méréshez mintanként 200-250 névényt hasznaltunk fel, a
megfeleld mintatérfogat eléréséhez. A kontroll, valamint a 10, 20 és 40 uM Se-nel kezelt
novények gyokerét és hajtdsat szétvalasztas utan desztillalt vizzel mostuk. Majd 72 o6ran
keresztiili, 70 °C-on torténd szaritas utan salétromsavas (HNOs, 65%, w/v, Reanal, Budapest,
Magyarorszag) és hidrogén-peroxidos (H,O,, 30%, w/v, Reanal, Budapest, Magyarorszag)
roncsolassal tortént a mintdk emésztése (MarsXpress CEM, Matthews, USA) 200 °C-on, 1600 W
teljesitmény mellett 15 percig. A lehiitott mintdkat ezutdn megfeleld mértékben higitottuk, majd
az induktivan csatolt plazma tomegspektrométer (ICP-MS) késziilékkel (Thermo Scientific
XSeries II, Asheville, USA) meghataroztuk az elemtartalmakat. Az adatokat ng/g SZT (szaraz
tomeg) mértékegységben fejeztiik ki, tovabba hajtas:gyokér aranyt is szdmoltunk.

IV.1.4. Morfolégiai mérések

A mintavételi napokon (2, 4, 7 és 14 DAG) a kovetkez6 morfoldgiai paramétereket
hatéroztuk meg: sziklevél teriilet (mm?), hipokotil hossz (mm), fégyokér (FGY) hossz (mm). A
mérések digitalis fotokon torténtek a Fiji (http:/fiji.sc/Fiji, Schindelin és mtsai, 2012), illetve a
Zeiss Axiovision Rel. 4.8 szoftverek segitségével. A digitalis felvételek elkészitéséhez Zeiss
Axioskope 200-C sztereomikroszkopot (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) és Zeiss Axiovert 200M
inverz mikroszkopot (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) hasznaltunk. A szelén tolerancia indexet

Van Hoewyk és mtsai (2008) alapjan, a kovetkez6 formula segitségével szamoltuk:
Se tolerancia index (%) = (FGY hossz Se jelenlétében / atlag kontroll FGY hossz) x 100.

A morfologiai kisérleteket legalabb két biologiai ismétlésben végeztiik, €s kezelésenként min. 20

mintaval dolgoztunk.
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1V.1.5. GUS hisztokémiai festés

Azokban a transzgenikus Arabidopsis vonalakban, melyek rendelkeztek B-gliikuronidaz
(GUS) aktivitassal, 5-bromo-4-kloro-3-indolil gliikkuronid (X-Gluc) festést végeztiink Jefferson
¢s mtsai (1987) modszere alapjan. A csirandvényeket 15 oran keresztiil inkubaltuk 37°C-on a
festék oldatban, mely a kovetkezOket tartalmazta: 0,1 M NaPO,4 (pH 7,0), 10 mM EDTA, 0,1%
Triton-X, 1 mM K3Fe(CN)g és 1 mM X-Gluc (DMSO-ban oldva). Az inkubacié utan a mintakat
70%-0s (w/v) etanollal mostuk 30 percig 50°C-on, majd a kék szini fest6dést Zeiss Axiovert
200M inverz mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) detektaltuk, x10 és %20

objektiveket hasznalva.

A DR5::GUS noévények X-Gluc festése lehetdvé tette szamunkra, hogy lokalizaljuk és
megszamoljuk az oldalgyokereket, valamint a fejlettségi allapotukat is meg tudtuk hatdrozni.
Malamy ¢és Benfey modszere alapjan (1997) elkiilonitettiik a VII. stddiumnal ,,fiatalabb” (ezeket

primordiumokként emlitjiik), valamint az annal ,,idésebb” oldalgyokereket (10. abra).

10. abra: Reprezentativ fotd6 GUS festéssel jelolt oldalgyokér fejlodési stadiumokrol Arabidopsis thaliana-ban
(Hummel és mtsai, 2004).
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IV.1.6. Fluoreszcens mikroszkopias médszerek

A fluoreszcensen jelolt mintdink vizsgédlatdhoz a technikai hatteret a Zeiss Axiovert
200M tipust inverz mikroszkop (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) biztositotta szamunkra. A
késziilékhez egy nagy felbontasu kamera (Axiocam HR, HQ CCD) csatlakozik, és kiilonb6zo
szlirokombinaciokkal rendelkezik a megfeleld excitacios ¢és emisszids hullamhosszok
beallitasahoz. A kisérleteinkben a 10-es (exc.: 450-490 nm, em.: 515-565 nm) és a 20HE
filtereket (exc.: 535-585 nm, em.: 600-655 nm) alkalmaztuk. A FLUAR 5x/0.12 NA és FLUAR
10x/0.25 NA objektiv lencséket haszndltuk a mintdk vizsgalatahoz. A méréseket gyokérben és
sziklevélben is elvégeztiik. Az igy késziilt digitalis fotokon a fluoreszcencia intenzitasa, mint
pixel intenzitas keriilt meghatarozasra a Zeiss Axiovision Rel. 4.8 szoftver segitségével. A pixel
intenzitds mérése gyokér esetében a merisztematikus- (MZ) és elongaciés zonaban (EZ) 60 pm
sugara korok teriiletén, mig sziklevél esetében egy 500 pm sugara korben tortént. A kisérleteket

legalabb két biologiai ismétlésben végeztiik, és kezelésenként min. 10 mintdval dolgoztunk.

1IV.1.6.1. A NO in situ és in vivo detektalasa

A NO szint a novények gyokerében és sziklevelében keriilt meghatarozasra 4-amino-5-
metilamino-2’-7’-difluorofluoreszcein diacetat (DAF-FM DA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) festék hasznalataval Pet6 és mtsai (2011) modszere alapjan, kisebb modositasokkal. A
DAF-FM DA festék pH stabil és sejtpermeabilis. A sejtbe torténd bejutas utan lehasadnak az
acetil csoportok a citoszolikus észterazok hatasara és viz oldhato DAF-FM képzddik, mely a NO
egyik oxidacios termékével (N,O3) reagal, egy fluoreszcens triazol molekulat (Aexe= 495 nm,
Aem= 515 nm) eredményezve (Kojima és mtsai, 1999). A festék torzsoldatat (5 mM, DMSO-ban
oldva) -20°C-on, fénytdl védve taroltuk, és a kisérletek megkezdése eldtt 10 uM koncentraciora
higitottuk 10 mM Tris/HCI pufferrel (pH 7,4). A csirandvényeket 30 percig inkubaltuk a festék
oldatban sdtétben, szobahdmérsékleten és 2-szer mostuk 30 percen beliil Tris/HCI pufferrel. A
fluoreszcencia intenzitas detektalasahoz a mikroszkop 10-es filterét hasznaltuk (exc.: 450-490
nm, em.: 515-565 nm), és a pixel intenzitdsokat a gydkérben és sziklevélben egyarant

meghataroztuk.
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1IV.1.6.2. A H,O, in situ és in vivo detektalasa

A hidrogén-peroxid szint meghatarozaséhoz a ndvényekben az Ampliflu ™ (vagy 10-
acetil-3,7-dihidroxifenoxazin vagy Amplex Red, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) festéket
alkalmaztuk. Ez a stabil és megbizhatdéan érzékeny festék torma-peroxiddz jelenlétében 1:1
aranyban képez rezorufint, mely fluoreszcens tulajdonsagi molekula (Aexc= 563 nm, Aem= 587
nm). A festék torzsoldatat (10 mM, DMSO-ban oldva) -20 fokon, fénytél védve taroltuk, és a
kisérletek megkezdése el6tt 50 uM koncentraciora higitottuk 50 mM natrium-foszfat (Na,HPQOy)
pufferrel (pH 7,5). A novényeket 30 percig inkubaltuk a festék oldatban so6tétben,
szobahémérsékleten, majd egyszer atmostuk a puffer oldattal (Gomes és mtsai, 2005). A
mikroszkép 20HE filter szettjét hasznaltuk a fluoreszcencia detektdlasdhoz (exc.: 546/12 nm,

em.: 607/80 nm), és a pixel intenzitdsokat a gyokérben és sziklevélben egyarant meghataroztuk.

IV.1.6.3. Az életképesség meghatarozasa

A gyokeércsuicsok és a sziklevél életképességének meghatarozasara fluoreszcein diacetat
(FDA) festéket (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznaltunk Harvey és mtsai (2008)
modszere alapjan. A festék torzsoldatat (5 mM, DMSO-ban oldva) -20 fokon, fényt6l védve
taroltuk, és a kisérletek megkezdése el6tt 10 uM koncentraciora higitottuk 10 mM MES/KCI
pufferrel (pH 6,15). A novényeket 10 uM koncentracioju FDA festék oldatban inkubaltuk 30
percen at, sotétben, szobahdmérsékleten. Ezutan 4-szer mostuk 20 percen beliill a mintdkat
MES/KCI pufferrel, majd targylemezre helyeztiik 6ket. A mikroszkop 10-es filterjét hasznéltuk a
méréshez (exc.. 450-490 nm, em.: 515-565 nm), és a pixel intenzitdsokat a gyokérben és

sziklevélben egyarant meghataroztuk.

IV.1.7. Konfokalis 1ézer scanning mikroszkdpia

A CYCBL1;1:GFP novények GFP expresszidjat Zeiss LSM 700 Axio Observer.Z1 (Carl
Zeiss, Jena, Németorszag) és Olympus LSM 700 (Olympus, Tokyo, Japan) lézer scanning
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A 4 napos (DAG4) novényeket propidium jodid (PI)
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festéssel jeloltiik, hogy lathatdéva valjanak a sejtfalak. A festéket 10 uM mL™? koncentracioban
hasznaltuk és a novényeket 1 percig inkubaltuk a festék oldatban. A propidium jodidot 488 nm-
es didda lézerrel gerjesztettiik, az emissziot pedig 620 és 700 nm kozott detektaltuk. A GFP
fluoreszcenciat 488 nm-es didda 1ézerrel gerjesztettiik és 555 nm-en detektaltuk az emissziot. A
GFP jel intenzitasat és lokalizacidjat digitalis képeken elemeztiikk Zeiss Zen2010 ¢és Olympus
Fluoview FV100, valamint Fiji szoftverek segitségével (Schindelin és mtsai, 2012).
Meghatarozasra keriilt a tdvolsag a nyugalmi centrumtol (quiescent centre; QC) az atmeneti zona
(transition zone; TZ) kezdetéig, ahol a sejtek megnyuldsa mar erdteljes. A gyokér merisztéma
méretét digitalis felvételeken, Fiji szoftver (http:/fiji.sc/Fiji, Schindelin és mtsai., 2012)
segitségével mértiik meg (Tsukagoshi és mtsai, 2010). A kisérleteket legalabb két biologiai

ismétlésben végeztiik, és kezelésenként min. 15 mintaval dolgoztunk.
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IV.2. Pisum sativum L. névényen végzett kisérletek

IVV.2.1. Novényi anyag és novénynevelés

Kisérleteink soran Pisum sativum L. Rajnai térpe borsé novényeket hasznaltunk. A
magokat 5%-os (v/v) natrium-hipoklorit oldattal sterilizaltuk 10 percig, majd atmostuk, és 2 6ran
keresztiil aztattuk folyd viz alatt. A csirdztatds 3 napon keresztiil, nedves sziirépapirok kozott,
sOtétben, 26°C homérsékletli termosztatban (Memmert, Schwabach, Németorszag) tortént. Ezt
kovetden a csirandvényeket perlittel megtoltott S literes cserepekbe iiltettiik (4 novény/cserép és
6 cserép/kezelési koncentracid, 11. abra) és iiveghazi koriilmények kozott neveltik: 12 oras
nappali és 12 oras éjszakai periddus, 23/18°C nappali/éjszakai homérséklet és 65%-o0s relativ

paratartalom. A novények locsoldsa Hoagland tapoldattal tortént (1. tablazat).

1. tablazat: A Hoagland tapoldat 6sszetétele.

Makroelemek Koncentracio Mikroelemek Koncentracio

Ca(NO3), 5 mM H3BO; 10 uM

KNO; 5 mM MnSO, 1 uM

MgSO, 2 mM ZnSO.x7H,0 5uM

KH,PO, 1mM CuSO,x5H,0 0,5 uM

Fe-EDTA 10 uM (NH,)6M0;70,4x4H,0 0,1 uM
CoCl, 10 uM

A borso novények 35 napos korukig kontroll koriilmények kozott nevelkedtek, majd 10,
50 és 100 uM Na,SeOs3 kezelést kaptak a tapoldattal 50 (50 és 100 uM Se), illetve 56 napig (10
uM Se). Ot liter tapoldattal locsoltuk Sket, az jradntdzés pedig akkor tértént, amikor az el6z8
adag tapoldatot mar teljesen felszivtak. A kisérleti periddus alatt haromszor tortént mintavétel a

termésbol, 2 hetes idokozonként.
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11. abra: A kisérletekhez hasznalt nevelési rendszer.

1V.2.2. Morfolégiai mérések

A kovetkezé morfologiai paramétereket hataroztuk meg manudlisan: hajtas hossz (cm),
hajtas friss tomeg (FT, g), levél hossz (cm), fogyokér hossz (cm) és gyokér friss tomeg (FT, g).
A termés morfologiai paramétereit tekintve borsohiively szdm/novény (db), a magokat
tartalmaz6 hiively friss és szaraz tomege (FT és SZT, g), a magok friss tomege (FT, g), a magok
szama/hiively (db) keriiltek meghatarozasra. A kisérleteket legalabb két bioldgiai ismétlésben

végeztiik, és kezelésenként min. 20 mintaval dolgoztunk.

