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1. BEVEZETES ES KUTATASI CEL

A gyOkérzet a ndvények életében tobb szempontbdl is nagy jelentdségii szerv. A talajban
valo rogzitésen til a gyokérzet fO feladata a viz €s az dsvanyi anyagok felvétele a talajbol, és
azok tovabbitasa a hajtas felé. Konnyen belathato tehat, hogy a jol fejlett gyokérzet alapvetéen
fontos a hajtas megfeleld viz- és tapanyagellatdsaban, igy végsd soron részben meghatarozoja
a novényi produktivitasnak. A gyokérzet fejlodését olyan abiotikus kdrnyezeti koriilmények
szabalyozzédk, mint a talaj vizellatottsdga, sOkoncentracidja, tapanyagtartalma, és ezek
befolyasolasan keresztiil, kozvetett modon a globélis klimavaltozas is hatassal van a
gyokérrendszer novekedési folyamataira. A tdpanyagok hidnya mellett azok (pl. nitrogén,
foszfor, réz, cink, nikkel) tobblete és nemesszencialis elemek (pl. szelén, 6lom, kadmium)
felhalmozodasa a talajban szintén gyokérfejlodést befolyasold tényezdk. Tovabba természetes
folyamatok vagy a nanoipari-tevékenység révén a talajba keriil6 nanorészecskék (pl. nano cink-
oxid) szintén hatnak a gyokérzet ndvekedésére. Az emlitett hatasokra bekdvetkezd novekedés-
atprogramozodas a stresszindukalt morfogenikus valasz (roviden SIMV), ami a gydkérzetben
novekedésgatlasi (fogyokérrovidiilés) és -indukcios (fokozott oldalgyokérképzés) folyamatok
Osszessége. A gyokérnovekedés atprogramozasat endogén jelatviteli-haldzat iranyitja, melynek
résztvevoi koziil kiemelenddk a fitohormonok (pl. auxin, citokinin, etilén, strigolakton) és a
nem fitohormon jellegii névekedésszabalyozo-jelek (pl. nitrogén-monoxid, NO; karrikinek). Az
elmult két évtized aktiv kutatdsai felvetették, hogy a NO ¢és reakcidtermékei, a reaktiv
nitrogénformak (RNF) részei a gyokérrendszer fejlodését regulald jelatviteli-halozatnak,
melyben fitohormonok és nem fitohormon jellegli novekedésszabalyozo-jelek kozotti komplex
interakciok révén valosul meg a szabalyozas. A NO/RNF ¢lettani funkcidéi azonban nem
korlatozédnak a gyokérrendszer fejlddésének szabalyozasara. Kétarci molekulacsaladként,
elsésorban reaktiv oxigénformakkal (ROF) valé interakciok révén, masodlagos (nitro-oxidativ)
stressz  kialakitasan keresztiil fokozhatjdk a karosoddsok meértekét, vagy éppen
hozzéjarulhatnak a kedvezdtlen hatdsok mérsékléséhez abiotikus stressz esetén.

A ndvények abiotikus stressztlirésének fokozéasa a klimavaltozas tiikkrében is kiemelt
feladat, ezért az alkalmazkodast segitd molekuldk, mint amilyen a NO részletes vizsgalata
iddszerii. Jelen munkaban a NO fitohormonokkal és nem fitohormon jellegii jelekkel valod
kapcsolatait és ezek szerepét tartuk fel az elemtobbletek altal befolyasolt gyokérfejlédés soran.
Tovabba tanulmanyoztuk a NO ROF-kal valo kapcsolatat az elemtdbbletekkel szembeni

tolerancia kialakitasaban €s a nitro-oxidativ stresszjelatvitel kialakitasaban.
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Kutatasaink kozéppontjaban a NO és a RNF allnak, és a munka célja az alabbi
tudomanyos kérdések megvalaszolasa:

(1) Milyen altalanos kovetkeztetések vonhaték le a SIMV-gyokérfenotipus
megjelenésére vonatkozolag Kkiilonb6z6é kémiai elemek tobblete esetén kiilonbozo
novényfajokban? A kérdés megvalaszolasa céljabol réz-, cink-, szelén-, nikkel- vagy
6lomkezelések mellett tanulmanyoztuk a SIMV megjelenését taptalajon vagy tapoldatban
nevelt Arabidopsis thaliana, Brassica juncea és Brassica napus novényekben.

(2) Van-e osszefiiggés a SIMV megjelenése és az elem-hiperakkumulaco/tiirés
kozott? A kérdés megvalaszolasa céljabol Osszehasonlitottuk a szelénnel kezelt
hiperakkumulalo/tiird Astragalus bisulcatus és a szelénérzékeny Astragalus membranaceus
valamint egy masik rendszerben a nikkellel kezelt hiperakkumulalé Odontarrhena lesbiaca két
okotipusdnak gyokérnovekedési valaszait.

(3) Milyen jelkapcsolatok azonosithatok a NO és a fitohormonok Kkozott az
elemtobblet altal szabalyozott gyokérfejlédés soran? Vizsgaltuk az auxin-NO jelkapcsolatot
rézstressznek kitett ladfiiben, az auxin-NO, citokinin-NO ¢és az etilén-NO kapcsolatot
szelénkezelés mellett, és a strigolakton-NO valamint karrikin-NO jelkapcsolatot stresszmentes
kortilmények kozott.

