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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES

A gyoOkérzet a novények életében tobb szempontbdl is nagy jelentdségii szerv. A talajban
valo rogzitésen til a gyokérzet 6 feladata a viz és 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 tdpanyagellatasdban, igy végsé soron részben meghatarozdja
a novényi produktivitisnak. A gyokérzet fejlédését olyan abiotikus koérnyezeti koriilmények
szabalyozzak, mint a talaj vizellatottsaga, sOkoncentracidja, tapanyagtartalma, és ezek
befolyasolasan keresztiil, kozvetett modon a globalis klimavaltozas is hatassal van a
gyokérrendszer novekedési folyamataira. A tapanyagok hianya mellett azok (pl. nitrogén,
foszfor, réz, cink, nikkel) tobblete és a nem esszencialis elemek (pl. szelén, 6lom, kadmium)
felhalmozodasa a talajban szintén gyokérfejlédést befolyasold tényezok. Tovabba természetes
folyamatok vagy a nanoipari tevékenység révén a talajba kikeriild nanorészecskék (pl. nano
cink-oxid) szintén hatnak a gyokérzet novekedésére. A fent emlitett kornyezeti tényezok
(stresszhatasok) hatdssal vannak a gyokérzet endogén folyamataira, melyek kozott kiemelendd
a fitohormonok (pl. auxin, citokinin, etilén, strigolakton) és a nem fitohormon jellegii
novekedésszabalyozo jelek (pl. nitrogén-monoxid, Karrikinek) metabolizmusa, eloszlasa,
jelatvitele. Az elmult két évtized aktiv kutatasai felvetették, hogy a nitrogén-monoxid és
reakciotermékei, a reaktiv nitrogénformak részei a gyokérrendszer fejlodését regulalo jelatviteli
halézatnak, melyben fitohormonok és nem fitohormon jellegli névekedésszabalyozé jelek
kozotti komplex interakciok révén valosul meg a szabalyozas. A nitrogén-monoxid élettani
funkcidi azonban nem korlatozodnak a gyokérrendszer fejlédésének szabalyozasara. Kétarcu
molekulacsaladként a reaktiv nitrogénforméak els@sorban reaktiv oxigénformakkal valo
interakciok révén, masodlagos (nitro-oxidativ) stressz kialakitdsan keresztiil fokozhatjak a
kérosodasok mértékét, vagy éppen hozzajarulhatnak a kedvezdtlen hatasok mérsékléséhez
abiotikus stressz esetén.

A novények abiotikus stressztlirésének fokozasa a klimavaltozas tiikkrében is kiemelt
feladat, ezért az alkalmazkodast segité molekulak — mint amilyen a nitrogén-monoxid is —
részletes, feltard vizsgalata idoszerii. A jelen munkaban a nitrogén-monoxid fitohormonokkal
¢s nem fitohormon jellegti komponensekkel vald kapcsolatait és ezek szerepét tartuk fel az
elemtobbletek altal befolyasolt gyokérfejlddés soran. Tovabba tanulmanyoztuk a nitrogén-
monoxid reaktiv oxigénformakkal valé kapcsolatat az elemtobbletekkel szembeni tolerancia

kialakitasaban €s a nitro-oxidativ stresszjelatvitel kialakitasaban.
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Ugy gondolom, hogy felhalmozott eredményeink beleilleszkednek a nemzetkozi
kutatasi trendekbe, azokat kiegészitve uj lehetdségeket tarnak fel, és j iranyt mutatnak a
novényi stresszvalaszok megértésében. Az eredményeink gyakorlati hasznosithatosagat abban
latom, hogy a feltart Osszefiiggések alapjan alapot szolgaltathatnak jobb ellenallosagt
haszonnovények eléallitasahoz, valamint toleranciafokozé mezégazdasagi kezelések és a

karosodas mértékét detektald biomarker-alapu eljarasok kidolgozasahoz.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. AKETSZIKU GYOKERRENDSZER FEJLODESE ES STRESSZINDUKALT MORFOGENIKUS VALASZA

A gyokér a nOvényi szervezet mechanikai és fiziologiai szempontbol is alapvetd
fontossagu része, hiszen rogziti a ndvényt €s biztositja a tdpanyag felvételét a talajbol. Tovabba
a gyOkérzet részt vesz biotikus és abiotikus stresszvalaszok kialakitdsdban, hiszen kdrnyezeti
stressz soran mutatott figyelemreméltod fejlodési plaszticitdsa kedvez a ndvény tulélésének €s a
terméshozam stabilitdsanak.

Egy kétszikli novény gyokérrendszerét kezdetben a fogyokér (FGY) alkotja, ami az
embriogenezis soran képzodik, és osztédd sejteket tartalmaz a csticsi merisztémaban. A
csiranovény fejlodése soran a FGY bizonyos sejtjei képessé valnak az osztodasra, és
posztembrionalisan oldalgyokereket (OGY) hoznak létre. Az Gjonnan megjelend OGY-k
novelik a gyokérzet felszivo feliiletét és mechanikailag tdmasztjdk a gyokérzetet. Az OGY-
inicialisok a FGY egy specializalt sejtrétegébdl, a periciklusbol képzédnek. Arabidopsisban és
a legtobb kétszikiiben az OGY-k kizarélag azokbdl a periciklus sejtekbdl keletkeznek, melyek
a fejlodo xilémszovetek szomszédsagaban helyezkednek el (De Smet és mtsi. 2006). Az OGY-
fejlodés négy kulcsfontossaglh szakaszat kiilonitjiik el: (i) a periciklus sejtek indukcidja és
valo belépése és aszimmetrikus sejtosztdédasa révén; (iii) az OGY -primordium megnyulasos
novekedése; (iv) az OGY -merisztéma aktivalodasa (Malamy és Benfey 1997).

A kétszikli gyokérrendszert alkotd f6- és oldalgyokerek hossza, szdma, térbeli
elhelyezkedése hatarozza meg a gyokérarchitekturat, ami a gyokeérzet térbeli elrendezddése a
novekedési kozegben (Lynch 2022). A gyokérzet fajonként, st fajon beliil is valtozo
szerkezetll, vagyis genetikailag meghatarozott, de a kornyezet, melyben a névény ¢él, jelentds
hatast gyakorol a gyokérzet architektirajara (Osmont és mtsi. 2007, Kochian 2016, Lynch
2022).

A novények helyhez kotott é€letmodjukbol addéddan ki vannak téve a kornyezet
valtozasainak, melyekhez dinamikusan kell alkalmazkodniuk. Ennek az alkalmazkodéasnak a
novekedés szintjén vald megnyilvanuldsa a stresszindukalt morfogenikus vagy morfologiai
valasz (SIMV) (Potters és mtsi. 2007, 2009), amely legszembetiinbbb modon a
gyokérrendszerben  jelenik  meg. Sejtszinten harom tiinetr6l  beszélhetiink: a

fogyokérmerisztéma-sejtek osztodasanak, megnyulasanak gatlasa és a periciklus sejtek

.....
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megnyulasdnak gatlasa és a fokozott OGY-képzddés, vagyis egy sajatos ndvekedésgatlasi
¢és -indukcios folyamatokat is magaba foglalo valasz alakul ki (Potters és mtsi. 2007, 1. abra).
Ennek eredményeképpen egy kevésbé mélyre hatold, sokkal inkabb oldaliranyban elteriild
gyOkérstruktura alakul ki, megvaltoztatva a genetikailag meghatarozott gyokérarchitekturat. A
SIMV-gyokérzetben valé megjelenését elséként réztobblet mellett névekedd Arabidopsis
thaliana esetén irtak le (Pasternak és mtsi. 2005), majd szamos esszencialis és nem esszencialis

fémion jelenlétében megfigyelték (Kolbert 2016).

B__ﬁ | — Periciklussejtek — ____ » Fokozott
= = redifferenciacidja oldalgyoker-
= g képzés
Sejtmegnyulas- S
gatlas !
., Fogyoker-
. . ' rovidiilés
——_ Sejtosztédas- .
gatlas a cstcsi  ---1
merisztémaban
Kontrollfenotipus SIMV-fenotipus
optimalis stresszhatasra
kérnyezeti pl. nehézfémterhelés

feltételek mellett

1. abra: A stresszindukalt morfogenikus vélaszt (SIMV) mutatd gyokérfenotipus kialakulasaért
felelds sejtszintli folyamatok és azok szervszintli hatdsai (sajat abra Potters és mtsi. 2007
alapjan).

2.2. ELEMTOBBLETEK (CU, ZN, NI, SE) MINT A GYOKERFEJLODEST (IS) BEFOLYASOLO
KORNYEZETI HATASOK

A novények szdmara esszencialis €s nem esszencialis elemek nagy koncentracidban vald
jelenléte a novekedési kdzegben kornyezeti stresszt jelent, ami részben olyan mezdgazdasagi
aktivitasokbol szarmazhat, mint pl. a tdpanyagok tulzott mértékii hasznalata vagy a szennyviz
¢s a szennyviziszapok Gjrahasznositasa, még ha a felhasznalas feltételei szabalyozottak is (T6th
azok kémiai karakterét6l és mobilitasatol, valamint bioakkumulacidjatol a talaj-viz-ndvény

rendszerben.

2.2.1. A réz (Cu)

A novények szamara az esszencialis réz egy redoxaktiv, kevéssé mobilis elem, amely

Cuz ¢és Cu* oxidacios allapotokban fordul eld a ndvényi sejtekben. Szamos fiziologiai
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folyamatban vesz részt, mint pl. a fotoszintetikus elektrontranszport, a mitokondrialis 1égzés, a
sejtfal-metabolizmus és szamos hormonalis jelatviteli utvonal, mint példaul az etilénérzékelés
(Cohu és Pilon 2010). Tobb mint 30 novényi fehérjében szerepel a réz strukturalis elemként,
melyek kozott szamontartjuk a plasztocianint, a citokrom c-oxidazt, a Cu/Zn szuperoxid-
dizmutazt, a lakkazt, az aszkorbat-oxidazt, az amin-oxidazt, a fitocianint és a polifenol-oxidazt
(Cohu és Pilon 2010, Rather és mtsi. 2020). A réz enzimekkel kdlcsonhatasba 1épve részt vesz
redoxreakciokban, ezaltal reverzibilisen képes oxidalddni Cu*-bél Cu®* formava. Példaként
emlithetjik meg a plasztocianint, amely a fotoszintézis fény reakcidja soran az
elektrontranszferben vesz részt (Rather és mtsi. 2020).

A magasabbrendii névények a rezet féként Cu®* formajaban veszik fel a rizoszférabol,
ahol kotodése a szerves €s szervetlen talajrészecskékhez limitalja a hozzaférhetéségét (Welch
¢s mtsi. 1993). A novények szamos réztranszporter fehérjét (copper transporter, COPT;
COPT1-6) fejeznek ki, melyek koziil a gyokérsejtek plazmamembranjdhoz kotétt COPTI a
kiils6 kozegbdl a gyokérsejtbe juttatja a réziont (Printz és mtsi. 2016). Az Arabidopsis thaliana-
ban a réz- és a vasfelvételi rendszerek szoros egytittmitkodését feltételezik (Ryan és mtsi. 2013),
mivel a talajban taldlhato Cu?*-t a vas-kelat-reduktdz Cu*-vd redukélja, ami a COPT
szallitofehérjék miikodése révén a sejtekbe jut. A felvett réz nagy része a gyokérsejtekben olyan
ciszteinben ¢s glutationban gazdag fémkomplexek formajaban raktdrozodik el, mint a
esetén. A réznek a gyokérbol a hajtas felé szallitasa er6sen szabalyozott folyamat;
nikocianamin-komplexek formajaban torténik a xilémben (Ryan és mtsi. 2013). A réz sejten
beliili szallitasdban specifikus rézchaperonok, metallochaperonok, vagy fémchaperonok
vesznek részt (Yruela 2005, Kumar és mtsi. 2021).

A novényi szovetek atlagos réztartalma 5-30 pg/g szaraz tomeg (SZT) kozott valtozik,
¢s ha meghaladja a 20 pg/g SZT-értéket, az a legtobb esetben toxikus a novény szamara
(Burkhead és mtsi. 2009, Kumar ¢és mitsi. 2021). A fent emlitett mezdgazdasagi
tevékenységeken til a réznek az okoszisztémaban egyre nagyobb koncentracioban vald
megjelenéséhez a banyaszat, a kohaszat, valamint szamos iparag (pl. vegy-, papir-, textilipar)
IS hozzajarul (Nagajyoti és mtsi. 2010, Kumar és mtsi. 2021). Hazankban a kdrnyezet
rézterhelése az ipari teriiletekre és a vegyipari lizemek korzetére korlatozodik (Otvos és mitsi.
2003, European Environment Agency 2019).
jelennek meg, mint a satnyulds, a hajtas és gyokér novekedésének gatlasa, a levelek

bronzosodasa, a klordzis és nekrozis (Marschner 1995, Reichman 2002, Lange és mtsi. 2017).
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A klorézis a vasfelvétel gatlasanak, valamint a lipidperoxidacionak és az ebbdl adodod
membrandezorganizacionak az egyiittes kovetkezménye. A réz képes akkumulalodni szamos
novényi szervben, kozvetleniil okozva ezéltal a fotoszintetikus aktivitas csokkenését vagy a
szénhidrattartalom névekedését (Shao és mtsi. 2010). Molekularis szinten a toxicitas oka a
fehérjékben a réz -SH (tiol) csoportokhoz vald kotddése, ami megakadalyozza a fehérjék
mikodését, tapanyaghianyt indukal, karosithatja a sejt transzportfolyamatait, és masodlagos,
oxidativ stressz kivaltasaval a sejt redox-homeosztazisaban zavart okoz (Rather és mtsi. 2020).
A réz redoxaktiv jellegéb6l addéddan a Fenton- és a Haber—Weiss-reakciokon keresztiil,
kozvetleniil képes katalizalni a reaktiv oxigénformak (ROF), foként a hidroxil gyok (*OH), a
szuperoxid gyokanion (O2*) és a hidrogén-peroxid (H202) képzddését, ami a fehérjék,
nukleinsavak ¢és lipidek oxidativ karosodasat okozva sejthalalhoz vezet (Halliwell és Gutteridge
1984, Al Mahmud és mtsi. 2019). A toxikus rézkoncentraciok oldal- és fogyokérmegnyulas-
gatlast és biomassza-csokkenést okoznak. A gyokér novekedését és ¢lettani folyamatait a
réztobblet stulyosabban karositja, mint a hajtas miikodését, ami a felvett réz gyokérbéli

crer

mtsi. 2015).

2.2.2. Cink (zn)

Az ¢l6lényekben a cink jellemzden a masodik leggyakoribb fém a vas utdn. Esszencialis
tapelemkeént olyan alapvetd biokémiai folyamatokban vesz részt, mint a szénhidrat-anyagcsere,
a sejtmembranok integritdsanak fenntartdsa, a fotoszintézis, a fitohormon-metabolizmus ¢€s -
jelatvitel, a lipid- és nukleinsav-metabolizmus, a génexpresszi6 szabalyozasa, a fehérjeszintézis
vagy a klorofillképzédés (Noulas és mtsi. 2018). A cink az egyetlen fém, amely mind a hat
enzimosztalyban jelen van kofaktorként (Broadley és mtsi. 2007), és az eukaridta proteom
koriilbeliil 9%-a tartalmaz cinket, ami jelzi e fém jelent0ségét az €16 szervezet szdmara
(Andreini és mtsi. 2009).

A cinket a gydkérzet elsésorban Zn?* formaban vagy szerves savkelatok formajaban
(Palmgren és mtsi. 2008) veszi fel a ZIP-csaladbol (Zinc Regulatory Transporter — lIron
Regulatory Transporter-like proteins) szarmazo nehézfém transzporterek miikddése révén,
melyekbdl Arabidopsis thaliana-ban tizenegyet azonositottak (Milner és mtsi. 2013). Ezek a
transzporterek a kozponti henger sejtjeiben, a plazmamembranokban és a vakudlumok
tonoplasztjaban lokalizalodnak, és kevéssé specifikusak, ugyanis a cinken kiviil a réz-, vas- és

a manganszallitasban is kozremiikodnek (Milner és mtsi. 2013).
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A novényi szovetekben altalaban 15-20 pg/g SZT a cink koncentracidja, toxicitasi
tiinetek pedig 100-300 ug/g SZT-cinktartalom felett jelentkezhetnek (Marschner 1995). A
kdrnyezetben felhalmozdodoé cinknek tobb természetes és mesterséges forrasa van; az utdbbiak
kozott a banyak vizelvezetését, az ipari hulladékokat, a széntiizelésti erdmiiveket kell kiemelni
(Broadley és mtsi. 2007, Noulas és mtsi. 2018). Magyarorszagon a cinkterhelt talajok foként az
ipari tevékenységhez kapcsoltan, pontszerien vannak jelen (Reimann és mtsi. 2014, Toth és
mtsi. 2016).

A novények altal mutatott cinktoxicitasi tiinetek lehetnek példaul a csokkent fold feletti
¢s alatti biomassza, a levelek klordzisa, nekrozisa. Ami a molekularis folyamatokat illeti, a cink
megzavarja a viztranszportot, mas mikro- és makrotapelemek (pl. vas, foszfor) homeosztazisat,
gatolja a transzportjukat, ezaltal hianytiineteket alakitva ki (Kaur és Garg 2021). Sulyosan érinti
a novényeket a cinktobblet 4altal okozott genotoxicitds, ami kromoszomaaberraciok,
kromatinkondenzaci6 ¢€és a sejtmagi membran destabilizicidgja révén a normalis
kromoszémamiikodés zavaraban nyilvanul meg (Oladele és mtsi. 2013, Sidhu 2016).
Sejtszinten a cinktobblet egyik tovabbi negativ hatasa a lipidek oxidacidja kovetkeztében
kialakul6 membrandestabilizacio. Ez a mitokondrium Osszetett membranstruktarainak esetén
az energiatermel6 folyamatok megzavarasat és a tilakoidmembran esetén a fotoszintetikus
aktivitas csokkenését okozza (Kaur és Garg 2021). A cink szupraoptimalis koncentracidinak
fitotoxikus hatasa abban is megnyilvanul, hogy kulcsfontossagi funkcionalis csoportok
blokkolasa révén (a rézzel ellentétben nem kozvetleniil) oxidativ stresszt valt ki (Morina és
mtsi. 2010). Nagy affinitassal kotédik tobbek kozott kénatomokhoz, igy a ROF-
metabolizmusban szerepld enzimeket a cisztein aminosavaikhoz kotddve képes inaktivalni
(Nieboer és Richardson 1980), emellett képes mas, esszencidlis fémionok helyettesitésére is az
enzimek katalitikus helyein (Schiitzendiibel és Polle 2002).

A nanoformatumu cink, mint amilyenek a cink-oxid nanorészecskék, specialis
tulajdonsagokkal rendelkezik. [lyen nanorészecskékre vonatkozd jellemzdk tobbek kozott a kis
méret, a nagy feliilet, a sajatos optikai, magneses €s elektromos tulajdonsagok, a stabilitas és az
antimikrobialis hatdsok (Kolbert és mtsi. 2022). E kedvezd tulajdonsagaik miatt az ipar nagy
mennyiségben allitja elé (Piccinno és mtsi. 2012), és elkeriilhetetleniil juttatja a kornyezetbe a
cink-oxid nanorészecskéket. A ndvényekkel kontaktusba keriilve cinkiont szabadithatnak fel,
amit a gyokérzet felvesz. A sejtfal porusméreténél kisebb nanorészecskék bejuthatnak a gyokér
sejteibe, és ez megtorténhet a nagyobb méretii nanorészecskék lebomlasa utan is (Kurczynska
és mtsi. 2021). A ndvények nanorészecskékre adott vélaszai diverzek, és fliggnek a

nanorészecske jellemzditdl (pl. tipus, méret, koncentracid), a ndvény jellemzditdl (pl. faj,
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fémtolerancia, fejlodési stadium) és a kitettség jellemzo6itdl (pl. idétartam, kezelés mddja)

(Kolbert és mtsi. 2022).

2.2.3. Nikkel (Ni)

A nikkelt is esszencialis elemnek tekintik a novények novekedése és fejlodése szamara,
bar a széles korli szerepet betoltd rézzel és cinkkel ellentétben a nikkel kisszamu ¢lettani
folyamatban érintett (Dalton 2019). Az ureaz enzim kofaktora és a hat alegységes enzim
alegységenként két nikkelatomot tartalmaz (Polacco 1977). Az ureaz szintéziséhez nem
sziikkséges a nikkel, de az enzim szerkezetének kialakitasdhoz ¢s a miikodéséhez
elengedhetetlen (Lopez és Magnitski 2011). A nikkel indukalja a glioxalaz enzimet, és
szabalyozza a sejtbéli glutationallomanyt, ami segiti a kedvezd hatasait a ndovényekben
(Fabiano és mtsi. 2015, Dalton 2019).

A nikkelionok a talajoldatbdl passziv modon bejuthatnak a gyokérsejtekbe, de az aktiv
felvételi folyamatok jelentdsebbek a ndvények nikkelhez valo hozzéjutasaban. Az aktiv felvétel
a kevéssé szelektiv ZRT/IRT-szerli csaladba tartozo, a cinket és rezet is szallitdo kation
transzportereken keresztiil valosul meg (Van der Pas és Ingle 2019). A gyokérbe felvett nikkel-
a transzspiraciés arammal a xilémen keresztiil a hajtasba szallitodik, majd a floémben
retranszlokalodik, ami a ndvényen beliili mobilitasara utal (Shahzad és mtsi. 2018).

A nem szennyezett teriileteken nové novények levélbéli nikkelkoncentracidja 0,05 és 5
ug/g SZT kozott valtozik (Welch 1981); toxicitas az érzékeny fajokban 10 ug/g SZT felett
jelentkezik (Kozlow 2005). Olyan antropogén aktivitasok, mint a banyaszat, fémfeldolgozas
vagy a szén és az olaj elégetése, dokumentalt modon megndvelik a nikkel koncentracidjat a
kornyezetben (Hassan és mtsi. 2019), mindez kornyezetvédelmi kérdéseket vet fel vilagszerte.

A nikkel emelt koncentracioban ndvekedésgatlast, klorézist, nekrozist, hozamcsokkenést
valamint a sztdmazaras és a klorofilltartalom redukalasa révén fotoszintetikus aktivitasvesztést
okoz (Shahzad és mtsi. 2018, Hassan és mtsi. 2019) az érzékeny novényfajokban. Tovabba
ismeretes, hogy a nikkel tobblete a sejtfalak plaszticitasanak csokkentése és az auxintranszport
megzavarasa révén gyokérrovidiiléssel jar (Leskova és mtsi. 2020). A nikkeltobblet molekularis
szinten egyrészt az ionegyensuly €s -transzport megzavarasa, masrészt a membranok ROF altali
oxidativ kérositasa révén hat. A nikkel a ROF ttlprodukciojat okozza kdzvetett modon, szdmos
antioxidans enzimmel €s nem enzimatikus antioxidanssal interferalva (Maheshwari és Dubey

2009, Kumar és mtsi. 2012, Georgiadou és mtsi. 2018, Amjad és mtsi. 2020).
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A nagy nikkeltartalmi szerpentin talajokon el6fordulnak nikkel-hiperakkumulaléd
novényfajok, melyek 2018-ig ismert szama 523 (Reeves és mtsi. 2018). Ezekre jellemz6, hogy
hajtasukba kb. 1000 mg/kg nikkelt képesek felhalmozni toxicitasi tiinetek megjelenése nélkiil.
A Délkelet-Europaban és a Kozel-Keleten honos Odontarrhena génusz 61 faja nikkel-
hiperakkumulal6 és -tlir6 képességet mutat (Reeves és mtsi. 2021). Az Odontarrhena fajok
egyik toleranciamechanizmusa az, hogy a levélfeliiletiikon taldlhaté csillagszérokbe

kompartmentalizaljak a nikkel nagy részét, igy védve a levélsejteket (Kiipper és mtsi. 2001).
2.2.4. Szelén (Se)

A szelén egy nemfémes elem, amely nélkiilozhetetlen a baktériumok, bizonyos
algatorzsek ¢és allatok szamara, de magasabbrendi ndvényekben nincs bizonyitva az
esszencialitasa (Schiavon és Pilon-Smits 2017). A szelén nagyfokt kémiai hasonlosagot mutat
a kénnel, igy ¢lettani folyamatokban (beleértve a felvételi folyamatokat is) versengés alakulhat
ki a kett6 kozott (White és mtsi. 2004).

A gyokerek a szelént szervetlen szelenat (SeOsz®) vagy szelenit (SeO42") formajaban,
illetve szerves formakban veszik fel a talajoldatbol. A szelenat gyokérbe vald bejutasa szulfat
transzportereken keresztiil torténik. A nagy affinitast szulfattranszporterek (high affinity
sulphate transporter, HAST), mint az Arabidopsis thaliana-ban az AtSultr 1:1, AtSultr 1:2,
AtSultr 1:3 katalizaljak a szelenatfelvétel nagy részét. A szelenit felvétele a foszfat
transzporterekkel torténik (Li és mtsi. 2008, Zhang és mtsi. 2014). Megemlitend6 tovabba, hogy
szelenitre permeabilis egy szilicium influx transzporter is, az OsNIP2;1, amely az aquaporinok
nodulin 26-szer( bels6é membranprotein-alcsaladjahoz tartozik (Zhao és mtsi. 2010). Tovabba
lehetséges a szelenit nem specifikus, passziv felvétele is. A szerves szelénformak, mint a
szelenometionin (SeMet) ¢és szelenocisztein (SeCys) felvétele aminosav-permeazokon
keresztiil valosul meg. A kénasszimilacids utvonalat hasznalva a novénybe jutott szelenat és
szelenit végiil szerves SeMet-na és SeCys-né alakul (6sszefoglalva Kolbert és mtsi. 2019a,
Trippe és Pilon-Smits 2021 altal).

A szelénterhelés elsddleges, antropogén forrasai kozott emlithetd az ipar (foként a
barnakdszén és az olaj égetése), a mezOgazdasag (a szennyviziszap felhasznaldsa) és a
kozlekedés (Kadar 1998).