1IV.2.3. Elemtartalom meghatirozas induktiv csatolisi plazma tomegspektrometriival
(ICP-MS)

A szelén mellett egyéb mikro- (Zn, Mn, Fe, Co, Cu, Mo) és makroelemek (K, Mg, Ca)
koncentracioit is meghatdroztuk a novények gyokerében, hajtdsdban és a termésben. A
mintavétel utdn a ndvényi anyagot desztillalt vizzel lemostuk, majd 72 h, 70°C-on torténd
szaritds utan, salétromsavas (HNOs, 65%, w/v, Reanal, Budapest, Magyarorszag) ¢s hidrogén-
peroxidos (H20,, 30%, w/v, Reanal, Budapest, Magyarorszag) roncsolassal tortént a mintak
emésztése (MarsXpress CEM, Matthews, USA) 200 °C-on, 1600 W teljesitményen 15 percig. A

lehiitott mintdk ezutan higitdson estek at, majd az ICP-MS késziilékkel (Thermo Scientific
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XSeries II, Asheville, USA) az elemtartalmak meghatarozasra keriiltek. Az adatokat pg/g SZT

(széraz tomeg) mértékegységben adtuk meg.

1V.3. Az adatok statisztikai analizise

Kisérleteinket legalabb két biologiai ismétlésben végeztiik el, és kezelésenként minimum
10-15, illetve 20 minta atlag és szoras értékeit (SE, standard error, standard hiba) tiintettiik fel. A
vad tipustol statisztikailag szignifikansan kiilonb6z6 eredmények Microsoft Excel 2010 szoftver
segitségével kertiltek kiértékelésre a Student-féle T-teszttel, ahol a kapott eredmények (*) P <
0,05, (**) P < 0,01 és (***) P < 0,001 valoszinliségi szinteken kiilonboznek egymastol
szignifikdnsan (n.s.=nem szignifikans). Az adatok tObbszorés Osszehasonlitasdhoz a
varianciaanalizist (ANOVA, P<0,05) SigmaPlot és SigmaStat12 szoftverrel végeztiik (Systat
Software Inc., Erkrath, Németorszag), Duncan-féle teszt felhasznalasaval. A kiilonb6zd betlivel

jelolt atlagok P<0,05 valoszinliségi szinten kiillonboznek egymastol szignifikansan.

47



V.  Kutatasi eredmények

V.1. Arabidopsis thaliana L. névényen végzett Kisérletek

V.1.1. A szelén felvétele és transzlokacioja Arabidopsis-ban

A 0, 10, 20 és 40 uM natrium-szelenitet tartalmazo taptalajon nevelt 2 hetes (DAG14)
vad tipust (Col-0) névények Se tartalmat ICP-MS technikaval hataroztuk meg annak érdekében,
hogy nyomon tudjuk kdvetni a Se felvételét és eloszlasat a ludfii hajtas- és gyokérrendszerében.
A 2. tibldzatban lathatd, hogy a szelén koncentracidja szignifikdnsan megemelkedett mind a
gyokér-, mind a hajtasrendszerben, méghozza az alkalmazott nodvekvd, kiilsé Se
koncentraciokkal egyenes aranyban. Kontroll koriilmények kozott a szelén tartalomra vonatkozo
hajtas:gyokér arany 0,6 volt, tehat a gyokérben talalunk nagyobb mennyiségli Se-t. A kezelés
hatasara azonban ez az arany megnétt (>1), mely jelzi, hogy erételjes transzlokacié tortént a
hajtas irdnyaba (2. tablazat). A Se kezelés hatidsara a kén tartalom szignifikdns novekedését
tapasztaltuk a gyokérben, bar ez a valtozds nem bizonyult koncentraciofiiggének. A hajtasban

csupan a legmagasabb, 40 uM-os Se koncentraci6é emelte meg a S tartalmat (3. tablazat).

2. tablazat: Szelén koncentracio (ug/g SZT) 14 napos vad tipusi (Col-0) Arabidopsis thaliana hajtasaban és
gyokerében), valamint hajtas:gyokér transzlokacidos arany. A killonbdzd Dbetlivel jelzett oszlopok P<0,05

valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonb6znek egymastdl a Duncan teszt alapjan.

Szelenit Se koncentracié (ng/g SZT) Hajtas:gyoker
konc. .
(nM) Hajtas Gyokér arany

0 0,69 + 0,08 ¢ 1,14 + 0,24 ¢ 0,60

10 31290 + 301 °© 34920 + 250 °© 0,89

20 68990 =+ 35,16° 605 + 849 " 1,14

40 1180 + 18,91° 1044 + 525 ° 1,13
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3. tablazat: Kén koncentracié (ug/g SZT) 14 napos vad tipusu (Col-0) Arabidopsis thaliana hajtasiban és
gyokerében, valamint hajtas:gyokér transzlokacidos arany. A kiilonb6z6é betlivel jelzett oszlopok P<0,05
valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonb6znek egymastol a Duncan teszt alapjan.

Szelenit S koncentracié (ng/g SZT) Hajtas: gyokér
konc. .

(nM) Hajtas Gyokér arany

0 6125 + 119,50 ° 12930 + 133,80 © 0,47

10 5440 + 110,80 ° 24680 + 377,30 ° 0,22

20 5996 + 57,06 ° 24350 + 427,20 ® 0,25

40 8093 + 1849 ° 22640 + 241,00 ° 0,36

V.1.2. A szelén hatasa vad tipusu Arabidopsis hajtasanak és gyokerének fejlodésére és
életképességére

Miutan megbizonyosodtunk arrdl, hogy a téaptalajba adagolt szelént a kisérleti
novényeink képesek felvenni, kivancsiak voltunk arra, hogyan befolyésolja ez a hajtas és gyokér
fejlodését és novekedését, valamint életképességét. A 4. tablazatban a kontroll és a szelén terhelt
novények sziklevelének hosszanti és oldaliranytl novekedését tiintettem fel. A 10 uM Se
megnovelte az expanziot a kontrollhoz képest, mig a magasabb koncentraciok negativan hatottak
erre a paraméterre. A megnyuldsos novekedést érdekes moddon az Gsszes alkalmazott

koncentraci6 jelentdsen gatolta.

srer

idépontokban vizsgélva.

Sziklevél expanzio Sziklevél elongacié
(mm) 2-4.nap kozott | (mm) 4-7.nap kozott
Kontroll 0,99 0,10
10 uM Se 1,39 0,05
20 uM Se 0,96 0,07
40 uM Se 0,94 0,00
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A 4 napos (DAG4) novények hajtasat részletesebben vizsgalva elmondhatd, hogy a
novények sziklevelének teriilete a legkisebb (10 uM) kezelési koncentracié hatasara nem
szignifikdns mdédon novekedett (12. dbra A). Ezzel szemben a 20 és 40 uM-os Se kezelések
hatéséra szignifikans redukciot tapasztaltunk. Hasonld tendencia volt megfigyelhetd a hipokotil
hosszanak valtozéasaban is, hiszen a 20 és 40 uM Se jelentés megnyulds gatlast eredményezett,
mig a 10 uM Se elosegitette a sziklevél alatti szarrész novekedését (12. abra B). Azt is
megfigyeltiik, hogy a 20 és 40 uM Se expozicid a ndvekedésgatlds mellett a sziklevelek

sargulasahoz, klor6zishoz vezetett.
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12. abra: 4 napos Col-0 Arabidopsis sziklevél teriiletének (A) és hipokotil hosszanak (B) valtozasa Se kezelések
hatasara. A kiilonb6zo betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek
egymastol a Duncan teszt alapjan.

A vad tipust csirandvények szikleveleinek életképességét a korai fejlddési szakaszban
(DAG?2) vizsgalva megallapithat6, hogy a Se nem hatott szignifikansan az életképességre, hiszen
egyik alkalmazott koncentraci6 sem okozott fluoreszcencia intenzitasbeli csokkenést. Négy
nappal a csirdzas utdn azonban a 20 és 40 uM Se is szignifikans életképesség romlast idézett eld

a sziklevelekben. A csirazas utani 7. napon a sziklevelek Se toleranciaja mar egészen mas képet
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mutatott, hiszen az életképesség 1,5-2-szerese a kontrollnak, még a leger6sebb 40 uM

crer

szignifikans csokkenését (13. abra).

350
A 1 Kontroll
3 10 Se
300 4 [ 20 Se
N 40 Se

B Kontroll 40 pM Se

250 A

200 A

Eletképesség (pixel intenzitas kontroll%)
g

2.nap 4.nap 7.nap 14.nap
csirazas utani napok szama (DAG)

13. abra: A sziklevelek életképességének valtozasa Se hatasara 2, 4, 7 és 14 nappal a csirazas utan (A). A *-gal jelolt
mintak a kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (*¥*) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek a
Student-féle T-teszt alapjan. Reprezentativ fotok fluoreszcein diacetattal jel6lt, 4 napos kontroll és 40 uM Se kezelt
vad tipust Arabidopsis sziklevelérél (B). Mérce=1 mm.

A gyokérrendszer morfologiai vizsgalata céljabol a kovetkezd paramétereket hataroztuk
meg: f0gyokér hossz (mm) és OGY szam (db/gydkér) a csirazast kovetd 2, 4, 7 és 14 napokon. A
legkorabbi vizsgalt idopontban (DAG2) a FGY ndvekedését az alacsonyabb Se koncentraciok
(10 és 20 pM) nem befolyasoltak szignifikansan, am a legmagasabb, 40 uM Se negativan hatott
a novekedésre (14. dbra). A csirdzas utani 4., 7. és 14. napon a Se az Osszes altalunk alkalmazott
koncentracioban gatolta a fogyokér novekedését, mely hatds koncentracidfiiggének bizonyult. A
14. napon a kontrollhoz viszonyitva a 40 uM Se-kezelt gyokerek hossza tobb mint 50%-kal
rovidiilt (14. 4bra).
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14. abra: Vad tipusu (Col-0) Arabidopsis névények f6gyokér hossz valtozasa Se kezelés hatasira DAG2, 4, 7 és 14
idopontokban mérve (A). A kiilonbozd bettivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek egymastdl a Duncan teszt alapjan. Vad tipusu (Col-0) Arabidopsis névények DAG4 id6pontban (B).
Balrdl jobbra haladva a kontroll, 10, 20 és 40 uM Se kezelt novények. Mérce=1 mm.

A gyokér architektara kialakitdsdban kulcsszerepli oldalgyokerek szamat is
meghataroztuk a szelén kezelt ludfiiveinkben. Malamy és Benfey (1997) alapjan elkiilonitettiik a
<VIL és >VII. stadiumt OGY-ket, és gyokerenkénti darabszamot hataroztunk meg. A kontroll
novényeken kapott eredményekhez képest a Se a legfiatalabb csiranévényekben (DAG2) nem
befolyasolta az OGY primordiumok képzddését, mig a 4 napos csiranévényeknél a 40 uM-0s Se
koncentracio csokkenést okozott. A legerdteljesebb OGY szam redukcidt a csirdzast kovetd 7.
napon figyeltiik meg, ahol az 0Osszes alkalmazott Se koncentracid csokkentette az OGY
primordiumok szamat. Hosszabb tavon (DAG14) a 10 uM Se szignifikans novekedést okozott
mindkét fejlodési allapota OGY-ek szaméaban, és csupan a 40 pM-os koncentracié gatolta az

OGY iniciaciot (15. abra).
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15. abra: Az oldalgyokér szam (kisebb és nagyobb, mint VII. fejlettségi stadium) valtozasa Se kezelés hatasara vad
tipust (Col-0) Arabidopsis-ban. A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

A gyokér megfeleld6 novekedéséhez nélkiilozhetetlen, hogy sejtjei funkcioképesek,
életképesek legyenek. A FGY merisztéma sejtjeinek életképességét fluoreszcein diacetat festés
segitségével hatdroztuk meg, mely soran az emittalt fluoreszcenciat, mint pixel intenzitast
szamszerUsitettiikk és kontroll%-ban adtuk meg. A Col-0 névények FGY merisztémainak
hatasara csokkent szignifikansan. A 2 nappal késébbi idépontban a 10 és 20 uM Se novelte a
gyokeércsucsi sejtek életképességét, mely 10 uM Se esetében szignifikansnak is bizonyult. A 7.
€s 14. napon azonban a novények gydkere mar az Osszes alkalmazott kezelési koncentracid
hatasara ¢letképesség csokkenést szenvedett el, melynek mértéke a kezelés erdsségével

aranyosnak bizonyult (16. abra).
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16. abra: Eletképesség valtozasa Se kezelés hatisira a fogyokér merisztéméaban (A). A *-gal jelolt oszlopok a
kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniliségi szinteken szignifikansan kiilonb6znek a Student-
féle T-teszt alapjan. Hét napos kontroll és 40 uM Se kezelt novények FDA-val jelolt gyokércsucsairdl készitett
fluoreszcens mikroszkopos felvételek (B). Mérce=0,5 mm.

V.1.3. Szelén hatasa a fogyokér szoveti szervezédésére, a B1 ciklin szerepe

Az Arabidopsis-ban jelent6s szamban megtalalhato ciklinek a sejtciklus, ezaltal a
sejtosztodas nélkiilozhetetlen szabalyozoi. A B1 ciklin (Arabidopsis; CYCB1;1) a mitotikus
fazisban aktiv, igy a CYCBI1;1::GFP ndvények vizsgalataval kovetkeztethettiink ezen gén
promoter aktivitasanak mértékére. A GFP jelolésnek koszonhetden azokban a sejtekben lathato

z0ld fluoreszcencia, melyek éppen az osztddasi fazisban vannak.