(4) Részt vesz-e a NO a novények elemtobblettel szembeni tolerancidjanak
kialakitasaban? A NO stresszt enyhité hatasat tanulmanyoztuk rézstressz, szelenitstressz
valamint cinkterhelés esetén ludfiiben.

(5) Részt vesz-e a NO az elemtobbletek altal kivaltott nitro-oxidativ stressz
kialakitasaban? A nitro-oxidativ stressz folyamatait vizsgaltuk cink- vagy cink-oxid
nanorészecske-kezelést kapott Arabidopsis thaliana, Brassica juncea és Brassica napus
fajokban, szelénkezelt Brassica és Astragalus fajokban valamint nikkellel kezelt Arabidopsis

thaliana-ban, Brassica juncea-ban és Odontarrhena lesbiaca ckotipusokban.

Ugy gondolom, hogy a fenti kérdések megvalaszolasa soran felhalmozott eredményeink
beleilleszkednek a nemzetkozi kutatasi trendekbe, azokat kiegészitve 1j lehetségeket tarnak fel,

és Uj iranyt mutatnak a ndvényi stresszvalaszok megértésében.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Novényi anyag és nevelési koriilmények a kiilonbozo rendszerekben

A szelénérzékeny Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge és a szelént hiperakkumulalo
Astragalus bisulcatus L. (Hook.) A. Gray faj magjainak felszinét sterileztiik, majd a magok
felszinét steril fémracsokon leszaritottuk, és P400-as dorzspapirral eltavolitottuk a kiilsd
maghéjat a csirazas lehetévé tétele céljabol. A magokat szogletes, milanyag Petri-csészékben
feles er6sségii Murashige-Skoog taptalajra (0,8 (w/v) % agar, 1% szachar6z) helyeztiik. A
taptalajokat 0 (kontroll), 50 vagy 100 pM natrium-szelenattal (Na,SeOs) kiegészitettilk. A
novények az alabbi kériilmények kozott nevelkedtek 14 napig: 150 umol/m?/s fényintenzitas,
12 6ras nappali és 12 oras sotét periddus, 55-60% paratartalom, 25+2 °C hémérséklet.

Az Odontarrhena leshbiaca P. Candargy (=Alyssum lesbiacum (P. Candargy) Rech. f.)
maganyag Leszbosz szigetének két geografiailag elkiiloniild tertiletérdl (Ampeliko és Loutra)
szarmazott. A magokat 72 oraig, 26 °C-on, sotétben csiraztattuk, majd a talajjal to1tott rizotron
felszinére helyeztiik. A 15 cm széles, 30 cm magas és 1,6 cm vastagsagu rizotronokat Klasman
Potgrond P szubsztrat és 20% homok keverékével toltottiik meg, és a kezdeti viztartalmat 70%-
ra allitottuk be. A kezelt rizotronok talajaba 3000 mg/kg nikkel-kloridot (NiCl2) adagoltunk. A
ndvények 14 napig novekedtek ellenérzott koriilmények kozott (lasd eldbb).

Kisérleteink soran minden esetben az Arabidopsis thaliana (L. Heynh.) Columbia-0
okotipusat (Col-0) hasznaltuk vad tipusként. Minden esetben a magokat etanollal, majd
natrium-hipoklorit oldattal sterileztiik, majd feles erdsségli Murashige-Skoog taptalajra (0,8%
agar, 1% szachar6z) helyeztilk azokat. A taptalajokat kiegészitettiik az elemkezelésekkel.
Minden esetben a novénynevelés fliggdlegesen elhelyezett, szogletes Petri-csészékben folyt
ellendrzott koriilmények kozott (lasd elobb). A réztdbblet vizsgalatakor a taptalajokba O
(kontroll), 5, 25 vagy 50 uM réz-szulfatot (CuSO4) adagoltunk, és a novények 7 napig
novekedtek a taptalajokon. Tovabbi kezelések: 100 uM natrium-nitroprusszid (SNP), 100 uM
[2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid)] cPTIO, 10 uM naftilftalsav
(NPA) vagy 50 uM cPTIO, 10 uM SNP. A kezeléseket a taptalajhoz adagoltuk a ndvények
iltetését megeldzden. A szelén esetén a taptalajok O (kontroll), 10, 15, 20 vagy 40 uM nétrium-
szelenitet (Na>SeO3) tartalmaztak, és a névények 2, 4 vagy 7 napig névekedtek azokon. Tovabbi
kezelések: 100 uM S-nitrozo-N-acetil-penicillamin (SNAP), 0,1 uM 6-benzilaminopurin (BA),
5 nM 1-aminociklopropan-1-karbonsav (ACC), 1,5 uM aminoetoxivinilglicin (AVG), 250 uM
GSNO, 800 uM cPTIO. A BA, AVG, ACC kezeléseket steril sziirdvel ellatott fecskenddvel
adagoltuk az 50 °C-ra hiit6tt taptalajhoz. A NO donor és gyokfogd kezeléseket a kész taptalaj
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felszinére cseppentettiik steril szliron keresztiil a névénynevelés 4. napjan, igy ezek a kezelések
72 6ra id6tartamuak voltak. A strigolakton-NO vizsgalati rendszerben az Arabidopsis novények
kezelés-nélkiili, kontroll, feles erdsségli Murashige-Skoog taptalajokon ndvekedtek 7 napig. Az
50 °C hémérsékletiire hiilt taptalajhoz adagoltuk, steril sziirdvel ellatott fecskenddvel a rac-
GR24-et (2 uM). A GSNO-t (250 uM) a 4 napos csirandvényeket tartalmazo taptalaj felszinére
cseppentettiik steril szlirdvel ellatott fecskendo segitségével, vagyis ebben az esetben a kezelés
72 6ra iddtartamu volt. A cinktolerancia vizsgalatahoz a ladfli vonalakat 250 uM cink-szulfat
tartalmu vagy 15 uM cinket tartalmazo, kontroll taptalajon neveltiik 7 napig. Négy nappal a
csirazast kovetden 1 mM glutationt adtunk a taptalaj gyokereket tartalmazé felszinére, steril
szlro és fecskendd segitségével.