A fentebb bemutatott mikroelemekhez hasonléan a szelén alacsony koncentracidoban
kedvez0 hatast fejt ki a ndvények ndvekedésére, fejlodésére, nagy koncentracioban azonban

toxikus. A nem akkumulalé névényfajokban a szelén koncentracioja alacsony (0,01-0,02 pg/g
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SZT, Yang és mtsi. 2022), és Arabidopsis thaliana esetében 2 ng/g SZT szelénkoncentracional
jelentkezik a toxicitas (Mikkelsen és mtsi. 1989). Az akkumulacio mértékétdl fiiggden a novény
maradhat tiinetmentes, amikor csupan a biomassza-termelés csokken, vagy jelentkezhetnek
tiinetek, mint a klor6zis, nekrézis és a levelek elhalasa (Terry és mtsi. 2000). A legjellemz6bb
toxicitasi tinet a fogyokér rovidiilése, ami kozvetleniil utal a névény szeléntoleranciajara
(Fisher és mtsi. 2016). A toxicitds molekularis folyamatainak egyike a szelenoproteinek
1étrejotte. Az asszimilaciod soran képzodd SeCys és SeMet a fehérjeszintézis soran képesek
beépiilni a cisztein és a metionin helyére, megvaltoztatva a fehérjék masodlagos szerkezetét,
enzim esetében az aktiv centrum mikodési kinetikajat vagy kofaktor kotését, és
végeredményben funkcioképtelen fehérjék keletkeznek (6sszefoglalva Kolbert és mtsi. 2019a
altal). A szelén felborithatja a ndvények természetes hormonhaztartasat és a makro- és
mikroelemek felvétele és asszimilacios utvonalai is karosodast szenvedhetnek a szelénterhelt
novényben (Kolbert ¢és mtsi. 2016). A szelén tobbféle mechanizmus révén képes
prooxidansként fokozni az oxidativ stresszjelatvitelt. A citoplazmaban a szelenit gyorsan
reakcioba 1ép a glutationnal, és szeleniddé alakul, s a reakcidé soran O2°" szabadul fel (Chen és
mtsi. 2007). Ez a folyamat aktivalja az antioxidans védelmi rendszert fehérje- és génszinten is
(Dimkovikj és Van Hoewyk 2014). A nagy mennyiségli szelén képes kimeriteni a
glutationrendszert, és igy megvaltoztatni a sejt redoxallapotat (Grant és mtsi. 2011). A szelén
altal hosszu tavon okozott oxidativ karosodasokat jol leirja a szakirodalom (pl. Freeman és mtsi.
2010, Grant és mtsi. 2011); ezek nem kiilonb6znek jelentésen mas abiotikus stressz altal
okozott hatasoktol. A szelénterhelés ndveli a mitokondrialis O2* -tartalmat, ami kihat az
elsédleges metabolizmusra (Vallentine és mtsi. 2014), ¢és a szelén hatassal lehet a
kloroplasztiszban talalhatdo vas-kén komplexeket tartalmazo proteinekre is (Fisher és mitsi.
2016).

A novények kozott szeléntlird képességiik alapjan megkiilonboztetiink elsddleges
hiperakkumulalokat, melyek a hajtasukba tobb mint 1000 mg/kg szelént tudnak felhalmozni,
magas szelénkoncentraciok mellett is ndvekednek, és nem mutatnak karosodast. llyen faj az
Eszak-Amerika kozépsd és nyugati részén honos, nagy szeléntartalmu teriileteken novo
Astragalus bisulcatus (Trippe és Pilon-Smits 2021). A tolerans és hiperakkumulalo
ndvényfajok tlirése azon alapszik, hogy képesek a szelént intracellularisan elkiiloniteni és nem
fehérjeépitd aminosavak szintézisében felhasznalni. Ennek a folyamatnak a kulcsenzime a
szelenocisztein-metiltranszferaz, ami a SeCys metil-SeCys-né (MeSeCys) vald atalakitasat
katalizalja. Mivel a MeSeCys nem tud fehérjékbe épiilni, igy a szelén ilyen formaban valo

tarolasa a tolerancia fontos eleme (Barillas és mtsi. 2012, Sabbagh ¢s Van Hoewyk 2012).
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Tovabba a hiperakkumulél6 fajok gaznemiivé alakitva volatilizaljak a MeSeCys-t, ami szintén

egy lényeges toleranciamechanizmus (Trippe és Pilon-Smits 2021).

2.3. A GYOKERNOVEKEDEST SZABALYOZO BELSO FAKTOROK

Az, hogy az enyhe kornyezeti stressz altal indukalt fogyokér-rovidiilést oldalgyokér-
indukci6 kiséri, arra utal, hogy a sejtosztodasi folyamatok a periciklusban toleransabbak a
sejtmegnyulashoz képest. Ennek oka lehet az endodermisz mint gat jelenléte ¢€s a kozponti
henger jellegzetes szervezddése. Mindenesetre ezeket a kornyezeti jelek altal kivaltott
gyokérmorfologiai valtozasokat endogén jelek (fitohormonok és ndvekedési jelmolekulak, mint

a nitrogén-monoxid) haldzata koordinalja.
2.3.1. Auxin

A 6 természetes auxinforma, az indol-3-ecetsav (IES) novekedési folyamatok széles
skalajat szabalyozza, beleértve olyan folyamatokat, mint az OGY-iniciacio, a FGY-megnyaulas,
a gyOkérszorképz6dés vagy a gravitropikus gorbiilés (Roychoudhry és Kepinski 2022).
Képzbédése nem teljesen tisztazott, valosziniileg az dsszetett itvonalak €s a bioszintézis enzimek
miikodésbeli sokszinlisége miatt. Tobb, az IES szintézisét katalizalo triptofanfiiggd
¢s -fiiggetlen utvonalat irtak le, mégis a novényekben az eldbbieket tekintik a leginkabb
lIényegesnek az endogén auxintartalom kialakitasaban (Blakeslee és mtsi. 2019).

A gyokérrendszer endogén auxinegyensulya alapvetd fontossdgu a szerkezet
kialakulasadban. A gyokér apikalis merisztémajaban az auxin bioszintézisében szerepld gének
fokozott kifejezddést mutatnak, ami lehetdve teszi az IES nagymértek, lokalis képzodését. A
gyokércsticsban fennalld auxingradiens kialakitasaban a lokalis szintézis mellett a polaris
transzport is részt vesz (Grieneisen és mtsi. 2007). A polaris és a floém alapt transzport serkenti
az oldalgyokér-primordiumok fejlodését, de a lokalis auxin bioszintézise is nagy hatassal van
ezek iniciacidjara (Cavallari és mtsi. 2022).

Az IES steady-state szintje lecsdkkenhet a konjugacio és a degradacio altal. Az IES
konjugéalodhat aminosavakkal vagy cukrokkal, elraktarozodhat a magokban, és felhasznalodhat
a korai csirandvény-fejloddés soran. A kozelmultban kideriilt, hogy az IES foként a GH3-ILR1-
DAO utvonalon keresztiil inaktivalodik (Hayashi és mtsi. 2021).

Az IES transzlokécidja a ndvényi testben egy szigorGlan szabdlyozott és iranyitott,
novényspecifikus folyamat, a polaris auxintranszport révén valosul meg, mely a

gyokérnovekedést lehetévé tevd Un. auxin gradienst hozza 1étre. Az AUXIN
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RESISTANTI1/LIKE AUXI csaladba tartozo fehérjék és a PIN-szerti fehérjék auxin influxot
valositanak meg; ez utobbiak a citoplazma és az endoplazmatikus retikulum (ER) kozott
szallitjak az auxint. A sejtbdl kifel¢ iranyuld auxintranszportban a szallitdbmolekulak két
csoportja vesz részt: PIN-FORMED (PIN) fehérjék és kiilonb6z6 ABC transzporter-szerii
foszfoglikoproteinek (Naramoto 2017, Geisler és Murphy 2006).

Auxin hidnydban az AUX/IAA represszor gatolja az auxin indukalta gének
transzkripcidjat a MY C2/ARF koaktivatorhoz val6 kdtddése altal, hiszen igy egy inaktiv allapot
alakul ki. Megfelel6 auxinszint mellett a hormon egy molekularis ragasztoként miikodik az
AUX/IAA és a TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX1
(TIRL/AFB) kozott, mivel altala tud kapcsolatba 1épni a represszor és a receptor.
Arabidopsisban 29 AUX/IAA valaszgént és 23 ARF-et talaltak. A represszor és a koaktivator
igen nagy szadma utal arra, hogy az auxinvalasz meglehetdsen komplex, mely fligg az
auxinszintt6l és a specificitastol, valamint attol, hogy milyen er6s a kapcsolat a TIRI-
AUX/IAA-AUX/IAA-ARF kozott. A novényi hormon jelatvitele soran a leucinban gazdag
TIR1 F-box auxinreceptor koti meg az auxint. Az IES kozvetleniil 1ép kapcsolatba az F-box
hogy aktivalja a kiilonbozd auxinvalaszgéneket. Az auxin altal aktivalt SCFTIR1 komplex a
kotédés utan ubiquitin molekuldkat kapcsol az AUX/IAA korepresszorhoz, amely ezutan
levalik a receptorrol, és degredalodik a 26S proteoszoma altal. A folyamat kovetkezményeképp
a MYC2/ARF transzkripcids aktivatorok aktiv allapotba keriilnek, majd beindul az
auxinindukalt gének transzkripcidja, a gének expresszioja. Létezik egy proteoszoma-fiiggetlen
auxin-jelatvitel is, melyhez a receptor (ABP1) az ER-ben és a sejtfalban lokalizalodik, és fontos

szerepe van a sejtosztodas €s a sejtmegnyulas soran (Gallei és mtsi. 2020).
2.3.2. Citokininek

A gyokérrendszer architektirajanak kialakitdsdban az auxin mellett a citokinin
fitohormonnak is lényeges szerepe van, hiszen a gyokérsiivegben talalhatd nagy mennyisége
kompenzalja az auxin OGY -iniciaciora kifejtett pozitiv hatasat, igy segit fenntartani a gyokér
apikalis dominanciajat, vagyis az optimalis gyokérzetstruktirat (Kuderova és mtsi. 2008, Li és
mtsi. 2021). A de novo szintézis, katabolizmus, influx és efflux, tovabba a konjugatumok
képzddése és lebomlasa a citokinin biologiai aktivitasanak fontos regulatorfolyamatai. A
citokinineknek négy tipusat kiilonboztetik meg ndvényekben: ezek a transz-zeatin (tZ), N°-

adenin, cisz-zeatin és a dehidrozeatin (Mok és Mok 2001). Arabidopsisban a citokinin jelatviteli
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mechanizmusa kiilonboz6 stressz- és tapanyagvalaszokat medial pl. ozmotikus stressz,
nitratérzékelés és -asszimildcio, szulfat- és foszfatasszimilacid vagy vasfelvétel kapcsan
(Werner és Schmiilling 2009).

A citokinin-bioszintézis kezd6 1épéseit az adenozin foszfat-izopentiltranszferaz (IPT)
katalizalja, és a reakcio sordn keletkezett termékek atalakitasat a citokrom P450 mono-oxigenaz
(CYP735A1, CYP735A2) végzi. A ribozidvegyiiletek aktiv formava torténé atalakitasa két
eltéré utvonalon mehet végbe, és végiil aktiv citokininvegytilet alakul ki (6sszefoglalva Li és
mtsi. 2021). A citokininek inaktivacioja konjugacio (pl. N-glikozilaci6, Pokorna és mtsi. 2021)
vagy a citokinin-oxidaz/dehidrogenaz (CKX) altal katalizalt degradacio6 révén valosulhat meg.
A CKX enzimek a citokinint oxidativ oldallanchasitassal degradaljak. Arabidopsisban eddig 7
CKX gént azonositottak, melyek megvaltozott expresszidja novekedésbeli valtozast okoz.
Mindez arra utal, hogy a citokinineknek fontos szabalyozé szerepiik van a sejtciklusban:
befolyasoljak a sejtképzés sebességét és a sejtdifferenciaciot a merisztémakban és a képzddo
szervekben (Werner és mtsi. 2006).

Arabidopsisban a citokinin jelérzékelését és jelatvitelét egy kétkomponensii
szabalyozorendszer végzi. A citokinin jelatvitelével kapcsolatos ismeretek megszerzését az
Arabidopsis-citokininreceptorok (Arabidopsis-hisztidinkinazok; AHKs: CRE1/AHK4, AHK?2
¢s AHK3), a downstream transzmitterek (Arabidopsis hisztidin-foszfotranszfer proteinek;
AHP) és az Arabidopsis-valaszregulatorok (A- vagy B-tipusa ARR-0k; Arabidopsis response
regulators) felfedezése tette lehetévé (Osszefoglalva Li és mtsi. 2021). A régi hipotézissel
ellentétben, mely szerint a citokininek csak a gyokérben szintetizalodnak, és xilémtranszporttal
kerlilnek fel a hajtasba, az tjabb kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy a citokininek a névény
kiilonbozo szerveiben képzddhetnek. Mig Arabidopsisban az IPT gének szamos szervben (pl.
levelekben, szarban, viragokban, gydkerekben) expresszalodnak (Miyawaki és mtsi. 2004,
Takei és mtsi. 2004a), addig a CYP735A gének foként a gyokerekben fejezddnek ki (Takei és
mtsi. 2004Db).

A citokininek mobilis hormonok, ezért valdszintileg 1étezik egy olyan export-import
rendszer, ami a plazmamembranon keresztilli szallitasukat végzi. Jelenleg két
transzportercsaladrol feltételezik, hogy részt vesz a hormon széllitdsaban: a purin permedz és
az equilibrativ nukleozid transzportercsalad (Nedved és mtsi. 2021). A citokininek hosszl tava
transzlokacidja xilém és floémelemeken keresztiil valosulhat meg. A xilémnedvben foként a
citokinin tZR forméja, még a floémelemekben a legfobb izopentenil-tipusu citokininek, az
izopentenil-ribozidok és -ribotidok fordulnak eld. A citokininek xilémelemeken keresztiili

transzportjat kdrnyezeti €s endogén szignalok egyarant befolyasoljak (Kudo és mtsi. 2010).
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Gyokérben a citokininek elsdédlegesen a merisztéma és a megnyulasi zona kozotti
atmeneti zondban talalhato sejtek differencialodésat segitik eld, viszont drasztikusan csokkentik

a sejtosztodasi ratat a merisztematikus zoénaban (loio és mtsi. 2007).
2.3.3. Etilén

A gyokérzet fejlodését befolyasold egyik tovabbi hormon az etilén, egy gaznemi
messenger. A fokozott etilén-jelatvitel olyan valtozasokat idéz eld, mint a gyiimdlcsérés,
levelek és virdgok szeneszcencidja vagy a csirandvény harmas valasza (Abeles és mtsi. 1992,
Pattyn és mtsi. 2021). Az Arabidopsis gyokerének nyugalmi centrumaban (quiescent centre,
QC) az etilén eldsegiti a sejtosztodast, amit az etiléntultermeld etol mutans QC sejtjeinek
szamfeletti sejtosztodasai bizonyitanak. A CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1 (CTR1)
mutans — melyben az etilén jelatvitele folyamatosan zajlik — szintén mutatja az etol fenotipusat.
Ezek alapjan elmondhato, hogy az etilén olyan jelatviteli haldzatok tagja, melyek a QC
mitotikus aktivitasanak kialakitaséért felelések a posztembriondlis gyokérfejlddés soran
(Takatsuka és Umeda 2014). Tovabba az etilénrdl felismerték, hogy negativan szabalyozza az
OGY-iniciaciot, -novekedést és -megnyulast Arabidopsis-ban (Ivanchenko és mtsi. 2008, Negi
¢s mtsi. 2008).

Az etilén szintézise mas fitohormonokéhoz képest meglehetdsen egyszerii. A prekurzor
az S-adenozilmetionin, ami 1-aminociklopropan-1-karbonsavva (ACC) alakul az ACC-szintaz
(ACS) enzim katalizaciojaval. ACS enzim aktivitasanak masik terméke metil-tioadenozin, ami
metioninna alakul vissza a Yang-ciklusban azért, hogy a sejtben egy optimalis metioninszint
fenn tudjon maradni. Az ACC-t egy oxidaz enzim (ACO) vas(Il), oxigén és aszkorbat
jelenlétében etilénné oxidélja szén-dioxid €s hidrogén-cianid felszabadulasa kdozben. Az ACS
¢s ACO enzimeket multigén csaladok kodoljak, €s az mRNS szintjeiket és aktivitdsukat
endogén faktorok (pl. auxin) ¢és kornyezeti faktorok (pl. arasztds, nehézfémek)
kiilonbozoképpen szabalyozzak (Pattyn és mtsi. 2021).

Az etilén esetében az oxidacié altali inaktivacio fizioldgiailag nem relevans a steady-state
etilénszintek szabalyozasdban, aminek oka az etilén gyors eldiffundalasa a szovetekbdl. Az
mig hosszu tavon ACC forméajaban szallitodik (Park és mtsi. 2017).

Az etilén érzékelése az ER membranban lokalizal6do receptorkomplex segitségével
valosul meg, ami a prokaridta kétkomponensti szabalyozorendszer hisztidin protein-kinaz

receptorahoz hasonlo. Arabidopsis-ban 6t etilénreceptort azonositottak (ETR1, ETR2, ERS1,
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ERS2, EIN4). A receptorok N-terminalis transzmembran doménje koti az etilént rézkofaktor
jelenlétében. Etilén hianyaban a receptorok aktivaljak a CTR1 szerin/treonin protein kinazt, ami
negativan szabdlyozza a downstream etilén-jelatvitelt. Etilén kotése esetén a receptorok
inaktivalédnak, a CTR1 deaktivalodik, ami hozzajarul, hogy az ETHYLENE INSENSITIVEZ2
(EIN2) pozitiv regulatorként miik6djon, és indukalja a sejtmagi lokalizacioja EIN3
transzkripcids faktort. Az EIN3 az ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERFI1) gén
promoterhez kot, és etilénfiiggd modon aktivalja a génatirast. Az ERF1 transzkripcios faktor és
mas etilén valaszelemet kot fehérjék a célgének promoéterében 1évé GCC box motivummal
interakcioba 1épve aktivaljdk a downstream etilénvalaszokat. Ezen a linearis jelatviteli
utvonalon kiviil feltételezik nemlinedris etilén-jelatviteli elemek miikddését is, melyek feed-

forward és feedback mechanizmusokat foglalnak magukba (6sszefoglalva Binder 2020).
2.3.4. Strigolaktonok

A strigolaktonokat az 1960-as években mint parazita ndovények csirazasi induktorait
azonositottak (Cook és mtsi. 1966). Azota kideriilt, hogy szerteagazd novekedésszabalyozo
hatasaik miatt a magasabbrendli névények egy ujabb fitohormoncsoportjanak tekintheték
(Bouwmeester és mtsi. 2019).

A terpenoid lakton szerkezetli strigolaktonokat az ABC gylirlirendszer megléte avagy
hianya alapjan két csoportba lehet osztani: kanonikus és nem kanonikus strigolaktonok (Waters
¢és mtsi. 2017). A strigolaktonok karotinoidokbol szintetizalddnak a kloropasztiszokban olyan
enzimek részvételével, mint a B-karotin-izomeraz (D27), két karotinoidhasitd dioxigenaz
(CCD7/MAX3 és CCD8/MAX4), a citokrom P450 (MAX1), és a LATERAL BRANCHING
OXIDOREDUCTASE. A képzddott karlakton a citoplazmaba szallitodik, ahol karlaktonsavva
alakul, ami a természetes strigolaktonoknak a k6z0s prekurzora (Yoneyama és Brewer 2021).
A strigolaktonokkal kapcsolatos aktiv, gyorsan fejlédd kutatast jelzi, hogy a kozelmultban
leirtak a karlaktonsav kozvetlen atalakulasat orobanhollda (Wakabayashi és mitsi. 2019),
azonositottak a strigolaktonszintézisben részt vevd citokrom P450 and a 2-oxoglutaratfiiggd
dioxigenaz géneket Lotus japonicus-ban (Mori és mtsi. 2020), valamint kimutattak hidroxil-
karkalton szarmazékokat mint a strigolaktonszintézis intermediereit Arabidopsisban
(Yoneyama ¢s mtsi. 2020). Mindezek ellenére a karlaktont kovetd szintézislépések nagyrészt
még ismeretlenek. A strigolaktonszintézis a gyokérben és a hajtasban is zajlik, és a

strigolaktonjel a gyokérbdl a hajtasba terjed (Foo és mtsi. 2001).
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A strigolakton-jelérzékelés a o/p hidrolaz aktivitast mutato DWARF14 (D14) receptorral
valosul meg oly modon, hogy az intakt strigolaktonmolekula aktivalja a D14-et, ami viszont
deaktivalja a bioaktiv strigolaktonokat a jeltranszmissziot kovetd hidrolitikus bontas révén.
Kovetkezésképp az aktivalt D14 kotédni tud a MORE AXILLARY GROWTH2 (MAX2/D3)
F-box tipust fehérjéhez, ami kijeloli a DWARF53 és SMXL represszorokat proteaszomalis
lebontasra, és a génatiras indukalodik (Wang és mtsi. 2022). Ujabban a MAX2 fehérjérsl
feltételezik, hogy a karrikin-jelatvitel (Iasd kés6bb) szabalyozdja (Wang és mtsi. 2022), és a
MAX2 downstream célpontjai feleldsek a strigolakton- €és a karrikinszignal transzdukcios
utvonalainak megkiilonboztetéséért (Swarbreck és mtsi. 2020). A strigolakton- és a karrikin-
jelatvitel atfedését alatdmasztja az is, hogy a rac-GR24 (GR24 sztereoizomerek racemér
keveréke) mindkét jelatviteli utat aktivalja (Scaffidi és mtsi. 2014, Li és mtsi. 2016). A
strigolaktonindukalt génexpresszido olyan fiziologiai hatasokban nyilvanul meg, mint a
gyOkérarchitekttra kialakitasa optimalis és tapanyaghianyos koriilmények kozott (Marzec és
Melzer 2018). A strigolakton- és a karrikin-jelatvitel egylittesen jarul hozza az oldalgyokér-

stiriség ¢s az epidermalis sejthossz szabalyozasahoz (Villaécija-Aguilar és mtsi. 2019).
2.3.5. Karrikinek

A karrikineket els6ként a vegetacio részleges égése kovetkeztében képzddo fiist olyan
Osszetevoiként azonositottak, amik csirazast indukalnak (Flematti és mtsi. 2004). A Karrikinek
abiotikus modon a szénhidratok, pl. a celluloz elégetése soran képzOdnek, €s specifikus
receptorral (KARRIKIN-INSENSITIVE2, KAI2) rendelkeznek a novényi sejtekben (De
Cuyper ¢és mtsi. 2017). A strigolaktonokhoz hasonlé szerkezetiik van (butenolid gyiirt), és
ahogyan az el6bb utaltam r4, a strigolaktonok és a karrikinek jelatvite kapcsolodik, és részben
hasonld névekedésszabalyozd szerepiik van a gyokérzetben (Villaécija-Aguilar és mtsi. 2019),
bar a gyokérszor-fejlodés €s a gyokérnovekedés orientacidja karrikinszabalyozott folyamatok
(Villaécija-Aguilar és mtsi. 2019). A legjabb eredmények szerint a KAI2 az
foszfathianyos kornyezetben (Villaécija-Aguilar és mtsi. 2022). Tovabba a karrikinek fokozzak
a magok ¢és a csirak érzékenységét a fénnyel szemben, amibdl arra kovetkeztettek, hogy a
karrikinek adaptacios kémiai jelként javithatjak a csirafejlédést tizeseményeket kovetden (Yao

¢s Waters 2020).
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2.4. A NITROGEN-MONOXID (NO) ES A REAKTIV NITROGENFORMAK (RNF)

Vizsgalataink kozéppontjdban a NO és az abbdl szarmazod nitrogéntartalmu RNF-
molekulak alltak, ezért ezeket részletesen, egy kiilon fejezetben mutatom be. Ezt az is indokolja,
hogy a NO noévekedésszabalyoz6 szerepén tul stressztoleranciat fokozod vagy a stressz altali

karosodasokhoz hozzajaruldo molekula is, tehat bemutatasa e szempontok mentén is sziikséges.
2.4.1. A NO metabolizmusa a névényekben

A NO az els6ként felfedezett gaz halmazallapotu jelatviteli molekula (Palmer és mtsi.
1987). A szerepét és sokszinliségét jol bizonyitja, hogy 1992-ben a Science folyodirat az év
molekulajava valasztotta, valamint Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro és Ferid Murad élettani
¢s orvostudomanyi Nobel-dijat kapott 1998-ban az élettani hatdsainak és jelatvitelének
felfedezéséért.

A NO egy kisméretii, kétatomos szabad gyok. Erésen lipofil, igy igen j6 diffuzios
értékekkel rendelkezik a plazmamembranokon keresztiil (Goretski és Hollocher 1988). Az
atlagos féléletideje 2—30 s kozott valtozik (Habib és Ali 2011), de kis koncentracidban ez
szamottevéen megndéhet (Stohr és Ullrich 2002), ami idealis jelatviteli molekulava teszi. A
kémiai tulajdonsagat tekintve az atomok kozotti kettds kotés egy paratlan elektront eredményez
a m palyan. Ezen elektron eltavolitasaval nyerheté a nitrozénium kation, mig egy elektron
felvétele nitroxil aniont eredményez. A biologiai rendszerekben a NO-gyok és a redox formai
mellett szamos nem gyokos szarmazék is megtalalhato, mint példaul a peroxinitrit (ONOO"),
S-nitrozoglutation (GSNO), dinitrogén-trioxid, dinitrogén-tetroxid stb., melyeket egyiittesen
reaktiv nitrogénformaknak neveziink.