A 17. 4brén lathatd, hogy a kontrollhoz viszonyitva a 40 uM Se kezelés hatdsara az
atmeneti/tranzicios zéna (TZ) a gyokér csucsahoz kozelebb jelent meg (17. abra A), a
merisztéma mérete pedig kozel felére redukalodott (17. abra B). A CYCB1;1::GFP in vivo GFP
expresszigjat tekintve viszont nem mutatkozott szamottevo eltérés a kontroll és szelénnel kezelt

mintak kozott (17. abra C).
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17. abra: A kontroll és 40 uM Se-kezelt CYCB1;1::GFP névények gyodkércstucsi morfologidja. QC: quiescent
centre-nyugalmi centrum, TZ: tranzicidos/atmeneti zéna, MZ: merisztematikus zéna, EZ: elongacids zona.
Meérce=500 pm (A). Merisztéma mérete a kontroll és 40 uM Se kezelt ndvények gydkércsucsaban (B). A *-gal jelolt
oszlop a kontrolltél P< 0,001 (***) valoszinliségi szinten szignifikansan kiilonbozik a Student-féle T-teszt alapjan.
Reprezentativ konfokalis mikroszkopos fot6 a GFP expressziorol kontroll és 40 uM Se-kezelt CYCB1;1::GFP
névények gyokércsucsaiban (C). Mérce= 500 um.

V.1.4. A szelén hatasara a gyokérben bekovetkezo hormonalis valtozasok atfogo vizsgalata

A Se altal indukalt novekedési valaszok kialakuldsdban a ndvényi hormonok
metabolizmuséanak ¢€s transzportjdnak megvaltozasa is szerepet jatszik, igy ezen mechanizmusok
felderitése is célunk volt. Kutatasunkhoz auxin- és citokinin-indukalhato, valamint az etilén

bioszintézisét jelz0 GUS konstrukcioval rendelkezé ndvényvonalakat hasznaltunk, melyekben a
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csirazast kovetd 2. és 7. napokon X-Gluc festéssel detektaltuk az adott hormonfiiggé GUS

aktivitas valtozasait, és ezekbol hormonvalaszra kovetkeztettiink.

Az auxin-indukalhaté DR5::GUS ndvények gyoOkerében a csirdzas utani 2. napon a
legalacsonyabb koncentracioji Se (10 uM) kezelés hatasara a GUS festédés jellemzden
indigokék szine enyhén erésodott (18. abra B és abra C), mely a DR5-fiiggé hormonvalasz
fokozodasara utal. Ezt a fokozddast azonban a 40 pM-0s Se kezelés a 7. napra legatolta (18. abra
K és abra L). A CK-indukalhato ARRS gén-fiiggé GUS in situ aktivitasa jelentésen fokozodott a
korai fejlodési szakaszban mind az enyhe, mind pedig a magas Se koncentraci6é hatasara (18.
abra D-F). Ez a valtozas tehat a citokininvalasz emelkedését jelzi a fogyokérben. Az etilén
bioszintézis prekurzorat képezé enzim az ACC szintaz, mely gén (itt ACS8) promoteréhez
kapcsolt GUS aktivitdas fokozodast mutatott Se stressz alatt, amib6l maganak az etilén

szintézisének az indukcidjara kovetkeztethetiink (18. abra G-I és abra P-R).

2. nap 7.nap
A B c 4 K L
//l | ALY
i N
DR5:GUS 2
(auxin)
ARRS5::GUS
(citokinin)
ACS8::GUS
(etilén)

18. abra: Hormon-indukalhat6 gének promoéteréhez kapesolt GUS aktivitas in situ kifejez6dése a csirazast kovet6 2.
és 7. napon (DAG2 és DAGT). DR5::GUS=auxinvalasz (A-C és J-L), ARR5::GUS=citokininvalasz (D-F ¢és M-0O),
ACS8::GUS/GFP=etilén szintézis (G-I és P-R). Kontroll (A, D, G, J, M, P); 10 uM Se (B, N, H, K, N, Q) és 40 uM
Se (C,F, I, L, O, R). Mérce=0,5 mm.
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V.1.5. Hormon mutans novények Se kezelésre adott novekedési valasza és életképessége

Ebben a kutatdsi fazisban genetikai szintli vizsgalatokat végeztiink modositott
hormontartalmt Arabidopsis novények felhasznalasaval. Az auxin influx carrier fehérje (AUX1)
mutans aux1-7 novények FGY hossza a magasabb Se koncentraciok (20 és 40 uM) hatasara
szignifikans csokkenést szenvedett el csakugy, mint a két etilén mutans, a hlsl-1 és etrl-1
gyokere. A CK-taltermeld ipt-161 vonal esetében nem tortént szignifikans valtozas egyik
alkalmazott koncentracid esetében sem, bar elmondhatd, hogy a tobbi vonalhoz képest

Iényegesen rovidebb fogyokérrel rendelkezett stresszmentes koriilmények kozott is (19. abra A).

A Col-0 gyokércstucsanak ¢letképességét csupan a 40 uM Se csokkentette le, mig az
aux1-7, etrl-1 és hlsl-1 mutansokban a tobbi Se koncentracio is életképesség vesztést okozott. A
CK-thltermeld ipt-161 novényekben a FGY merisztematikus sejtjeinek életképességét egyik

alkalmazott Se koncentracié sem csokkentette le (19. abra B és abra C).
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19. abra: FGY hossz (A) és életképesség (FDA fluoreszcencia pixel intenzitasa kontroll%-ban) (B) kontroll és Se-
kezelt 4 napos vad tipusa (Col-0), auxin-rezisztens aux1-7, CK-tultermelé ipt-161, etilén-hidnyos hls1-1 és etilén-
rezisztens etrl-1 Arabidopsis-okban. A kiilonbozé betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan. A *-gal jeldlt mintdk a kontrolltol P<0,05 (*), 0,01
(**) vagy 0,001 (***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan (n.s.=nem
szignifikans). Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos fotok a kontroll és 40 uM Se-kezelt Col-0 és hormon
mutans névények gyokereir6l FDA festést kovetéen (C). Mérce=0,5 mm.
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V.1.6. Szelén hatasa vad tipusu Arabidopsis endogén nitrogén-monoxid tartalmara

A nitrogén-monoxid molekula multifunkcionalitdsa €s jelatvivo szerepe révén hozzajarul

a stressz tolerancidhoz. Ezen szigndlmolekula szintjét a novények gyokerében és hajtasaban a

specifikus DAF-FM DA fluoroforral mutattuk ki. A csiranovény fejlodése kezdetén detektaltuk a

legmagasabb NO szinteket a szervekben, mely a késObbiekben alacsonyabb tartomanyban

maradt. A csirazast kovet6 2. és 4. napon Se-indukalt koncentraciofiiggd nitrogén-monoxid szint

csokkenést tapasztaltunk a gyokérben, mig késébb (DAG7 és 14) a kezelések kovetkeztében a

jelmolekula szintje emelkedett (20. abra A). A hajtasban a Se nem okozott szamottevd

valtozasokat a NO tartalomban (20. dbra B).
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20. abra: NO-fiigg6 DAF-FM fluoreszcencia (pixel intenzitas) kontroll és Se-kezelt vad tipusu (Col-0) Arabidopsis
FGY merisztémajaban (A) és szik- illetve valddi levelében (14 nap esetén) (B). A kiilonbozé betlivel jelzett
oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiillonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan.

V.1.7. Szelén hatasa hormon mutans lidfiivek endogén nitrogén-monoxid tartalmara

A NO és a hormonok szelén stressz alatti kapcsolatanak genetikai szintii vizsgalata

céljabol 4 napos hormon mutans novényekben detektaltuk a NO jelmolekula szintjének

valtozasait. Altalanossagban elmondhaté, hogy a megvéltozott hormon tartalommal rendelkezd

novények gyokerében magasabb NO szinteket mértiink, mint a vad tipusban. Se stressz hatasara

az auxin-rezisztens aux1-7 noévények NO szintje a merisztémaban a vad tipushoz hasonléan
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lecsokkent. Az etilén hidnyos és rezisztens novények (hlsl-1 és etrl-1) a vad tipusnal 1ényegesen
magasabb NO szinteket mutattak, bar a szelén okozta csokkenés a vad tipushoz hasonloan
megjelent a gyokeriikben. Ezekkel szemben a citokinin taltermeld ipt-161 FGY merisztémajaban
a szelén-indukalt NO szint redukcidé nem volt kimutathatd, sét egy enyhe ndvekedést

tapasztaltunk (21. abra).
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21. abra: NO-fiiggd DAF-FM fluoreszcencia kontroll és Se-kezelt vad tipusa (Col-0), aux1-7, ipt-161, hlsl-1 és
etrl-1 Arabidopsis-ok FGY merisztémajaban a csirdzas utani 4. napon (A). A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 val6szinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastél a Duncan teszt alapjan. Reprezentativ
mikroszkopos fotok a kontroll és 40 uM Se kezelt novények gyokércsucsarol DAF-FM DA festést kovetéen (B).
Mérce=0,5 mm.

V.1.8. A nitrat reduktaz szerepe a Se altal indukalt NO képzodésben

A kovetkezd 1épésben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, vajon a nitrat reduktaz aktivitasa

szerepet jatszik-e a Se stressz hatasara bekovetkez6 NO szintbeli valtozasokban. A vad tipust
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ludfi gyokerében tapasztalt Se koncentraciofiiggd NO szint redukcid (lasd eléz6 grafikon, 21.
abra) a NR-deficiens nialnia2 novények FGY merisztémajaban is tapasztalhato volt, és ez a

csOkkenés a 20 ¢€s 40 uM Se hatésara szignifikansnak bizonyult (22. dbra).
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22. abra: NO szintek (DAF-FM fluoreszcencia pixel intenzitas) a kontroll és Se-kezelt nialnia2 ladfi FGY
merisztémajaban. A *-gal jelolt mintak a kontrolltol P<0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdsziniiségi szinteken
szignifikansan kiilonb6znek a Student-féle T-teszt alapjan.

V.1.9. Szelén hatasara bekovetkezo hidrogén-peroxid szint valtozasa

A NO mellett a H,O;, is betolthet fejlodést szabalyozo jelatviteli funkciot, ezért a
csirandvény gyokérnovekedése soran fluoreszcens jeloléssel monitoroztuk a valtozasat. A
kontroll csiranévények fejlodésének kezdetén (DAG2 és 4) alacsonyabb H,0, szinteket
detektaltunk, melyek koncentraciofiiggd modon és jelentésen megemelkedtek a szelén
kezelésnek kitett novények gyokereiben. A masodik novekedési szakaszban (DAG7 és 14) a
kezelést nem kapott novények gyokereiben mért H,O, tartalmak nagyobbnak bizonyultak, és a

2. illetve 4. napon tapasztalthoz hasonld H,O, akkumulacié nem volt kimutathato (23. abra A).

A megvaltozott hormon tartalmt ndovények koziil az auxin-rezisztens €s -hianyos aux1-7
mutatott jelentés H,O, felhalmozodast a magasabb Se koncentracidok hatasara, mig a citokinin

taltermeld (ipt-161) és etilén hianyos (hls1-1), valamint rezisztens (etrl-1) novények gyokerében
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a Col-0-nal alacsonyabb hidrogén-peroxid szinteket detektaltunk kontroll koriillmények kozott, és

a Se altal indukalt szignifikans akkumulacio sem tortént meg (23. abra B és C).
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23. abra: Hidrogén-peroxid-fiiggé fluoreszcencia (rezorufin) intenzitasa kontroll és Se-kezelt, vad tipust (Col-0)
Arabidopsis névények FGY merisztémajaban a csirazast kovetd 2., 4., 7. és 14. napon (A). Hidrogén-peroxid-fiiggd
fluoreszcencia (rezorufin) vad tipusu és hormon mutans (aux1-7, ipt-161, hlsl-1 és etrl-1) Arabidopsis névények
FGY merisztémajaban 0, 10, 20 és 40 uM Se kezelés mellett a csirdzas utani 4. napon vizsgalva (B). A kiilonb6z6
betilivel jelzett oszlopok P<0,05 val6észinliségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastdl a Duncan teszt
alapjan. Reprezentativ mikroszképos fotok Ampliflu™-val jelolt, kontroll és 40 puM Se-kezelt novények
gyokércsucsarol (C). Mérce=0,5 mm.
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V.1.10. Moédositott NO és H,0O, tartalommal rendelkezé ludfii novények novekedési
valaszai és életképessége Se stressz alatt

A tovabbiakban moédositott NO, illetve HyO, tartalommal rendelkezé novényvonalakat
vetettiink ald Se kezelésnek, és meghataroztuk a gyokérhosszak alakulasat a novekedésgatlas
mértékének megallapitdsa céljabol, valamint kimutattuk a gyokércsucsok életképességét, hogy

informaciot kapjunk a Se-nel szemben tanusitott tolerancidjukrol.

A vad tipusndl nagyobb NO tartalmt gsnorl-3 novények FGY hossza szignifikans
mértéklt novekedésgatlast szenvedett el a kezelés hatasara, am érdekes modon a gyokér
merisztéma ¢életképessége nem valtozott. Ezzel szemben, az alacsony NO szinttel rendelkezd
nialnia2 dupla mutans gyokere csak a legnagyobb Se koncentracido esetén rovidilt meg
szignifikans modon, bar a merisztéma sejtek ¢életképessége jelentdés mértékben csdkkent a 20 uM
Se terhelés hatdsara is. A vad tipusnal magasabb H,0O, szintet mutato vtc2-1 és alacsonyabb
H,0, szinttel rendelkez6 miox4 ladfiivek fogyokere szintén rovidiilést mutatott a stlyos Se
terhelés hatasara, és mindkét esetben drasztikus romlas kovetkezett be a merisztematikus sejtek

¢letképességében, bar ez erdteljesebbnek bizonyult a miox4 mutansban (24. abra).
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24. abra: FGY hossz (A) és életképesség (B) Se kezelés hatasara vad tipust (Col-0), gsnorl-3, nialnia2, vic2-1 és
miox4 Arabidopsis novények FGY merisztémajaban a csirdzas utani 4. napon. A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valoszintiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan. A *-gal jeldlt mintak
a kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdsziniiségi szinteken szignifikinsan kiilonboznek a Student-
féle T-teszt alapjan (n.s.=nem szignifikans).
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V.2. A citokinin és nitrogén-monoxid kapcsolatanak és szelén stressz tiirésben
betoltott szerepének részletesebb tanulmanyozasa

V.2.1. A citokinin szint alakulasa Se stressz alatt és a citokinin oxidazok szerepe

A korabbiakban felderitett Se-indukalt hormonalis valtozasok koziil kiemelt hangstlyt
fektettlink a citokininekre, hiszen e ndvényi hormonok a hajtas- és gyokérrendszerben
ellenkez6leg hatnak, és egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald a NO-CK kozotti komplex
kapcsolatot. Az in situ CK-fiiggé ARRS::GUS expresszid6 meghatarozasahoz —melybdl az
endogén citokininvalaszra kovetkeztettiink- kivalasztottuk a csirdzés utani 4. napot, €s a tovabbi

kisérleteinket ebben az iddpontban végeztiik.