A Brassica juncea L. Czern. (cv. Negro Caballo, indiai mustar) és a Brassica napus L.
(cv. GK Gabriella, olajrepce) magjait etanollal, ezt kvetéen pedig natrium-hipoklorit oldattal
sterileztiik, majd perlittel megtoltott Eppendorf-csévekbe helyeztiik, melyek teljes er6sségii
Hoagland tapoldat felszinén usztak. A ndvényeket az elsé valodi levelek megjelenéséig (9
napig) eléneveltiik, majd a tapoldatot lecseréltiik 50, 150 vagy 300 uM cink-szulfatot (ZnSOs4)
tartalmazd tépoldatokra. A kontroll ndévények teljes, modositott Hoagland tapoldaton
novekedtek a teljes kisérleti periddus alatt, ami 5 uM ZnSOs-ot tartalmazott. A novények
ellendrzott koriilmények kozott ndvekedtek 7 vagy 14 napig (lasd elobb).

A nanorészecske-kezelés esetén a Brassica fajok magjait az el6zéekben leirtak szerint
sterilizaltuk, majd iiveg Petri-csészébe, sziirépapirra helyeztiik azokat. A szlirépapirokat 5 mL
nanopartikulum (NP) oldattal nedvesitettiik a4t a magok kihelyezése elétt. A ~8 nm
részecskeméretii NP-okat az SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszéken allitottak eld,
és jellemezték. A NP oldat készitése soran a megfeleld mennyiséget kimértiik, és feloldottuk
desztillalt vizben. Az aggregalodas elkeriilése érdekében a szuszpenzidkat 45 percig
ultrahangos szonikatorban kezeltiik. Ezt kovette a pH bedllitasa 5,7-5,8-as értékre. A csirdzas
ellendrzott koriilmények kozott tortént 5 napig (1asd eldbb).

A szelénformakkal vald kezelésekhez a Brassica juncea L. Czern. (cv. Negro Caballo)
magok felszinét natrium-hipoklorit oldattal fertdtlenitettiik, majd azok perlittel toltott
Eppendorf-csovek felszinére keriiltek. A csovek teljes er6sségii Hoagland tapoldat felszinén
lebegtek és a novények 9 napig elénevelkedtek, majd megtortént a novények szelénkezelése a
tapoldaton keresztiil, mely 0 (kontroll), 20, 50 vagy 100 uM natrium-szelenitet (Na2SeOs) vagy
natrium-szelenatot (NaSeOs) tartalmazott. A mintavétel minden kezelés esetében 14 nap

mulva tortént. A novények ellenérzott koriilmények kozott nevelkedtek (1asd elébb).

4
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A nikkellel kezelt ladfii és mustar 6sszehasonlitd vizsgalata céljabol a magvakat az
el6zdéek szerint feliileti sterilizaldsnak tettiilk ki, majd szogletes, milanyag Petri-csészékben
elkészitett 0 (kontroll), 25, 51, 75 vagy 100 uM nikkel-kloridot (NiCl2) tartalmazo, feles
erOsségli Murashige-Skoog taptalaj felszinére helyeztiik. Az A. thaliana esetén a kezelési
periodus 7 napos volt, a B. juncea esetében 5 napos. A fiiggélegesen elhelyezett Petri-

csészékben a novények ellenérzott koriilmények kozott nevelkedtek (1asd elobb).

2.2. Fiziologiai, biokémiai és génexpresszios vizsgalatok

Csirazas, biomassza-produkcié és gyokérnovekedés meghatarozasa: A csirazasi szazalékot a

csirazott magok szamanak az 9sszes kitiltetett mag szamaval val6 elosztasaval hatdroztuk meg.
A gyokér és a hajtds friss tomegének megallapitdsa analitikai mérleggel tortént. A
fogyokérhosszmérés az Astragalus fajok esetén vonalzoval tortént, az Odontarrhena lesbiaca
esetén a szkennelt rizotronokrol késziilt digitdlis felvételeken a Fiji szoftver segitségével

(http:/fiji.sc/Fiji, Schindelin és mtsi. 2012). Az Arabidopsis esetén a toleranciaindex

kiszamitasa Tamaoki és mtsai. (2008) alapjan tortént. A lathatdo Osszes oldalgyokérszam
meghatarozasa az Astragalus fajok esetén a fogyokér teljes hosszaban, manualisan tortént, az
Odontarrhena lesbiaca esetén szoftveresen (lasd elébb). Az Arabidopsis thaliana esetén
mikroszkop segitségével elkiilonitettiik az oldalgyokér-kezdeményeket (kisebb, mint VII.
stadium) és a kifejlett oldalgyokereket (nagyobb, mint VII. stadium) Malamy és Benfey (1997)
szerint.