A légkdrben természetes vagy antropogén hatdsokra keletkezd NO a hajtasrendszeren,
valamint a talajban a bakterialis tevékenység révén keletkez6 NO a gyokérrendszeren keresztiil
bejuthat a novénybe. A novényi testben endogen keletkez6é NO le is adddhat a 1égkdrbe és a
talajba, ami azt jelenti, hogy a novény és a kornyezete kozott folyamatos a NO kicserélédése
(Ma ¢és mtsi. 2020). A magasabbrendii névényekben az endogén NO-képzddésnek oxidativ,
reduktiv, enzimatikus és spontdn Gtvonala lehetséges. Allati rendszerekben foként az
argininfiiggdé NO-szintaz (NOS, E.C. 1.14.13.39) izoformakkal torténik a NO szintézise az
erekben, az ideg- és immunsejtekben. Az enzim L-argininb6l NADPH jelenlétében képes a
citrullin és a NO szintézisére (Groves és Wang 2000). llyen, allatihoz hasonl6 NOS-
enzimaktivitas a magasabbrendii novényekben kérdéses, miutan Jeandroz és mtsi. (2016) nem

talaltak az allatival homolog NOS-szekvenciat tobb mint 1300 szarazfoldi ndvényfaj
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genomjaban. Az enzimaktivitast tobb korai munkaban kimutattdk (&sszefoglalva Corpas és
Barroso 2017), de a genomban mindmaig nem talaltadk meg a hozza ill6 proteint kodold gént
(Hancock és Neill 2019). Habar NOS-szeri enzimet felfedeztek az Ostreococcus tauri
zOldalgaban (Foresi €¢s mtsi. 2010), majd késébb Synechococcus PCC 7335 cianobaktériumban
(Correa-Aragunde és mtsi. 2018), a magasabbrendii noévényekben valdsziniileg inkabb
proteinek egyiittmiikodésébol eredeztethetd az argininfiiggd NO-termelés (Corpas és Barroso
2017). A poliaminok, mint redukalt nitrogénvegyiiletek oxidativ lebontasa is eredményezhet
NO-képzddést, és ebben a folyamatban a réz-amin-oxidazok szerepét feltételezik, de a pontos
mechanizmus nem tisztazott (Wimalasekera és mtsi. 2011, Grof3 és mtsi. 2017). Az oxidalt
nitrogénvegyiiletek redukcidja is vezethet NO-képzddéshez a ndvényi sejtekben, és ezek a
folyamatok a nitrogénasszimilaciohoz kotddnek (Sanz-Luque és mtsi. 2013). A nitrat-reduktaz
(NR, EC 1.7.1.1) katalizalja a nitrit NO-da alakitasat, bar ez az aktivitds az enzim
nitratredukcios aktivitasanak csupan kb. 0,5-1%-a (Rockel és mtsi. 2002). A NR kozvetett
modon is hozzajarulhat a NO keletkezéséhez, mivel képes NAD(P)H-rdl elektronok atvitelére
egy NO-formalo nitrit-reduktaz enzimre, amit Chlamydomonas reinhardtii algaban irtak le
(Chamizo-Ampudia és mtsi. 2016). Ez az enzim nitritet alakit at NO-da, de a szerepét
magasabbrendli névényekben még vizsgalni kell. A gyokérben a nitrit:NO-reduktaz enzim
katalizalja a NO keletkezését nitritb6l, de erre a mechanizmusra vonatkozodan is kevés az
ismeretiink (Stohr és mtsi. 2001). A xantin-oxidoreduktaz anaerob kézegben, nitrit vagy NADH
jelenlétében a nitritet NO-da redukalja (Harrison 2002). Ezt a reakciot allati rendszerekben
jellemezték, novényekben egy hasonldé mechanizmus meglétét feltételezik (del Rio és mitsi.
2004). A nem enzimatikus NO-képzddés specialis koriilmények kozott johet 1étre. A nitrit
spontan redukcioja savas kémhatast kornyezetben NO-ot eredményez arpa (Hordeum vulgare
L.) magvak taplaloszovetének aleuron sejtjeiben (Bethke és mtsi. 2004). A karotinoidok
képesek in vitro nitrogén-dioxid redukcidjara fény hatasara, ami NO-felszabadulassal jart
(Cooney és mtsi. 1994), tovabba a nitritb6l vald NO-képzodést feltételeztek aszkorbat
jelenlétében (Archer és mtsi. 1975), valamint a hidroxilamin oxidacidja soran is képzédhet NO
a novényi sejtekben (Riimer és mtsi. 2009), azonban e folyamatok élettani jelent6sége nem

tisztazott.

A NO-szint preciz szabalyozasahoz elengedhetetlen az eliminacids folyamatok
aktivalodasa. Ezen folyamatok magukba foglaljak a NO molekularis oxigénnel torténd, nitritet
¢és nitratot eredményez6 reakciojat, valamint a NO reakciojat fitoglobinokkal vagy csonka

(,,truncated””) hemoglobinnal, mely reakciok soran nitrat keletkezik, és ez a reakcié féleg az
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anoxia ¢és hipoxia soran jatszik fontos szerepet (Cochrane és mtsi. 2017, Sanz-Luque és mtsi.
2015). Kiilonb6zé ROF, mint példaul a O2*", szintén csokkentik a NO mennyiségét, s a reakcid
soran ONOO" keletkezik, amely aszkorbinsav vagy flavonoidok jelenlétében eliminalddhat
(Bartlett és mtsi. 1995, Haenen és mtsi. 1997). A steady-state NO-szintet befolyasold tovabbi
reakcio, a glutation S-nitrozilacidja NO altal, ennek soran vagy dinitrogén-trioxid és glutation,
vagy glutionilgyok és NO reagal (Keszler és mtsi. 2009). A reakcioban egy glutationmddosulat,
¢s GSNO képzodik. A glutationon kiviil a NO reakcioba 1éphet szabad cisztein tiolokkal is, és
S-nitrozotiolok (SNO) képzddnek. A NO képzddésének €s elimindcidjanak ismert Gtvonalait a

2. abra foglalja 0ssze.

Endogén NO-képz6dés

Oxidativ reakciok Reduktiv reakcidok
Szubsztratok: L-Arginin, poliaminok, Szubsztrat: Nitrit
hidroxilamin Enzimek: NR-NOFNIiR

Enzimek: NOS-szer(i enzim, \ / rendszer, NR, XOR, NiNOR,

poliamin oxidazok o) nem-enzimatikus
\'\\l\oa NO g

LB\ s
ozqa‘jig\l‘ : %\. SNO
oY \/:
NO,, NOy / l

GSNOR
Eliminélss ———— ONOO- GSNO —» GSSG +NH;

Pl. aszkorbinsav, , y .
flavonoidok Féme-nitrozil
komplexek

T Senitrozo-fehériek +———————

Nitro-fehérjék
Nitro-lipidek N L
Nitro-nukleinsavak =~ Ty

S A
- Jelatvitel
Endogén NO-eliminalas és -jelatvitel

2. abra: Az endogén NO-szintézis oxidativ és reduktiv utvonalai, eliminacids reakcioi
valamint a NO-jelatvitelben fontos molekulak képzddése novényekben. Roviditések: NOS,
nitrogén-monoxid szintdz; NR-NOFNiR rendszer, nitrat reduktdz-NO-formal6 nitrit-
reduktaz rendszer, XOR, xantin-oxidoreduktaz; NiNOR, nitrit-NO-reduktaz, Phytogbl,
fitoglobinl; NO2, nitrit; NO3™ nitrat; O2*", szuperoxid gyokanion; ONOO", peroxinitrit;
GSNO, S-nitrozoglutation; GSH, glutation; Cys, cisztein; SNO, S-nitrozotiol; GSNOR, S-
nitrozoglutation-reduktaz; GSSG, glutation diszulfid; NHs, ammonia. (sajat abra).

A GSNO egy mobilis NO-raktar, amely spontan modon réz, aszkorbinsav vagy glutation
jelenlétében NO-ot képes felszabaditani, valamint kozvetiti az egyik fehérjemodosito jelatviteli
folyamatot, az S-nitrozilaciot. A sejtbéli GSNO-szint Gsszemérhetd az oxidalt glutation
mennyiségével (Airaki és mtsi. 2011), ami ily moddon szintén kihat a sejt redox

homeosztazisara. A NO-felszabadulas nélkiili GSNO-bontasért a GSNO-reduktaz (GSNOR,
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EC. 1.2.1.1) enzim a felelds, amely NADH-fliggé uton a GSNO-t GSSG-re és ammoniara
bontja (Jahnova és mtsi. 2019). Ez a reakcio kozvetleniil befolyasolja a NO-szintet és a kapcsolt
jelatvitelt (denitrozilaci), valamint a redukalt és oxidalt glutation aranyat, igy a sejt redox
homeosztazisat is (Jahnova és mtsi. 2019). Az enzim egy gén (At5g43940) altal kodolt
ladfiiben, és kimutattak a citoplazmaban és a sejtmagban (Xu és mtsi. 2013). A GSNOR-protein
homodimer, ciszteinben gazdag, az alegységekhez két-két cinkatom kapcsolodik (Lindermayr
2018). A GSNO metabolizmusat a 3. abra mutatja be.

GSH
S-nitrozilacio

GSH NO

GSNO ggzLorbinsav > GSSG

GSH

Transznitrozilacio

Fehérje —Cys-SH

SNOR', Denitrozilacié

NADH
Fehérje —Cys-SNO

NAD* GSSG + NH;

Fehérje
S-nitrozilacié

3. abra: Az S-nitrozoglutation (GSNO) metabolizmusa névényekben. A GSNO a nitrogén-
monoxid (NO) és a glutation (GSH) S-nitrozilacids reakcidjaban képzodik. A GSNO
kétértekli fémion (pl. réz), aszkorbinsav vagy GSH jelenlétében GSSG-re bomlik NO
felszabadulasa mellett. A GSNO-t a GSNO-reduktaz (GSNOR) denitrozildlja egy NADH-
fliggd reakcioban, mely soran GSSG ¢és ammonia (NHs) képzddik NO felszabaduladsa
nélkiil. A GSNO a célfehérjék cisztein (Cys) aminosavanak tiol (SH) csoportjaval reagalva
S-nitrozotiol (SNO) csoportot alakit ki az S-nitrozilacids reakcioban. Transznitrozilacio is
torténhet, melynek soran a NO-csoport egyik fehérjérdl a masikra keriil at (Leterrier és mtsi.
2011 nyoman).
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2.4.2. A NO-kapcsolt jelatvitel a novényekben

A novényi sejtekben nincs NO-specifikus receptor, igy a jeltovabbitasért mas folyamatok
feleldsek. A tudomany jelenlegi allasa szerint a NO-szignal-transzdukcid elsésorban a NO és a
rokon molekulak fehérjékkel vald kozvetlen reakcioi révén valosul meg. Ezek a NO/RNF-fiiggd
poszttranszlacidos moédositdsok harom tipusuak: a fémnitrozilacid, az S-nitrozilacido és a
tirozinnitracio. A fehérjetirozin-nitracié a nitro-oxidativ stressz egyik legaltalanosabb
folyamata, igy ennek targyalasara a kovetkezé fejezetrészben (2.4.4.) keriil sor.

A protein S-nitrozilacio soran a GSNO specifikus cisztein aminosavak tiol oldallancaira
NO-csoportot kapcsol. A reakcio reverzibilis, és széleskoriien elterjedt a magasabbrendii
proteinek kimutatasa folyamatosan zajlik, de elmondhatd, hogy mind fiziol6égias, mind
stressszhelyzetben jelentés folyamatrol van sz6 (pl. Lindermayr és mtsi. 2005, Fares és mtsi.
2011, Gietler és mtsi. 2016, Pan és mtsi. 2021). Hu és mtsi. (2015) 926 S-nitrozilacios
modositasra érzékeny fehérjét mutattak ki ladfitben, melyek 28,96%-a az elsddleges
anyagcseréhez Volt kothetd. A kimutatott proteinek kozott vannak a redox homeosztazisban
fontos szerepliek is, mint példaul a katalaz (KAT1-3), az aszkorbat-peroxidaz (APX1), a
dehidroaszkorbat-reduktaz 1 és 2 és a szuperoxid-dizmutaz (SOD2).

A NO masik jeltovabbito reakcioja a fémnitrozilacio, melynek soran a NO-molekula
metalloproteinek atmeneti fémjével hoz Iétre komplexet. A ndvényeknél ez a jelatvitelt
modositdé mechanizmus elvi lehetdség csupan, mert kozvetlen kisérleti bizonyitékkal nem
rendelkeziink. Allati rendszerekben hemproteinekben — mint a guanilat-ciklaz vagy a citokrém-
c-oxidaz — mar bizonyitottak a szerepét (Hess és mtsi. 2001). A novényi Sejtre a NO két,
altalanosabb jelatviteli Gtvonalon keresztiil is hat. Kimutattak a NO- és kalcium-jelatvitel
kolcsonhatasait. A kalciumszint novekedését indukalhatja a NO, valamint a kalcium is képes
elsegiteni a NO-termelést, kiilonosképp immunvalasz soran (Jeandroz és mtsi. 2013). Leirtak
tovabba a NO-nak a proteinkinaz-jelatvitellel (mitogénaktivalt és ciklinfiiggd proteinkinazok)

val6 interakciojat (6sszefoglalva Courtois €s mtsi. 2008).
2.4.3. A NO mint gyokerfejlodesi regulator

A NO novekedési és fejlodési szabalyozoként alapvetd szerepet tolt be a magvas
novények életciklusinak minden szakaszaban (Sanz ¢és mtsi. 2015). Szabalyozza, illetve
finomhangolja a magvak csirazasat (Pandey S és mtsi. 2019), a sztomazarodast (Van Meeteren

¢és mtsi. 2020), a viragzast (Zhang és mtsi. 2019), a pollentdml6 novekedését (Shah és mitsi.
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2019), a gyiimolcsérést (Corpas és mtsi. 2020) és az oregedést (Bruand és Meilhoc 2019). A
gyokérrendszerben a legtobb ndvekedési-fejlodési folyamatban — mint a fogyokérmegnyulés, a
gravitropikus valasz (Kruse és Wyatt 2022), az oldal- és jarulékos gyokerek iniciacioja (Yu és
mtsi. 2014), a gyokérszorok képzoédése (Lombardo és Lamattina 2018) — felismerték a szerepét.
Ezeket a hatdsokat a NO a novekedést-fejlodést elsddlegesen iranyitd fitohormonokkal
kolcsonhatasban fejti Ki.

Az auxin hatasa sok esetben a NO kozvetitésével nyilvanul meg. Pagnussat és
munkatarsai (2002, 2003) korai munkaikban megallapitottak, hogy a NO eclengedhetetlen a
gyokér fejlodéséhez, valamint a NO-szint auxinindukalt novekedését figyelték meg a jarulékos
gyokerek fejlddése soran, és a NO-nak a kalcium-, MAPK-, cGMP- és foszfatidsav-jelatvitellel
valo kapcsolatat is feltartak (Yu és mtsi. 2014). Késobb paradicsomban (Solanum lycopersicum
L.) bizonyitottak a NO részvételét az auxin altal kivaltott OGY-fejlodés soran (Correa-
Aragunde ¢és mtsi. 2004, 2006), és ezt a felfedezést kiegészitették azzal, hogy a NO elGsegiti az
auxin altal szabalyozott sejtosztédas aktivacidjat, de nem befolyasolja a sejtciklus folyamatat
lucernaban (Otvés és mtsi. 2005). Az Arabidopsis oldalgydkér-primordiumaiban az exogén
auxinkezelés hatasara NO-produkcio torténik, ami a NR enzim aktivitasatol fugg (Kolbert és
mtsi. 2008a). Tovabba a NO szerepet jatszik az ozmotikus stressz mint kiils6 faktor, és az indol-
3-vajsav mint belsé faktor altal szabalyozott gyokérfejlodési folyamatokban (Kolbert és mitsi.
2008b). Az auxin NO-képzddésre gyakorolt hatasai mellett maga a NO is befolyasolja az auxin
metabolizmusat, transzportjat ¢és jelatvitelét. A NO képes gatolni az akropetalis
auxintranszportot Arabidopsis gyokerében a PIN1 csokkentésével proteoszoma-fiiggetlen
poszttranszkripcios mechanizmusok révén (Fernandez-Marcos és mtsi. 2011). Tovabbi
eredmények bizonyitékot szolgéltattak a NO auxinjelatvitelt befolyasold szerepére. Terrile és
munkatarsai (2012) kimutattak ugyanis, hogy a TIR1 auxinreceptor-fehérje 140-es és 480-as
cisztein aminosava S-nitrozilalodni képes, ami eldsegiti a TIR1 AUX/IAA represszor
fehérjékkel valod interakcidjat. Az S-nitrozilacio kovetkeztében a represszor lebomlik, igy az
auxinfiiggd génexpresszio fokozodik (Terrile és mtsi. 2012).

Az utobbi években egyre tobb tanulmany igazolja a citokinin és a NO kozotti komplex és
tobb szinten miikdodd kapcsolatot. Novényfajtol és élettani valaszoktol fiiggben mind
szinergista, mind antagonista interakciok megfigyelhetok (Freschi 2013). Az elsé megfigyelés,
mely szerint a NO-nak szerepe van a citokinin szignalizaciojaban, az Amaranthus caudatus
betalaintermelését vizsgald kisérletbdl szarmazik. Nemcsak a citokinin, hanem a NO-donorok

sziikséges regulatornak bizonyult (Scherer és Holk 2000). Pozitiv kapcsolat all fenn a citokinin
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¢s a NO kozott a levélszeneszcencia, a fotoszintézis, a programozott sejthalal, a differenciacio
¢s a sejtosztodas szabalyozasa soran (Mishina és mtsi. 2007, Carimi és mtsi. 2005, Shen és mtsi.
2012). Ezekkel ellentétben a két molekula kozotti antagonista kapcsolatot figyeltek meg példaul
modositott citokininszintet tartalmazé dohanyndvényekben (Wilhelmova és mtsi. 2006).
Bizonyitast nyert az is, hogy néhany citokinintipus, mint példaul a zeatin, reakcioba tud 1épni a
NO-dal vagy annak szarmazékaval, példaul a ONOO™-tel, és az interakcidé soran inaktiv
citokininszarmazékok keletkeznek. A citokinin adenin csoportjanak nitracidja altal a NO
endogén szintje csokken, tehat a citokinineknek védo szerepe lehet a nitrozativ stresszel
szemben (Liu és mtsi. 2013). Ezenfeliil a NO negativ hatassal lehet a citokinin-jelatvitelre is a
hisztidintartalmu foszfotranszmitter 1 S-nitrozildcidjaval, amely kulcseleme a citokinin-
szignaltranszdukci6 tobblépcsds foszforilacios mechanizmusanak (Feng és mtsi. 2013). Habar
szamos tanulmany igazolta, hogy az exogén citokininkezelés koncentraciofiiggd modon NO-
produkciot eredményez sejtkultirdkban és csiranévényekben (pl. Carimi és mtsi. 2005, Shen és
mtsi. 2012), ellentétes eredmények is megjelentek mutans vagy transzgenikus ndvényekrol,
amelyek modositott citokinintartalommal rendelkeztek, vagy kiilsé citokininkezelést kaptak
(Xiao-Ping és Xi-Gui 2006, Romanov és mtsi. 2008, Liu ¢és mtsi. 2013). Ez arra utal, hogy a
NO-citokinin interakcio jellege a vizsgalt élettani folyamat fiiggvényében valtozo lehet.

Az etilén a levél, a virdg és a termés oregedéséért felelés hormonként ismert, mig a NO
az aktiv novekedésben, a termésérés és a szeneszcencia késleltetésében vesz részt. A fiatal
novények altalaban magas NO-szintet mutatnak, ami az 6regedés soran fokozatosan csokken,
mig az etilén koncentracidja egyre nd, tehat a két molekula mennyisége ellentétes iranyban
valtozik, ami antagonizmust feltételez (Leshem és mtsi. 1998). Ennek egyik bizonyitéka, hogy
a NO csokkenti az etilén emisszidjat szintézisének befolyasolasaval, méghozza az ACO
downregulacidja révén. Emellett a NO csokkenti az ACS aktivitasat és génexpressziojat is, és
az enzimet S-nitrozilacid révén is modosithatja. Az etilén-bioszintézis prekurzorara, az S-
adenozil metioninra is negativ hatassal lehet a NO csakugy, mint a metilmetionin ciklus
enzimeire (pl. metionin-szintaz, metionin-adenozil-transzferaz); ezek aktivitasa felelos a
homociszteindz, a metionin és a SAM képzodéséért. Ezen enzimek is S-nitrozilalddhatnak. Az
etilén szintézise tehat bizonyitottan erdteljesen NO-szabalyozott (Palma és mtsi. 2019).

A strigolakton-jelatvitel €és a NO kozotti kapcsolatot ezidaig legfoképp a
gyOkérrendszerben tanulmanyoztak, ¢s a munkak kovetkeztetései meglehetdsen diverzek
(Kolbert 2019). Ugy tiinik, hogy a NO a strigolakton-bioszintézis upstream szabalyozoja oldal-
¢s jarulékosgyokér-fejlodés soran napraforgoban (Bharti és Bhatla 2015), valamint

nitratindukalt gyokérmegnyulas soran kukoricdban. Ez utobbi folyamat soran a képz6édé NO
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csokkenti a strigolakton-bioszintézist (feltehetéleg a CCD enzim fémnitrozilacidja révén), igy
megvaltozik a PIN-szabalyozott auxintranszport, és sejtmegnyulas torténik. Az exogén
strigolakton NO-szintézist indukal, ami a strigolaktonszintek negativ visszacsatolasos
szabalyozasat teheti lehetévé (Manoli és mtsi. 2016). Egy masik rendszerben a NO a
strigolaktonszintek upstream pozitiv regulatora, hiszen a nitrogén- és foszforhiany szintén
gyokérmegnyulashoz vezet, s ebben a folyamatban a felhalmozodott NO-jel valdsziniileg
kivaltja a D53 fehérje proteaszomalis lebontasat, fokozva ezaltal a strigolakton-jelatvitelt és a
megnytlast (Sun és mtsi. 2016). Ujabb kozlemények a strigolaktonnak a NO-jelatvitel
részvételével megvalosulo, stresszt enyhitd hatasairdl szamolnak be (pl. Qiu és mtsi. 2021, Liu

¢s mtsi. 2022).
2.4.4. ANO és a stresszvadlaszok: nitro-oxidativ stressz versus toleranciafokozas

A nitro-oxidativ stressz a novénybioldgiai szakirodalomban egy tjabb kifejezés, melyet
Corpas és Barroso (2013) javasolt el6szér. A ROF- és RNF-metabolizmus nagymértékben
atfedi, és altalanossagban a legtobb stresszfolyamat mindkét jelatvitelt modositja. A nitrozativ
stressz a RNF talprodukcidoja kovetkeztében bekovetkezd fehérje-, lipid- és nukleinsav-
nitraciot, valamint a fehérje S-nitrozilacidjat foglalja magaban. Az oxidativ stressz a ROF
talprodukcidja altal kivaltott lipid- és nukleinsav-oxidacios, valamint fehérjekarbonilacios
folyamatokat egyesiti. Ez utobbi soran karbonilcsoportok kapcsolddnak lizin, prolin és treonin
oldallancokhoz a Fenton-reakcion keresztil. A ROF-fiiggd fehérjekarbonilacio masik
lehet6sége az, hogy a,B-telitetlen aldehidek karbonilcsoportokat alakitanak ki cisztein, hisztidin
vagy lizin oldallancokon egy nem enzimatikus folyamatban (Tola és mtsi. 2021). A médosulas
eredményeképpen a fehérjék elveszitik aktivitasukat, és a 20S proteaszoma lebontja éket (Gili
¢s mtsi. 2014), vagy az erdsen karbonilalt fehérjék aggregatumokat képezhetnek a
citoplazmaban citotoxicitast okozva (Nystrom 2005).

A kiilonboz6 stresszfolyamatok hatdsara az egy iddben 1étrejovo nitrozativ és oxidativ
stresszt (vagyis nitro-oxidativ stresszt) szamos abiotikus faktor esetén leirtak, ezek a szarazsag
(Signorelli és mtsi. 2013), a nehézfémterhelés (Georgiadou és mtsi. 2018) és az alacsony
hémérséklet (Begara-Morales ¢s mtsi. 2019). A nitro-oxidativ stressz folyamatait a 4. abra

szemlélteti.
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4. abra: A nitro-oxidativ stressz folyamatai. Roviditések: ROF, reaktiv oxigénformak, RNF,
reaktiv nitrogénformak; NO, nitrogén-monoxid; O2*", szuperoxid gyodkanion; ONOO",
peroxinitrit; GSNO, S-nitrozoglutation. Corpas és Barroso (2013) nyoman.

A ROF- ¢és a RNF-molekuldk kozotti kapesolat egy figyelemre mélto példaja a glutation
NO-fiiggd S-nitrozilacioja, amit a 2.4.1. fejezetben bemutattam. Tovabbi érdekesség, hogy a
GSNOR enzim a katalitikus helyén 1év6 cisztein aminosavakon keresztiil képes reakcioba 1épni
a H20»-dal, ami cinkfelszabaditassal és ennek kovetkezményeként az enzim inaktivalodasaval
jar (Kovéacs és mtsi. 2016). Megfigyelték tovabba a GSNOR S-nitrozilacigjat, mely szintén
inaktivalja az enzimet (Guerra és mtsi. 2016). Tovabba a GSNOR enzim a redukalt és oxidalt
glutation aranyanak megvaltoztatasan keresztiil kozvetleniil befolyasolja a  sejt
redoxegyensulyat (Jahnova és mtsi. 2019). Mindezek fényében a GSNO/GSNOR rendszer
valoszintileg az egyik kulcspontja a ROF- és RNF-metabolizmus kapcsolodasanak, s a szoros
kolcsonhatasuk részben ezen a molekulan keresztiil valésul meg.

A masik kapcsolddasi pont a molekulacsaladok kozott a ONOO™ képzddése, ami a NO és
02°* reakcidjanak az eredménye. A ONOO" altal katalizalt reakcio a nitracio, melynek soran az
kiilonb6z6é makromolekula-oldallancokat nitro (—NO2) csoporttal lat el. Ez létrejohet
lipidekben, nukleinsavakban, de a névényekben leginkabb vizsgalt folyamat a fehérjenitracio.
Ez a reakci6 1étrejohet olyan aminosav-oldallancokon, mint a tirozin, metionin, cisztein és
triptofan. A legnagyobb fiziologiai jelentdségli ezek koziil a tirozinnitracid, melyet régota a
nitrozativ jelatvitel markereként tartanak szamon (Corpas és mtsi. 2007). A reakcidsorozat
biokémiailag két 1épésre oszthato: az elsé 1épésben a tirozin ortho allasu szénatomjan oxidacio

torténik, és a molekula tirozilgyokké alakul. Ez a tirozilgyok a ONOO™-b6l szarmazo nitrald
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agenssel egy addicios reakcion keresztiil 3-nitrotirozint alkot (6sszefoglalva Kolbert és mtsi.
legtobbszor inaktivalja az érintett fehérjét. A KAT, APX, a mitokondrialis mangan SOD1, a
peroxiszomalis réz/cink SOD3, a kloroplasztikus vas SOD3 ¢és a monodehidroaszkorbat-
reduktaz enzimekrdl bizonyitottak, hogy a nitracié inaktivalja 6ket, mig a glutation-reduktaz
aktivitasara a modositasnak nem volt szamottevé hatasa (Corpas és mitsi. 2021). A
tirozinnitracid fizioldgids koriilmények kozott is lejatszodik a ndvényekben (Kolbert és mtsi.
2017), de a nitraciés mintazat megvaltozik kiilonboz6 abiotikus és biotikus stresszfaktorok
hatasara (Corpas és mtsi. 2021). Az igy modosulo aktiv fehérjeallomany szamottevo toxicitast
jelenthet a novények szamara. Az irodalomban mar tobb tanulmanyban is azonositottak a
nitracié hatasara modosulo proteineket (Corpas és mtsi. 2021), ezek listaja folyamatosan boviil.
A nitracié az inaktivalason kiviill megzavarhatja a fehérjék foszforilacigjat is, igy a két
poszttranszlaciés modositas kozotti kompeticio sem kizarhatod (Souza és mtsi. 2008). A nitralt
fehérjék hosszu tava sorsa a novényekben néhany folyamatot foglal magéaba. A nitro-csoport
redukalodhat amino-tirozin gydkké, bar ndvényekben ezt még nem sikeriilt kimutatni. Allati
rendszerekben beszamoltak mar a denitraciorol, vagyis a nitro-csoport tivozasarol a tirozinrol,
de erre sincs bizonyiték novényi fehérjék esetén. A nitralt fehérjék eltavolitasara vonatkozo
legéltalanosabb, ndvényekben is valoszinlsitett folyamat a poliubikvitinaciot kovetd
proteaszomalis degradacio (Castillo és mtsi. 2015, 6sszefoglalva Kolbert és mtsi. 2017 altal).