A 25. A édbrén lathat6, hogy a kezeletlen csirandvények hipokotiljdban, szikleveleiben és
a FGY merisztematikus zoénajaban lokalizalodik az ARRS::GUS expresszi6. A 20 és 40 uM Se a
gyokérben a CK-fiiggd hormonvalasz fokozodasat idézte eld, melyet az X-Gluc festés indigokék
szinének intenzitasa jelez. A festddés lokalizaciojat tekintve nem csak a MZ-ban emelkedik meg
a CK-fiiggd GUS aktivitds, hanem az egész gyokérre vonatkozdan. Ezzel szemben a
sziklevelekbdl és a hipokotilbol az ARRS::GUS aktivitasa elimindlodik a novekvd mértékii

exogén Se terhelés hatdsara.

A hajtasban és a gyokérben tapasztalt ellentétes iranyu citokininvalasz valtozasért felelGs
mechanizmus felderitése érdekében a citokinin oxidaz/dehidrogendz-fiiggd (CKX) GUS
aktivitast mutattuk ki CKX::GUS riportergén konstrukciot kifejezé vonalak felhasznalasaval. A
hét eddig azonositott Arabidopsis CKX gén koziil az AtCKX4, AtCKXS5 és AtCKX6 gén
promoteréhez kapcesolt GUS aktivitassal rendelkezé novényeket alkalmaztuk az in situ
elemzéshez. Kontroll koriilmények kozott az AtCKX4::GUS-aktivitas foleg a zardsejtekben és a
gyokérsiivegben lokalizalodott. Az AtCKX5::GUS ndvényekben a fejlédé levél és a gyokér
kdzponti hengere voltak a CK oxid4z/dehidrogenéz kifejezddésének a helyei, csakligy, mint az
AtCKX6 vonal esetében, bar itt a MZ-ban nem volt detektalhato GUS aktivitas. Se kezelés
hatasara az AtCKX4- ¢és AtCKXS5-fliggé GUS expresszid fokozodott a sziklevélben, mig a
gyokérben egyediil csak az AtCKX4::GUS-aktivitdsdnak csokkenése kovetkezett be. Az
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AtCKX6::GUS kifejezddése a rendszeriinkben nem mutatott valtozast Se stressz alatt egyik szerv

tekintetében sem (25. dbra B).
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25. abra: Reprezentativ mikroszkopos fotok 0 (kontroll), 10, 20 és 40 uM Se-kezelt, 4 napos ARR5::GUS novények
hajtasarol és FGY csucsarol (A). Kontroll (K) és 40 pM Se-nel kezelt AtCKX4::GUS, AtCKX5::GUS és
AtCKX6::GUS novények sziklevele és gyokércsucsa X-Gluc festéssel (B). Mérce=1 mm.

V.2.2. A CK és NO kozott fennallo kapcsolat tanulmanyozasa szelén stressz alatt

A CK-NO interakci6 jellege az eddigi kutatasi eredmények alapjan lehet szinergista és
antagonista is. Célunk volt a szelenit altal el6idézett stresszhelyzetben e két komponens
kapcsolati viszonyanak tanulmanyozéasa. Mindezt genetikai szinten vizsgaltuk a CK-tlltermeld
ipt-161 novények segitségével, illetve az endogén CK szint biokémiai modositasaval, amit
benziladenin (BA) kezeléssel valositottunk meg. A kiilsé CK forrasként alkalmazott BA-t t6bb,
kiilonb6zé koncentracioban (0,005; 0,01; 0,05 és 0,1 puM) adtuk a taptalajba, melyen
ARRS5::GUS novényeket neveltiink.
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26. abra: Reprezentativ fotok X-Gluc festett ARR5::GUS novények gyokércsticsardl és sziklevelér6l BA
koncentraciosor alkalmazasa mellett. Mérce=1 mm.

crer

kezelést, hiszen ez mind a sziklevélben, mind pedig a FGY merisztémajaban stabilan magas CK-
fliggd GUS aktivitas emelkedést idézett eld, és kisérleteinkhez a tovabbiakban ezt alkalmaztuk.
Az is lathato az abran, hogy az exogén BA kezelés citokininvalasz fokozodasat indukalta, tehat
az ARRS::GUS konstrukci6 ténylegesen citokinin-érzékeny. Kontroll koriilmények kozott (Se
kezelés nélkiil) a BA szignifikdns mddon csdkkentette a NO szintet a gyokérben (27. abra A).
Szelén expozicid esetén az ipt-161 ndvények gyokerében a NO szint csokkenése elmaradt, st a
vad tipussal ellentétben a 40 uM Se hatdsara szignifikdns akkumulacio tortént. A 35S:CKX2
transzgenikus novények esetében, melyek a vad tipushoz képest alacsonyabb citokinin
tartalommal rendelkeznek, a Se kezelés nem indukalt szignifikans valtozast a NO szintjében (27.

abra B).
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27. abra: NO szintek (DAF-FM fluoreszcencia pixel intenzitas) kontroll és BA-kezelt Col-0 névények FGY
merisztémajaban (A). NO szintek (DAF-FM fluoreszcencia pixel intenzitas) vad tipusa (Col-0), ipt-161 és
35S:CKX2 novények FGY merisztémajaban kontroll koriilmények és Se kezelés alatt (B). A *-gal jelolt mintak a
kontrollt6l P<0,05 (*), illetve 0,001 (***) valdsziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek a Student-féle T-teszt
alapjan (n.s.=nem szignifikans).

A tovabbiakban a nitrogén-monoxid CK szintekre gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk Se
kezelésnek kitett Arabidopsis-ban. Ehhez az S-nitrozo-N-acetil-DL-penicillinamin (SNAP)
nitrogén-monoxid donort hasznaltuk 10 pM koncentracidban, és meghataroztuk a citokininvalasz
esetleges valtozasait az ARR5::GUS csiranovényekben. Eredményeink alapjan a NO donor
teljesen gatolta az ARR5::GUS konstrukcio kifejez6dését a Se kezelést nem kapott ndvények
FGY merisztémajaban, és fokozta azt a merisztéma feletti gyokér régid kozponti hengerében. A
Se és SNAP kezelés egyiittes alkalmazasanak hatasara pedig elmaradt a csak szelénnel kezelt

gyokerekben tapasztalt ARR5S-fliggé GUS aktivitas fokozodasa (28. abra).

Kontroll 40 pM Se 40 pM Se+SNAP
Y o 1 R i

28. 4bra: Reprezentativ mikroszkopos fotok kontroll, 40 uM Se és/vagy 10 uM SNAP kezelt ARR5::GUS
gyokerekr6l X-Gluc festést kdvetden. Mérce=1 mm.
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V.2.3. A CK és NO szerepe a Se toleranciaban

A Se toleranciat a FGY merisztéma sejtek életképességének fluoreszcens mikroszkdpos
vizsgalataval és a gyokérmegnyulas alapjan szamolt tolerancia indexszel hataroztuk meg a vad
tipusu (Col-0), CK-taltermel6 ipt-161, alacsony CK tartalommal rendelkezé 35S:CKX2, NO-
taltermel6 gsnorl-3 és NR-deficiens (NO-hianyos) nialnia2 mutans névényekben. A vad tipusa
ludfiiben bekovetkezo életképességbeli romlashoz képest a CK-tultermel6 (ipt-161) névény FGY
merisztémajanak ¢letképessége nem mutatott szignifikans Se-indukalt csokkenést (29. abra A).
Ehhez hasonloan a 40 uM Se-terhelt NO-taltermel6 gsnorl-3 gyokerek életképessége is kontroll
szinten maradt. Ezzel ellentétesen alakult a helyzet a csokkent citokinin, valamint a csokkent NO
tartalommal bir6 ludfiivek esetében, hiszen itt a 40 pM Se a gydkér merisztéma
¢letképességének szignifikans romlasat idézte eld. A tolerancia indexeket tekintve (29. dbra B)
megallapithatd, hogy az ipt-161 bizonyult a legtoleransabbnak, melyet az életképességbeli
adatok is alatamasztanak. A CK-hianyos 35S:CKX2 és a NO-ot tobbletben tartalmazé gsnorl-3
tolerancia szintje a vad tipuséhoz hasonl6 volt, mig a nialnia2 dupla mutans- bar a gyokér
¢letképességét jelentdsen rontotta a kezelés-, mégis kozepesen szelén toleransnak bizonyult,
hiszen a FGY megnyulasa kevésbé gatlodott. Az eredmények alapjan felmeril a kérdés, hogy
pontosan mi a szerepe a NO-nak a gydkérndvekedés szabalyozasaban? A nagy NO tartalommal
rendelkez6 gsnorl-3 mutansban a szelén a merisztematikus zonaban nem, az elongacios zénaban

viszont csokkentette az életképességet (30. abra).

68



140 120
<3 A ng. [ Kontroll B
g 120 4 40 uM Se 100 | .
2 ns. - T
w100 1 &
= = B0 b
5 ] ®
g 801 E
E g B0 4
2 601 8
= £ c
S W@
g’ 04 - ¢ T ¢
i . wl e
g_ .ee 20
@ 20 A
& |
L1}
0 0
Cal-0 ipt-161  355:CKX2 gsnor1-3 nialnia2 Col-0 ipt-161  35S:CKX2 gsnorl-3 niainia2

29. 4bra: Eletképesség (FDA fluoreszcencia pixel intenzitas kontroll%-ban megadva) a kontroll és 40 uM Se-kezelt
Col-0, ipt-161, 35S:CKX2, gsnorl-3 és nialnia2 ludfiivek FGY merisztémajaban (A). A *-gal jelolt oszlopok a
P<0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan (n.s.=nem
szignifikans). Szelén tolerancia index (%) a 40 pM Se-kezelt Col-0, ipt-161, 35S:CKX2, gsnorl-3 és nialnia2
Arabidopsis-okban (B). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikansan
kiilonbdznek egymastol a Duncan teszt alapjan.
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30. abra: Eletképesség (FDA fluoreszcencia pixel intenzitasban, kontroll%-ban megadva) 0, 10, 20 és 40 uM Se
kezelt gsnorl-3 novények merisztematikus (MZ) és elongacios (EZ) zonajaban. A *-gal jelolt oszlopok a P<0,001
(***) valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan.

A novények életképességének alakulasat Se stressz alatt exogén NO ¢és CK kezelés
alkalmazasa mellett is tanulmanyoztuk, hogy 0ssze tudjuk hasonlitani a genetikailag és a
biokémiailag modositott NO és CK tartalom hatasat a novények stressz tolerancidjara. A NO
donor kezelés hatasara a merisztéma sejtek életképessége jelentdsen javult, mig az exogén BA
kezelés sulyosbitotta a Se-indukalt ¢letképesség vesztést (31. abra).
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31. 4bra: Eletképesség (FDA fluoreszcencia pixel intenzitasban, kontroll%-ban megadva) a vad tipust ludfii FGY
merisztémajaban Se kezelés valamint 10 pM SNAP vagy 0,1 uM BA kiegészitd kezeléssel. A *-gal jelolt mintak
P<0,05 (*), 0,01 (**) illetve 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek a Student-féle T-teszt
alapjan.




V.3. Pisum sativum L. novényen végzett Kisérletek

V.3.1. A szelén hosszu tavi hatdsa a borsé novények morfolégidjara, a viragzasra és a
termésképzésre

A Dbiofortifikacids kisérlet soran célunk volt a hosszii tava szelén stressz borso
novényekre kifejtett fizioldgiai hatasait vizsgalni, igy a ndvekedésre, fejlodésre, viragzasra, a
terméshozasra és érlelésre gyakorolt hatasat tanulméanyoztuk. Ezen monitorozott paraméterek,

mint érzékenységi markerek, jol tiikkrozik a stresszhatést és az eldidézett fejlodési valaszokat.

A borsé novények hajtasat tekintve, a hossz eredményekbdl latszik, hogy a Se kezelés
hosszl tdvon szignifikdnsan negativan befolyasolta a hajtas novekedését: a legenyhébb, 10 uM
33. abra B). Kevésbé ¢érzékeny morfologiai paraméternek bizonyult a levéllemez
hosszndvekedése, melynek értékei ugyan szintén csokkend tendenciat mutattak, de szignifikans

gatlas csak a 40 uM-os Se koncentracio hatasara jelentkezett (32. abra B).

A hajtas friss tomegét tekintve, itt mar a 10 uM Se is ~50%-o0s redukciot eredményezett,
mely a novekvé Se koncentraciok hatasara végiil drasztikusan lecsokkent. A 100 uM Se kezelt

ndvények hajtasa erdteljesen elszaradt, ebbdl adddik a csupéan 1 g koriili FT érték (32. dbra C).