Elemtartalom-analizis: A gyokér- és hajtasmintakat 70 °C-on, 72 oran keresztiil szaritottuk. A

szaraz ndvényi anyagot salétromsavval és hidrogén-peroxid (H20) oldattal kezeltiik, majd
roncsolasra keriiltek. Ezt kovetéen induktiv csatolasi plazma-tomegspektrometriaval
megallapitasra kertilt a nikkel- és a szeléntartalom.

Mikroszkopos vizsgalatok: A f-glikkuronidaz (GUS) aktivitasat a transzgenikus Arabidopsis-

vonalakban X-Gluc szubsztratfestéssel tettiik lathatova Zhong és mtsi. (2014) alapjan. A cink-
oxid nanorészecskék Brassica-gyokérszovetekben valod internalizacidjat transzmisszios
elektronmikroszkopidval detektaltuk. A f6gyodkér felszivasi zondjabol szarmazo szegmenseket
3% glutaraldehid oldatban fixaltuk. A mintdkat Embed812 segitségével bedgyaztuk, és 70 nm
vékonysagi metszeteket készitettiink. Az uranil-acetattal és olom-citrattal torténd festést
kovetden a mintakat mikroszkop alatt tanulmanyoztuk. A lipidperoxidacio soran keletkezett
reaktiv aldehideket Arasimowicz-Jelonek €s mitsi. (2009) nyomén mutattuk ki. A ndvények
sziklevelében a szuperoxid gyokanion (O2°") detektalasa nitro-kék-tetrazolium (NBT) festéssel

tortént. A cinkszint kimutatasara alkalmaztuk a Zinquin [etil (2-metil-8-p-toluénszulfonamid-
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6-kinoliloxid) acetat] probat (Sarret és mtsi. 2006). A gyokércsucsi merisztéma Sejtjeinek
¢letképességét fluoreszcein-diacetat (FDA) fluoroforral mutattuk ki. A NO-molekula jeldlésére
DAF-FM DA (4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein diacetat) oldatot hasznaltunk.
A peroxinitrit (ONOQ") detektalasara dihidrorodamin (DHR) 123 probat alkalmaztunk Sarkar
¢s mtsi. (2014) alapjan. Néhany kisérletben alkalmaztuk az aminofenil-fluoreszcein (APF)
fluorofort a ONOO™ specifikusabb detektalasa céljabol (Chaki és mtsi. 2009). A gyokerek O2*
-szintjének kimutatdsara dihidroetidium (DHE) fluorofért hasznaltunk. A H20; jeldlésére
Amplex Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin, ADHP vagy Ampliflu™) reagenst hasznaltunk.
Az S-nitrozoglutation (GSNO) és a 3-nitrotirozin indirekt immunfluoreszcens detektalasa soran
a gyokér- vagy (szik)levélszegmenseket fixalast kovetéen bakteriologiai agarba agyaztuk. A
mintdkbol 100 um vastagsagli metszetek késziiltek vibratdbmmal. Elsddleges antitestként
1:2500 aranyban higitott patkanybol szarmaz6 GSNO elleni antitestet, masodlagos antitestként
1:1000 higitasa nytlbol szarmazé, patkany elleni fluoreszcein-izotiocianat (FITC) kapcsolt
antitestet hasznaltunk. Ezt a mintdk mikroszkopos vizsgalata kovette (Corpas €s mtsi. 2008). A
proteintirozin-nitracio lathatova tételére szintén immunjel6lést hasznaltunk Valderrama és mtsi.
(2007) alapjan. Az els6dleges antitest 1:300-as higitast, nytlban termeltetett 3-nitrotirozin
elleni antitest volt, mig a masodlagos antitest 1:1000 higitasi kecskében termelt nyul elleni
FITC-kapcsolt masodlagos antitest. A fluoreszcens mikroszkdopos vizsgalatok a legtobb esetben
Zeiss Axiovert 200M inverz mikroszkoppal torténtek. A mikroszkép kiilonbozo
szlir6kombinacioi kiillonbozd excitacids €s emisszids tartomannyal rendelkeznek, igy minden
fluoreszcens molekuldhoz a megfeleldt alkalmaztuk. A fluoreszcens felvételeken az Axiovision
Rel. 4.8 szoftver segitségével kvantifikaltuk a pixelintenzitdsokat, ami aranyos a jelolt molekula
ARR5::GFP és TCS::GFP csirandvényeket propidium jodid probaval jeloltiik. A mikroszkopos
vizsgalat Zeiss LSM 880 késziilék segitségével tortént. A propidium jodidot 488 nm-es
1ézerdiddaval gerjesztettiik, az emissziot pedig 620 ¢és 700 nm kozott detektaltuk. GFP-
fluoreszcenciat 488 nm 1ézerdiddaval gerjesztettiik, és 555 nm hullamhossz alatt detektaltuk. A
relativ pixelintenzitdsokat a gyokércsucsokban Zeiss Zen10 szoftverrel kvantifikaltuk.