Egyenlore kevéssé ismert folyamat a novényekben a nukleinsav-nitracio, ennek soran a
ONOO' ¢s a nukleotidok reakcidja a 8-oxoguanin és a 8-nitroguanin képzodését eredményezi.
A 8-nitroguanin megjelenését dokumentaltdk mar Phytophtora infestans-szal fertézott
burgonyaban (Izbianska és mtsi. 2018) és almamagvak csirazasakor (Andryka-Dudek és mtsi.
2019). A nitro-nukleotidok jelatvitelt szabalyozhatnak, transzkripciot befolyasolhatnak, vagy
mutagenikus hatas révén fokozhatjak a karosodasokat (Pettivalsky és Luhova 2020).

A RNF-indukalt lipidnitraci6 folyamataban a zsirsavoldallancokhoz kapcsolodik a nitro-
csoport. Ezidaig nitro-linolénsavat mutattak ki ladfiiben, borséban (Pisum sativum L.) és
rizsben (Oryza sativa L.), valamint nitro-olajsavat detektaltak paradicsomban és repce
csirandvényekben (Vollar és mtsi. 2020). Erdemes megemliteni, hogy mindkét molekula képes
NO felszabaditasara, vagyis endogén NO-donorokként funkcionalhatnak (Begara-Morales és
mtsi. 2021).

Amellett, hogy a NO és a RNF az elsédleges stresszfaktorok hatasat stlyosbito nitro-
oxidativ stressz kivaltasaban vesznek részt, hozzajarulhatnak a toleranciafokozashoz is. Vagyis

a RNF kétarcu molekulak, és hatasuk fligg a stressz er0sségétdl, ami meghatarozza képzddésiik
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mértékét. A nagymértékli stressz hatdsara tartésan megnovekedett RNF-mennyiség a széles
korth makromolekula-médositdsok révén nitrozativ stresszt okoz, mig tranziens, mérsékelt
képzddésiik védekezési folyamatokat indithat be. Ezek rendkiviil sokrétiiek a stressz jellegétol
fliggden. Példaul a metalloidok jelenlétében a transzporterek NO altali alulszabalyozasatol
egészen a szarazsagstressznek Kkitett novényben a sztomazarasig terjednek. Egy kozos
mechanizmus azonban azonosithaté a legtobb stressz esetén, ami a ROF-metabolizmus
alulszabalyozasa, vagyis az oxidativ stressz NO altali mérséklése. Ez tobb szinten
megvalosulhat, hiszen a NO kodzvetlen reakcidoban eliminalja a O2* -t (Koppenol és mtsi. 1992),
aktivalhatja az antioxidans enzimek génjeinek kifejez6dését (Griin és mitsi. 2006), a nem
enzimatikus antioxidansok szintézisét, és az antioxidans enzimfehérjéket poszttranszlacidsan is

aktivalhatja S-nitrozilaci6 révén (lasd 2.4.2. fejezet).
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3. KUTATASI CEL

Csoportunk a reaktiv nitrogénformak szerepét tanulmanyozza a ndvények kornyezeti
stresszorokra adott valaszai soran, és a munka célja a kovetkezé tudomanyos kérdések

megvalaszolasa:

(1) Milyen altalanos kovetkeztetések vonhatok le a SIMV-gyokérfenotipus megjelenésére
vonatkozolag kiilonb6z6 kémiai elemek tobblete esetén kiilonb6zo6 novényfajokban?

A kérdés megvalaszolasa céljabol réz-, cink-, szelén-, nikkel- és o6lomkezelések 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-hiperakkumulacé/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 Skotipusanak
gyokérnovekedési valaszait.

(3) Milyen jelkapcsolatok azonosithatok a NO és a fitohormonok kozott az elemtobblet
altal szabalyozott gyokérfejlodés soran?

Vizsgaltuk az auxin-NO jelkapcsolatot rézstressznek kitett ludfiiben, az auxin-NO, citokinin-
NO és az etilén-NO kapcsolatot szelénkezelés mellett, és a strigolakton-NO, valamint karrikin-
NO jelkapcsolatot stresszmentes koriilmények kozott.

(4) Részt vesz-e a NO a novények elemtobblettel szembeni tolerancidjanak
kialakitasaban?

A NO stresszt enyhit6 hatasat tanulmanyoztuk rézstressz, szelenitstressz valamint cinkterhelés
esetén ludfiiben.

(5) Részt vesz-e a NO az elemtobbletek altal Kkivaltott 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, szelénnel kezelt
Brassica és Astragalus fajokban, valamint nikkellel kezelt Arabidopsis thaliana-ban, Brassica

juncea-ban és Odontarrhena lesbiaca dkotipusokban.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. NOVENYI ANYAG ES NEVELESI KORULMENYEK A KULONBOZO
RENDSZEREKBEN

4.1.1. Astragalus fajok nevelése és szelendtkezelése taptalajos rendszerben

A szelénérzékeny Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge magjait Prof. Aaron Chang
(Kaohsiung Medical University, Graduate Institute of Natural Products, Kaohsiung) bocsatotta
rendelkezésiinkre, a szelént hiperakkumulalo Astragalus bisulcatus L. (Hook.) A. Gray faj
maganyagat a B&T World Seeds (Aigues-Vives, Franciaorszag) cégtdl szereztiik be. A magok
felszinét 20 (v/v) %-os natrium-hipoklorit oldatban sterilizaltuk 20 percig, amit négyszeri steril
desztillalt vizes 0Oblités kovetett 20 perc alatt. Ezutan a magok felszinét steril fémracsokon
leszaritottuk, majd P400-as dorzspapirral eltavolitottuk a kiilsé maghéjat a csirazas lehetové
tétele céljabol. Szogletes, 12x12 cm oldali, mianyag Petri-csészékben feles erdsségi
Murashige—Skoog-taptalajt készitettiink (0,8 (w/v) % agar, 1% szachar6z, Murashige és Skoog
1962), amit 0 (kontroll), 50 vagy 100 uM natrium-szelenattal (Na>SeQOs) kiegészitettiink. Az
elokészitett magokat ezutan a taptalajokra helyeztiik gy, hogy a megdorzsolt oldaluk
¢érintkezzen a taptalaj felszinével. A novények az alabbi koriilmények kozott nevelkedtek 14
napig: 150 pmol/m?/s fényintenzitas, 12 oras nappali és 12 éras sotét periodus, 55-60%

paratartalom, 25+2 °C homérséklet.
4.1.2. Odontarrhena lesbiaca novények nevelése és nikkelkezelése rizotronrendszerben

Az Odontarrhena lesbiaca P. Candargy (=Alyssum lesbiacum (P. Candargy) Rech. f.) egy
Lesbos szigetének szerpentin talajain el endemikus faj, melynek rendkiviili a
nikkelfelhalmozasi képessége. A sziget két geografiailag elkiiloniilé tertiletérdl (Ampeliko és
Loutra) gylijtottek be egyedeket, €s tobb mint 100 véletlenszeriien kivalasztott egyedrdl
gyljtottek magokat. A maganyagot dr. Panayiotis G. Dimitrakopoulos (Department of
Environment, University of Aegean, Mytilene, Leszbosz, Gorogorszag) bocsatotta
rendelkezésiinkre. A magokat 72 6rdig 26 °C-on, sotétben csirdztattuk, majd a talajjal toltott
rizotron felszinére helyeztiik (1 csira/rizotron). A 15 cm széles, 30 cm magas és 1,6 cm
vastagsagu rizotronrendszer eliilsé oldalat egy teljesen atlatszo, tiikkr6zOdésmentes, 3 mm
vastag plexilap, a hatulsé oldalat pedig egy nem atlatszo plexilap alkotta. A rizotronokat

Klasman Potgrond P szubsztrat (finomszerkezetii 100% fekete tézeg maximum 8 mm-es
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részecskemérettel, pH 6,0; 210 mg N/L, 240 mg P.Os/L, 270 mg/L K20) és 20% homok
keverékével toltottik meg, és a kezdeti viztartalmat 70%-ra allitottuk be. A két lap kozotti
talajréteg vastagsaga 1 cm volt. A kezelt rizotronok talajaba 3000 mg/kg nikkel-kloridot (NiCl>)
adagoltunk. A rizotronokat kétnaponta ontoztiik 10 mL desztillalt vizzel. A ndvények 14 napig

novekedtek ellendrzott koriilmények kozott (1asd elobb).

4.1.3. Arabidopsis thaliana nevelése és réz-, Cink-, szelenit-, szelendtkezelése taptalajos
rendszerben

Kisérleteink soran minden esetben az Arabidopsis thaliana (ludfii L. Heynh.) Columbia-
0 okotipusat (Col-0) hasznaltuk vad tipusként. A kiilonbozé kisérleteinkben nagyszamu
mutansvonalat hasznéltunk fel. Az alkalmazott hormonmutans és transzgenikus vonalakat a
Fliggelék 1. tablazataban, a NO-homeosztazisban érintett mutans és transzgenikus vonalakat a
2. tablazataban, az aszkorbattartalomban érintett vonalakat pedig a Fiiggelék 3. tablazataban
tiintettem fel. Minden esetben a magokat 70% (v/v) etanollal 1 percig, majd 5% (v/v) néatrium-
hipoklorit oldattal 20 percig sterileztiik, majd 6tszor atmostuk steril desztillalt vizzel, ezt
kovetden pedig feles erdsségli Murashige—Skoog-taptalajra (0,8% agar, 1% szachardz)
helyeztilk azokat. A taptalajokat kiegészitettiik az elemkezelésekkel. Minden esetben a
novénynevelés fliggdlegesen elhelyezett, szdgletes Petri-csészékben folyt ellendrzott
koriilmények kozott (lasd elobb).

A réztobblet vizsgalatakor a taptalajokba O (kontroll), 5, 25 vagy 50 uM réz-szulfatot
(CuS0a) 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 novények iiltetése elott.

A szelén esetén a taptalajok O (kontroll), 10, 15, 20 vagy 40 uM natrium-szelenitet
(Na2SeOg) tartalmaztak, és a novények 2, 4 vagy 7 napig novekedtek 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 fecskenddével
adagoltuk az 50 °C-ra hiitott taptalajhoz. A NO-donor és gyokfogo kezeléseket a kész taptalaj
felszinére cseppentettiik steril sz{irdn keresztiil a novénynevelés 4. napjan, igy ezek a kezelések
72 6ra iddtartamuak voltak.

A strigolakton-NO vizsgalati rendszerben az Arabidopsis novények kezelés nélkiili,

kontroll, feles erésségli Murashige—Skoog-taptalajokon novekedtek 7 napig. Az 50 °C-ra hiilt
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taptalajhoz adagoltuk, steril sztir6vel ellatott fecskenddvel a rac-GR24-et (2 uM). A GSNO-t
(250 uM) a 4 napos csiranovényeket tartalmazo6 taptalaj felszinére cseppentettiik (1 mL/Petri-
csésze) steril sziirvel ellatott fecskendd segitségével, vagyis ebben az esetben a kezelés 72 ora
id6tartamu volt.

A cinktolerancia-vizsgalatahoz a ludfiivonalakat 250 uM cink-szulfat tartalmu vagy 15
uM cinket tartalmazo, kontrolltaptalajon neveltiik 7 napig. Négy nappal a csirazast kovetden 1
mM glutationt adtunk a taptalaj gyokereket tartalmazo felszinére steril sziiré és fecskendd

segitségével (1 mL/Petri-csésze).
4.1.4. Brassica juncea és Brassica napus nevelése és cinkkezelése tapoldatban

A Brassica juncea L. Czern. (cv. Negro Caballo, indiai mustar) magjait a
Gyogynovénykutatd Intézet Kft.-t6l szereztiik be (Budakaldasz, Magyarorszag), a Brassica
napus L. (cv. GK Gabriella, olajrepce) maganyagat pedig a Gabonakutato Nonprofit Kft.
(Szeged, Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre. A fajok magjait 70% (v/v) etanollal,
majd 5% (v/v) natrium-hipoklorit oldattal sterileztiik, majd perlittel megto6ltott Eppendort-
csovekbe helyeztiik (1 mag/cs6), melyek teljes er6sségii Hoagland-tapoldat felszinén usztak. A
novényeket az elsd valodi levelek megjelenéséig (9 napig) eléneveltiik, majd a tapoldatot
lecseréltik 50, 150 vagy 300 uM cink-szulfatot (ZnSOs) tartalmazo tapoldatokra. A
kontrollndvények teljes Hoagland-tdpoldaton novekedtek a teljes kisérleti periddus alatt, ami 5
uM ZnSOs-ot tartalmazott. A ndvények ellendrzott koriilmények kozott novekedtek 7 vagy 14
napig (lasd elébb).

4.1.5. Brassica juncea és Brassica napus nevelése és cink-oxid nanorészecske-kezelése
sztirépapiron

A magokat az el6z6ekben leirtak szerint sterilizaltuk, majd 9 cm atmérdji, tiveg Petri-
csészébe, szlirOpapirra helyeztiik (30 mag/Petri-csésze). A sziir6papirokat 5 mL desztillalt
oldattal nedvesitettiik 4t a magok kihelyezése eldtt. A NP-oldat készitése soran a megfeleld
mennyiséget kimértiik, és feloldottuk desztillalt vizben. A ~8 nm részecskeméretli NP-okat az
SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszéken allitottak eld, és jellemezték. Az
aggregalddas elkertilése érdekében az oldatokat 45 percig ultrahangos szonikatorban kezeltiik.
Ezt kovette a pH beallitasa 5,7-5,8-as értékre. A csirdzas ellendrzott koriilmények kozott tortént

5 napig (lasd elébb).
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4.1.6. Brassica juncea nevelése és szelénformakkal valo kezelése tapoldatban

A Brassica juncea L. Czern. (cv. Negro Caballo) magok felszinét 5 (v/v) %-os natrium-
hipoklorit oldattal fertotlenitettiik, majd azok perlittel toltott Eppendorf-csovek felszinére
kertiltek. A csovek teljes erésségii Hoagland-tapoldat felszinén lebegtek, és a ndvények 9 napig
elénevelkedtek, majd megtortént a névények szelénkezelése a tapoldaton keresztiil, amely 0
(kontroll), 20, 50 vagy 100 uM natrium-szelenitet vagy natrium-szelenatot tartalmazott. A
mintavétel minden kezelés esetében 14 nap mulva tortént. A novények ellendrzott koriilmények

kozott nevelkedtek (1asd elobb).
4.1.7. Brassica juncea és Arabidopsis thaliana nevelése és nikkelkezelése taptalajban

A magvakat az eldzdek szerint feliileti sterilizalasnak tettiik ki, majd 12x12 cm oldala
szOgletes, milanyag Petri-csészékben elkészitett O (kontroll), 25, 50, 75 vagy 100 uM nikkel-
kloridot (NiCl,) tartalmazo, feles erésségli Murashige-Skoog (0,8% agar, 1% szachar6z)
felszinére helyeztiik. Az A. thaliana esetén a kezelési periddus 7 napos volt, a B. juncea
esetében 5 napos. A fiiggllegesen elhelyezett Petri-csészékben a ndvények ellendrzott

kortilmények kozott nevelkedtek (lasd elébb).

4.2. A CSIRAZAS, BIOMASSZA-PRODUKCIO ES GYOKERNOVEKEDES
VIZSGALATA

A csirazasi szazalék megallapitasahoz minden Petri-csészében 6sszeszamoltuk a csirazott
magok szamat, majd elosztottuk az dsszes kitiltetett mag szamaval. A gyokér és a hajtas friss
tomegét analitikai mérleggel, milligrammban allapitottuk meg. A fogyokérhosszmérés az
Astragalus fajok esetén vonalzoval tortént, az Odontarrhena lesbiaca esetén a szkennelt

rizotronokrol késziilt digitalis felvételeken a Fiji szoftver segitségével (http:/fiji.sc/Fiji,

Schindelin és mtsi. 2012). Az Arabidopsis esetén a toleranciaindex kiszamitasahoz a kovetkezd
képletet hasznaltuk:
Kezelt fogyokérhossz

Toleranciaindex (%)= x100
Atlagos kontroll-fégydkérhossz

A lathato Osszes oldalgyokérszam meghatarozasa az Astragalus fajok esetén a fogyokér
teljes hosszaban, manualisan tortént, az Odontarrhena lesbiaca esetén szoftveresen (lasd
elobb). Az Arabidopsis thaliana esetén mikroszkopos vizsgalat segitségével elkiilonitettiik az

oldalgyokér-kezdeményeket (kisebb, mint VII. stddium, Malamy és Benfey 1997 szerint) és a
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kifejlett oldalgyokereket (nagyobb, mint VII. stadium, Malamy ¢és Benfey 1997 szerint). A
megfigyeléshez a Zeiss Axiovert 200M mikroszkop 20x objektivét (Carl Zeiss Jena,

Németorszag) hasznaltuk.
4.3. ELEMTARTALOM-ANALIZIS

A gyokér- és hajtasmintakat el6szor lemostuk desztillalt vizzel, amit 70 °C-on torténé 72
oras szaritas kovetett. A szaraz ndvényi anyagbol 100 mg-ot poritottunk el, és 65 (v/v) %-0s
salétromsavval két 6ran at inkubaltuk. Ezutan 30 (w/v) %-0s H.O»-oldattal kezeltiik a mintakat,
majd és 200 °C-on 1600 W-on 15 percig roncsoltuk (Mars Xpress CEM zart mikrohullamu
roncsolokésziilékkel). Ezutan a mintakat megfeleld térfogatra higitottuk desztillalt vizzel, és
induktiv csatolasti plazma-tomegspektrometriaval (ICP) megallapitottuk a nikkel- és a
szeléntartalmat. Az Odontarrhena lesbiaca, Brassica juncea és Brassica napus mintak a SZTE
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén keriiltek vizsgalatra (Agilent 7700 Series, Santa
Clara, Egyesiilt Allamok), mig az Astragalus mintakat az SZTE Novénybiolégiai Tanszéken
elemeztik (Thermo Scientific XSeries 1II, Asheville, USA). A nikkel- és a
szelénkoncentraciokat pg/g szaraz tomeg (SZT) egységben adtuk meg.

A cink-oxid nanorészecskével kezelt Brassica fajok esetén a transzlokacios faktort az

alabbi képlet alapjan szamitottuk ki:

elemkoncentréacio a hajtasban
Transzlokacios faktor=

elemkoncentracio a gyokérben

4.4, MIKROSZKOPOS VIZSGALATOK
4.4.1. Nem fluoreszcens mikroszkopos technikak

A f-gliikuronidaz (GUS) aktivitasat a transzgenikus Arabidopsis-vonalakban (Fiiggelék
4. tablazat) X-Gluc szubsztratfestéssel tettiik lathatova Zhong és mtsi. (2014) alapjan. Teljes
csirandvényeket inkubaltunk 90% (v/v) acetonban -20 °C-on 30 percig, majd haromszor
mostuk 1x PBS pufferrel (pH 7,4). Ezutan a csiranovényeket a festékoldatban inkubaltuk 8 6ran
at 37 °C-on. A festékoldat Gsszetétele a kovetkezé volt: 1 mM KasFe(ll1)(CN)e, 0,5 mM
KsFe(I1)(CN)s, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1 mg/mL X-Gluc 1x PBS pufferben). Ezt
kovetden a csiranovényeket 30, 70 és 90%-0s (v/v) etanollal atmostuk, és 90% (v/v) etanolban

targylemezre helyeztiik dket. A vizsgéalatuk Zeiss Axiovert 200M mikroszkdppal tortént.
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A cink-oxid nanorészecskék Brassica-gyokérszovetekben vald internalizaciojat
transzmisszios elektronmikroszkopiaval detektaltuk. A fogyokér felszivasi zondjabol szarmazo
szegmenseket 3% glutaraldehid oldatban (PBS pufferben, pH 7,4) fixaltuk. A mintakat
Embed812 (EMS, Hatfield, PA, USA) segitségével beagyaztuk, és 70 nm vékonysagu
metszeteket készitettiink Ultracut S ultra-mikrotémmal (Leica, Bécs, Ausztria). Az uranil-
acetattal és olom-citrattal torténd festést kovetden a mintdk tanulmanyozasa Jeol 1400 plus
késziilék (Jeol Tokio, Japan) segitségével az SZTE AOK Pathologiai Intézetében tortént.

A lipidperoxidacié soran keletkezett reaktiv aldehideket Arasimowicz-Jelonek és mtsi.
(2009) nyoman mutattuk ki. A gyokereket 20 percre Schiff-reagens oldatba helyeztiik, majd ezt
lecseréltiik ismét 20 percre 0,5 (v/v) %-0s K2S20s oldatra a lilasrézsaszin szin stabilizalasa
érdekében. A vizualizaciohoz a Zeiss Axiovert 200M mikroszkopot hasznaltuk.

A novények sziklevelében a O2* detektalasa nitro-kék-tetrazolium (NBT) festéssel
tortént. A sziklevelek 5 mL NBT oldatban (1 mg/mL, 10 mM foszfat pufferben, pH 7,4) 30
percig lettek festve fényen, majd ezutan 80 (v/v) %-os etanolban 30 percig 70 °C-on vald
inkubacié révén kivontuk a pigmenteket, ami lathatova tette a lilas elszinezodést. A

vizualizaciohoz Zeiss Axiovert 200M mikroszkopot hasznaltunk.
4.4.2. Fluoreszcens mikroszkopos technikak

A cinkszint kimutatasara az Arabidopsis thaliana vonalak gyokérzetében alkalmaztuk a
Zinquin [etil-(2-metil-8-p-toluénszulfonamid-6-kinoliloxid) acetat] probat. Elsdként a teljes
csirandvényeket 1x PBS (pH 7,4) pufferben mostuk, majd 25 uM Zinquin oldatban (PBS-ben
készitve) inkubaltuk 60 percig, szobahdn, s6tétben (Sarret és mtsi. 2006).

A gyOkércsticsi merisztéma sejtjeinek életképességét fluoreszcein-diacetat (FDA)
fluoroforral mutattuk ki. Az A. thaliana esetén a teljes csirandvényeket, a tobbi rendszerben a
kb. 2 cm hossza gyokércsucsi szegmenseket 10 uM-0s FDA festékoldatban (10/50 mM 2-(N-
morfolin)-etanszulfonsav (MES)/KCI puffer, pH 6,15) inkubaltuk 30 percig, sotétben,
szobahdmérsékleten, majd négyszeri pufferes mosast kovetden targylemezre helyeztiik 6ket.

A NO-molekula  jelolésére = DAF-FM DA  (4-amino-5-metilamino-2’,7’-
difluorofluoreszcein-diacetat) oldatot hasznaltunk 10 pM-os koncentracidban 10 mM
trisz(hidroximetil)-aminometan (Tris)-HCI pufferben (pH 7,4) készitve. Az A. thaliana esetén
a teljes csirandvényeket, a tobbi rendszerben a kb. 2 cm hosszu gyokércsucsi szegmenseket,

vagy Astragalus fajok esetén kézzel készitett sziklevél-keresztmetszeteket 30 percen at

36



k OI ZSU 2 1 2 2 Anyagok és Modszerek

sOtétben, szobahdmérsékleten inkubaltunk a festékoldatban, majd kétszeri, pufferes mosas utan
targylemezen vizsgaltuk Oket.

A ONOO" detektalasara dihidrorodamin (DHR) 123 probat alkalmaztunk. A
gyokércsucsokat, teljes csiranovényeket vagy sziklevél keresztmetszeteket 10 puM
festékoldatban (10 mM Tris-HCI puffer, pH 7,4) inkubaltuk 30 percig so6tétben,
szobahdmérsékleten; ezt kovetden kétszeri mosas kovetkezett pufferrel, majd a mintat
mikroszkop alatt vizsgaltunk (Sarkar és mtsi. 2014). Néhany kisérletben alkalmaztuk az
aminofenil-fluoreszcein (APF) fluorofért a ONOO™ specifikusabb detektalasa céljabol. Az
intakt n6vényi mintakat 10 uM APF oldatban (10 mM Tris-HCI puffer, pH 7,4) inkubaltuk 60
percig, sotétben, szobahdn, majd kétszer mostuk a pufferrel a mikroszképos analizis eldtt
(Chaki és mtsi. 2009).

A gyokerek Oz*-szintjének kimutatasara dihidroetidium (DHE) fluorofort hasznaltunk.
A gydkércsucsokat vagy teljes csirandvényeket 30 percre 10 uM festékoldatba meritettiik,
amelyet 10 mM Tris-HCI pufferben (pH 7,4) készitettlink. A festési 1épés utan kétszer mostuk
pufferrel a mintat, majd targylemezen vizsgaltuk.

A H2O. jelolésére Amplex Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin, ADHP vagy
Ampliflu™) reagenst hasznaltunk. A festékanyagot 50 pM koncentracioban oldottuk 50 mM
natrium-foszfat pufferben (pH 7,5), majd a gyokereket 30 percig festettiik benne. Ezt egyszeri
mosasi 1épés és mikroszkopos vizsgalat kovette.

A GSNO és a 3-nitrotirozin indirekt immunfluoreszcencias detektalasa Astragalus fajok
gyokerébdl és sziklevelébol készitett keresztmetszetekben és Brassica fajok fogyokerének és
levelének keresztmetszetében tortént. A gyokér- vagy (szik)levélszegmenseket 4 (w/v) %-0s
paraformaldehid oldatban fixaltuk Barroso és mtsi. (2006) alapjan. A mintak mosasa desztillalt
vizzel tortént, majd 5 (w/v) %-os bakteriologiai agarba lettek agyazva, Zelko és mtsi. (2012)
moddszerét enyhén modositva. A mintdkbol 100 pm vastagsagli metszetek késziiltek
vibratommal (VT 1000S, Leica, Bécs, Ausztria). A metszeteket 1:2500 aranyban higitott,
patkanybol szarmazo GSNO elleni antitesttel (VWR Chemicals, Poole, Anglia) jeloltiik egy
¢jszakan at. Az antitestet TBSA-BSAT pufferben (pH 7,2) higitottuk, amely tartalmazott: 5 mM
Tris-t, 0,9 (W/v) % natrium-kloridot, 0,05 (w/v) % natrium-azidot, 0,1 (w/v) % borjaszérum-
albumint, 0,1 (v/v) % Triton X-100-t. A metszeteket haromszor mostuk TBSA-BSAT pufferben
15 perc alatt, majd 1:1000 higitasu, nyalbdl szarmazo6, patkany elleni fluoreszcein-izotiocianat
kapcsolt antitesttel (Agrisera, Vannds, Svédorszag) inkubaltuk egy 6ran keresztiil. Ezt a mintak

mikroszkopos vizsgalata kdvette (Corpas és mtsi. 2008).
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A proteintirozin-nitracié lathatova tételére szintén immunjel6lést hasznaltunk
Valderrama és mtsi. (2007) alapjan. A metszeteket 3 napon keresztiil 4 °C-on inkubaltuk 1:300-
as higitasu, nytlban termeltetett 3-nitrotirozin elleni antitesttel (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). Ezt haromszor 6tperces mosasi 1épés kovette TBSA-BSAT pufferben, ami utan 1:1000
higitast, kecskében termelt, nytl elleni fluoreszcein-izotiocianat (FITC) kapcsolt masodlagos
antitest (Agrisera, Vinnds, Svédorszag) oldatot mértiink a metszetekre. A metszetek egy oOra
szoba-homérsékletii inkubacio utan targylemezre keriiltek, és mikroszkop alatt vizsgaltuk oket.

A fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok a legtobb esetben Zeiss Axiovert 200M inverz
mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) torténtek, amihez egy digitalis kamera
csatlakozik (Axiocam HR, HQ CCD, Carl Zeiss, Jena, Németorszag). A mikroszkop kiilonbozo
szir6kombinacioi kiillonbozo excitacids €s emisszios tartomannyal rendelkeznek, igy minden
fluoreszcens molekuldhoz a megfelelt alkalmaztuk. A 49-es filterszett (excitacid: 365 nm,
emisszid: 445/50 nm) az Zinquin-emisszié kimutatasra volt alkalmas. A filter 9 (excitacio: 450-
490 nm, emisszid: 515-00 nm) végtelenitett emisszids tartomany a DHE festésekhez volt idealis.
A filter 10 (excitacio: 450490 nm, emisszid: 515-565 nm), ami a filter 9-hez képest
végpontositott emisszids tartomannyal rendelkezik, az FDA, DAF-FM DA, DHR 123 ¢és FITC
kapcsolt immunjel6lésekhez felelt meg. A filter 20 HE (excitacio: 546/12 nm, emisszié: 607/80
nm) pedig a vorosen fluoreszkalo Amplex Red reagenshez volt kivalé. A fluoreszcens

felvételeken az Axiovision Rel. 4.8 szoftver segitségével kvantifikaltuk a pixelintenzitasokat,

crer

4.4.3. Konfokdlis lézerszkenning-mikroszkopia

Az analizist megel6zéen a négynapos ARR5::GFP és TCS::GFP csirandvényeket 10
pg/mL propidium jodid probaval jeloltiik 1 percig, majd egyszer mostuk desztillalt vizzel. A
mikroszkopos vizsgalat Zeiss LSM 880 (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) késziilék segitségével
az SZTE 1. sz. Belgyodgyaszati Klinikan tortént. A propidium jodidot 488 nm-es lézerdiodaval
gerjesztettiik, az emisszidt pedig 620 és 700 nm kozott detektaltuk. GFP-fluoreszcenciat 488
nm lézerdiddaval gerjesztettiik, €s 555 nm hullamhossz alatt detektaltuk. A relativ

pixelintenzitasokat a gyokércstucsokban Zeiss Zen10 szoftverrel kvantifikaltuk.
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4.5. S-NITROZOTIOL (SNO) KONCENTRACIO MERESE

Az SNO-koncentracié meghatarozasa Sievers 2801 tipusu NO analyzer késziilék (GE
Analytical Instruments, Boulder, CO, USA) segitségével tortént a miincheni Helmholtz
Centrum Novénypatologiai Intézetében (Kovacs és mts. 2016). 250 mg tomegti Arabidopsis
thaliana csiranovényt kétszeres térfogata 1x PBS (10 mM N-etilmaleimid, 2,5 mM EDTA, pH
7,4) pufferrel homogenizaltunk Fast Prep® késziilékkel (sebesség: 5,5; 60 mp, Savant
Instruments Inc., Holbrook, NY, USA). Ezt kovetden a mintdkat kétszer 15 percig
centrifugaltuk (20 000 x g, 4 °C). A feliilaszohoz 9:1 aranyban 20 mM szulfanilamidot (1mM
sosavban készitve) adtunk a nitrit eltavolitasa céljabol. Az ilyen modon elOkészitett mintakbol
250 pL-t fecskendeztiink a késziilék reakcioterébe, ami kalium-jodiddal volt megtoltve. Az
SNO-koncentraciokat a NO Analysis (3.2-es verzio) szoftver segitségével hataroztuk meg
olyan mddon, hogy a csucs alatti teriileteket integraltuk, és kalibracids egyenest hasznaltunk. A

crer

készitettiik.
4.6. ETILENKONCENTRACIO MEGHATAROZASA GAZKROMATOGRAFIAVAL

Arabidopsis thaliana csirandvényeket (500 mg, 350-360 névényegyed) 0,5 mL desztillalt
vizet tartalmaz6, gazzard gumigytiriivel lezart iivegcsékben inkubaltunk 60 percig, sotétben. A
gaztérbol egy fecskendd segitségével 2,5 mL gazt tavolitottunk el, és ezt gazkromatografba
(Hewlett-Packard 5890 Series Il) injektaltuk (Poor és mtsi. 2015).

4.7. RSNO-RAC ANALIZIS AZ S-NITROZILACIO KIMUTATASARA

Az S-nitrozilalt fehérjék analizise céljabol az RSNO-RAC (resin-assisted capture of SNO
proteins) modszert adaptaltuk Thompson és mtsi. (2013) alapjan. Teljes Arabidopsis
csirandovényeket (2 g) dorzsoltiink el folyékony nitrogénben, majd homogenizaltunk HENT
pufferben (100 mM HEPES-NaOH, pH 7,4; 1 mM EDTA, 0,1 mM neokuproin, 0,2% Triton
X-100). A homogenizatumot 18 000 x g fordulattal 4 °C-on, 15 percig, majd 10 percig
meg. Néhany mintat 1 mM GSNO-val kezeltiink 30 percig, tobbszori keveréssel. A blokkolasi
1épés soran a mintakat 25% natrium-dodecil-szulfat (SDS) és 2M S-metil-metanetioszulfonat
jelenlétében inkubaltuk 50 °C-on, 300 rpm keverés mellett, 20 percig. Ezutan a mintakat 100%-
os jéghideg acetonnal kezeltiik -20 °C-on, amit tobb 70%-0s acetonnal vald6 mosas és

centrifugalasi 1épés (5 perc, 10 000 g) kovetett. A pelletet HENS pufferben (HEN+1% SDS)
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ujraszuszpendaltuk és az input kontrollmintakat Laemmli 2x oldatban felvettiikk. Bizonyos
mintdkat 200 mM natrium-aszkorbattal kezeltiink 10 percig. Az elékészitett tiopropilszefar6z
6B gyongyoket (GE Healthcare Life Sciences) hozzaadtuk a mintdkhoz, és a mintdkat a
gyongyokkel inkubaltuk 2 6rén at sotétben, allando keverés mellett. A gyongyoket ezutan 4-
szer 3 mL HENS pufferrel, majd 2-szer 2 mL HENS/10 pufferrel mostuk. A mintakat
merkaptoetanollal elualtuk, majd SDS-poliakrilamid gélelektroforézisnek (SDS-PAGE)
vetettiik ala (12%-os gélen), és a géleket Coomassie Brilliant Blue R-350-nel (input kontrollok)
vagy eziisttel (Pierce™ Silver Stain Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
festettiik meg.

A megfelel6 mintael6készitést kovetden azok LC-MS/MS analizise egy nano-RSLC-vel
kapcsolt (Ultimate 3000 RSLC, Dionex) Q Exactive HF tomegspektrométer késziilékkel
(Thermo Fisher Scientific) tortént megbizds keretében, a miincheni Helmholtz Centrum

fehérjeanalitikai részlegén (részleteket lasd: Kolbert és mtsi. 2019b).

4.8. SPEKTROFOTOMETRIAS MERESEK

A fehérjekivonat készitése soran a ndvényi anyagot (teljes csirandvény vagy gyokér,
hajtas kiilon) kétszeres térfogatu extrakcios pufferrel (1 mM EDTA, 0,1% TritonX-100, 10%
glicerol, 50 mM Tris-HCI pH 7,6-7,8) homogenizaltuk, majd centrifugaltuk (9300 x g, 4 °C, 20
perc). A fehérjekivonatot 1% protedz inhibitor koktéllal kezeltiik, és -20 °C-on taroltuk. A
fehérjekoncentraciot Bradford (1976) modszere alapjan hataroztuk meg marhaszérum albumin,
mint standard felhasznalasaval.

A SOD (EC 1.15.1.1) enzim aktivitasanak fotometrids vizsgalatara a Dhindsa és mtsi.
(1981) altal leirt moddszert alkalmaztuk. 250 mg ndvényi mintat homogenizaltunk az
elézéekben leirtak szerint. Az enzimaktivitast unit/g friss tomeg vagy unit/mg fehérje
egységben adtuk meg, ahol egy egység az NBT fotokémiai redukcidjanak felét akadalyozza
meg.

Az APX (EC 1.11.1.11) enzim aktivitasat az aszkorbattartalom nyomon kovetésével
hataroztuk meg 265 nm hullamhosszon (Nakano ¢s Asada 1981). 250 mg ndvényi anyagot
homogenizaltunk 1,5 ml extrakcids pufferben, ami az aldbbi komponenseket tartalmazta: 1 mM
EDTA, 50 mM NaCl, 900 uM aszkorbat, 1% polivinilpirrolidon. Az adatokat unit/g friss tomeg
egységben fejeztiik ki.

A KAT (EC 1.11.1.6) enzim aktivitasat Kato és Shimizu (1987) moddszere alapjan

detektaltuk. 250 mg ndévényi anyagot homogenizaltunk 10 mg polivinil-polipirrolidon
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jelenlétében, 1 mL 50 mM foszfat pufferben (pH 7,0 ImM EDTA hozzaadéasaval). A reakciot
20 mM H20; hozzaadasaval inditottuk. A mérés a H,O2 lebomlasat kvantifikalja 240 nm-en, és
1 unit enzimaktivitas 1 perc alatt elbomlott 1 pmol H2O2-nek felel meg. Az adatokat unit/g friss
tomeg egységben fejeztiik ki.

A NADPH-fligg6 tioredoxin-reduktaz (NTR, EC 1.8.1.9) enzim aktivitasat Arnér és mtsi.
(1999) modszere alapjan, egy Kit (Thioredoxin Reductase Assay Kit, Sigma-Aldrich, Merck,
St. Louis, MO, USA) felhasznaldsaval, a gyart6 utasitasait kovetve hataroztuk meg. A mérés
azon alapszik, hogy a 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesav (DTNB) sarga szini 5-tio-2-
nitrobenzoesavva redukalodik NADPH-val. Specifikus NTR-gatloszert alkalmaztunk a
modszer specifitasanak ellendrzésére. Az eredményeket patkanymajbol szarmazo tioredoxin-
reduktdz, mint pozitiv kontroll felhasznaldsaval validaltuk. Az adatokat wunit/pg
fehérjeegységben fejeztiik ki.

A GSNOR aktivitasat a NADH GSNO jelenlétében torténd oxidacidjanak kimutatasaval
hataroztuk meg 340 nm hullamhosszon (Sakamoto és mtsi. 2002). A homogenizatumot
centrifugaltuk (14 000 x g, 4 °C, 2 perc), és 100 pg fehérjekivonatot inkubaltunk 1 ml reakcio
pufferben (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM EDTA, 0,2 mM NADH). A GSNOR aktivitasat
nmol NADH/perc/mg fehérje egységben fejeztiik ki.

Az Osszes glutation mennyiségi meghatarozasat Griffith (1980) moddszere alapjan
végeztik el. A novényi anyagot 5% triklorecetsavban eldorzsoltiik, 20 percig, 4 °C-on, 9300 x
g fordulaton centrifugéltuk, és a feliilisz6t hasznaltuk. A reakcidelegy az alabbi Osszetevoket
tartalmazta: 25 pl minta, 0,1 M natrium-foszfat puffer, | mM DTNB, 1 mM NADPH, 1 egység
glutation-reduktaz enzim. A 412 nm-en regisztralt abszorbancia valtozasa 1 perc alatt GSSG
tomeg egységben fejeztiik ki.

Az aszkorbat/dehidroaszkorbat koncentraciok meghatarozasa céljabol Law és mitsi.
(1983) modszerét alkalmaztuk. A homogenizatum készitése megfelelt a glutationmérés
meneténél leirtaknak. A mintak fényelnyelését 525 nm-en mértikk. Az adatokat nmol/g friss

tomeg egységben fejeztiik ki.

4.9. GENKIFEJEZODES VIZSGALATA KVANTITATIV VALOS IDEJU POLIMERAZ
LANCREAKCIOVAL (qRT-PCR)

A gRT-PCR eljarast alkalmazva meghatdrozasra keriilt néhany kivalasztott gén
kifejez6dése az Arabidopsis csirandvényekben. NucleoSpin RNA Plant mini spin kit

(Macherey-Nagel) felhasznalasaval RNS-t tisztitottunk 90 mg ndvényi anyagbol a gyarto
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utasitdsai szerint. Egy tovabbi DNdaz-os emésztést alkalmaztunk, majd RevertAid reverz
transzkriptaz (Thermo Scientific) felhasznalasaval cDNS-t szintetizaltunk. A primereket a
Primer3 szoftver segitségével terveztik meg (Filiggelék 5. tablazat). A gének expresszios
szintjét qPCR késziilék (QTOWER 2.0, Jena Instruments) segitségével, SYBR Green PCR
Master Mix (Thermo Mix) felhasznalasaval hataroztuk meg Gallé és mtsi. (2009) alapjan. Az
adatokat qPCRsoft 3.2 szoftverrel (Jena Instruments) elemeztik. Az adatokat a
kontrollmintakban mért transzkriptszintekre normaltuk, és ACTIN2 (At3918780) és GAPDH2
(At1913440) gének szolgaltak bels6 kontrollként (Papdi és mtsi. 2008).

4.10. IZOENZIMEK AZONOSITASA ES AKTIVITASVIZSGALATA NATIV
GELELEKTROFOREZISSEL

A NADPH-oxidaz (NOX, EC 1.6.3.1) izoenzimek vizsgalata Lopez-Huertas és
munkatarsai 1999-es modszere alapjan tortént, kisebb modositasokkal. A ndvényi
fehérjekivonatot 10 (w/v) %-0s nativ-PAGE eljarassal elvalasztottuk, majd a gélt
reakciopufferbe helyeztiik (10 mM Tris-HCI, amely tartalmazott 0,2 mM NADPH-t és 0,2
NBT-t) 20 percre, sotétben. A NOX enzim aktivitasa lila szin formajaban jelent meg a gélen.
A NOX-aktivitas specifitasanak igazolasara az enzimre specifikus gatloszert, difenilén-
jodoéniumot hasznaltunk.

A SOD enzim aktivitasat és izoformait a fentiekhez hasonldéan 10 (w/v) %-0S nem
denaturalo, nativ gélelektroforézis utan hataroztuk meg (Beauchamp and Fridovich 1971). Az
elvalasztott géleket elészor kalium-foszfat pufferben kétszer mostuk (50 mM, pH 7,5) majd
sotétben 20 percig 2,45 mM NBT oldatban inkubaltuk. Ezt az oldatot cseréltik egy
foszfatpufferben elkészitett 28 mM tetrametil-etilén-diamint és 2,92 uM riboflavint tartalmazo
oldalra, melyben 15 percet inkubalodtak. A gélek ismételt kétszeri mosasa utan fény hatasara
lathatova valtak a SOD enzimek. Az izoformak detektalasara az els6 mosasi lépések utan a
géleket gatloszerekkel kezeltiik: a kalium-cianid csak a réz/cink SOD gatlasara képes, mig a
H20: a réz/cink, valamint a vas kofaktorral rendelkez6 SOD izoformdékat is inaktivalja, igy
csupan a mangan SOD lesz detektalhato.

A GSNOR enzim aktivitasat Seymour és Lazarus 1989-es modszere nyoman hataroztuk
meg, kisebb mddositasokkal. A névényi mintat 6 (w/v) %-0s Tris-borat-EDTA (8,9 mM Tris,
8,9 mM borsav, 0,2 mM Na;EDTA, pH 8,0) géleken valasztottuk el, majd 15 percre 100 mM
natrium-foszfat pufferben (pH 7,4) készitett 2 mM-os NADH oldatba meritettiik. Ezutan 3 mM
GSNO-oldatot vittiink fel a gélekre, majd géldokumentacios rendszerrel (Image System Felix
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1000/2000, Biostep, Burkhardtsdorf, Németorszag) detektaltuk a NADH autofluoreszcencia

eltlinését az enzimaktivitas fliggvényében.
4.11. WESTERN BLOT ANALIZISEK

A fehérjetirozin-nitracid vizsgalatdhoz a fehérjekivonat készitése az eldzdekhez
hasonloan tortént. A hajtasbol vagy gyokérbdl szarmazo vagy teljes Arabidopsis
csirandvénybdl szarmazo fehérjekivonatot 12 (w/v) %-os denaturaldé PAGE-nek vetettiink ala.
Az igy szeparalt fehérjéket az akrilamid gélbdl tanktranszfer segitségével transzfereltiik
polivinilidén-difluorid membranra (16 h, 25 mA). Az igy kapott membranok elészor 5 (w/v)
%-os tejfehérjeoldatban blokkolva lettek, ami TBST pufferben késziilt (20 mM Tris, 178 mM
NaCl, 0,05% Triton X-100, pH 7,8) a nem specifikus antitestkotés elkeriilése végett, majd
1:2000 aranyban higitott, nyal 3-nitrotirozin elleni antitesttel (Sigma-Aldrich, katalogusszam:
N0409) jeloltiik Oket. Harom mosasi 1épés utan 1:10 000 aranyban higitott kecskébdl szarmazé
nyual IgG elleni antitestet (Sigma-Aldrich, katalogusszam: A3687) alkalmaztunk, amely
alkalikus foszfatazt hordozott a detektalashoz. A nitralt fehérjék lathatova tételére 2,6-
diklérfenol-indofenol/NBT reakciot hasznaltunk, ahol az antitesttel jeldlt fehérjéknél fekete
szinli formazan keletkezik. A reakcidé pozitiv kontrolljaként nitralt borjuszérum-albumint
vittiink fel a gélre (Sigma-Aldrich, katalogusszam: N8159). Loading kontrollként a
membranokat Coomassie R 250 festéssel vizsgaltuk Welinder és Ekblad (2011) alapjan, kisebb
modositasokkal. A membranokat kétszer mostuk TBST pufferben, majd festékoldatba (0,1
(w/v) % Coomaisse R 250, 50 (v/v)% metanol) meritettiik 1 percig. A membranok mosasa 10
(v/v) % ecetsavat és 50 (v/v) % etanolt tartalmaz6 oldattal tortént 10 percig. Néhany esetben
loading kontrollként anti-aktin antitestet (Agrisera, katalogusszdm: AS132640) ¢és
fehérjestandardként aktint (borjiizombdl, Sigma-Aldrich) hasznaltunk.

A fehérjekarbonilacio tanulményozasara egy kitet hasznaltunk fel (Abcam oxidized
protein assay kit, katalogusszam: ab 178020) a gyart6d utasitdsainak kismértékii modositasa
mellett. A ndvényi anyagot 50 mM ditiotreitol tartalmi 1x extrakciés pufferben
homogenizaltuk a tovabbi oxidacid megeldzése céljabol. A mintakat 20 percig jégen
inkubaltuk, majd centrifugaltuk (18 000 x g, 4 °C, 20 perc), és meghataroztuk a proteintartalmat
Bradford (1976) modszerével. A szarmazékképzési reakciohoz két 10 pl-es kivonatot
hasznaltunk. Az elsé kivonatot 10 pl 12%-0s SDS-sel kezeltiik, majd 20 pl 1x 24-
dinitrofenilhidrazin (DNPH) oldatot adtunk hozza. A reakciot 15 perc elteltével leallitottuk 20

ul neutralizacios oldat hozzaadasaval. A mésodik kivonat negativ kontrollként szolgalt, mert a
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DNPH oldat helyett 1x kontrolloldatot tartalmazott. 5 pg derivatizalt vagy kontrollfehérjét
tartalmaz6é kivonatokat vittiink fel a gélre, és a gélelektroforézis és membrantranszfer az
el6zéeknek megfelelden zajlott. A membranokat 1 6ran at blokkol6 pufferben inkubaltuk (1x
PBS pH 7,5 0,05% Tween 20 és 5% zsirszegény tej hozzaadasdval). A membranokat 1x
elsddleges anti-DNP antitesttel reagaltattuk (1:5000) 3 oran keresztiil, szobahémérsékleten,
majd haromszor mostuk 1x PBS pufferrel. A masodlagos antitestként 1x horseradish
peroxidase (HRP)-kotott anti-nyul ellenanyag szolgalt (1:5000). Az el6hivashoz Immobilon
Western Kemilumineszcens HRP szubsztratot (Millipore Corporation, USA) hasznaltunk a
gyartd utasitasa szerint. A membranokat egy géldokumentacids rendszerrel vizualizaltuk
(Image System Felix 1000/2000, Biostep, Burkhardtsdorf, Németorszag).

A denatural6 ¢€s nativ gélekben a fehérjék megfeleld futdsanak vizsgalatara eziistfestést
alkalmaztunk Blum és mtsi. (1987) modszerét hasznalva, kisebb modositasokkal. A gélek egy
¢jszakan at fixaloban (10 (w/v) % ecetsav, 50 (v/v) % metanol) voltak, majd harom desztillalt
vizes mosas utan szenzitizald oldatba keriiltek (0,00216 (w/v) % natrium-tioszulfat desztillalt
vizben oldva). A kovetkezd 1épés az eziistoldat (0,2 (w/v) % eziist-nitrat, 0,075 (v/v) %
formaldehid), majd egy mosas utan az el6hivas (5 (w/v) % natrium-karbonat, 0,05 (v/v) %
formaldehid, 0,000048 (w/v) % natrium-tioszulfat) kovetkezett.

GSNOR ¢s az APX fehérjemennyiség kimutatasa céljabol a denaturalt fehérjekivonatot
SDS-PAGE elvalasztasnak vetettlink ala (12%). A nedves blottolast kdvetéen a membranokat
kiilonboz6 antitestekkel reagéltattuk (nytlbol szarmazé anti-GSNOR [Agrisera katalogusszam:
AS09 647] és anti-APX [Agrisera katalogusszdm: AS08368] 1:2000 higitasban). Loading
konrollként anti-aktin antitestet (Agrisera, katalogusszam: AS132640) ¢s fehérjestandardként
aktint (borjuizombol, Sigma-Aldrich) hasznaltunk. Masodlagos antitestként affinitastisztitott,
kecskébdl szarmazd anti-nyul alkalikus foszfatazkapcsolt 1gG-t  (Sigma-Aldrich,
katalogusszam A3687, 1:10000) hasznaltunk.

4.12. STATISZTIKAI ANALIZIS

A grafikonokon és a tablazatokban az atlageredményeket abrazoltam a mintacsoportok
standard hibajanak feltiintetésével. Az eredmények statisztikai elemzése Microsoft Excel 2010
¢és SigmaPlot 12 programokkal tortént. A szignifikancia megallapitdsdra néhany esetben a
Student-féle t-probat alkalmaztunk, ahol a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
csillagokkal jeloltiik az alabbiak szerint: * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001. Mas esetekben

az adatokat egyutas variancianalizisnek vetettiik ala (one-way ANOVA), és a Duncan-teszttel
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elemeztiik (P < 0,05). Az adatok homogenitasanak vizsgalatdra a Hartley’s Fmax tesztet, a

normalitas vizsgalatara pedig a Shapiro—Wilk-tesztet alkalmaztuk.
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5. EREDMENYEK

5.1. A SIMV MEGJELENESE KULONBOZO KiSERLETI RENDSZEREKBEN

A SIMV-gyokérfenotipus kialakulasarol akkor beszélhetlink, ha a FGY rovidiilését az
OGY-szam novekedése kiséri. Annak érdekében, hogy meghatdrozzuk e kevert novekedési
valasz kialakuldsanak koriilményeit, és altalanos kovetkeztetéseket vonhassunk le, tobbféle
novénynevelési és -kezelési rendszert allitottunk be. A kiilonbozd kisérleti rendszereinkben
tapasztalt gyokérmorfologiai valaszokat az 1. tablazatban foglaltam 6ssze.

Az esszencialis mikroelem, a réz tobblete tapoldatban ¢és taptalajon nevelt vad tipusu
Arabidopsis thaliana novények esetén is kialakitotta a sajatos gyokérfenotipust. Az
alacsonyabb rézkoncentracié (2,5 uM) 28 nap alatt, a kétszeres dozisu rézterhelés 17 nap alatt
okozta a FGY-gatlo és OGY-indukalo valaszt. A metallofita Brassica napus és Brassica juncea
esetén is hatasos volt a tapoldatban alkalmazott rézkezelés, itt a 10 uM réz-szulfat 7 nap alatt
okozott SIMV-gyokérzetet.

A szintén esszencialis cink tobblete a B. juncea-ban nem okozta a FGY rovidiilését, bar
az OGY-szam gyarapodott, igy a klasszikus SIMV-tiinetegyiittes nem jelent meg. Csak
tapoldatos kezelés esetén a B. napus-ban okozta a cinkterhelés a FGY-rovidiilés és az OGY-
szamgyarapodas egyiittes megjelenését. Talajban nevelve a B. napus-t 10 mg/kg cink
jelenlétében mind a FGY-megnyulas mind az OGY -képzddés fokozddott, tehat itt nem a SIMV-
re jellemz6 kevert novekedési valasz alakult ki, hanem a kezelés kedvez6 hatasa érvényesiilt.

A nikkel, mint esszencidlis fém tobblete az OGY-szam gyarapodasat és FGY-rovidiilést
okozott 7 nap elteltével, vagyis a SIMV jelentkezett taptalajon kezelt vad tipusu A. thaliana-
ban. Erdekes modon az OGY-kezdemények (kisebb, mint VIL stadium) szama csokkent, a
kifejlett OGY-k (nagyobb, mint VII. stadium) szama viszont nétt, igy 0sszeségében a lathato
oldalgydkérszam gyarapodott.

Ehhez hasonloan a nem esszencialis félfém, a szelén szelenit formaban val6 alkalmazasa
soran taptalajon nevelt A. thaliana esetén az OGY-kezdemények és a kifejlett OGY-k
elkiilonitett vizsgalata azt mutatta, hogy kezelési koncentraciotdl és idotartamtol fiiggden nott
vagy csokkent az OGY-kezdemények szama, mig a késobbi OGY-fejlodési szakaszt a szelenit
pozitivan szabalyozta. A szelenat esetében érdekes, hogy a szelenittel és a nikkelel szemben az
OGY -primordiumok szama ndtt, a kifejlett OGY-eké viszont nem valtozott. A szelenat a FGY

megnyulasara is pozitivan hatott, vagyis a klasszikus gyokér-SIMV nem alakult ki.
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1. tablazat: Elemek tobblete altal okozott gyokérfejlédési valaszok a vizsgalt novényfajokban,
kiilonb6z6 nevelési-kezelési rendszerekben. Roviditések: SIM V- stresszindukalt morfogenikus
valasz; OGYkezd — oldalgyokér-kezdemény; OGYiir — kifejlett oldalgyokér; FGY — fogyokér.
Az oldalgyokerek fejlettségi allapotat Malamy és Benfey (1997) alapjan hataroztuk meg.