A FGY hossza csak kismértékben tért el a kontrolltol a 10 és 20 uM Se kezelés hatédsara,
am a legmagasabb kezelési koncentracio (40 uM) itt is szignifikans rovidiilést okozott (32. dbra
D és 33. abra A). A Se terhelt novények gyokerének friss tomege a hajtasukéhoz hasonloan

valtozott, am a redukcio kisebb mértékii volt (32. abra E).
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32. abra: Az aratas napjan mért morfologiai paraméterek: hajtis hossz (A), levél hossz (B), hajtas friss tomeg (C),
FGY hossz (D), gyokér friss tomeg (E). A *-gal jelolt mintdk a kontrolltél P<0,01 (**) vagy 0,001 (***)
valdszinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan.




A bors6 novények 42 napos korukban kezdtek el virdgozni, mely a kezelési periddus 8.
napjat jelentette. Legeldszor az 50 pM Se-nel kezelt ndvényeken jelentek meg a
virdgkezdemények, majd par napon belil a kontroll és 10 uM szelén kezelésnek Kkitett
novényeken is (33. abra C). A 100 uM Se ehhez képest egy héttel késleltette a viragzast. A
szelén-kezelt novényeken kevesebb viragot szamoltunk a kontrollhoz képest, am ezek
gyorsabban fejlédtek és nyiltak ki (adat nincs bemutatva). Ezzel 6sszefliggésben, az 50 és 100
uM Se-kezelt névényekrdl 6 nappal hamarabb kellett learatnunk a termést (84. nap - 50. napja a
kezelésnek) (33. abra D és E), mert a novények életképessége erdsen lecsokkent. A 10 uM Se

kezelésnek kitett ndvényeket a 90. napon arattuk le (56. napja a kezelésnek).

33. abra: A bors6 novényekrdl az aratas napjan készitett reprezentativ felvételek: kontroll, 50 pM és 100 uM Se-
kezelt ndvény hajtasa és gyokere (A), kontroll, 50 uM és 100 uM Se-kezelt n6vény hajtasa (B), termés érlelési fazis
(C), 10 pM Se-kezelt névények borsohiivelyei (egy novényrdl szarmaznak) (D), és kontroll és 10 pM Se-kezelt

ndvények borsohiivelyei terméssel (E).
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A termés morfologiai elemzésekor vizsgaltunk tomegre, darab szamra ¢és hosszra
vonatkozd paramétereket is, hogy egy atfogd képet kaphassunk a Se terméshozasra kifejtett
hatasardl. Az 6sszes altalunk kivalasztott szempont alapjan kapott értékek azt tiikrozik, hogy a
Se koncentraciofiiggd modon csokkentette a termés friss és szaraz tomegét (34. abra A), a
képzo6dott borsohiivelyek €és borsdszemek szamat (34. abra B). Az 50 és 100 uM Se minden

esetben szignifikéns csokkenést idézett elo.
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34. abra: A borsohiively és -szemek friss és szaraz tomegei (A) és a borsohiivelyek szama novényenként, valamint a
borsoszemek szama hiivelyenként (B). A *-gal jelolt mintak a kontrolltél P<0,05 (*) vagy 0,01 (**) vagy 0,001
(***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan.

V.3.2. A szelén felvétele, transzlokacidja és hatiasa a makro- és mikroelem homeosztazisra

Az altalunk felallitott kisérleti rendszerben a borsé ndvények a Hoagland tapoldattal
egyiitt kaptak a szelént natrium-szelenit formajaban 10, 50 és 100 uM koncentracioban. Az igy
alkalmazott hossza tava kezelés Se felvételre, transzlokaciora és a makro-, valamint mikroelem
homeosztazisra gyakorolt hatasat ICP-MS késziilékkel hataroztuk meg. A hajtds és gyokér
adatok egyértelmiien mutatjak, hogy a szelént kiilonb6z6 koncentracidban tartalmazé tapoldattal
torténd ontdzés hatasara az elemfeldusulds mind a hajtasban, mind pedig a gyokérben megtortént

(35. abra). Kontroll koriilmények kozott a névényekben 0-2 pg szelén volt 1 g szaraz tomegre
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vonatkoztatva, mely a kisérleti periddus végére a hajtasban 291,6 png/g SZT, mig a gyokérben
11900 pg/g SZT volt.
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35. abra: A bors6 névények hajtasiban (A) és gyokerében (B) akkumulalodott Se koncentracio (ug/g SZT) 0, 10, 50
és 100 pM natrium-szelenit kezelés hatasara.

Az akkumulécids rata a polinomialis korrelaciét mutatja az akkumulélt Se tartalom ¢€s az
alkalmazott Se kezelési koncentraciok kozott. Ezeket a gyokérre, hajtisra és termésre
vonatkozoan is kiszamoltuk (5. tablazat). Az R? értékek a gyokér, hajtas és borsdszem esetében

is 1-hez kozeliek voltak (5. tablazat).

5. tdblazat: Az akkumulécios rata a hajtas:gyokér transzlokacids aranyaval szemléltetve, valamint a gyokér, hajtas és
borsészem R? értékei.

Se kezelés Se hajtas:gyokér arany R?

Kontroll 0,303 Gyokér 0,9956
10 uM Se 0,063 Hajtas 0,9978
50 uM Se 0,021 Bors6szem 0,9857

100 M Se 0,025
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A hosszu tava Se kezelés hatasat tekintve a novények makro- ¢és mikroelem
homeosztazisara lathatjuk, hogy hajtasban a makroelemek koézé tartozd kalium és magnézium
szintje koncentraciofiiggé modon lecsdkkent a kezelés hatasara, mig a kalcium tartalom 10 uM
Se hatasara megemelkedett és csak az erdteljesebb Se stressz hatdsara csokkent le. Gyokérben a
kalium ¢és kalcium koncentracioja a hajtdsban megfigyelt médon valtozott, &m a magnézium

tartalom emelkedést mutatott a kezelés hatasara (6. tdblazat).

6. tablazat: A hosszu tavi Se kezelés hatasa a novények makroelem tartalmara (ug/g SZT).

Makroelemek (ng/g SZT)
K Mg Ca
Kontroll  69011,41 11102,66 9273,76
10 uM  64347,00 11172,55 10329,84

Hajtas
50 uM  38514,17 8367,55 9038,12
100 uM  31017,61 774951  7549,90
Kontroll  10146,34 2540,49 12870,24
.., 10uM 540806 2639,13 17687,32
Gyokér

50uM  7073,64 2779,07 7468,99
100 uM 284314 272549  6333,33

A mikroelemek koziil a cink tartalomrol elmondhatjuk, hogy hajtasban a 10 és 50 uM Se

kontroll szintre tért vissza. Gyokérben a 10 €s 100 uM Se is megemelte a Zn tartalmat. A kobalt
¢s a molibdén tartalom koncentraciofiiggdé modon lecsokkent a hajtdsban, mig a réz szintje
megemelkedett. A mangan és a vas és szintje 10 és 50 uM Se hatasara szintén megemelkedett,
majd visszacsokkent. Gyokérben a mangan, vas, kobalt, réz és molibdén tartalmak kiilonb6z6

mértékben emelkedtek (7. tdblazat).
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7. tablazat: A hosszu tavi Se kezelés hatasa a novények mikroelem tartalmara (ug/g SZT).

Mikroelemek (ng/g SZT)
Zn Mn Fe Co Cu Mo
Kontroll 112,30 9,89 38,16 069 421 1181
10 uM 78,96 14,62 4150 062 4,17 10,30

Hajtas
50 uM 62,99 16,07 37,05 0,64 3,96 9,23
100 uM 117,50 7,01 3244 061 4,83 8,21
Kontroll 333,90 9,46 239,70 559 41,39 412
o 10 uM 467,20 8,90 239,90 2,90 2252 1,91
Gyokeér

S0uM 369,00 13,33 41260 642 4900 233
100uM 46930 11,87 38720 693 60,79 3,59

V.3.3. A biofortifikacié lehet6ségének vizsgalata

A Dbiofortifikaci6 folyamatanak Iényege, hogy a vdlasztott technikéval a
hidnytiinetet mutatd elemet - esetiinkben a szelént - bevigyiik a ndvénybe és feldusitsuk azt a
novény ehetd részeiben olyan formaban, hogy az hozzaférhetd legyen a fogyasztd szervezet
szdmara. Az elemfeldisulas termésen beliili vizsgdlatdhoz ICP-MS technikét alkalmaztunk,
mellyel a harom alkalommal tortént termés aratas soran szerzett mintak egyiittes szelén tartalmat
elemeztiik kiilon a borsoéhiivelyben és a borsészemekben. gy nyomon tudtuk kovetni a 28., 42.
€s 50/56. napon kapott eredmények segitségével, hogy a dusulas fokozatosan tortént-e, vagy
esetlegesen van egy akkumuldcios hatdra a borsdé novényeknek. Lathatd, hogy a kontrollhoz
képest az Osszes Se kezelés szignifikdns elemtartalom emelkedést valtott ki mind a hiivelyben,
mind pedig a szemekben. Tovabba elmondhatd, hogy a borsohiively és a szemek Se tartalma a

kezelések iddtartamaval parhuzamosan és koncentraciofiiggd modon novekedett (36. dbra).
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36. abra: A Se koncentraciok (ug/g SZT) a borsohiivelyben (A) és a borsoszemekben (B) a kezeléseket kovetd 28.,
42. és 50. napon. A *-gal jelolt mintak a kontrolltél P<0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan.




VI. Eredmények értékelése

V1.1. Arabidopsis thaliana L. névényen végzett kisérletek értékelése

VL.1.1. A ludfii a gyokér- és hajtasrendszerbe transzlokalja a felvett szelént, mely fokozott
kén felvételéhez is vezet

Az Arabidopsis a Se-re nézve nem akkumulalé névény (Pilon-Smits és Quinn, 2010),
eredményeink alapjan azonban az latszik, hogy fel tudta venni a kezelésként alkalmazott
szelenitet, és mintegy 500-szorosara novelte igy a Se tartalmat (2. tablazat). A hajtas:gyokér
aranyszamok azt is megmutattdk, hogy mig kontroll koriilmények kozott a gyokérben talalhatd
nagyobb mennyiségben a Se, addig a kezelés hatdsara nagymértékii transzlokacid tortént a hajtas

felé. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy az Arabidopsis nem tudta kizarni a Se-t a hajtas szoveteibol.

A szelén és a kén kozott nagyfoka kémiai hasonlosag van, ezért versengenek egymassal a
felvételi és asszimildcios folyamatok soran (Ellis és Salt, 2003, Hopper és Parker, 1999). A
kémiai hasonldsag miatti talzott szelénfelvétel akar kénhianyt is okozhat a ndvényi szervezetben,
klorézis ¢€s gatolt novekedés tiinetét eldidézve. A mi kisérleti rendszeriinkben azonban
szignifikans szelén-indukalt kén felhalmozodast tapasztaltunk, legfoképp a ludfii gyokerében (3.
tablazat). Ennek magyarazata az lehet, hogy a szelén kitettség kénhidnyt idézett eld, melyre
valaszul a SULTR1;1 és SULTR2;1 szulfat transzporterek expresszidja megemelkedett, ez pedig

veégso soron S akkumulaciohoz vezetett (Van Hoewyk és mtsai, 2008).

VI.1.2. A szelenit koncentraciéofiigcé modon befolyasolja a vad tipusa Arabidopsis
morfologiajat és életképességét

A meghatarozott elemtartalmakbol tudtuk, hogy a taptalajba adott szelenitet a ndvényeink
felveszik, méghozzd mindkét szervrendszeriikben fel is halmozzdk. A kovetkezd kérdésiink az
volt, hogy a felvett szelenit hogyan hat a ndvények gyokér- és hajtasfejlodésére, valamint az

¢letképességére. A vad tipust (Col-0) novények sziklevél expanzidjat a Se kezelés kevéssé
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befolyasolta (4. tablazat), ekkor a sejtek életképességére sem fejtett ki hatast, a 4. és 7. nap
kozotti hosszanti novekedésére azonban jelentds, gatld hatassal volt, ami 0sszefiiggést mutat a 4.
napon tapasztalt életképesség vesztéssel (12. abra A, 13. abra). A sziklevél novekedésével

ellentétben a hipokotil megnyulds kevésbé bizonyult Se-re érzé¢keny folyamatnak (12. abra B).

A hajtas novekedési valaszahoz képest a gyOkérrendszer fejlodése érzékenyebbnek
bizonyult a magas szelén koncentraciokra, az 6sszes altalunk vizsgalt paraméter tekintetében. A
FGY hossz koncentraciofiiggd novekedésgatlast szenvedett el (14. abra), az oldalgyokerek szama
pedig szintén csokkent a szelén hatasara (abra). Ez aldl egyediil a 10 uM Se koncentracié volt
kivétel, mely morfogenetikai valaszt (SIMV) valtott ki; mind az OGY iniciacidja, mind pedig
azok késobbi fejlddése indukalodott hosszii tdvon (15. dbra). Hasonld stressz indukélta
morfogenetikai valaszt figyeltek meg réz-kezelt Arabidopsis-ban is (Pasternak és mtsai, 2005). A
10 uM Se indukalta megvaltozott novekedés alapvetd fontossagl eleme lehet az akklimatizacid
¢s igy a tolerancia folyamatanak, hiszen a nagyobb szamu és méretli oldalgyokérzet jobb viz- és
tapanyagfelvételt biztosit, ezaltal segitheti a ndvényt a talélésben. A FGY merisztéma
¢letképességét a korai fejlddés soran csak a legmagasabb koncentréacio (40 pM) rontotta, késdbb

az 0sszes koncentracid, méghozza dozisfliiggd mdodon (16. abra).