S-nitrozotiol (SNO) koncentraciéo mérése: Az SNO-koncentracid meghatarozasa Sievers 280i

tipusu NO analyzer késziilék (GE Analytical Instruments, Boulder, CO, USA) segitségével
tortént, Kovacs és mts. (2016) alapjan.

Etilénkoncentrdci6 meghatdrozasa: Teljes Arabidopsis csirandvényekben mértiikk az etilén

crer
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S-nitrozildcid kimutatasa: A fehérje S-nitrozilacid mértékének meghatirozasa RSNO-RAC

(resin-assisted capture of SNO proteins) modszerrel tortént Thompson és mtsi. (2013) alapjan.
A megfelel6 mintael6készitést kovetden azokat LC-MS/MS analizisnek vetettiik ala (részletek:

Kolbert és mtsi. 2019).

Enzimaktivitas vizsgalatok: A szuperoXid-dizmutaz (SOD) enzim aktivitasanak fotometrias
vizsgalatara a Dhindsa és mtsi. (1981) altal leirt modszert alkalmaztuk. Az aszkorbat-peroxidaz
(APX) enzim aktivitasat az aszkorbattartalom nyomon kovetésével hataroztuk meg
spektrofotométerrel (Nakano és Asada 1981). A Kkatalaz (KAT) enzim aktivitasat Kato és
Shimizu (1987) modszere alapjan detektaltuk. A NADPH-fiiggd tioredoxin-reduktaz (NTR)
aktivitasat Arnér és mtsi. (1999) modszere alapjan egy kit felhasznalasaval, a gyart6 utasitasait
kovetve hataroztuk meg. A GSNO-reduktaz (GSNOR) aktivitasat a NADH GSNO jelenlétében
torténd oxidacidjanak kimutatdsaval hatdroztuk meg (Sakamoto és mtsi. 2002). Az Gsszes
glutation mennyiségi meghatarozasat Griffith (1980) modszere alapjan végeztik el. Az
aszkorbat/dehidroaszkorbat koncentraciok meghatarozasa céljabol Law ¢és mtsi. (1983)
modszerét alkalmaztuk.

Génkifejez6dés vizsgalata kvantitativ valds idejii PCR-rel: NucleoSpin RNA Plant mini spin

kit (Macherey-Nagel) felhasznalasaval RNS-t tisztitottunk 90 mg névényi anyagbol a gyartd
utasitasai szerint. Egy tovabbi DNaz-os emésztést alkalmaztunk, majd RevertAid reverz
transzkriptaz (Thermo Scientific) felhasznalasaval cDNS-t szintetizaltunk. A primereket a
Primer3 szoftver segitségével terveztik meg. A gének expresszids szintjét qPCR késziilék
(QTOWER 2.0, Jena Instruments) segitségével, SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Mix)
felhasznalasaval hataroztuk meg (Gallé és mtsi. 2009). Az adatokat qPCRsoft 3.2 szoftverrel
(Jena Instruments) elemeztiik. Az adatokat a kontrollmintakban mért transzkript szintekre
normaltuk, és ACTIN2 (At3918780) és GAPDH2 (At1913440) gének szolgaltak belsd
kontrollként (Papdi és mtsi. 2008).

Izoenzimek azonositasa és aktivitasvizsgalata nativ gélelektroforézissel: A NADPH-oxidaz

izoenzimek vizsgalata 10 (w/v) %-0s nativ poliakrilamid-gélelektroforézissel tortént Lopez-
Huertas és munkatarsai 1999-es modszere alapjan. A SOD enzim aktivitasat és izoformait 10
(W/V) %-os nativ gélelektroforézis utan hataroztuk meg (Beauchamp és Fridovich 1971). A
GSNOR enzim aktivitasat Seymour és Lazarus 1989-es modszere nyoman hataroztuk meg a
NADH autofluoreszcencia nyomonkovetésével.

Western blot analizisek: A hajtasbol vagy gyokérbol vagy teljes Arabidopsis csirandvénybdl

szarmazo fehérjekivonatot 12 (w/v) %-os denaturalé poliakrilamid-gélelektroforézisnek (SDS-

PAGE) vetettiink ala. Az igy szeparalt fehérjéket tanktranszfer segitségével transzfereltiik
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PVDF membranra. Az igy kapott membranok tejfehérjeoldatban blokkolva lettek, majd 1:2000
aranyban higitott nyal 3-nitrotirozin elleni antitesttel jeloltiik 6ket. Masodlagos antitestként
1:10000 aranyban higitott kecske nyul IgG elleni antitestet alkalmaztunk, mely alkalikus
foszfatazt hordozott a detektalashoz. A nitralt fehérjék lathatova tételére 2,6-diklorfenol-
indofenol/NBT reakciot hasznaltunk, ahol az antitesttel jel6lt fehérjéknél fekete szinti formazan
keletkezik. A reakcio pozitiv kontrolljaként nitralt borji szérum albumint vittiink fel a gélre.
Loading kontrollként a membranokat Coomassie R 250 festéssel vizsgaltuk Welinder és Ekblad
(2011) alapjan, kisebb modositasokkal. Néhany esetben loading kontrollként anti-aktin
antitestet ¢s fehérje standardként aktint (borju izombdl) hasznaltunk. A fehérje karbonilacio
tanulmanyozéasara egy kitet hasznaltunk fel a gyartd utasitdsainak kismértéki modositasa
mellett. GSNOR ¢és az APX fehérjemennyiség kimutatasa céljabol a denaturalt fehérjekivonatot
SDS-PAGE elvalasztasnak vetettlink ala (12%). A nedves blottolast kdvetéen a membranokat
kiilonboz6 antitestekkel reagaltattuk (nyalbdl szarmazo anti-GSNOR és anti-APX 1:2000
higitasban). Loading konrollként anti-aktin antitestet ¢és fehérjestandardként aktint
(borjuizombol) hasznaltunk. Masodlagos antitestként affinitas-tisztitott, kecskébdl szarmazo
anti-nyul alkalikus foszfataz-kapcsolt IgG-t (1:10000) hasznaltunk.