Az elem
koncent-
racioja,
kémiai
Elem- formaja, a
felhalmozasi kezelés Kezelési Gyokérrendszerre
Elem Novényfaj képesség idétartama kozeg kifejtett hatas
2,5 uM
Arabidopsis CuSOsq,
thaliana, Col-0  nem akkumulalé 4 hét tapoldat SIMV
5 uM
Réz (Cu) Arabidopsis CuSOg4,
thaliana, Col-0  nem akkumulalé 17 nap taptalaj SIMV
10 uM
Brassica juncea, CuSOQOsg,
Brassica napus akkumulalo 7 nap tédpoldat SIMV
50 uM
ZnS0O4,
Brassica napus  akkumulalé 7 nap tapoldat SIMV
50 uM
Cink (Zn) o o ZnS0O4, ] OGY-szam n§, FQY-
Brassica juncea akkumulald 7 nap tapoldat hossz nem valtozik
50, 150,
300 uM
ZnSO0Oq4, OGY-szam né, FGY-
Brassica juncea akkumulalo 14 nap tapoldat hossz nem véltozik
10 uM SIMV (OGYkezd- €S
Arabidopsis Na:SeOs, OGYiit-szam né, FGY-
thaliana, Col-0  nem akkumulalé 14 nap taptalaj hossz csbkken)
15 uM SIMV (OG Ykezd-szam
Arabidopsis Na2SeOs, csokken, OGYikif -szam
thaliana, Col-0  nem akkumulalé 7 nap taptalaj nd, FGY-hossz csdkken)
: OGY-szam né (
Szelén (Se) OGYkezd-szam né,
5uM OGYiit-szam nem
Arabidopsis NazSeOq, valtozik), FGY-hossz
thaliana, Col-0  nem akkumulalé 14 nap taptalaj nem valtozik
100 uM
Astragalus Na:SeOs, OGY-szam né, FGY-
bisulcatus hiperakkumulalé 14 nap taptalaj hossz n§
100 uM
Astragalus Na2SeOs, OGY-szam csokken,
membranaceus nem akkumulalé 14 nap taptalaj FGY-hossz csOkken
50 uM SIMV (OGYkezd -sza&m
Arabidopsis NiCla, csokken, OGYiir-szam
thaliana, Col-0  nem akkumulalé 7 nap taptalaj nd, FGY-hossz csdkken)
Nikkel (Ni)
3000 mg/kg FGY-hossz csokken,
Odontarrhena NiClz, talajos OGY-szam nem valtozik
leshiaca hiperakkumulalé 14 nap rizotron vagy csokken
25 uM,
Olom (Pb)  Arabidopsis PbNOs,
thaliana, Col-0  nem akkumulalé 14 nap taptalaj SIMV
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25 uM,
PbNOs,
Brassica juncea akkumulalo 7 nap tapoldat SIMV

5.2. A SIMV OSSZEFUGGESE AZ ELEM-HIPERAKKUMULACIOVAL ES -TURESSEL

A SIMV széles kori megjelenése felvetette a kérdést, hogy az csupdn a stressz
elkertiilhetetlen kovetkezménye, avagy célzott (védekezési) folyamatok dsszessége?

A novények elemfelhalmozo és -tiir6 képessége, valamint a SIMV-gyokérfenotipus
megjelenése kozotti Osszefliggés feltarasa volt a célunk annak a kérdésnek a megvalaszolasa
érdekében, hogy a SIMV-gyokérzet hozzajarul-e az elemtobbletek eltiirésének képességéhez?
Elemtir6 és -hiperakkumulald fajok kisérletekbe vald bevonasaval igyekeztiikk pontosabban
megvalaszolni a kérdést.

Az els6 kisérletsorban a szelén-hiperakkumulald Astragalus bisulcatus csirandvények
valaszait hasonlitottuk Ossze a szelént nem akkumulalé Astragalus membranaceus-éval. A
varakozasoknak megfeleléen az A. bisulcatus tobb szelént halmozott fel a fold feletti részébe
(5. abra A), jobban csirazott (5. abra B), jobb hajtas- (5. abra C) és gyokér- (5. abra D)
biomassza-produkcidt, életképességet mutatott (5. abra E) a szelenat (50, 100 uM) jelenlétében,
mint az A. membranaceus. Az A. bisulcatus OGY-szama szignifikans modon nétt 100 uM
szelenat jelenlétében (5. abra B, 1. tablazat), és a FGY-hossz kontrollszinten maradt (6. abra A,
1. tablazat), mig az érzékenyebb A. membranaceus faj esetén mindkét vizsgalt

gyokérnovekedési paraméter csokkent (6. abra A és B, 1. tablazat).
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5. abra: Szelénkoncentracié (A), csirazasi szazalék (B), hajtas (C) és gyokér friss tomege (D),
gyokérmerisztéma-sejt életképessége (E) 0, 50 vagy 100 puM szelenat mellett ndvesztett, 14 napos
Astragalus bisulcatus és Astragalus membranaceus novények esetén. A kiilonbozé betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=15). Az E
abrarészben a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeloltem a Student-féle t-proba
alapjan (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, n=15). ,,n.s.”= nem szignifikans.
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6. abra: Fogyokérhossz (A) és oldalgyokérszam (B) 0, 50 vagy 100 uM szelenattal 14 napig
kezelt Astragalus bisucatus és Astragalus membranaceus novények esetén. A kiilonbozo betiik
a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=15).

A masodik kisérleti rendszerben a nikkel-hiperakkumulalo Odontarrhena lesbiaca faj
kiilonboz6 leszboszi él6helyekrél (Ampeliko, Loutra) szarmazo okotipusait talajos rizotronban
neveltiik. A faj képes volt novekedni rendkiviil magas (3000 mg/kg) nikkelkoncentracido mellett
is, bar a nagyfoku terhelés SIMV-et nem, hanem gyokérndvekedés-gatlast okozott. Ugyanakkor
azt meg kell jegyezni, hogy a nagyobb foku nikkelakkumulaciot mutaté Ampeliko dkotipus (2.
tablazat) kisebb mértékli gyokérndvekedési valtozast mutatott a gyengébb felhalmozasi
képességli Loutra egyedekhez képest, melyek OGY-szama és FGY-hossza is jelent6sen
csokkent a nikkelgazdag talajban (7. abra).

2. tablazat: Nikkelkoncentraciok (ug/g szaraz tomeg) az Odontarrhena lesbiaca faj Ampeliko és Loutra
tertliletr6l szarmazo, talajos rizotronban nevelt utddegyedeiben nikkelkezelés nélkiil (kontroll) és 3000
mg/kg Ni jelenlétében. A kiilonbdz6 betiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-
teszt alapjan (P<0,05, n=3).

Kontroll 3000 mg/kg Ni
O. lesbhiaca Ampeliko gyokér 56,43 £ 15,76 " 4186,49 + 201,33 ©
O. leshiaca Loutra gyokér 98,67+ 20,669 3874,67 + 102,88 ¢
O. lesbiaca Ampeliko hajtas 2204,77 + 107,38 ¢ 11 985,55 + 177,39 2
0. leshiaca Loutra hajtas 1679,82 + 86,79 f 9005,38 + 203,88 ©
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7. abra: Az Odontarrhena lesbiaca két élohelyr6l (Ampeliko A, B; Loutra C, D) szarmazo
Okotipusainak gyokérzetérdl késziilt reprezentativ fotok. A noévények 14 napig novekedtek talajos
rizotronban nikkelkezelés nélkiil (Ampeliko A, Loutra C), valamint 3000 mg/kg nikkel jelenlétében
(Ampeliko B, Loutra D). Mérce=1 cm. Fégyokérhossz (E) és oldalgydkérszam (F) az Ampeliko és a
Loutra tipusok esetén kontrollkoriilmények kozott és nikkelterhelés esetén. A kiilonb6zd betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=20).

5.3. ANO ES A HORMONOK KAPCSOLATA AZ ARABIDOPSIS
GYOKERNOVEKEDESI VALASZAI SORAN

A novekedés elsddleges iranyitoi a fitohormonok, melyek transzportjaban, jelatvitelében
illetve fejlodési jelmolekulakkal (amilyen a NO is) valo interakcioiban bekdvetkezd valtozasok
fejlédési atprogramozodast eredményezhetnek. A hormonok szintézisében, jelatvitelében
bekovetkezd valtozasokat Arabidopsis modellnévény kiilonbozé mutans és transzgenikus

vonalainak segitségével kovettiilk nyomon.
5.3.1. Auxin-NO jelkapcsolat rézterhelt ludfiiben

Legkorabbi vizsgalataink az auxin és a NO kozott fennallo, feltételezett kapcsolatra
fokuszaltak. Kezelést nem kapott, 7 napos ludfli csirandvényekben az auxinindukalhaté

DR5::GUS-promoter aktivitasa a sziklevél csticsara korlatozodott (8. dbra A), mig névekvd
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cre

gyoOkércsucsokban a rézterhelés fokozta a DR5::GUS-prométer aktivitasat, és a sziklevélhez

hasonldan a valasz rézkoncentracio-fliggének mutatkozott (8. abra E-H).

8. abra: Kontroll- és rézkezelt DR5::GUS Arabidopsis csiranévények sziklevelei (A-D) és
fégyokércstcsai (E-H). A novények 0 (A, E), 5 (B, F), 25 (C, G) vagy 50 (D, H) uM réz-szulfat
jelenlétében novekedtek 7 napig. Mérce=1 mm (A-D) és 0,5 mm (E-H).

A NO-jelmolekula szintje a sziklevélben csupan a legkisebb rézkoncentracié esetén
novekedett meg (9. abra A és B), a gyokérben (annak megnyulasi zonajaban) azonban a 25 és

az 50 uM rézkoncentracid is szignifikans, koncentraciofiiggé csokkenést okozott a NO-
szintben (9. abra C és D).
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9. abra: NO-szint a sziklevélben (A) és a fogyokér két zonajaban (C) kontroll- és 5, 25 vagy 50 uM
rézkezelésnek kitett, 7 napos vad tipusu Arabidopsis thaliana esetében. A kiilonb6z6 betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10). Reprezentativ
fluoreszcens mikroszkopos felvételek DAF-FM DA probaval jelolt A. thaliana sziklevelekrdl (B) és
fogyokerekrdl (D). MZ= merisztematikus zoéna, EZ= elongacios zona. Mércék= 1 mm.

Az auxin és a NO szintjeiben bekovetkezé koncentraciofiiggd, egymassal ellentétes
iranyl rézindukalt valtozasok felvetették a lehetdségét a két jelmolekula kapcsolatanak, amit
farmakologiai modszerekkel tanulmanyoztunk. A  rézkezelés mellett alkalmazott
auxintranszport-gatlé NPA jelentésen megnovelte a gyokérmerisztéma NO-tartalmat (10. abra
A). Abban az esetben, ha a rézkezelés (50 pM) mellett NO-donor vegyiiletet (100 uM SNP)
alkalmaztunk, a DR5::GUS-jel mértéke lecsokkent a csak rézterhelt novényekben detektalthoz
képest (10. abra B/e), mig a NO-gyokfogo cPTIO alkalmazasa (100 uM) megndvelte a rézkezelt
ludfiigyokerek DR5::GUS-aktivitasat (10. abra B/f).
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10. abra: NO-szintek (A) 7 napos kontroll, 5, 25 vagy 50 puM rézkezelésnek kitett vad tipust
Arabidopsis thaliana gyokerében. A novények 10 uM naftilftalsav (NPA) jelenlétében vagy anélkiil
novekedtek. A kiilonboz6 betiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt
alapjan (P<0,05, n=10). (B) DR5::GUS-promoteraktivitas kontroll (a), 100 uM SNP-kezelt (b), 100 uM
cPTIO-kezelt (c), 50 uM rézkezelt (d), 50 uM réz+100 uM SNP-kezelt (e) valamint 50 uM réz+100 uM
cPTIO-kezelt A. thaliana csiranévények gyokércstcsaiban. Mérce= 1 mm.

5.3.2. A NO kapcsolata az auxinnal, citokininnel és etilénnel szelénterhelt ludfiiben

Mivel a szelénindukalt gyokérndvekedési valaszok hormondlis és jelatviteli folyamatai
nagyrészt ismeretlenek voltak, figyelmiinket e felé a magasabbrendli novényekben feltehetden
nem esszencialis, mégis felhalmozodd, nemfémes elem felé forditottuk. Szelenitet 10 uM
koncentracioban alkalmazva az auxinindukalhaté DRS::GUS-promoteraktivitds enyhén
szelenit (40 uM) mindkét idépontban cs6kkenést eredményezett a gyokércsucsi auxinszintben
a kontrollhoz képest (11. abra A-C, J-L). A citokininindukalhat6 ARRS5::GUS-aktivitas igen
jelentds, koncentraciofiiggd novekedést mutatott a ladfiigyokércsiicsokban mind a 10 pM mind

pedig a 40 uM szelenit jelenlétében rovid tavon (2 nap), ugyanakkor a szelenit hatasa gatlonak
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mutatkozott 7 napos kezelés esetén (11. abra D-F, M-0O). Az etilénindukalhato
ACS8::GUS/GFP promoteraktivitas jelentésen megnovekedett a FGY-csticsban mindkét
szelenitd6zis mellett mind révidebb, mind pedig hosszabb tava kezelés esetén (11. abra G-I, P-
R).

2. nap 7.nap
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. D E W F iM . 0
|
s {
i \ i) «
ARR5::GUS R\ & g !
(citokinin) A ] 4 | ;
ACS8::GUS ‘
(etilén) "
]
.
OpMSe 20uMSe 40 pMSe OpMSe  20pMSe 40 pMSe

11. abra: Hormonszinteket jelzd riporterkonstrukciok promoteraktivitisa Arabidopsis thaliana
gyokerében 2 (A-T) vagy 7 napig tartd (J-R), 0, 10 vagy 40 uM szelenitkezelés esetén. Az auxinszintet
jelz6 DR5::GUS-aktivitas (A-C és J-L), a citokininszintet jelz6 ARR5::GUS-aktivitas (D-F és M-O) és
az etilénszintet jelz6 ACS8::GUS-aktivitas (G-I és P-R). Mérce= 0,5 mm.

A vad tipust ndvények gyokerében a szelenit koncentraciofiiggd modon csokkentette a
NO-szintet (12. abra). Az auxinérzéketlen €s -hianyos aux1-7 mutans magas alap-NO-szintje
szintén csokkent a szelenit hatdsara, bar ez csak a 20 pM-os kezelési koncentracid esetén volt
szignifikdns. Az etilén-jelatvitelben hibas etrl-1 esetén a nagyobb szelenitkoncentraciok
csokkentették a NO-szintet, a vad tipushoz hasonléan. Az el6zéektdl eltéré modon, a
citokinintiltermeld ipt-161 ludfii gydkércsucsaban a NO-szint emelkedett a szelenitkezelés
hatasara (12. abra).
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12. abra: NO-szint vad tipust (WT) és hormonmutans A. thaliana csiranvények gyokércstcsaban. A
novények 0, 10, 20 vagy 40 uM szelenittartalmu taptalajon novekedtek 4 napig. A kiilonb6zd betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10).

A szelenit altal okozott jelentds citokininszint-novekedés és a citokinintiltermeld mutans
nem csokkend NO-szintje miatt a citokinin-NO jelkapcsolatot részleteiben is megvizsgaltuk
szelenitterhelt ludfiiben.

A citokininszintet jelz6 ARR5::GUS-riportervonal segitségével kimutattuk, hogy a
szelenit koncentraciofiiggdé modon megnovelte a promoter aktivitdsat a  gyokércsucsi
merisztémaban (13. abra I-L), a sziklevelekbdl azonban eltlint a citokininszintet jelz6 kék szinti
GUS-jel a szelenitdozisok emelkedésével parhuzamosan (13. abra A-D). A fels6bb
gyokérzonaban talalhato nagyobb mint VII. stadiumu oldalgydkerekben a GUS-aktivitas enyhe
csOkkenést mutatott, ez azonban csak a 40 uM szelenitterhelés esetén volt vizualizalhato (13.

abra E-H).
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13. abra: Négynapos kontroll- és szelenitkezelt (10, 20, 40 uM) X-Gluc-jel6lt ARR5::GUS A. thaliana
csirandvények hajtasa (kontroll A, 10 uM szelenit B, 20 uM szelenit C, 40 pM szelenit D, mérce=
Imm), oldalgyokerei (nagyobb, mint VIL. stadium Malamy és Benfey 1997 szerint, E-H, kontroll E, 10
UM szelenit F, 20 uM szelenit G, 40 pM szelenit H, mérce=100 pm) és fogydkércsucsai (kontroll I, 10
uM szelenit J, 20 uM szelenit K, 40 uM szelenit L, mérce= 100 um).

Tovabbi GUS-riportervonalak segitségével megvizsgaltuk, hogy a szelenit enzimatikus
lebontasaban kulcsszerepet jatszo citokinin-oxidazok felelések lehetnek-e a szelenit altal a
citokinineloszlasban okozott valtozasokért. A 40 uM szelenittel kezelt CKX4::GUS és
CKX5::GUS sziklevelekben a kontrollhoz képest fokozottabb promoteraktivitast detektaltunk,
mig a gyokércsucsban csupan az CKX4::GUS-vonal mutatott valtozast, nevezetesen a GUS-jel
csokkenését. A CKX5::GUS-aktivitds a gyokérben nem csokkent szelenit hatdsara, a
CKX6::GUS-promoteraktivitast pedig nem befolyésolta a szelenitkezelés egyik szervben sem

(14. abra).
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14. abra: A citokinin-oxidaz aktivitasat jelz6 CKX::GUS Arabidopsis-vonalak sziklevelei (A-F) és
fogyokércsticsai (G-L). A novények kontroll- (A, C, E és G, I, K) vagy 40 uM szelenittel ellatott
taptalajon (B, D, F és H, J, L) novekedtek 4 napig. Mérce= 1 mm.

Kimutattuk, hogy a vad tipusu sziklevélben a NO-szint nem valtozott szelenit jelenlétében

(15. abra A), a gyokércsucsokban azonban a szelenit koncentraciofiiggé modon csokkentette a

NO-szintet (12. abra és 15. abra A). Tovabba a vad tipushoz hasonld mértékii szelenitindukalt

NO-tartalomcsokkenés volt kimutathaté a nitrat-reduktaz-deficiens nialnia2 ladfi gyokerében

is (15. abra B).
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15. abra: (A) NO-szint 4 napos, 10, 20 vagy 40 uM szelenit jelenlétében nevelt vad tipustt Arabidopsis
thaliana csirandvények szerveiben. (B) NO-szint 10, 20 vagy 40 pM szelenittel kezelt nialnia2 A.
thaliana mutans fogyokér merisztémajaban. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket csillagokkal
jeloltem a Student-féle t-proba alapjan (**P<0,01; ***P<0,001, n=10).
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A citokininek és a NO egymasra gyakorolt hatdsat a szelenitkezelt ludfii gyokerében
kiils6 kezelésekkel tanulmanyoztuk. A BA adagolasa nem valtoztatta meg a NO-szintet a 10
uM és a 40 uM szelenit esetén, de szignifikansan csokkentette azt a 20 uM szelenitkezelt
ladfiiben (16. abra A). A SNAP NO-donorvegyiilet hatasat a citokininszintre ARR5::GFP és
pTCS::GFP novényvonalak gyokérmerisztémajaban vizsgaltuk konfokalis mikroszkopiaval
(16. abra B). A SNAP kismértékben csokkentette a kontrollgydkérben a pTCS::GFP jelet (16.
abra B/f és j), és nem valtoztatta meg az ARR5::GFP fluoreszcenciat (16. abra B/b és i). A 40
uM szelenit altal megnovelt ARRS5::GFP ¢és pTCS::GFP kifejezddést azonban a NO-
felszabadito vegyiilet jelentésen csokkentette a FGY-csticsban (16. abra B/d,h,i,j).
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16. abra: (A) NO-szintek vad tipusu Arabidopsis thaliana csirandvények gyokércsucsaban, melyek 0,
10, 20 vagy 40 uM szelenitet vagy 0, 10, 20 vagy 40 uM szelenitet (-BA) és 0,1 uM benziladenint
(+BA) tartalmaz6 taptalajon novekedtek 4 napig. (B) A NO-donor SNAP hatasa a citokininszintet jelzd
ARR5::GFP és a pTCS::GFP expressziora. Kontroll (a), 100 uM SNAP-kezelt (b), 40 uM szelenitkezelt
(c) és 40 uM szelenit+100 uM SNAP-kezelt (d) ARR5::GFP-t kifejez6 A. thaliana gyokércstacsokrol
késziilt konfokalis mikroszkopos felvételek. Mérce= 10 um. Kontroll (e), 100 uM SNAP-kezelt (f), 40
uM szelenitkezelt (g) és 40 uM szelenit+100 uM SNAP-kezelt (h) pTCS::GFP-t kifejezd A. thaliana
gyokércsucsokrol  késziilt konfokalis mikroszkopos felvételek. Mérce= 10 pum. A GFP
fluoreszcenciaintenzitas mért értékei (RFU) az ARR5::GFP gyokércsticsokban (i) és a pTCS::GFP
gyokércsticsokban (j). A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeloltem a Student-féle
t-préba alapjan (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, n=15). ,,n.s.”=nem szignifikans.

Alapozva a korabbi eredményeinkre, miszerint a szelenit ellentétesen befolyasolja a két
géz halmazallapotu jelatvivo, az etilén és a NO szintjeit a ludfii gyokerében, molekularis szinten
tanulmanyoztuk az etilén szerepét és az etilén és NO kozott fennallo feltételezett jelkapcsolatot.
A vad tipusban az alkalmazott 7 napos 15 uM szelenitkezelés SIMV-gyokérzetet alakitott ki,
mivel a FGY-megnyulas gatlasa (adatok nincsenek bemutatva) mellett fokozta a kifejlett OGY -

ek szamat (17. abra A). Az etilén inszenzitiv etrl-1 mutansban a szelenit gatolta az OGY-
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novekedést, ami egyiitt jart egy nagymértékii (4-szeres) szelenitindukalt etilénkoncentracio-
emelkedéssel (17. abra B). Feltételeztik, hogy a nagymértéki etilénprodukcio az etrl-1
ludfiiben hozzajarulhat az OGY-fejlodés gatlasahoz szelenitstressz soran, ezért etilénszintézis-
gatldo AVG-t alkalmaztunk a szelenitkezelés mellett, ami visszaforditotta a szelenit OGY-
szamot csokkentd hatasat, hiszen mind az OGY-kezdemények, mind pedig a kifejlett OGY-ek
szama novekedett a szelenit+AVG-kezelt gyokerekben a csak szelenittel kezeltekhez képest
(17. abra C).
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17. abra: (A) Az oldalgyokér-kezdemények és a kifejlett oldalgyokerek szama kontroll vagy 15 uM
szelenittel kezelt 7 napos, vad tipust és etrl-1 mutans A. thaliana esetén. (B) Etilénkoncentracio 7 napos
kontroll és 15 uM szelenittel kezelt vad tipust és etrl-1 mutans A. thaliana csiranévényekben. (C) 15
uM szelenitet vagy 15 uM szelenit+ 1,5 uM AVG-t tartalmazé taptalajon ndvesztett vad tipusa és etrl-
1 A. thaliana oldalgyokérszama (OGY-kezdemény és kifejlett OGY). A kiilonbozé betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=20).

Néhany etilénkapcsolt szintézisgén (ACS2, ACS6, ACS8, ACO4) és jelatviteli gén (ERS1,
ERS2, CTR1) expresszios analizise felderitette, hogy a szelenitkezelés csokkentette az ACS2 és
ACS6 gének expresszidjat, €¢s az ERS2 kivételével nem befolyasolta az etilén-jelatviteli gének
kifejez6dését a vad tipusban (18. abra). Ezzel ellentétben az etrl-1 vonalban a szelenit jelentds
mértékben feliilszabalyozta az ACS2 és az ACS8 géneket, az ERS1, ERS2, EIN4 és a CTR1

jelatviteli gének kifejezédésében azonban nem okozott valtozast (18. dbra).
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18. abra: A kivalasztott etilénszintézis és jelatviteli gének relativ expresszidja 7 napos vad tipusu és
etrl-1 mutans A. thaliana csiranévényekben, melyek 15 puM szelenit jelenlétében vagy anélkiil
(kontroll) fejlédtek. A kiilonbozo betlik a statisztikailag szignifikans kiillonbségeket jelzik a Duncan-
teszt alapjan (P<0,05, n=2). Az adatokat az A. thaliana ACTIN2 és GAPDH2 gének, mint belsd
kontrollok felhaszndldsdval normalizaltuk. A vad tipusa kontrollmintdkban mért relativ
transzkriptszinteket onkényesen 1-nek tekintettiik minden gén esetében.