Szelenit hatasara tehat teljes korli novekedésgatlas 1épett fel a ludfii ndvényekben, mely a
gyoOkér- és hajtasrendszeriiket is €rintette. Ez a Se-indukalt fejlodésgatlas jo osszefliggést mutat a
sejtek életképességének csokkenésével a tejles novekedési peridodus alatt. A bekovetkezd
sejthalal egyik oka az lehet, hogy a Se megzavarja a fehérjeszintézist, szelenocisztein és
szelenometionin képzddik a ndvényi szervezetben, melyek a cisztein és metionin helyére épiilnek
be, igy funkcidjukat rosszul ellatdé vagy ellatni képtelen fehérjék képzddnek (Barillas és mitsai,
2011). A Se-indukalt sejthalal kovetkeztében a sejtosztodas a gyokér apikalis merisztémajaban
csokken vagy teljesen ledll (Lequeux és mtsai, 2010). Eredményeink viszont azt mutatjak, hogy a
sejtosztodas markereként hasznalt CYCBI1;1::GFP expresszidja szelén kezelés hatasara nem
valtozik, mely alapjan - a Se FGY merisztémat érintd ndvekedésgatlo hatasat is figyelembe véve
(17. abra), arra kovetkeztethetiink, hogy egyéb sejtciklus géneknek nagyobb jelentdsége lehet a
FGY merisztéma sejtjeinek osztddasaban szelén stressz alatt, tovabba a szelenit képes lehet a
sejtek korabbi elongacidjat eldidézni. A szelenit ezen sejtszintli hatasa tovabbi vizsgalatokat

igényel.
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V1.1.3. A szelenit megvaltoztatja a bels6 hormonalis homeosztazist

A jelatviteli és hormonalis rendszer 0sszehangolt munkaja révén alakulnak ki azok a
fejlodési jelek, melyek lehetdvé teszik a ndvények kornyezethez és annak valtozasaihoz vald
alkalmazkodasat, és amely helyhez kotott ¢lolényként nélkiilozhetetlen a névények szamara.
Kutatasunk sordn igyekeztiink feltarni a novekedési valaszok hatterében huzodd hormonalis
folyamatokat, ezért auxin-, citokinin- ¢és etilénvalaszt vizsgaltunk az Arabidopsis
gyokérrendszerében in situ mikroszkopias modszerrel. A DR5 gén egy nagy aktivitasu
szintetikus auxin valaszelem (Ulmasov és mtsai, 1997), melyhez a GUS riporter kapcsolodik és
ennek aktivitasi mintazata informacioval szolgalt az endogén auxinvalaszrol. A DRS5::GUS
aktivitasa csokkent Se hataséara (18. dbra A-L), mely az auxinvalasz csokkenését mutatja a FGY
merisztémaban. Ezt Wang és mtsai (1992) munkaja is alatamasztja, amiben a Na-szelenit
csOkkentette a belsd indol-3-vajsav szintet dohany ndvényben. Tovabba csokkent DRS
expressziot talaltak réz- és kadmium kezelt Arabidopsis FGY merisztémajaban (Potters és mtsai,
2009; Lequeux ¢és mtsai, 2010). Az irodalombdl tudjuk, hogy a Se kezelés befolyasolja az auxin
downregulalodik, am az indol-3-acetat-p-glukoziltranszferaz gén expresszidja fokozodik, mely
inaktiv auxin konjugatumokat képez. Valamint szamos auxin-szabalyozott jelatviteli komponenst

kodold gén expresszidja alacsonyabb Se-kezelt ludfiiben (Van Hoewyk és mtsai, 2008).

A citokininek képzddésének f6 helye a gyokér, ahonnan a xilém elemeken keresztiil
mobilizalodnak a tobbi szervbe (Kudo és mitsai, 2010). Kisérleteink soran a citokininvalaszt
szabalyozd gén-fliggd (ARRS5) GUS in situ expresszidja a korai fejlédés soran erételjesen
megnovekedett (18. abra D-F), mely szintén oka lehet a FGY noévekedésgatlasanak, hiszen a CK
negativ szabalyozdja e folyamatnak (Mdhonen és mtsai, 2006). Ezzel 0sszefliggésben, szelenat
kezelt ludfilben egy CK jelatvitelben szerepldé negativ szabalyozo komponens (Atlg74890)
gatlasat mutattak ki (Van Hoewyk és mtsai, 2008).

Az etilén bioszintézisben résztvevd ACSS8 szintdz gén mind a korai, mind a késéi
fejlédési szakaszban fokozott GUS aktivitast mutatott, tehat feltételezhetjiik, hogy a Se kezelés
az etilén bioszintézisének fokozodasat okozta (18. abra G-I). Kék hajnalka (Ipomoea tricolor

Cay.) oregedd virag szovetein végzett kisérletek soran kimutattdk, hogy szelenometionin kezelés
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hatasara az etilén képzddés fokozodik (Konze és mtsai, 1978), csakugy, mint szelenat kezelés
utan Stylosanthes humillis csiranévényekben (Ribeiro és mtsai, 2011). A Se-indukalta etilén
produkci6 hatterében az etilén szintéziséhez és jelatviteléhez kapcsolodd gének expresszidjanak

fokozodasa allhat (Tamaoki és mtsai, 2008; Van Hoewyk ¢és mtsai, 2008).

VI1.1.4. A hormon mutans novények novekedési valaszai és szelén toleranciaja

Az aux1-7 novényekben muticiojuk révén a hajtasbol gyokérbe torténd auxin transzport
hibés, ezért alacsonyabb auxin szinttel rendelkeznek és kevésbé érzékenyek az auxinra (Pickett
¢s mtsai, 1990), mint a vad tipusti névények. Eredményeink azt mutatjak, hogy auxin és etilén
hianyaban a szelenit kezelés képes volt novekedést gatld és életképesség csokkentd hatdsat

kifejteni a gyokérrendszerben, mely ezen ndovények Se érzékenységére utal (19. abra).

A két etilén hianyos vonal koziil a hlsl-1, mely alacsony etilén szintet tartalmaz,
érzékenynek bizonyult, &m az etrl-1 vonal, mely az etilén jelatvitelében hibés és etilén szintje a
vad tipuséhoz hasonld, rezisztensnek bizonyult, hiszen ¢életképessége csak egy bizonyos
koncentracié (10 uM) hatasara csokkent szignifikdnsan (19. dbra B). Ezek alapjan ugy tlinik,
hogy az etilén szintben torténd valtozas inkabb meghatarozza a Se tlir6képességet, mint az etilén
rezisztencia. Tamaoki és mtsai (2008) hasonl6 hatast tapasztaltak, hiszen munkajukban a 15 uM
szelenit kezelés jelentdsen megemelte az etilén szintet, ami sziikséges volt a kén

asszimilaciojaért felelds gének szelén altali indukciojahoz.

Az ipt-161 novények, melyek 10-szeres zeatin tartalommal birnak a vad tipushoz képest, nem
mutattak sem gyokérmorfologiajuk, sem életképességiik tekintetében szelén-indukalt gatlast (19.
abra), melybdl arra kovetkeztetiink, hogy a CK hormon szerepet jatszik a Se toleranciaban.
Kimutattak, hogy magas CK szint hatasara fokozodik az adenozin-foszfoszulfat-reduktazl
(APRI1) gén transzkripcidja, ami eldsegiti a Se metabolizmust (Ohkama €s mtsai, 2002), végso
soron toleranciat idézve eld. Azt is meg kell emliteni, hogy a nitrat reduktaz egy CK-indukalhat6
enzim (Samuelson ¢és mtsai, 1995), mely aktivitdsanak ndvekedése hatékonyabb nitrogén
metabolizmushoz, igy a Se tolerancia fokozoddsdhoz vezethet. A gyokerek NO bioszintézisének

kulcsenzimeként a NR hozzajarulhat a NO szint emelkedéséhez (Xu €s Zhao, 2003), ami pedig
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tolerancia folyamatokat aktivalhat. Eppen ezért tovabbi kisérleteinkben a NO szintek

vizsgalataval foglalkoztunk.

VI1.1.5. A NO szerepe Se stressz alatt vad tipusu és hormon mutans néovényekben

A vad tipusu (Col-0) és megvaltozott hormon tartalommal rendelkezé6 novények
gyokerében detektaltuk a NO szinteket, és arra kerestiik a valaszt, hogy a Se stressz hogyan
befolyasolja a NO képzddését, és milyen kapcsolat all fenn a hormonalis és jelatviteli rendszer
elemei kozott, vagyis, hogy befolydsolja-e a NO produkcidt egy adott hormon tobblete vagy

hianya.

A Col-0 Arabidopsis korai fejlédése soran a FGY merisztéma nagyon magas NO
tartalommal rendelkezett, mig késobb ez lecsokkent és alacsony szinten maradt (20. abra A). Ez
az eredmény is megerdsiti a NO szerepét a csirandvények Kkorai egyedfejlodésében
(Gniazdowska és mtsai, 2010). A szelén NO metabolizmusra gyakorolt hatasa érdekes, hiszen a
korai fejlédési szakaszban csokkenti a NO szintet, mig késobb emelkedést idéz eld. A fejlodés
kezdeti szakaszan a NO Se-indukalt eliminacidjaért az oxigénnel, glutationnal, ndvényi
hemoglobinokkal vagy kiilonb6z6 ROF-kal (pl. hidrogén-peroxid, szuperoxid gyok) torténd
reakcioja lehet a felelés (Misra és mtsai, 2011). Ezek a reakciok alapvetd fontossagiiak a NO
hogy szigndl molekulaként valaszokat generaljon. A szelén hatdsara, a késObbi fejléddés soran
tapasztalt NO képzddés tobbek kozott a NR enzim aktivitdsanak eredménye lehet. Rios és mtsai
(2010) a NR aktivitas fokozodasat tapasztaltak szelenit kezelt salata novényben, ami lehet
kozvetlen hatds, vagy megvalosulhat a kénhiany 4ltal indukalt molibdén koncentracid
novekedésen keresztiil (Shinmachi és mtsai, 2010). De meg kell jegyezni, hogy a szelén-indukalt
NO képzddés egyeb enzimatikus és/vagy nem enzimatikus folyamatai is hozzajarulhatnak a NO

szintek valtozasaihoz ebben a rendszerben.

A NO ¢és auxin kozotti negativ kapcsolatra utal az az eredményiink, mely szerint a
kontroll aux1-7 novények magas NO szintet mutatnak (21. abra). Hasonléan negativ NO-auxin

kapcsolat volt megfigyelhet réz-kezelt Arabidopsis-ban is (Pet6 és mtsai, 2011), és magas NO
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szint hatdsara csokkent a DRS5::GUS expresszioja €és a PINI-szabalyozott auxin transzport

szintén ludfiiben (Ferndndez-Marcos és mtsai, 2011).

A CK-tultermelé (ipt-161) vonal a vad tipusnal kissé nagyobb NO tartalommal
rendelkezett kontroll koriilmények kozott (21. abra), és a szelén kezelések nem csokkentették a
NO szintet, hanem egy enyhe emelkedést okoztak. Ezek az eredmények a CK és a NO kozotti
kolcsonhatds meglétére utalnak a Se kezelésnek kitett novényekben. Ennek a kapcsolatnak a

vizsgalataval dolgozatom késdbbi részében foglalkozom részletesen.

A két etilén mutans (hlsl-1 és etrl-1) gyokerében, kontroll koriilmények kozott tapasztalt
nagyon magas NO szintet (21. abra) az magyarazhatja, hogy az etilén és nitrogén-monoxid
kozott antagonista kapcsolat all fenn a gyokér novekedése soran. A negativ NO-etilén
kapcsolatra példa, hogy a NO képes downreguldlni az etilén bioszintézisében résztvevé ACC
oxidaz géneket (ACO4) (Besson-Bard és mtsai, 2009). A Se kezelés hatdsira azonban vad
tipushoz hasonld vaéltozas kovetkezett be a NO szintekben ezeknél a novényeknél (21. abra),
mely arra enged kovetkeztetni, hogy szelén stressz alatt nem all fenn szabalyoz6 kapcsolat az

etilén és NO kozott.

V1.1.6. A hidrogén-peroxid szintek alakulasa Col-0 és hormon mutans novényekben

A NO képes reakcioba Iépni egyes reaktiv oxigénformakkal, mely sordn sajat endogén
koncentracidja lecsokken, vagy akar teljesen eliminalddhat is a rendszerbdl. A NO egyik fontos
reakciopartnere a hidrogén-peroxid. A korai fejlodés soran, a Col-0 novények FGY
merisztémajaban a NO szintje magas, a H,O, szintje pedig alacsony volt, mig az iddsebb
gyokerekben a magas H,O; szinthez alacsony NO szint tarsult (23. abra A). Ez is arra enged
kovetkeztetni, hogy e két jelmolekula kolcsondsen egymds reakciopartnerei a csirandvény
fejlédése soran. A szelenit H,O, akkumuléciot kivaltd hatasa a glutation fogyas direkt vagy
indirekt kovetkezménye lehet (Grant és mtsai, 2011). A 7. és 14. napon mért alacsonyabb
rezorufin fluoreszcencia feltehetéen mar az antioxidans rendszer aktivalodasanak koszonhetd,
hiszen a kontroll szintjét nem haladta meg. A NO-H,0; kozott fennallé antagonizmus oka lehet

az a kémiai reakci6, mely soran a H,O, a NO-dal reagalva peroxinitrit (ONOQO") képzddéséhez
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vezet, vagy allhatnak a hatterében enzimatikus és nem-enzimatikus folyamatok is (pl. NR vagy

antioxidansok).