Statisztikai analizis: A grafikonokon és a tablazatokban az atlageredményeket abrazoltam a

mintacsoportok standard hibdjanak feltlintetésével. Az eredmények statisztikai elemzése
Microsoft Excel 2010 és SigmaPlot 12 programokkal tortént. A szignifikancia megallapitasara
néhany esetben a Student-féle t-probat alkalmaztunk, ahol a statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket csillagokkal jeldtiik az alabbiak szerint: * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
Mas esetekben az adatokat egyutas variancianalizisnek vetettiik ald (one-way ANOVA) ¢és a
Duncan teszttel elemeztiik (P < 0,05) azokat. Az adatok homogenitasanak vizsgalatara a

Hartley’s Fmax tesztet, a normalitas vizsgalatara pedig a Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztuk.
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3. EREDMENYEK

A novények bamulatos képessége a kornyezeti korilmények valtozasaihoz (pl.
elemtobbletek a talajban) valdé dinamikus alkalmazkodas, ami nagyrészt a szervnovekedésiik
modositasan keresztiil valosul meg. Ezeknek a folyamatoknak a megértése feltaré kutatasok
révén meg kell, hogy elézze stressztlirést fokozd gyakorlati eljarasok (pl. nemesités vagy
kezelések) kidolgozasat, ami sziikségessé teszi a novekedési valaszok molekularis szinten valo
megismerését. Ez 1) szabalyozokomponensek azonositasat, szerepiik €s interakcioik feltarasat

is jelenti a szervfejlédést iranyitd komplex jelatviteli haldzatokban.

3.1. A NO fitohormonokkal és nem fitorhormon jellegii névekedésszabdlyozokkal valo
kapcsolata elemtobblettnek kitett gyokérzetben

Els6 vizsgalatainkban a SIMV-gyokérfenotipus megjelenését mutattuk ki esszencialis
redoxaktiv és nem redoxaktiv, valamint nem esszencialis fém és nemfémes elemek tobbletének
jelenlétében tobbféle ndvényfaj és nevelési-kezelési metddus esetén. Ezen Osszehasonlitd
vizsgalataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a SIMV megjelenése fiiggetlen az elem
tipusatol, a novény nevelési-kezelési koriilményeitol és a novényfajtol is, vagyis egy altalanos,
novekedeési stresszvalasznak tekintheto. Ugyanakkor a SIMV megjelenése csak relative hosszu
id6tartamu, enyhe elemkitettség esetén figyelheté meg, ami arra utal, hogy a névény
akklimatizacios programjdanak a része. Tovabbi eredményeink alatdmasztottdk, hogy a
fogyokérmegnyulas és az oldalgyokérképzés képessége (vagyis a gyokérndvekedési
plaszticitas) osszefiigg a szelén- és a nikkel-hipertoleranciaval, hiszen a szelén- ¢és a nikkel-
hipertolerans novények nagy dozisok jelenlétében is fenn tudjak tartani a gyokérndvekedéstiket,
mig az érzékeny novények gyokérndvekedése gatolt.

A tovabbiakban a NO-auxin, NO-citokinin és NO-etilén kapcsolatot tanulmanyoztuk a
gyOkérzetben elemtobbletek esetén, valamint gorcsd ala vettilk a NO-strigolakton és a NO-
karrikin interakciot is stresszmentes koriilmények kozott nétt ndvényekben. Altalanos
kovetkeztetésként megfogalmazhatjuk, hogy az elemkitettség mellett nétt névények gydkerében
a fitohormonok és a NO szintjei és jelatvitele ellentétesen szabalyozddnak, és a fenndllo
reguldcios kapcsolat a NO és az egyes hormonok kozott kélcsonosen antagonisztikus.
Kornyezeti stressz hianyaban a strigolaktonok GSNOR-fiiggé modon szabadlyozzik a gyokér
NO/SNO szintjét, a NO pedig visszahat a strigolaktonszintekre és -jelatvitelre. Tovabba

eredményeink a karrikinek és a NO jelatvitele kozott is jelkapcsolatot feltételeznek.
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3.2. A NO részvétele a novények elemtibblettel szembeni tolerancidjanak kialakitasaban