A szoveti etilénszintek farmakoldgiai modositasa céljabol ACC- és AVG-kezeléseket
alkalmaztunk a kontroll- és a szelenitterhelt novényekben (19. abra). A vad tipusban a szelenit
1,8-szoros novekedést okozott a FGY NO-tartalmaban, amit az ACC-kezelés kontrollszintre
csOkkentett, mig az AVG alkalmazédsa szignifikdnsan megnovelte azt. Az etrl-1 mutans
gyokerében a szelenit nem okozott NO-produkcidt, az ACC pedig nem befolyasolta a NO-

szintet, mig az AVG megndvelte azt (19. abra).
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19. abra: NO-szintek 7 napos vad tipusu ¢€s etrl-1 Arabidopsis thaliana gyokércsucsaiban. A novények
a 15 uM szelenitkezelés mellett 5 nM ACC vagy 1,5 uM AVG-kezelést is kaptak. A kiilonb6z6 betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10).
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Annak érdekében, hogy tanulmanyozni tudjuk a NO hatésat az etilénszintre ¢és az OGY -
fejlodésre, a gyokerek NO-szintjét GSNO hozzaadasaval megnoveltiik, és cPTIO-gyokfogd
alkalmazasaval csokkentettiik. A GSNO-kezelés a szelenit altal megnovelt, kifejlett OGY-
szamot tovabb novelte, az OGY-kezdemények szamat pedig tovabb csokkentette az Osszes
OGY-szam modositasa nélkiil (20. abra A). A szelenitkezelés melletti CPTIO-adagolas a
kifejlett OGY-szam csokkenéséhez vezetett, ami az 6sszes OGY-szam csokkenését okozta (20.
abra A). A GSNO és a cPTIO az etrl-1 mutansban a vad tipushoz hasonlo OGY -fejlodési
valaszokat okozott, vagyis a NO-szint novelése fokozta a kifejlett OGY-ek szamat, a cPTIO
pedig csokkentette azt a szelenit jelenlétében (20. abra A). A GSNO-kezelés csokkentette az
oldalgyokerekben ¢és a fogyokércsucsban a  szelenitindukalt ACS8::GUS/GFP-
riporteraktivitast, a cPTIO pedig novelte azt a csak szelenittel kezelt névényekhez képest (20.
abra B).
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20. abra: (A) Oldalgyokér-kezdemények ¢és kifejlett oldalgydkerek szama 7 napos vad tipusu és etrl-1
mutans Arabidopsis thaliana-ban. A névények 15 uM szelenitkezelést kaptak kiegészitve 250 uM
GSNO- vagy 800 uM cPTIO-kezeléssel. A kiilonbdz6 betiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=20). (B) X-Gluc jelolt ACS8::GUS/GFP A. thaliana oldal- és
fogyokereirdl készitett mikroszkopos felvételek. A novények szelenitet vagy szelenitet és GSNO-
t/cPTIO-t tartalmazé taptalajon néttek. A kezelési koncentraciok az elézéeknek megfeleléek voltak.
Meércék= 500 pm.
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5.3.3. 4 NO kapcsolata a strigolaktonokkal és karrikinekkel a ludfii gyokérnovekedése soran
stresszmentes koriilmények kozott

A strigolaktonok és a hozzajuk hasonld szerkezetii €s jelatvitelt karrikinek széles kori
hatast gyakorolnak a ndvényi szervek, igy a gyokérzet szerkezetének kialakitasara. Mivel a NO
is szabalyozza a gyokérnovekedést, felmeriilt a lehetdsége annak, hogy a strigolaktonok ¢és a
karrikinek a NO-jelatvitellel kapcsolédva fejtik ki a novekedést regulaldo hatasukat.
Kisérleteinkbe strigolaktonszintézisben (max1-1) és jelatvitelben (max2-1, d14), valamint
karrikin-jelatvitelben (hlt-3) hibas Arabidopsis thaliana vonalakat vontunk be, emellett a
GSNOR enzim génjében deficiens gsnorl-3, valamint az enzim génjét thlexpresszalo
35S::FLAG-GSNORI1 vonalat is felhasznaltuk.

A gsnorl-3 mutansban és a 35S::FLAG-GSNOR1 vonalban is jelentésen megemelkedett
NO-szintet detektaltunk a vad tipushoz képest (21. abra A és B). A max1-1 és a max2-1 vonalak
hasonl6 mértékben megemelkedett NO-szintet mutattak a vad tipushoz képest, ez a NO-
akkumulacié azonban kisebb mértékii volt, mint a GSNOR-mutans vonalak esetében (21. dbra
A és B). Az SNO-szint — melyet a GSNOR kozvetleniil szabalyoz — az enzim hianya esetén
magasabb, a taltermelése esetén pedig alacsonyabb volt, mint a vad tipusban (21. abra C). Ennél
érdekesebb azonban, hogy a strigolaktonmutansokban hasonléan a NO-szinthez, az SNO

mennyisége is szignifikansan magasabbnak adodott a vad tipushoz képest (21. abra C).
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0

wr gmorld 368 FLAGGSNOR! maxi-1 max21

21. abra: A NO-szint (A) és az S-nitrozotiolok mennyisége (C) 7 napos, kontrolltaptalajon nevelt vad
tipust GSNOR- és strigolaktonmutans Arabidopsis thaliana csiranovényekben. A kiilonboz6 betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10 NO esetén, n=5
nitrozotiolok esetén). (B) DAF FM DA-val jelolt A. thaliana gyokércsucsokrol késziilt reprezentativ
fluoreszcens mikroszképos felvételek. Mérce= 100 pum.
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Annak kideritése érdekében, hogy a GSNOR enzim szerepet jatszik-e a strigolaktonhiba
kovetkeztében megndovekedett NO-tartalom kialakitasaban, megvizsgaltuk az enzimet
aktivitas-, fehérje- és génszinten. A GSNOR1 gén kifejezddése nem mutatott valtozast a max
mutansokban a vad tipushoz képest (22. abra A), a fehérje mennyisége azonban jelentds
mértékben alacsonyabbnak mutatkozott (22. abra B és C). Pozitiv kontrollként feltiintettem a
35S::FLAG-GSNOR1 vonal megemelkedett GSNOR-fehérjetartalmat (22. abra B és C). A
GSNOR aktivitasa szintén szignifikansan, csaknem 50%-kal alacsonyabb volt a max1-1 és a

max2-1 vonalakban, mint a vad tipusban (22. abra D).
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22. abra: (A) A GSNOR1 gén relativ transzkript szintje kontrolltaptalajon nétt vad tipust, max1-1 és
max2-1 Arabidopsis csiranévényekben. (B,C) A GSNOR-fehérje mennyisége vad tipusu,
strigolaktonmutans és 35S::FLAG-GSNOR1 (mint pozitiv kontroll) névényekben. (D) GSNOR-
enzimaktivitds a vad tipusi és a max1l-1 és max2-1 csirandvényekben. A kiilonb6zd betik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=3 A, B, C abrarészek
esetén vagy n=5 a D 4brarész esetén).

A forditott hatést is megvizsgaltuk, és azt az eredményt kaptuk, hogy a GSNOR elégtelen
milkodése hat a strigolaktonokra, hiszen a gsnorl-3 novényvonalban a strigolaktonszintézis-

gének (CCD7, CCD8, MAX1) alulszabalyozottak voltak a vad tipusi novényekben detektalt
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génexpresszios szintekhez képest (23. abra). A MAX2 és D14 jelatviteli gének kifejezddésében

nem tapasztaltunk eltérést a vad tipushoz képest (23. abra).
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23. abra: Strigolaktonasszocialt gének relativ transzkript szintje vad tipusa (WT), gsnorl-3 és
35S::FLAG-GSNORL1 Arabidopsis thaliana csiranovényekben. A kiilonboz6 betiik a statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=3). Az adatokat az A. thaliana
ACTIN2 és GAPDH2 gének, mint belsé kontrollok felhasznaldsdval normalizaltuk. A vad tipusu
kontrollmintdkban mért relativ transzkriptszinteket dnkényesen 1-nek tekintettiilk minden gén esetében.

A strigolakton és a GSNOR-szabalyozott NO kozotti jelkapcesolatra vonatkozé adatainkat
sziikségesnek lattuk megerdsiteni, ezért 0Osszehasonlitottuk a mutdns vonalak exogén
strigolakton és exogén NO-donor-kezelésekre adott gyokérnovekedési valaszait. A rac-GR24
strigolaktonanalog fokozta a FGY megnyulasat a vad tipusban, de ez a hatas nem jelent meg a
gsnorl-3 mutansban (24. abra A). A vad tipust ludfit FGY-hossza a kiils6leg alkalmazott NO
donor (GSNO) hatasara 50%-os rovidiilést mutatott, a max1-1 és a max2-1 strigolakton-
deficiens mutansokban azonban ez a kezelés nem okozott szignifikans FGY-megnytlasgatlast

(24. ébra B).
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24. abra: (A) Hétnapos vad tipusa és gsnorl-3 Arabidopsis thaliana fégyokérhossza 2 uM GR24
jelenlétében vagy anélkiil (kontroll). (B) Vad tipusu, max1-1 és max2-1 A. thaliana f6gyokérhossza 250
uM GSNO jelenlétében vagy anélkiil (kontroll). A kiilonboz6 betlik a statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=20).

67



kol zs U_2 1_22 Eredmények

Mivel a rac-GR24 és a max2-1 mutans érinti mind a strigolakton- mind pedig a karrikin-
jelatvitelt, az eddig bemutatott adatok alapjan nem zarhaté ki, hogy a karrikinek részben
felelosek a felfedezett hatasokért. Ezt erdsitette meg a tovabbi eredményilink, miszerint a
karrikin-jelatvitelre specifikus htl-3 receptor mutans gyokerében szignifikansan magasabb NO-
szintet detektaltunk a vad tipushoz képest. A d14 strigolaktonreceptor mutans szintén magasabb
NO-szinttel birt a vad tipushoz képest, a kettés mutans (htl3/d14) NO-szintje pedig minden
vonal koziil a legmagasabb NO-szint értéket mutatta. A receptorcsalad harmadik tagja a
DWARF14-LIKE2 (DLK2), ami nem szabalyoz stigolakton-jelatvitelt. A NO-szint a DLK2
hibaja esetén is (dlk2-1, dlk2-3, dlk2-1/htl3) emelkedett a vad tipushoz képest. Nem volt
kiilonbség azonban a karrikin-jelatviteli represszor hibas smaxl/smax2 és a vad tipus NO-
szintje kozott, mig a stigolaktonszintézisben hibas max1-1 és jelatvitelben hibas max2-1 esetén

a NO-szint magasabb volt, mint a vad tipusban (25. abra).
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25. abra: NO-szintek 7 napos, vad tipusu (WT), htl-3, d14, htl3/d14, dik2-1, dlk2-3, smax1l/smax2,
max1-1 és max2-1 mutans Arabidopsis thaliana gyokércsticsaban. A statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket csillagokkal jeloltiik a Student-féle t-proba alapjan (***P<0,001, n.s.=nem szignifikans,
n=10).

5.4. ANO RESZVETELE A NOVENYEK ELEMTOBBLETTEL SZEMBENI
TOLERANCIAJANAK KIALAKULASABAN

A kovetkezo, gyakorlati jelentdséggel is bird kérdés az, hogy a ndvekedést szabalyozo
NO jatszik-e valamiféle szerepet az elemtbbletek altal okozott stressz eltlirésében. Ha igen,
akkor megvalosulhat-e a NO hatasa a ROF szabalyozasan keresztiil? A kérdések
megvalaszolasa céljabol megvaltozott NO-homeosztazisi Arabidopsis thaliana vonalakat

vontunk be a kisérleteinkbe.

5.4.1. A NO részvétele az réztobblettel szembeni tolerancidban

Elsoként rézterhelés mellett hasonlitottuk Ossze a NO-taltermeld és -alultermeld

vonalaink életképességét. Erdekes modon a NO-taltermelé noxl és gsnorl-3 vonalak
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¢letképessége jelentds mértékli csokkenést szenvedett el alacsony rézkoncentracio esetén (5 uM
Cu), de a vad tipusnal jobb életképességgel rendelkeztek nagy rézkoncentraciok mellett (26.
abra A). Az alacsony NO-tartalommal bir6 nialnia2 vonalban az 5 és a 25 uM réz a vad tipusnal
jelentdsebb életképesség-vesztést okozott, bar a legnagyobb alkalmazott rézkoncentracié (50
uM) esetén jobb életképességet detektalunk a vad tipushoz képest (26. abra A). A kiils6 NO
adagolasa (10 pM SNP) novelte a rézkezelt vad tipusu (26. abra B) és a nialnia2 (26. abra C)
novények életképességét mindharom rézkoncentracidé mellett, mig a NO eltavolitasa
stlyosbitotta az 5 és a 25 uM réz hatasat a vad tipusban (26. abra B). A nox1 mutansban a
magas endogén NO-szint eliminalasa cPTIO-val megnovelte az 5 uM réz altal redukalt

¢letképességet (26. abra D).
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26. abra: (A) A gyokérmerisztéma-sejtek életképessége kontroll és rézkezelt (5, 25 vagy 50 uM) vad
tipusa és mutans Arabidopsis thaliana vonalak esetén. (B) A gy6kérmerisztéma-sejtek életképessége
vad tipusu A. thaliana esetén. A novények 5, 25 vagy 50 uM rezet tartalmazo taptalajon ndvekedtek 10
uM SNP vagy 50 uM cPTIO jelenlétében, vagy azok nélkil. (C) A gyokérmerisztéma-sejtek
¢letképessége rézkezelt nox1l A. thaliana esetén 50 uM cPTIO hozzaadasaval vagy anélkiil. (D) A
gyokérmerisztéma-sejtek életképessége rézkezelt nialnia2 A. thaliana esetén 10 pM SNP
hozzéadasaval vagy anélkill. A statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket csillagokkal jeldltem a
Student-féle t-proba alapjan (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, n=10). ,,n.s.”= nem szignifikans.
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A ROF kismértékii taltermelése az aszkorbinsav-hianyos vtc2-1 és vic2-3 esetén azt
eredményezte, hogy ezekben a novényekben az életképesség nagymértékben lecsokkent a 25
uM rézterhelés hatasara (26. abra A). Ezzel ellentétben a csokkent ROF-tartalom a miox4
vonalban a vad tipusnal jobb ¢életképességet eredményezett minden rézkoncentracio esetén (26.
abra A). Mivel az adataink arra utaltak, hogy a NO hozzajarul a réztiiréshez a ROF pedig
érzékenységet fokoz, megvizsgaltuk annak a lehet6ségét, hogy a NO a ROF-szintek
csokkentése révén képes-e a réztolerancia fokozasara. A vad tipust ludfi gydkerében tapasztalt
rézindukalt O2°*"-szintnovekedés a NO-tultermeld vonalakban nem kovetkezett be, azok eleve
alacsony szintje kontrollkozeli maradt a réz jelenlétében is (27. dbra A). Erdekes modon a
nialnia2 mutans nagy O>*-tartalma a réztobblet hatasara csokkenést mutatott (27. abra A).
Rézindukalt HoO»-felhalmozodas csupan a NO-hianyos nialnia2 esetén tortént, mig a NO-
taltermelé vonalak gyokereiben a vad tipushoz hasonléan a H»O»-szint réz altal kivaltott
csokkenését detektaltunk (27. abra B). Felmeriilt az a kérdés is, hogy vajon az aszkorbinsav-
mutaciok befolyasoljak-e a NO-szintet rézkezelés hianyaban, illetve jelenlétében.
Kontrolltaptalajon novesztve mindharom mutans (vtc2-1, vtc2-3, miox4) a vad tipusnal
alacsonyabb NO-szintet mutatott a gyokerében, és a réz koncentracioi nem okoztak szignifikans
valtozast sem a vad tipusa (WT), sem pedig a ROF-asszocialt mutansok NO-tartalmaban (27.

abra C).
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27. abra: A szuperoxid gyokanion (A) és hidrogén-peroxid (B) szintje kontroll és rézkezelt (5, 25 vagy
50 uM) vad tipusu, nox1, gsnorl-3 és nialnia2 Arabidopsis thaiana gyokércsucsaban. (C) Nitrogén-
monoxid-szint kontroll és rézkezelt vad tipust, vic2-1, vic2-3 és miox4 A. thaliana gyokércsticsaban. A
kiilonboz6 betiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05,
n=10).
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Tovabbi kisérleteinkben a NO-alultermelé nialnia2noal-2 tripla mutans névényvonal
réztiirését és NO-szintjét vettilk gorcsé ala. A hétnapos 5 uM és 25 uM koncentracioj
rézterhelés nem okozott életképesség-csokkenést a vad tipusu gydkerek merisztémajaban, de a
25 uM réz jelentds életképesség-vesztést eredményezett a tripla mutans esetén (28. abra A és
B). A cPTIO alkalmazasa rontotta a réz altal csokkentett életképességet a vad tipusu ludfi
esetén, az SNP NO-donor alkalmazasa pedig nem befolyasolta azt (28. dbra A), de ndvekedést

eredményezett a tripla mutans gyokér-¢letképességében 25 uM rézterhelés mellett (24. abra B).
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28. abra: (A) A gyokérmerisztéma-sejtek életképessége kontroll és rézkezelt Arabidopsis thaliana
novényekben, melyek a réz mellett 10 uM SNP- vagy 50 uM cPTIO-kezelést is kaptak, vagy nem kaptak
(-SNP/-cPTIO). (B) Kontroll és rézkezelt nialnia2noal-2 novények gyokérsejtjeinek életképessége 10
pM SNP jelenlétében vagy hianyaban. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket csillagokkal
jeloltem a Student-féle t-proba alapjan (**P<0,01; ***P<0,001, n=15). ,,n.s.”= nem szignifikans.

Megvizsgaltuk tovabba, hogy a nialnia2znoal-2 mutans rézérzékenységéhez milyen
ROF-szintek tarsulnak. Fluoreszcens probakkal detektaltuk a nagy reaktivitasa ROF (highly
reactive ROF, hROF foként a ONOQ") és az intracellularis ROF (foként H20,) tartalmakat;
ezek szignifikansan nagyobbnak mutatkoztak a nialnia2noal-2 mutansban a vad tipushoz
képest stresszmentes koriilmények kozott (29. abra). A 25 uM rézterhelés szignifikans
csokkenést okozott a mutans gyokerek hROF-szintjében, &m az még igy is joval magasabb
maradt, mint a vad tipusu névények hROF-szintje (29. abra A és C). A mutans intracellularis
ROF szintjében a rézkezelések nem okoztak szignifikans valtozast, mig a vad tipusban a réz

novelte azt (29. abra B és C).
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29. abra: Nagy reakcidoképességli reaktiv oxigénformdk (hROF, A) és intracellularis reaktiv
oxigénformak (B) szintjei vad tipust és nialnia2noal-2 Arabidopsis thaliana gyokerében. A novények
kontrollkdriilmények kdzott vagy 5 vagy 25 uM réz jelenlétében ndvekedtek 7 napig. A kiilonbozé betiik
a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (p<0,05, n=10). (C)
Fluoreszcens probakkal (hROF esetén APF, intracellularis ROF esetén H.DCF-DA) jelolt kontroll és 25
uM rézkezelt A. thaliana gyokércsucsokrol késziilt reprezentativ mikroszkopos felvételek. A fehér nyil
a fogyokér-merisztémat jeldli, ahol a fluoreszcencia intenzitasanak mérése tortént. Mérce= 1mm.

5.4.2. A NO és a fitohormonok részvétele a szelenittel szembeni tolerancia kialakulasaban

Farmakologiai és genetikai modszerekkel utanajartunk annak, hogy a NO, illetve az
auxin, a citokininek és az etilén hogyan befolyasoljak a szelenittoleranciat Arabidopsis
modellben.

Az aux1-7 mutansok gyokér-¢letképessége a vad tipushoz hasonlo csokkenést szenvedett
el a szelénkoncentraciok (10, 20, 40 uM szelenit) jelenlétében, mig a citokininttltermeld ipt-
161 és az etiléninszenzitiv etrl-1 vonalak életképessége egyaltalan nem, vagy csak Kis
mértékben csokkent (30. abra).
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30. abra: Négynapos vad tipust és hormonmutans Arabidopsis thaliana vonalak gyokérmerisztémasejt-
¢letképessége 0, 10, 20 vagy 40 uM szelenit jelenlétében. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
csillagokkal jeloltem a Student-féle t-proba alapjan (*P<0,05; ***P<0,001, n=10). ,n.s.”= nem
szignifikans.

Az alacsony citokinintartalommal bir6 35S::CKX2 és a citokinininszenzitiv cyrl
mutansok mindharom szelenitdo6zis esetén a vad tipusnal alacsonyabb életképességet mutattak
(31. abra A). Ennek latszolag ellentmond, hogy a BA alkalmazasa a vad tipusban életképesség-
romlast okozott mindharom szelenitkoncentracié6 mellett alkalmazva (31. abra B). A NO-
taltermel6 gsnorl-3 egyik szelénkoncentracio mellett sem mutatott életképesség-vesztést (31.
abra A). Ami a nialnia2 NO-alultermeld vonalat illeti, a szelenitre adott ¢letképesség-beli
valasza diverz volt, hiszen a 10 uM szelenit a vad tipusnal kisebb mértékii életképesség-
csokkenést okozott, mig a 40 uM szelenit esetén az életképessége csupan a kontrollénak a kb.
10% volt (31. abra A). A NO szelenittiirésben vald részvételét tovabb vizsgalva
megallapitottuk, hogy a vad tipusi novények NO-szintjének SNAP alkalmazéasaval valod
megemelése a 40 uM szelenit jelenlétében javult életképességet eredményezett a csak

szelenittel kezelt novényekhez képest (31. abra B).
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31. abra: (A) Gyodkérmerisztéma-sejtek életképessége 10, 20 vagy 40 uM szelenit jelenlétében ndtt vad
tipust és mutans Arabidopsis thaliana vonalak esetén. (B) Gyokérmerisztéma-sejtek életképessége vad
tipusu A. thaliana esetén. A névények 10, 20 vagy 40 uM szelenit jelenlétében novekedtek, és 100 uM
SNAP vagy 0,1 uM BA kezelést kaptak, illetve anélkiil néttek (-SNAP/-BA). A statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeloltem a Student-féle t-proba alapjan (¥*P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001, n=10).

5.4.3. A NO-jelatvitel szerepe a cinktolerancia kialakitasaban ludfiiben

A gsnorl-3 NO-ttltermelé vonal el6zéekben bemutatott figyelemre méltd réz- és
szeléntlirése mellett tanulmanyoztuk annak a lehetdségét is, hogy az a cinktobblettel szemben

ey

esetén a gsnorl-3 gyokérmegnyulasi képességbdl szamitott toleranciaindexe jelentds
mértékben meghaladta a vad tipusét, mig a GSNOR-t taltermeld 35S::FLAG-GSNOR1
toleranciaindexe alacsonyabbnak bizonyult (32. abra A). A csiranévények novekedését

kontrollesetben és cinktobblet mellett a 32. abra B része mutatja.
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32. abra: (A) Cinktolerancia-index (kontroll%) 7 napos vad tipust, 35S::FLAG-GSNORL1 és gsnorl-3
Arabidopsis thaliana esetén. A novények kontroll (15 uM cink tartalmi) vagy 250 uM cinket tartalmazo
taptalajon novekedtek. A kiilonbdzo betlik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-
teszt alapjan (P<0,05, n=20). (B) Kontroll és 250 uM cinkkel kezelt, 7 napos A. thaliana
csirandvényekrol késziilt reprezentativ felvételek. Mérce= 1 cm.

A felhalmozott cink mennyiségét fluoreszcens jeldléssel kovetve megallapitottuk, hogy
az nem kiilonbo6zott jelentés mértékben a ndvényvonalak gyokerének felszivasi zonajaban (33.
abra A és C). Meg kell emliteni azonban, hogy a gsnorl-3 és a 35S::FLAG-GSNOR1
gyokérmerisztémajanak cinkakkumulécios képessége kissé alacsonyabb volt a vad tipushoz

képest (33. abra B és D).

75



kol zs U_2 1_22 Eredmények

C Kontroll 250 zn

A 1 Kontroll Q
[ 250 uM Zn g
o
[ ] &
gsnor!-3 i :,‘
[ FHe &
o4
[
355::FLAG-GSNOR1 pm G R
= FHD % 3
L
T >
B0}
| —| ¢
el —cT
s
-

0 2000 4000 EOOD BODO 10000 12000 14000 16000 18000

pixelintenzitas (Zinquin)

Kontroll 250 Zn

B [ Kontroll
[ 250 uM Zn

«Q
]
e ]| =
gsnort-3 m Q
R | =
W
® W
355::FLAG-GSNOR1 BH [ORS)]
o
= i? 3
wT g (P

I HHe

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 . .
pixelintenzitas (Zinquin)

33. abra: Cinkszintek (Zinquin-jeloléssel becsiilve) kontroll és 250 uM cinkkel kezelt vad tipusu,
35S::FLAG-GSNORL1 és gsnorl-3 Arabidopsis thaliana novények gyokerének felszivasi (A) és
osztodasi (B) zonajaban. A kiilonbozé betiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a
Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10). Reprezentativ mikroszkopos felvételek a vad tipusu és mutans A.
thaliana fogyokerek felszivasi zonajarol (C) és csticsarol (D) kontroll és 250 uM cinkkezelés esetén.
Meércék= 500 pm.

1M

A cinktobblet a NO- és az SNO-szinteket megnovelte a vad tipusu ladfii gyokerében, a
gsnorl-3 esetében azonban nem (34. abra A ¢és B). Mivel a GSNOR enzim hianyaban
megvalosult a NO- és az SNO-szintek kontrollalasa, igy ennek hatterében egy GSNOR-
fiiggetlen szabalyozasi folyamatot sejtettiink. Ezért megvizsgaltuk a NADPH-fliggd tioredoxin-
reduktaz aktivitast, ami cinkindukalt névekedést mutatott a gsnorl-3-ban, ellentétben a vad
tipusban és a 35S::FLAG-GSNOR1-ben tapasztalt aktivitasvesztéssel (34. abra C). A TRXh3
tioredoxin gén expresszios szintje a cink jelenlétében szignifikansan megnétt a vad tipusban,
viszont nem valtozott a kontrollhoz képest a gsnorl-3-ban (34. abra D). A TRXh5 gén esetében

egyik vonalban sem tortént expresszios valtozas cink hatasara (adatok nincsenek bemutatva).
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34. abra: NO-szint a gyokércstcsban (A) és az S-nitrozotiolok mennyisége teljes csirandvényekben (B)
kontroll vagy 250 uM cinkkezelt vad tipusu, 35S::FLAG-GSNORL1 és gsnorl-3 Arabidopsis thaliana
esetén. (C) NADPH-fiiggd tioredoxin-reduktaz (NTR) aktivitas kontroll és cinkkezelt A. thaliana
csirangvényekben. (D) A TRXh3 gén relativ transzkript szintjei vad tipusu és GSNOR-mutans A.
thaliana novényekben kontrollallapotban és 250 uM cinkterhelés mellett. Az adatokat az A. thaliana
ACTIN2 és GAPDH2 gének, mint belsd kontrollok felhaszndldsaval normalizaltuk. A vad tipusu
kontrollmintakban mért relativ transzkriptszinteket onkényesen 1-nek tekintettiik. A kiilonb6z6 betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10 a NO-szint
esetén, n=5-7 az SNO-tartalom és NTR-aktivitas esetén, n=3 a transzkriptszint esetén).