Az aux1-7 novények alacsony H,0, tartalma (23. abra B és C) magyarazatul szolgalhat
ennek a mutansnak az oxidativ stresszel szembeni kismértékili érzékenységre (Blomster és mtsai,
2011) és az auxin-hidrogén-peroxid kozotti pozitiv kapcsolatra. A ROF szerepelhet az auxin
jelatvitel downstream elemeként bizonyos folyamatokban, mint pl. a gravitropizmus, és az
auxinok is képesek a hidrogén-peroxid szintjét befolyasolni a zardsejtekben (Potters és mtsai,
2009). A Se kezelés a Col-0-hoz hasonld csokkenést valtott ki a hidrogén-peroxid szintben, bar
ez nem bizonyult szignifikansnak (23. abra B). Az altalunk felallitott hipotézis szerint a
csirandvények fejlodésének kezdeti szakaszaban a H,O,-fiiggd mitogén-aktivalt protein kindz
kaszkdd (MAPK) csokkenti az auxin érzékenységet az auxin indukalhatd génexpresszid
downregulacioja révén (Nakagami és mtsai, 2006), és ez novekedésgatlast eredményez. A
késobbi szakaszban (DAG14) a szelén kezelés altal indukalt NO gatolja a PIN1-kozvetitette
auxin transzportot, igy alacsony auxin szintet és a FGY merisztéma novekedésgatlasat kialakitva.
A jelatviteli és hormondlis rendszer szabdlyozdsa tehat szorosan Osszefiigg €s egyiittesen
alakitjak ki a stresszre adott novekedési valaszt. Az ipt-161 mutacio redukalt H,O, képz6déshez
vezetett (23. abra B és C), mely egy CK-ROF kozott fennalld antagonizmust feltételez.
Feltehetéen a H,0, az etilén jelatvitel downstream regulatora, hiszen a két etilén mutans (hls1-1
¢és etrl-1) ndvényiink kontroll koriilmények kozott alacsony rezorufin fluoreszcencia jelet
mutatott, valamint a Se a vad tipussal ellentétben nem volt képes etilén produkciot kivaltani (23.
abra B és C). A H,0; és etilén kozotti kapesolatot tamasztja ala, hogy a hisztidin kinazok erdsen

H,0,-fliggdek, és etilénhez kapcsolddo sejtvalaszokat szabalyoznak (Desikan és mtsai, 2001).

VI1.1.7. A jelatviteli molekulak szintjében mutans novények novekedési valasza Se stressz
hatasara

A NO ¢és a H,O; Se toleranciaban betdltott szerepének tanulmanyozasa céljabol alkalmaztuk
az S-nitrozoglutation reduktaz (GSNOR)-deficiens gsnorl-3, a NO-hianyos nialnia2, valamint
az aszkorbat-hidnyos vtc2-1 és a myo-inozitol oxigenaz mutdcidja révén aszkorbat-taltermeld

miox4 novényeket. A NO tobblete esetén (gsnorl-3) a Se kezelés gatolta a FGY merisztéma
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megnyulasat (24. abra A), de az életképességre nem volt hatassal (24. abra B), ami arra utal,
hogy a NO hozzajarul a Se-indukalt gyokérnovekedés gatlashoz és a Se tolerancidhoz egyarant.
A magasabb S-nitrozoglutation szint jotékony hatdsat mar bizonyitottak betegségellenallosag
illetve ho tolerancia folyamataiban (Feechan és mtsai, 2005; Lee és mtsai, 2008). Létrehoztak
tovabba egy olyan paradicsom mutanst is (short-root mutans; shr), melyben a rovid gyokér
fenotipus ¢€s a betegségekkel szembeni fokozott ellendlloképesség a NO tobbletének volt
koszonhetd (Negi és mtsai, 2010). A NR-deficiens nialnia2 névények csokkent NO tartalma
szelén szenzitivitashoz vezetett, ami a NR Se stressz soran betoltott szerepére utal (24. abra).
Tovabbi kutatasi eredmények is alatamasztjak a nialnia2 novények érzékenységét kiilonb6zo
stressz faktorok, mint pl. vizhidny hatdsara (Lozano-Juste és Ledn, 2010). A vtc2-1 novények
alacsony aszkorbat tartalmabol ered6 magasabb H,0, szint (Petd és mtsai, 2013) hozzajarult a

szelenit szenzitivitdshoz, de enyhitette a FGY merisztéma novekedésének gatlasat (24. abra).

Az endogén NO szint a Col-0 névények FGY merisztémajaban Se koncentraciofiiggéd modon
csokkent (22. abra), és ez a nialnia2 novényekre is igaznak bizonyult (abra). Ebbol azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a NR enzim aktivitdsa a szelenit 4altal generalt
stresszhelyzetben nem felelds a NO szint véltozasaért. Ujabb eredmények szerint a NO képes a
citokinin adenin csoportjaval reakcidba lépni, ami a sajat, endogén szintjének redukcidjahoz

vezet (Liu és mtsai, 2013), és hattérmechanizmusa lehet a Se-indukalt NO csokkenésnek.

Mindezek alapjan gy tlinik, hogy azok a novények, melyek (gyokér) novekedésiiket
jelentdsen képesek redukélni, ezaltal képesek erdforrdsaikat a fejlodésrdl a védekezésre
atcsoportositani, nagyobb eséllyel akklimatizalédnak és élnek tul szuboptimalis kornyezeti

feltételek esetén.

Szelénnel kapcsolatos atfogo kutatasi eredményeimet a 37. dbran modellezem.
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37. abra: Modell abra: attekint6 abra a szelén kezelés hatasara bekovetkez6 valtozasokrol, és ezen valtozasok

kapcsolatarol.
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38. abra: Modell abra: a CK-NO kolcsonhatas részletesebb vizsgalata soran kapott eredmények Gsszegzése.



V1.2. A citokinin és nitrogén-monoxid szelén stressz tiirésben betoltott
szerepének részletesebb tanulmanyozasa

V1.2.1. A Se ellentétesen hat a citokinin és nitrogén-monoxid szoveti eloszlasara és szintjére
az Arabidopsis szerveiben

A novényi szervezet fejlodését és muikodését a kiilsd kornyezet és a belsd hormonalis
rendszer dsszehangolt mitkddése hatdrozza meg. Ezen elemek kozott a jelatviteli rendszer és
annak komponensei jelentik a kapcsolatot. A fejlddési folyamatok soran a citokininek a nitrogén-
monoxiddal egyiittmiikddve hatnak és a kettejiik kapcsolata novényfajtol, valamint fiziologiai

valaszoktol fiiggden szinergista és antagonista is lehet (Freschi, 2013; Wilhelmova és mitsai,

2006).

A CK-fiigg6 ARRS promoter expresszidja a 4 napos, kontroll Arabidopsis novények
FGY merisztémajara korlatozddott, mig a sziklevelek és a hipokotil teljes egészében
megfigyelhetd volt az X-Gluc festés indigokék szine. Ez a festddés Se kezelés hatasara a
sziklevelekbdl és a hipokotilbol eltlint, &m a gyokérben fokozddott (25. dbra A). A Se kezelés
morfoldgiai paraméterekre kifejtett negativ hatdsat magyarazhatja az ARRS::GUS aktivités, igy a
citokininvalasz valtozéasa a gyokér- és hajtasrendszerben, hiszen ez a hormon a gyokér fejlodeését
pozitivan, mig a hajtdsét negativan szabalyozza (Werner ¢s mtsai, 2003). Mivel a CK
bioszintézisének f6 helye a gyokércsucs (Torrey és mtsai, 1976), és a gyokérbdl hajtasba
iranyuld, xilém elemeken torténd citokinin szallitast kornyezeti jelek szabalyozzak (Kudo és
mtsai, 2010), feltételezhetjiik, hogy a Se terhelés gatolja a gyokér és hajtas kozotti CK
transzportot, ¢és ennek hatdsara alakul ki a tapasztalt aktivitdsi mintazat: a gyokérben
felhalmozddik a jel, a hajtasbol pedig eltlinik. Szarazsag stressz hatdsara csokken a xilémben a
citokinin szintje (Bano és mtsai, 1993; Shashidhar és mtsai, 1996), ami gyengiilé gyokér-hajtas

transzportot vonhat maga utéan.

A tovéabbiakban megvizsgaltuk, hogy a citokinin lebontasaért felelds citokinin
oxidaz/dehidrogenaz gének in situ GUS aktivitasaban bekdvetkezd valtozasok hozzajarulnak-e a
tapasztalt CK-valaszbeli (ARR5-fiiggd) modosulasokhoz Se stressz alatt. Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy az AtCKX4 és AtCKXS5 aktivitdsdnak fokozodasa a sziklevélben oka lehet a
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CK jel (ARRS::GUS aktivitas) eliminacidjanak a hajtasbol, illetve az AtCKX4 gatlodasa a
gyokérben okozhatja a Se-indukalta CK-valasz (ARR5::GUS aktivitas) novekedését (25. abra B).

V1.2.2. A CK-NO kozotti cross talk viszonyanak tisztazasa

A CK-NO kozotti kapcesolati viszonyt eldszor Se terhelés nélkiil, kontroll koriilmények
kozott tanulmanyoztuk. Benziladenin kezelést alkalmaztunk és monitoroztuk az ARR5-fliggd
GUS aktivitast, valamint a NO szintet a FGY merisztémaban. A CK-figgd valasz mind a
sziklevélben, mind a gyokérrendszerben fokozodott a BA kezelés hatasara (26. abra). Az exogén
CK kezelés emellett a NO szint csokkenését idézte el6 a vad tipust névényekben (27. abra A), a
NO donor pedig az ARR5::GUS aktivitas teljes eliminacidjat okozta a merisztémaban (28. abra).
Ezek az eredmények egyértelmlien ramutatnak a NO és a CK kozotti kdlecsondsen negativ
kapcsolatra stresszmentes koriilmények kozott. Hasonléan antagonisztikus kapcsolat all fenn a
molekulak kozott Arabidopsis zardsejtekben (Xiao-Ping és Xi-Gui, 2006; Liu és mtsai, 2013). A
szelén-indukalt NO képzddés elmaradasa az ipt-161 és a 35S:CKX2 ndvényekben arra utal (27.
abra B), hogy a CK befolyasolja a NO metabolizmusat a Se stressz alatt. Tovabba, a NO szint
csokkenése feltehetden sziikséges a szelén altal kivaltott ARRS promoter aktivalodasdhoz, ami
szintén a szelén stressz alatt a CK-NO kozott fenndllé antagonista kapcsolatra enged
szelénnek kitett novények sziklevelében az ARRS-valasz teljesen gatolt volt (25. abra A), mig a
NO szintek véltozatlanok maradtak (20. abra B), ezzel szemben a gydkérben a NO szintje
lecsokkent (27. abra B), de a CK-fiiggd aktivitas indukalodott (25. abra A). A NO szint
csokkenése mogott a CK  jelenlétében fokozott expresszidt mutatd nem-szimbionta
hemoglobinok (nsHB-0k) is allhatnak (Ross és mtsai, 2004). Az nsHB-ok szabalyozo6 funkcioval
birnak és fontos szerepet toltenek be a NO nagy mennyiségben torténd eldallitdsdban stressz
esetén (Dordas és mtsai, 2003), am képesek azt nitrattd alakitva kivonni a rendszerbdl, ha tul

nagy az endogén NO koncentraci6 (Perazzolli és mtsai, 20006).
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V1.2.3. A Se toleranciaban résztvevo CK és NO

A novények stressz toleranciajanak két markereként az ¢életképességet €s a morfoldgiai

paramétereken alapul6 tolerancia indexet hataroztuk meg.

Megallapithatd, hogy a CK-tultermelé ipt-161 novények toleransnak bizonyultak a
kisérleteink soran a Se stresszel szemben (29 abra A), melyet az életképesség csokkenésének
hidnya és a magas tolerancia index bizonyit (29. édbra B). Hasonldan, az IPT transzgenikus
Agrostis stolonifera és dohany novény nagy CK tartalma elOsegitette a szarazsag tiirést
(Merewitz és mtsai; 2012, Rivero és mtsai, 2010). Ha azonban a szelén terhelés mellett a
novényeket BA kezelésnek is kitettiik, az jelentds életképesség romlast idézett eld (31. abra).
Ennek hatterében az allhat, hogy az exogén citokinin egy bizonyos koncentracié folott képes
sejthalalt indukalni (Carimi és mtsai, 2004) és igy csokkenteni a sejtek életképességét. A NO-
taltermel6 gsnorl-3 fokozott FGY gatlasa és NO-hidnyos nialnia2 névények
gyokérnovekedésének stresszkoriilmények kozott torténd fennmaradasa alatdmasztja a NO gatld
hatasat a FGY megnytlasra (Pagnussat €s mtsai, 2002; He és mtsai, 2004; Fernandez-Marcos ¢és
mtsai, 2011). Ebben a folyamatban a merisztéma sejtek metabolikus aktivitdsa nem érintett. Ezt
alatamasztja az is, hogy a NO tobblete esetén a Se-indukalt életképesség vesztés a megnyulasi
zonaban volt kifejezett (30. abra), vagyis a NO Se stressz alatt valoszinilileg a sejtmegnytlast
gatolja. Tovabba az exogén NO ¢letképességet javitd hatasa megerdsiti a feltételezést, hogy a
NO hozz4jarul a Se stressz tolerancidhoz. A NO stresszt enyhitd hatdsat szamos mas kedvezdtlen
kornyezeti feltétel mellett, mint pl. szdrazsag, s, nehézfém tobblet, UV sugarzas igazoltdk mar

(Siddiqui és mtsai, 2011).

A CK-NO kolcsonhatas részletesebb vizsgalata soran kapott eredményeimet a 38. abran

0sszegzem, mely modell dbrahoz irodalmi adatokat is felhasznaltam.
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V1.3. Pisum sativum L. novényen végzett kisérletek értékelése

V1.3.1. A szelén negativan befolyasolja a borsé novények fejlodését és termésképzését

A biofortifikacios kisérleti rendszerben a borsd névények hossza tava szelén stressznek
voltak kitéve, mely eredményeink alapjan jelentdsen befolyasolta a ndvekedést és fejlodést,
tovabba kihatott a novények reprodukcios fazisara is (32. abra, 33. dbra). A szelén esetében
nagyon szlik az a tartomdny, mely még nem okoz toxicitasi tiineteket. Se hiperakkumulator
novényeknél megfigyelték, hogy a ndvekedési paraméterekre pozitivan hatott a szelén kezelés,
méghozza oly annyira, hogy azt is kijelentették, hogy talan ezeknek a novények sziikségiik van
Se-re az optimalis fejlédésiikhoz (Pilon-Smits és mtsai, 2009). A Pisum sativum nem tekinthet
Se hiperakkumuléatornak, mely magyarazhatja a bekovetkezett nagymértékii novekedésgatlast az
alkalmazott Se koncentraciok hatdsara (32. abra). A novekedésgatlas okat ebben az esetben is
visszavezethetjiik a modellnovénynél leirt okokra, mely szerint a szelén fehérjékbe torténd
beépiilése esetén megzavarja a fehérjeszintézist (Barillas és mtsai, 2011), mely végiil

sejthalalhoz vezethet.