A NO gyokérndvekedést szabalyozo szerepének megértésén til arra a kérdésre is kerestiik
a valaszt, hogy a NO hozzjjarul-e, és ha igen hogyan a stressztliréshez elemtobbletek esetén.
Rézterhelt ludfli vad tipusa és mutans vonalai esetén kimutattuk, hogy a csékkent endogén NO-
szint rézérzékenységet okoz, valamint hogy a NO-of kiilséleg alkalmazva a tolerancia
fokozhato. A rézérzékenységhez magas ROF-szint tarsul, ami jelzi az NO- és a ROF-szintek
ellentétes  iranyu, réz-indukalt valtozasat.  Szelenitkoncentraciok  jelenlétében az
ctilénérzékelésben és -jelatvitelben hibas (etrl-1) valamint a citokinintultermelé (ipt-161)
mutans tlirének bizonyult, mig az alacsony citokinintartalmt 35S::CKX2 szelenitérzékenységet
mutatott, ami az etilén és a citokininek széleskorii szeléntiirésben jatszott szerepét jelzi.
Mindemellett a magas endogén NO-szint illetve NO adagoldsa fokozza a szelenittiirést. A
cinkterhelésnek kitett gsnorl-3 novények esetén a NO/SNO-jelatvitelt feltehetéleg az NTR
enzimrendszer korldtozza GSNOR hianyaban. A vad tipusban az NO/SNO-jelatvitel
fokozodasanak hatterében a GSNOR cinktobblet altali poszttranszlacios szintli down-

crer

modosito hatasat azonositottuk.

3.3. A NO részvétele a nitro-oxidativ jelatvitel kialakitisaban elemtobbletek hatdsdra
kiilonboz6 novényfajokban

Az el6z6 kisérleti rendszerben tapasztalt cink-indukdlt NO/SNO-névekedés kovetkeztében
enyhén fokozodik az S-nitrozilacio, és ezen poszttranszlacios modositas célpontjai kozott
megtaldlhato az APX és a KAT enzim, melyek 0sszes aktivitasa csokkenést mutat. Vagyis az
elézéekben bemutatott eredményekkel egyiitt levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a cink
tobblete esetén akkumulaléddé H202 a GSNOR géatlasanak kovetkeztében fokozza a fehérje S-
nitrozilaciot, ami alulszabalyozza az APX és a KAT antioxidans enzimeket, igy ez az
autoregulacios folyamat a H>Oz-szint novekedését eredményezheti. Ebben a kisérleti
rendszerben a vad tipusi €s a GSNOR-tultermeld vonalak a cinkindukalt tirozinnitracid
fokozddasat mutatjadk, mig a GSNOR-hidnyos novényben a fehérjenitracid cink hatasara
csokken, feltehetéleg fokozott fehérjedegradaciés mechanizmusoknak kdszonhetden.

Tovabbi kisérleti rendszeriinkben a Brassica juncea cinktlirének, mig a Brassica napus
cinkérzékenynek bizonyult. A cinkterhelés fokozza a NO és ONOO™ képzddését, aminek
kovetkeztében a tirozinnitracid mértéke megnd mindkét Brassica fajban, de a Brassica napus-
ban ezt oxidativ stressz is kiséri, ami arra utal, hogy a nitrozativ stressz onmagaban nem

elegendo, hanem a nitro-oxidativ stressz kialakuldasa sziikséges a cink altali karosodasok

10



kol zsu_ 21 22

megjelenéséhez. Hosszabb tava cinkterhelés esetén a fehérjenitracio szervspecifikus modon
fokozodik.

A cink-oxid nanorészecskék (~8 nm, ZnO NP) a gyokér felszinén cinkionokat
szabaditanak fel, melyek a novényi szervekben felvéve/transzlokalodva koncentraciofiiggd
modon novekedést indukalnak avagy gatolnak. Tovabba az alkalmazott nanorészecskék a
novényi szoveten beliil kimutathatéak. A koncentraciofiiggd hatdson tul a ZnO NP-hatas
fajfliggd is, hiszen a Brassica juncea jobb tiiréképességet mutat, mint a Brassica napus. A ROF
szintek a cinkérzékenységtdl fiiggetleniil valtoznak a ZnO NP kitettség hatasara, mig a vizsgalt
antioxiddnsok aktivitasaban és mennyiségében adddnak kiilonbségek a fajok kozott. A NO és
a ONOO szintjei csak a Brassica juncea-ban novekednek, mig a GSNO szintje és a GSNOR
aktivitasa csokken mindkét fajpan. A GSNOR ZnO NP altal indukalt inaktivalédasanak
hatterében feltételezziik a H2O2-produkcid fokozodéasat. A fehérjekarbonildcio mértéke
dozisfiiggést mutat, és a nagyobb ZnO NP-koncentracio esetén tapasztalt csdkkenés -melynek
mértéke nagyobb a B. napus-ban- a fokozott proteaszomalis degradacié kovetkezménye lehet.
Ami a tirozinnitraciot illeti, a B. napus-ban a mintazat nem valtozik, mig a B. juncea-ban
Gjonnan nitralt fehérjesdvok is megjelennek a ZnO NP-terhelés esetén. Osszességében
elmondhato, hogy a ZnO NP-k nitro-oxidativ stresszt alakitanak ki a Brassica fajokban, ami
hozzajarulhat a toxicitasukhoz.