A kisérlet iddtartama alatt egyértelmiien jelentkezd negativ hatds a novények fejléddésére
felvetette azt a kérdést, hogy vajon a novények szdméra nem esszencidlis szelén hogyan
befolyédsolja a reproduktiv fazist, képes lesz-e a borsd termést hozni. Megfigyeléseink azt
mutattak, hogy a fokozo6do stressz miatt, melyet a hosszu tava kezelés okozott, a ndvények
stratégiaja a reproduktiv fazis elérehozéasa és a termés minél hamarabbi érlelése volt. A termés
altalunk vizsgalt paraméterei is Se-indukalta redukciot mutattak (34. abra), csak ugy, mint

példaul Hartikainen és mtsai (2000) eredményei.

V1.3.2. A szelén biofortifikacioja borsé novényekben

Az éllati és emberi szervezet szdmara a Se egyik lehetséges forrdsa a novényi eredetii
taplalék. A novények szamara ugyan a Se nem esszencialis, de egyes fajok (Stanleya,

Astragalus) képesek nagy mennyiségben akkumulalni és atalakitani olyan formava, mely




felvehetd ¢és hasznosithatd a fogyaszté szervezet szamadra, ezért fontos olyan eljarasok
kidolgozasa, melyek soran névelni tudjuk a konyhakerti ndvények Se tartalmat. Az ajanlott napi

Se bevitel feln6tt ndk és férfiak szamara is 55 pg (http://ods.od.nih.gov). Az emberi szervezetben

a szelén rakellenes hatasat a szelenoproteineknek, glutation peroxiddznak és tioredoxin
reduktazoknak tulajdonitjak, melyek mind Se tartalmuak (bar az utobbi még kérdéses). A szelén
terapias adagoldsa altalaban 200 pg-nyi mennyiségben torténik, mellyel mar pozitiv

eredményeket értek el a rakos megbetegedések megel6zésében (Rayman, 2005).

Az altalunk hasznalt dusitasi folyamat végére a kontroll ndvények Se tartalméhoz képest
mind a hajtasban, mind a gyokérben szignifikdnsan megemelkedett a Se mennyisége (35. abra).
A hajtasban ez kozel 300-szoros, még a gyokérben 12 000-szeres novekedést jelentett. Ez az
eredmény nagyban kiilonbozik az Arabidopsis-ban tapasztalt transzlokacié mértékétol. A felvett
szelén nagy része ugyanis a gyokérben maradt és csak kisebb része transzlokalodott a borsd
hajtasaba (35. abra B). Am a Se akkumulacidja ennél a névényfajnal is koncentracioval aranyos
médon ment végbe, az akkumuldciés ratdk pedig a gyokér és hajtdsban, valamint a
borsoszemben is 1-hez kozeliek voltak, mig a hajtas:gyokér arany a kontrollnal volt a

legnagyobb (5. tablazat).

......

crer

novekedésével, a levél megnytlasa csokkent. Kovetkeztetésképpen, bar a hajtasba csak a
gyokérben akkumulalodott Se tartalom par szézaléka keriilt, az éppugy kifejtette a hatdsat,
méghozza dozisfliggd modon. Kordbban, a morfoldgiai paraméterek alapjan szintén a hajtas

bizonyult érzékenyebbnek.

A kezelés hatasara nem csak a Se tartalom, hanem a tobbi mikro- és makroelem tartalom is
valtozott (6. és 7. tablazat). A vizsgalt elemek egy része koncentraciofiiggd valtozast mutatott
(pl. Mo, K és Ca), de voltak olyan elemek, melyek mennyisége Se-indukalta novekedést mutatott

(pl. Zn, Cu, Fe). A hajtas és gyokér elem homeosztazisa masként reagalt a kezelésre.

Dont6 fontossagl volt megtudni, hogy a felvett Se a borsohiivelyben vagy a bors6szemekben
dusul-e fel, hiszen a legtobb esetben a borsdszem az, amelyet étkezési célbdl elfogyasztunk. A

biofortifikacio sikerességét a képz6dott termésben tapasztalt Se tartalom emelkedés jelentette
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(36. abra). A harom alkalommal tortént mintagyiijtés eredményei szerint a Se id6- és
koncentraciofiiggd modon akkumulalodott a fejlodé borsohiivelyben és borsdszemekben, ¢és
telitddés nem volt tapasztalhat6. A hajtas elemtartalmahoz képest a borsdészemekbe nagyobb
(35. abra A és 36. abra). Az igy felhalmozddott szelén felvehetdségét és fajtajat persze tovabbi
vizsgalatoknak kellene alévetni, hogy a gyakorlatban is alkalmazhaté legyen ez a modszer, de
kijelenthetjiik, hogy alapkutatdsi szinten ez a moddszer mikddoképesnek bizonyult, mint

biofortifikacios eljaras.
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VII. Osszefoglalas

Ph.D. munkam soran genetikai és biokémiai modszerek felhasznalasaval megvizsgaltam,
hogy a szelenit kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazva milyen fejlédésbeli, hormonalis ¢€s
jelatviteli valtozasokat indukal a modell organizmusként hasznalt Arabidopsis thaliana L.
ndvényekben. Tanulmanyoztam tovabba, hogy az altalunk felallitott biofortifikacids rendszerben
feldisul-e a Se a bors6 novények termésében, és ez a fajta hosszu tavli Se kitettség milyen
novekedési valtozdsokat idéz eld. A két rendszer haszndlatdval nem csak a ndvényélettani

alapismeretek, hanem a gyakorlati hasznositas lehetdségének bovitéséhez is hozzajarultam.
Munkam soran kapott eredményeim alapjan elmondhatd, hogy:

1. A magasabb Se koncentraciok (20 és 40 uM) a hajtas és a fégyokér novekedésgatlasat
idézték eld, hosszu tdvon (14 nap), enyhe Se kitettség esetén (10 uM) pedig a stressz
indukalt morfogenetikai valasz megjelenését tapasztaltuk. Ezek a novekedésbeli valaszok
az adaptacio folyamatanak tekinthet6k, hiszen az eréforrasok fejlédésrdl védekezésre
torténd atcsoportositdsa a novény jobb tulélését jelentheti. A novekedésgatlas mellett
sejthalal is tortént, amit a Se fehérjékbe torténd beépiilése (szelenocisztein és
szelenometionin kialakulésa) okozhat.

2. Kimutattam, hogy a Se terhelés jelentés valtozasokat idéz el6 a gyokér
hormonhaztartasaban: az auxinvalaszt (DR5-fiiggé GUS aktivitas) csokkenti, az etilén
bioszintézist (ACS8-fiiggé GUS aktivitas) jelentés mértékben megnoveli. A
citokininvalasz promoter-fiiggd (ARRS) GUS aktivitasa és térbeli mintazata szintén
modosul szelén kitettség hatdsara, feltehetéen a gyokérbdl hajtasba iranyuldé CK
transzlokdacio gatlasa és az AtCKX4 és AtCKXS5 regulacidja révén.

3. A korai csirandvény fejlédés soran a szelén tobblet csokkenti a nitrogén-monoxid
tartalmat (ez a NR aktivitasatol fiiggetleniil torténik), és emeli a hidrogén-peroxid
szintet a gyokérben, ami a két molekula antagonizmusara utal. Tovabba biokémiai (NO
donor kezelés) és genetikai (gsnorl-3 és nialnia2 mutansok) modszerekkel
bizonyitottam, hogy a nagy NO tartalom hozzajarul a szelén tolerancia

kialakulasahoz, mig a H,O; optimalis szintje sziikséges a Se tiiréshez.
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4. Feltételezhetd, hogy a korai fejlodés soran a szelén altal indukalt H,O, csokkenti az
auxin-fiiggé génexpressziot, mig az idosebb gyokerekben a NO gatolja az auxin
transzportjat, igy redukalva a gyokér auxin szintjét és novekedésgatlast okozva. A
szelén terhelés altal fokozott etilén bioszintézis (az ACSS8::GUS aktivitasa) részt vesz a
sejthalal indukcidjaban, igy a novekedésgatlasban és a H,O, downstream eleme a
jelatvitelnek. Eredményeim azt mutatjak tovabba, hogy az etilén és a NO kozott nincs
szabalyozé kapcsolat szelén stressznek kitett gyokerekben. Kontroll koriilmények kozott
kolcsondsen negativ szabalyozo kapcsolat all fenn a CK és a NO kozott az
Arabidopsis gyokerekben. Szelén terhelés esetén a CK befolyasolja a NO
metabolizmusat, és a NO szint csokkenése sziikséges az ARRS prométer
aktivaciojahoz. Ez utobbi eredmény a negativ CK-NO kapcsolatra utal szelén
stressz alatt is.

5. A szelén hosszu tivon negativan hat a borsé novények novekedésére ¢és a reproduktiv
fazisban a novények tulélési stratégidja a terméshozasra és érlelésre fokuszal.

6. A termés fejlédését szintén gatolja a szelenit, am a biofortifikacio sikeresnek bizonyult,

hiszen a borsdoszemekben a Se feldasul.

Mindezekbdl vildgosan latszik, hogy a hormondlis (auxin, citokinin és etilén) és jelatviteli
rendszer (NO és H20O7) elemei egyiittesen, egymadssal kapcsolatban allva regulaljak a szelén
tobblete altal kivaltott fejlédési valaszokat. Munkacsoportunk els6ként irta le a NO
metabolizmusaban szelén hatisara bekovetkezd valtozasokat €s részvételét, illetve szerepét a
tolerancia kialakulasaban. Fontos 0j eredményiink a NO és a citokinin kozotti kapcesolat

kimutatasa ¢és jellegének feltarasa abiotikus (szelén) stressz alatt.

Véleményiink szerint, az elvégzett kisérleti munkéaval hozzdjarultam a ndvényi NO

szerepének és interakcidinak jobb megértéséhez.
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VIIl. Summary

During my Ph.D. studies, | investigated the developmental, hormonal and signalling
responses of the model organism Arabidopsis thaliana L. with the help of genetical and
biochemical methods under different concentrations of selenite treatment. Furthermore, | studied
in our experimental system whether selenium accumulates in the seeds of pea plants during the
biofortification experiments and how this long-term Se exposure affects the development of
Pisum sativum L. plants. With the use of these experimental systems, it became possible to
widen our understanding not only on the field of plant physiology but also add useful

information to the opportunity of biofortification.
Based on my results, | can summarise:

1. The higher Se concentrations (20 and 40 uM) caused growth inhibition of the shoot
and primary root however, under long-term (14 days), mild Se exposure (10 puM)
resulted in stress induced morphogenetic response. These developmental responses are
considered elements of the adaptation process since the re-orientation of means from
development for protection mechanisms ensures better survival. Besides the growth
inhibition, the death of cells is also possible, which may happen via incorporation of Se
into proteins (as selenocystein and selenomethionne).

2. | pointed out that Se exposure can cause significant changes in hormone homeostasis:
Se decreases the auxin response (DR5-dependent GUS activity), increases the
biosynthesis of ethylene (ACS8::GUS expression). The activity and spatial distribution of
the cytokinin response promoter (ARR5)-dependent GUS change under selenite stress as
well, presumably via the inhibition of root-to-shoot translocation and the regulation of
AtCKX4 and AtCKX5.

3. During the early development of the seedlings, selenium excess decreased the amount of
nitric oxide (which happens independently from NR), and increases the hydrogen
peroxide level in the root, which implicates the antagonistic relationship between these
two molecules. Furthermore, using biochemical (NO donor treatment) and genetical

(gsnor1-3 and nialnia2 mutants) methods, | proved, that high NO levels contribute to
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the induction of selenium tolerance, while the optimal level of H,O; is necessary to
the Se endurance.

4. 1t can be hypothesized, that the Se induced H,O, decreases the auxin-dependent
genexpression during early development, whereas in older roots NO inhibits the
transport of auxin, resulting in reduction of total auxin level and growth inhibition
of the root. The selenium-induced intensified ethylene biosynthesis (ACS8::GUS
activity) takes part in cell death induction, thus in inhibition of growth and the H,O; is a
downstream component of the signalling. Furthermore, my results show, that in
selenium treated roots there is no regulatory relationship between NO and ethylene.
Under control conditions, there is a mutual negative relationship between CK and NO
in Arabidopsis roots. In case of Se exposure, CK influences the metabolism of NO,
and the decrease of NO level proved to be necessary for the activation of ARR5
promoter. This result shows a negative CK-NO cross talk under selenium stress.

5. Selenium affects negatively the long-term development of pea plants, and in the
reproductive phase plants survival strategy focuses on the producing and ripening of the
seeds.

6. The development of seeds was also limited by selenium treatment, however, the
biofortification proved to be successful because selenium accumulated in the new

seeds.

Taken together, it is clear, that the elements of the hormonal (auxin, cytokinin and ethylene)
and signalling (NO and H,0,) networks act together and are in a relationship, they regulate the
Se exposure induced developmental changes. Our research group reported for the first time the
changes in NO metabolism caused by selenium, and the role of NO in the selenium tolerance.
Our new and important result is the investigation of the relationship between NO and cytokinin,

and its nature under abiotic (selenium) stress condition.

In our opinion, with the work | have done, I contributed to the understanding of the role

and interactions of nitric oxide in plants.
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