A tovabbiakban két szelénforma nitro-oxidativ stresszt el6idéz0 hatasat vizsgaltunk a
toxikusabb szelenit és a kevésbé toxikus szelenat hatasanak Osszehasonlitasaval Brassica
juncea fajban. Arra az eredményre jutottunk, hogy a O2*- és a ONOO™-produkciét csupan a
szelenitkezelés fokozza, a szelenat nem. A szelenitterhelés fehérjenitraciora gyakorolt
hatasanak mértéke mind a hajtdsban, mind pedig a gyokérben feliilmuilja a szelenat hatéasat,
vagyis a szelén kémiai formdja, illetve annak toxicitasa osszefiigg a fehérjenitracio mértékével.
Szelén-hiperakkumulald és nem -akkumulalé Astragalus fajok esetén a nem akkumuldlo és
érzékenységet mutatd faj jelentds oxidativ stresszt szenved el. Tovabbd a NO- és a ONOO™
szintek is novekedést mutatnak a szelénkezelt, nem akkumulalé Astragalus fajban, mig a
hipertiiré fajban ez nem kovetkezik be, €s a tirozinnitracié fokozodast sem tapasztalunk, ami
arra utal, hogy a hiperakkumulalo/tolerans Astragalus faj képes kivédeni a nitro-oxidativ
stresszt.

A nikkelterhelésre a Brassica juncea nagyobb foku toleranciat mutat, mint az Arabidopsis
thaliana, és ezzel Osszefliggésben jelentésebb nikkelindukalt ROF- és RNF-produkciot
detektaltunk a ludfiiben. A nikkelterhelés nitracios fehérjemodosito hatasa a ludfii esetén

egyértelmiien nagyobb mértékben jelentkezik, mint a Brassica juncea-ban. A nikkel-
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hiperakkumulalé Odontarrhena lesbiaca két 6kotipusaval végzett kisérleteink ramutattak, hogy
a nagyobb mértékli felhalmozast mutatd Ampeliko esetén a nikkelkezelés a nitro-oxidativ
jelatvitel kismértékli modosulasat, a kovetkezményként jelentkezd fehérjenitracioban pedig
csokkenést eredményez a kontrollhoz képest. A Loutra Okotipus gyokérzetében a vizsgalt
jelmolekulak szintje jelentésebb nikkelindukalt valtozasokat mutat, ennek ellenére azonban
ebben a hiperakkumuldld oOkotipusban sem fokozddik a nitralt fehérjék mennyisége, ami
hatékony fehérjebontas altali detoxifikaciora utal.

Az itt bemutatott eredményeink gyakorlati hasznosithatdsagat abban latom, hogy a feltart
Osszefiiggések alapjan alapot szolgaltathatnak jobb ellenédllésagi haszonndvények
eldallitasahoz, valamint toleranciafokoz6é mezdgazdasagi kezelések és a karosodas mértékét

detektalo biomarker-alapu eljarasok kidolgozasahoz.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kimutattuk, hogy a SIMV-gyokérfenotipus megjelenése fliggetlen az elem tipusatol
(esszencialitas, redoxaktivitas, fémes és nemfémes jelleg), a ndvénynevelési-kezelési
rendszertdl €s a novényfajtol, de fiigg az elem koncentracidjatol és a terhelés iddtartamatol
is.

Megallapitottuk, hogy klasszikus SIMV-gyokérfenotipus nem jelenik meg
hiperakkumulalé/tiiré fajokban, de a gyokérnovekedés atprogramozddik vagy fennmarad,
amibdl a gyokérndvekedési plaszticitds és az elemtiirési képesség kozotti kapcsolatra
kovetkeztetiink.

Igazoltuk, hogy az elemtobblet mellett ndvekedd novények gyokérzetében a fitohormonok
(auxin, cikokinin, etilén) és a NO kozo6tt antagonista szabalyozo kapcesolat all fenn, ami
hozzdjarul a gyokérndvekedési valaszokhoz. FEls6ként hataroztuk meg, hogy a
strigolaktonok és a NO egymas szintjét s jelatvitelét kolcsondsen szabalyozva hatnak a
gyokérmegyulasra egészséges novényben. A NO novekedésszabalyozo szerepe
kapcsolodik a karrikin-jelatvitellel is, s6t feltehetdleg a D14, KAI2 és DLK receptorokat
magaba foglalo teljes receptorcsaladra kiterjed.

Muténs ludfiivonalak és farmakologiai modszerek segitségével igazoltunk, hogy a NO
fokozza az elemtobbletekkel szembeni toleranciat. A cinkterhelés esetén elséként mutattuk
ki a H202-szinteknek a GSNOR-szabalyozott SNO-jelatvitel részvételével megvalosulo
autoregulacios folyamatat.

Elséként mutattuk ki a tirozinnitraciét mint a toxicitashoz hozzajarulod fehérjemddositast
cink-, cink-oxid nanorészecske-, szelén- és nikkelstressznek kitett kiilonbozo
novényfajokban. Osszefiiggéseket tartuk fel a RNF metabolizmuséban, jelatvitelében és a
fehérjenitracioban (6sszefoglalva nitro-oxidativ stresszben) beallo valtozasok és az elemek
kémiai tipusa, a novényfajok tliréképessége, a kezelési koncentraciok és idOtartamok
tekintetében. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a tirozinnitracié az elemtobbletnek kitett
ndvények altalanos, proteomot érintd valasza, vagyis megbizhato biomarkernek tekinthetd

a karosodasok detektalasaban.
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