A vad tipusban és a 35S::FLAG-GSNOR1 vonalban tapasztalt cinkindukalt NO- és SNO-
szintnovekedés hatterében tanulméanyoztuk a GSNOR-aktivitas, fehérjemennyiség ¢és
génkifejez0dés valtozasait. A cink tobblete szignifikansan csokkentette az enzim aktivitasat
(35. abra A) a vad tipusban és a 35S::FLAG-GSNORL1 ludfiiben. Ez utobbi vonalban az
aktivitasvesztés mértéke dsszevethetd volt a GSNOR-mutécio esetén tapasztalttal (35. abra A).
Az enzimfehérje mennyisége sem a vad tipusban, sem pedig az enzimet tiltermeld vonalban
nem mutatott cinkindukalt csokkenést (35. abra C és D). A GSNOR1 gén expresszidjaban a cink

nem okozott valtozast egyik vonalban sem (35. abra B).
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35. abra: A GSNOR enzim aktivitasa (A) és a GSNOR1 gén relativ transzkript szintje (B) kontroll és
250 uM cink jelenlétében 7 napig nétt vad tipust, 35S::FLAG-GSNORL ¢és gsnorl-3 Arabidopsis
thaliana esetén. Az adatokat az A. thaliana ACTIN2 és GAPDH2 gének, mint belsé kontrollok
felhasznalasaval normalizaltuk. A vad tipusi kontrollmintdkban mért relativ transzkriptszinteket
onkényesen 1-nek tekintettiik. A kiilonb6z6 betiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a
Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=5 az aktivitas esetén, n=3 a transzkriptszint esetén). ,,n.s.” nem
szignifikans. (C) GSNOR-fehérjemennyiség vad tipusti és mutans A. thaliana vonalakban 250 uM cink
jelenlétében vagy anélkiil (kontroll). Az anti-aktinnal végzett western blot analizis ,loading
kontrollként” szolgalt. (D) A fehérjesavok denzitasat GelQuant szoftverrel kvantifikaltuk. A D abrarész
mintasorrendje megfelel a C abrarészen feltiintetett sorrenddel.

Irodalmi adatok alapjan feltételeztik a H202 szerepét a GSNOR enzim
poszttranszkripcionalis szintli inaktivaciojaban. A cink tobblete H202-akkumulaciot okozott
mindharom névényvonal gyokerében (36. abra A), ami a vad tipus és a gsnorl-3 esetén egylitt
jart a glutationtartalom csokkenésével (36. abra B). A cinkindukalt H2O2-felhalmozast az
exogén glutation alkalmazasa mérsékelte mindkét vonal esetén (36. abra C). Fontos
eredménytink, hogy a glutation kiilsé alkalmazasa kontrollszintre allitotta vissza a 250 uM cink
jelenlétében lecsokkent GSNOR-aktivitast a vad tipusban, valamint szignifikdns mddon

mérsékelte az aktivitascsokkenést a 35S::FLAG-GSNORL1 vonalban (36. abra D).
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36. abra: A hidrogén-peroxid szintje (A) és a glutationtartalom (B) vad tipust és GSNOR-mutans
Arabidopis thaliana csiranévényekben 250 uM cink jelenlétében vagy hidnyaban (kontroll). Hidrogén-
peroxid-szint (C) és GSNOR-aktivitas (D) kontroll vagy 250 uM cinkkel kezelt vad tipusu és
35S::FLAG-GSNORL1 csirandvényekben 1 mM glutation hozzaadasaval (+glu) vagy anélkiil. A
kiilonboz6 betiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05,
n=10 a H,O,-szintek esetén, n=5 a GSNOR-aktivitas esetén).

5.5. A NO RESZVETELE A NITRO-OXIDATIV STRESSZ KIALAKITASABAN
ELEMTOBBLETEK HATASARA KULONBOZO NOVENYFAJOKBAN

Az elozoekben felvazolt, fémtirést fokozo hatasa mellett a NO és a beldle szarmazoé
diverz molekulacsoport, a reaktiv nitrogénformdk bizonyos koriilmények kozott
hozzajarulhatnak a masodlagos nitrozativ stressz kialakulasahoz. Tovabba mivel a RNF és a
ROF metabolizmusa szorosan Osszekapcsolddik, célszerli a nitrozativ és oxidativ (nitro-

oxidativ) stresszfolyamatokat egyiittesen vizsgalni.
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5.5.1. Cink- és cink-oxid nanorészecske-kezelések daltal okozott nitro-oxidativ stressz a

Brassicaceae novénycsaladban

5.5.1.1. Cinkindukalt NO-asszocialt fehérjemodosulasok Arabidopsis thaliana
csirandovényekben

Az eldz6 fejezetben bemutatott, cink hatdsara a ludfiiben megndvekedett NO- és SNO-
szintek (34. abra A ¢és B) fokozott fehérje S-nitrozilaciot josoltak, amit egy névénybioldgiaban

ujnak szamitd modszerrel, a RSNO-RAC technikaval vizsgaltunk.
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37. abra: Fehérje S-nitrozilaciot jelzo eziisttel festett SDS (12%) gél kontrollkériilmények k6zott nott
és 250 uM cinkkezelésnek kitett vad tipusa Arabidopsis thaliana csiranévények esetén. Az 1 mM
GSNO-val inkubalt mintadk pozitiv kontrollként szerepeltek (+GSNO), mig az aszkorbatot nem
tartalmazo mintdk negativ kontrollok voltak (-Asc). ,,Loading kontrollként” Coomassie-festett gél
szolgalt. Osszes aszkorbat peroxidaz (APX, B) és katalaz (KAT, C) aktivitasa 250 uM cink hozzaad4sa
nélkiil (kontroll) és annak jelenlétében nétt vad tipusu, 35S::FLAG-GSNORL1 és gsnorl-3 A. thaliana
csirandvényekben. A kiillonbozo betiik a statisztikailag szignifikans kiillonbségeket jelzik a Duncan-teszt
alapjan (P<0,05, n=5).

A modszer validacioja céljabol a fehérjekivonatot 1 mM GSNO NO-donorral kezeltiik

aszkorbat jelenlétében (+GSNO/+Asc); ezek a mintdk pozitiv kontrollként szolgéltak, és

80



kol zs U_2 1_22 Eredmények

nagymértékben megnovekedett S-nitrozilacios jelet mutattak (37. abra A). A GSNO-kezelt
mintdkban aszkorbat hidnydban az S-nitrozildlt fehérjék feldusuldsa kisebb mértékii volt.
Enyhén fokozott S-nitrozilacié volt kimutathato a 250 uM cink jelenlétében, hét napig nevelt
vad tipusu ludfii csirandvényekbdl szarmazo fehérjekivonatban a kontrollhoz képest (nyilakkal
jelolve a 37. abra A részén).

3. tablazat: Cinkindukalt S-nitrozilaciot mutaté fehérjék harom, fiiggetlen kisérletben nevelt
vad tipust Arabidopsis thaliana névényekben (1., 2. és 3. ismétlés).

+Asc/- +Asc/- +Asc/-

Fehérje kDa Azonosité peppdek A,SC A,SC A,SC
szama arany arany arany
1.ism. 2.ism. 3.ism
Laktat/malat-dehidrogenaz 35 AT1G04410.1 2 10.12  66.35 5.71
csalad fehérje
L-aszkorbat-peroxidaz 1, 27  AT1G07890.1 3 7655 6763  2.66

citoplazmikus

Glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz GAPC2, 37 AT1G13440.1 5 7.25 6.87 2.27
citoplazmikus

Riboszémalis fehérje
S5/Elongacios faktor G/ 94 AT1G56070.1 7 4.15 3.29 2.94
csalad fehérje

Riboszémalis fehérje

L14p/L23e csalad fehérje 15 AT1G04480.1 2 7.96 4.33 1.80
S;Z?;j?gz':jsefehérje L19e 25 AT1G02780.1 2 201 892 210
g)toszintetikus elektrontranszfer o ATCG00720.1 5 211 597 173
E;g%slf‘ir?”eé';z;féh dé;fhérje 20  AT1G27400.1 3 5.20 8.03 152
Metionin adenoziltranszferaz 3 42 AT2G36880.1 3 5.11 3.78 1.72
ribuléz biszfoszfat karboxilaz 20 AT1G67090.1 4 6.60 273 194

kis alegység 1A

Az S-nitrozilacids modosulason keresztiilmend fehérjejeldlteket LC-MS/MS technikéval
azonositottuk. A GSNO-kezelt csirandvényekben 69 fehérjét azonositottunk, melyek in vitro S-
nitrozilacios célpontoknak tekinthetok (Fiiggelék 6. tablazat). In vivo koriilmények kozott

(vagyis GSNO-kezelés nélkiil) 26 fehérje bizonyult S-nitrozilacids célpontnak a cinkterhelést
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nem kapott, kontrollnévényekben (Fiiggelék 7. tablazat). Ami a cinkkezelt névényekbdl
szarmaz6 mintakat illeti, 10 protein felelt meg a kdvetelményeknek, ennek alapjan igéretes S-
nitrozilacios célfehérjékként tekinthetiink rajuk (3. tablazat). Ezek kozott alapvet metabolikus
enzimfehérjéket talalunk, mint példaul a laktat/malat-dehidrogenaz, glicerin-aldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz vagy a metionin-adenoziltranszferaz.

A szintén a listdban szerepld APX1 csak ¢€s kizarolag cinkstressz jelenlétében mutatott S-
nitrozilacidos modosulast, ezért vizsgalatainkat kiterjesztettiilk az APX-aktivitds mérésére is. A
cinkindukalt APX-aktivitas csokkenését tapasztaltuk a vad tipus mellett a két GSNOR-mutans
vonalban is (37. abra B). Ezzel megegyez6 valaszt mutatott az APX mellett a H2O,-
detoxifikacioban kozremikodé KAT enzim aktivitasa is a cinkstresszre (37. abra C).

Az APX-fehérje mennyiségét az aktivitascsokkenéssel Osszefiiggésben csokkentette a
cinktobblet a vad tipusu és a gsnorl-3 vonalakban, de a fehérjemennyiség kisebb mértékben
valtozott a GSNOR-tultermel6 vonalban (38. abra A és B).
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38. abra: GSNOR-fehérje mennyiséget jelzé western blot membran vad tipusu és mutans Arabidopsis
thaliana vonalakban 250 uM cink jelenlétében vagy anélkiil (kontroll). Az anti-aktinnal végzett western
blot analizis ,,loading kontrollként” szolgalt. (B) A fehérjesavok (1,2,3) denzitasat GelQuant szoftverrel
kvantifikaltuk.
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Az S-nitrozilacido mellett gorcsd ala vettiikk a nitrozativ stressz markerének tekinthetd
fehérjetirozin-nitraciot a kezelést nem kapott, kontroll és a cinkterhelésnek kitett vad tipusu és
GSNOR-mutans A. thaliana csiranovényekben. A 3-nitrotirozin elleni antitestre mutatott
immunpozitivitast a kis molekulasuly-tartomanyban (16-30 kDa) detektaltuk (39. abra). Nyolc
fehérjesavot valasztottunk ki, melyek jeldenzitasat szoftveresen kvantifikaltuk. A legtobb
fehérjesav nitracios jele kismértékii cinkindukalt intenzitasndvekedést mutatott a vad tipust és
a 35S::FLAG-GSNOR1 vonalakban, mig a gsnorl-3 névényekben a cinkterhelés csokkentette
fehérjenitracios mintdzat és intenzitds megegyezett a vad tipusban kimutatottal, és a cink nem
okozta 1 nitralt fehérjesdvok megjelenését a membranon egyik novényvonal esetében sem (39.

abra).
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39. abra: 3-nitrotirozin elleni antitesttel reagaltatott, kontroll- és 250 uM cinkkezelt vad tipusta és
GSNOR-mutans Arabidopsis thaliana csiran6vényekb6l szarmazé fehérjekivonat western blot
membranja. A kvantifikalt fehérjesavokat szamokkal jeldltiik a membranon. A grafikonok az egyes
fehérjesavokban mért pixeldenzitasokat mutatjak.

5.5.1.2. Cinkindukalt nitro-oxidativ jelatvitel Brassica fajokban

A NO stresszt kialakito hatasat a gazdasagi jelentGségli Brassica juncea és Brassica
napus fajok szerveiben is vizsgaltuk cinkterhelés (0, 50, 150, 300 pM cink-szulfat, 7 napig)
hatasara. A B. juncea jelentds cinktiirést mutatott a B. napus-szal szemben, amire az

¢letképesség-vesztés (40. abra) és a gyokérrovidiilés hianya (1. tablazat) mutatott ra.
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40. abra: Gyokérmerisztéma-sejtek életképessége kontroll, 50, 150 vagy 300 uM cinkkel, 7 napig kezelt Brassica
juncea és Brassica napus esetén. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeloltem a Student-féle
t-proba alapjan (¥*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, n=10). ,,n.s.”= nem szignifikans.

Az 50 és a 100 uM cinkkoncentraciok szignifikans O2°* -produkciét okoztak a B. napus
gyokereiben, mig ezek a dozisok csokkentették a O2*"-szintet a B. juncea-ban (41. abra A). A
hatasara (41. abra B). A cinkterhelés nem valtoztatta meg a H2O»-szintet a B. juncea esetén, de
a 300 uM cink szignifikansan novelte azt a B. napus gyokerében (41. abra C). A Hy0»-t
detoxifikalo egyik antioxiddns enzim, az APX aktivitdsa nem véaltozott a kontrollhoz képest a
cinkkezelt B. juncea gydkereiben, de csokkent a B. napus esetén (a 150 uM cinkkezelés esetén,
41. abra D). A NO-szint mindkét faj gyokerében nétt a nagy cinkddzisok hatasara (41. abra E),
a ONOO"-szintje azonban a B. napus-ban nem valtozott szignifikansan, de a B. juncea-ban

jelentésen megnott a cinkterhelés hatasara (41. abra F).

84



kol zs U_2 1_22 Eredmények

7000 ¢ 180
A 2 — Kontroll B
T =2 50Zn 160 a
6000.1 [ == 15020

. 300 Zn

140
120 cd
100 +
80
60

Szuperoxid gyokanion szintje
(DHE fluoreszcencia)
SOD-aktivitas
(unit/mg friss tomeg)

2500

Hidrogén-peroxid szintje
(Rezorufin fluoreszcencia)
APX-aktivitas
(unit/mg friss tomeg)

4000

3000 +

2000

1000

NO-szint
(DAF fluoreszcencia)
Peroxinitrit szintje
(APF fluoreszcencia)

B. juncea B. napus B. juncea B. napus

Kontroll 300 Zn Kontroll 300 Zn Kontroll 300 Zn Kontroll 300 Zn

41. abra: Szuperoxid gyokanion szintje (A), SOD-aktivitas (B), hidrogén-peroxid szintje (C), APX-
aktivitas (D), NO-szint (E) és peroxinitrit szintje (F) 0 (kontroll), 50, 150 vagy 300 uM cinkkezelés
mellett nevelt Brassica juncea és Brassica napus novények gyokereiben. A kiilonbozé betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10 A, C, E, F
esetében, n=3 B és D esetében). (G) Reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek kontroll és 300
uM cinkkezelt Brassica napus gyokércsticsairdl (balrdl jobbra: szuperoxid gydkanion-specifikus DHE
jelolés, hidrogén-peroxid-specifikus Ampliflu™ jelolés, NO-specifikus DAF-FM DA jelolés, ONOO™-
specifikus APF jeldlés). Mérce= 200 pm.

A két faj gyokérzetében tanulmanyoztuk a fehérjetirozin-nitraciot, melynek sorén
megallapitottuk, hogy a kezeletlen novényekben hét fehérjesav mutat nitracios jelet (42. abra
A). A 300 uM cinkkezelésnek kitett ndvények gyokerében mind a hét fehérjesav immunpozitiv
jele er6sodott a kontrollhoz képest, és nem adodott jelentds kiilonbség a fajok nitracios

valaszaban (42. dbra A). Az oxidativ stressz markere, a lipidperoxidacié a B. napus
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gyokércsucsaban detektalhato volt in vivo festési eljarassal, azonban a B. juncea gyokércstcsai

nem mutattak cinkindukalt lipidperoxidaciot (42. abra B).
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42. abra: (A) Fehérjetirozin-nitracio kontroll és 300 uM cinkkezelt Brassica juncea és Brassica napus
gyokerében. Pozitiv kontrollként nitralt marhaszérum-albumint (NO2-BSA) hasznaltunk. (B)
Lipidperoxidaciot jelz6 Schiff-reagenssel jelolt Brassica-gyokércsucsokrol késziilt fluoreszcens
mikroszkopos felvételek. Mérce= 200 pm.

Hosszabb tavu cinkterhelés (150 pM, 14 nap) esetén megfigyeltiik, hogy a Brassica fajok
szervei eltérd fehérjenitracios valaszt mutattak. Mindkét faj egészséges egyedeinek hajtasaban
erdsebb nitraciods jelet detetaltunk a gyokérhez viszonyitva (43. dbra). A cinkkezelés hatasara a
B. juncea hajtasaban az 50, 37 és a kb. 12 kDa-os fehérjesavokban a nitracioé csokkent, és két
0j immunpozitiv sav jelent meg 15 €és 20 kDa kozotti molekulasuly-tartomanyban (nyilakkal
jelolve a 43. abran). A cinkkezelt B. napus hajtasaban a nitracios jelek csokkentek az 50, 37,
25 ¢és kb. 12 kDa-os savokban, mig masik két fehérjesav esetén novekedést figyeltiink meg.
Ezekkel szemben mindkét faj gydkérzetében cinkindukalt nitraciofokozodast talaltunk, bar ez

a B. juncea fajban erételjesebbnek bizonyult (43. abra).
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43. abra: Fehérjetirozin-nitracio kontroll (K) és 150 uM cinkkel 14 napig kezelt Brassica juncea és

Brassica napus gyokerében és hajtasaban. Pozitiv kontrollként nitralt marhaszérum-albumint (NO.-
BSA) hasznaltunk. A piros nyilak a Zn hatasara megjelend immunpozitiv fehérjesavokat jelzik.

5.5.1.3. Cink-oxid nanorészecskék altal okozott nitro-oxidativ stresszjelatvitel Brassica

fajokban

Tovabbi kisérleteinkben a nano-cink nitro-oxidativ jelatvitelre gyakorolt hatasat
térképeztiik fel, és a vizsgalati novényeink az el6z6ekhez hasonldan a Brassica napus és a
Brassica juncea voltak. A névényeket kb. 8 nm méretii cink-oxid NP-dézisok (0, 25 vagy 100
mg/L) jelenlétében csirdztattuk 5 napig.

A cink-oxid NP 25 mg/L koncentracioban mindkét faj ndvekedését elomozditotta, a 100
mg/L-es dozis azonban jelentdsen gatolta (44. abra A). A gyokérmerisztéma-sejtek
¢letképessége a B. napus-ban koncentraciofiiggd csokkenést mutatott, és a nagyobb NP-dozis
esetén csaknem 80%-os életképesség-vesztés tortént. A B. juncea gyokerek életképessége nem
csokkent a kisebb NP-terhelés esetén a kontrollhoz képest, azonban a nagyobb dozis kb. 40%-

0s csokkenést eredményezett (44. abra B és C).
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44, abra: (A) Kontroll (0 mg/L) és cink-oxid (ZnO) nanopartikulummal (25 vagy 100 mg/L) 5 napig
kezelt Brassica napus és Brassica juncea csirandvényekrdl késziilt reprezentativ felvételek.
Kezelésenként hdrom csirandvény lathato. Mércék=1 cm. (B) A gydkérmerisztéma-sejtek életképessége
0, 25 vagy 100 mg/L cink-oxid nanopartikulum jelenlétében nétt Brassica csirandvények esetén. A
kiilonb6zo betiik a statisztikailag szignifikans kiillonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05,
n=20). (C) FDA-probaval jelzett kontroll és cink-oxid nanopartikulummal kezelt Brassica
csirandvények gyokércsticsairdl készitett reprezentativ mikroszkopos felvételek. Mérce= 250 pum.

A NP-kezelés koncentraciotol fiiggden megnovelte a cinkkoncentraciot a Brassica
novények gyokerében és hajtasaban is (45. abra A). Ugyanakkor megjegyzendd, hogy a
gyokerekben tizszer annyi cink raktarozodott, mint a hajtasban. A B. juncea gydkerében
szignifikdnsan alacsonyabb, hajtasdban szignifikdnsan magasabb cinkkoncentréaciot alakitott ki
a 100 mg/L NP-dozis, mint a B. napus esetén, igy a szamitott transzlokacios faktor értéke a B.
juncea esetén kozel haromszorosa volt a B. napus-énak. Transzmisszios elektronmikroszkopos
felvételek igazoltak tovabba, hogy a 8 nm méretli NP-ok internalizalodtak a gyokérsejtekbe, és
azok sejtfalainak kozéplemezében, plazmodezmékban ¢és mitokondriumokban voltak

kimutathatoak (45. abra B).
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45. abra: Cinkion-koncentracio (A és B) és transzlokacios faktor 0, 25 vagy 100 mg/L cink-oxid (ZnO)
nanopartikulum jelenlétében 5 napig nevelt Brassica napus és Brassica juncea csiranévények
gyokerében (A) és hajtasaban (B). A kiilonb6z6 betiik a statisztikailag szignifikans kiillonbségeket jelzik
a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=3). (D-F) Transzmisszios elektronmikroszkopos felvételek, melyek
a ZnO nanorészecskék jelenlétét mutatjak az 5 napig 100 mg/L ZnO nanopartikulum jelenlétében nevelt
Brassica csiranovények gyokérsejtjeiben. ZnO nanopartikulumok a plazmodezmakban (D, fekete
nyilakkal jelolve és nagyitott képen), a sejtfal kozéplemezében (E) és a citoplazméban (F, fekete
nyilakkal jelolve és nagyitott képen, M=mitokondrium, N=nukleusz). Mércék= 5 pm (D és F), 2 uym
(nagyitott képek az D és az F abrarészben), 500 nm (B).

A stresszhatasokat kdvetden az egyik elsoként keletkez6 ROF a O2*", melynek szintje
dozisfiiggd emelkedést mutatott mindkét faj gyokerében (46. abra A és B). A 100 mg/L cink-
oxid NP-kezelés két (1j NOX izoenzim megjelenését eredményezte mindkét fajban (46. abra C).
Tovabba mindkét fajban csokkent a SOD enzimek aktivitdsa a 25 mg/L-es kezelés esetén, és az
aktivitas szignifikdns novekedése csak a 100 mg/L-kezelt B. juncea gyokerekben volt
kimutathat6 (46. abra D). A SOD izoenzimek vizsgalata kiilonbségeket tart fel a fajok kozott,
hiszen a B. napus esetén a cink-oxid NP jelenléte novelte a Fe SOD és a Mn SOD aktivitasat,
de csokkentette a harom Cu/Zn SOD izoenzim aktivitasat, mig a B. juncea esetén a Mn SOD
aktivitasa csokkent, a Fe SOD ¢s a Cu/Zn SOD izoenzimek aktivitdsa pedig NP-indukalt
novekedést mutatott (46. abra E).
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46. abra: (A) Szuperoxid gydkanionok szintje kontroll (0 mg/L) vagy cink-oxid (ZnO)
nanopartikulummal (25 vagy 100 mg/L) kezelt 5 napos Brassica juncea és Brassica napus
csirandvények gyokércsticsaiban. A kiilonb6zo betlik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik
a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10). (B) DHE-probaval jelolt Brassica-gyokércsucsokrol késziilt
fluoreszcens mikroszkopos felvételek. Mérce= 250 um. Kontroll (0 mg/L) és ZnO nanorészecske-kezelt
Brassica csirangvényekben azonositott NADPH-oxidaz (NOX) izoenzimek (NOX #1, NOX#2, NOX
#3) elvalasztasa nativ gélben (C), és a SOD enzim aktivitasa (D). A kiillonb6zo6 betiik a statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (p<0,05, n=3). (E) SOD izoenzimek (Mn SOD,
Fe SOD, Cu/Zn SOD) aktivitasa nativ gélben.

A H20: szintje a B. juncea kontrollegyedeinek gydkerében szignifikansan magasabb volt
a B. napus-hoz képest, bar a cink-oxid NP-ok jelenléte csokkenést okozott mindkét fajban (47.
abra A és C). Az APX aktivitasa szignifikansan csokkent a 100 mg/L NP-kezelt B. napus
gyokerekben, mig ugyanez a dozis jelentésen megnovelte a B. juncea-gyokerek kontrollban
tapasztalt alacsony APX-aktivitasat. Ami a 25 mg/L-es cink-oxid NP-dozist illeti, az nem

okozott valtozast a B. napus gyokereinek APX-aktivitasaban, de csokkenést valtott ki a B.
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juncea esetén (47. abra B). Az aktivitassal megegyez6 moédon valtozott az APX-fehérje
mennyisége, hiszen az eleve alacsony fehérjetartalmat mutatd B. juncea esetén a 100 mg/L NP-
dozis fokozta az enzim mennyiségét, mig a 100 mg/L NP-kezelt B. napus mintaban enyhe
csokkenés volt kimutathat6 (47. dbra D). A nemenzimatikus antioxidansok koziil az aszkorbat
teljes mennyisége nétt a 100 mg/L NP-kezelt B. napus esetén, amit a redukalt aszkorbat
mennyiségi novekedése okozott. A B. juncea esetén a 25 mg/L NP-dozis novelte a dehidro-
aszkorbat mennyiségét, a 100 mg/L-es kezelés pedig mind a redukalt, mind pedig az oxidalt
aszkorbat tartalmanak novekedését okozta (47. abra E). A redukalt és az oxidalt glutation
mennyiségében nem okozott valtozast a cink-oxid NP-kezelés a B. juncea esetén, azonban a B.
napus-ban az alacsonyabb nano-cink-oxid d6zis megnévelte a redukalt forma mennyiségét, mig

a nagyobb dozis az oxidalt glutation mennyiségi emelkedését eredményezte (47. abra F).
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47. abra: Hidrogén-peroxid szintje (A) és APX-aktivitas (B) kontroll (0 mg/L) és cink-oxid
nanopartikulummal kezelt Brassica juncea és Brassica napus csiranovényekben. A kiilonboz6 betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (p<0,05, n=10 A esetén és n=5
B esetén). (C) A hidrogén-peroxid szintet jelz6 ADHP-probaval jel6lt Brassica gyokércstucsokrol
készitett fluoreszcens mikroszkopos felvételek. Mérce= 250 pm. (D) APX-fehérjemennyiség kontroll
és cink-oxid nanorészecskével kezelt Brassica-gyokerekben. Anti-aktin szolgalt ,,loading kontrollként”.
Redukalt és oxidalt aszkorbat- (E) és glutation- (D) koncentraciok a kontroll és kezelt Brassica
csirandvényekben. A kiilonbozo betlik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt
alapjan (P<0,05, n=3).

A ROF-kal ellentétben a RNF esetén a nano-cink-oxid altal kivaltott fajspecifikus
valaszokat tapasztaltunk. A ONOO" szintje a NP-kezelt B. napus gydkerekben nem valtozott
szignifikansan a kezelést nem kapott névényekhez képest, viszont a B. juncea-ban a 25 mg/L
NP-csokkenést, a 100 mg/L NP pedig ndvekedést eredményezett a kontrollhoz viszonyitva (48.
abra A ¢és B). A NO gyokérbéli szintje nem valtozott a B. napus esetén, de szignifikdnsan nott

cink-oxid NP jelenlétében a B. juncea gyokerekben (48. abra C és D).
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48. abra: Peroxinitrit szintje (A) és NO-szint (B) 0, 25 vagy 100 mg/L cink-oxid (ZnO) nanopartikulum
jelenlétében nevelt 5 napos Brassica juncea és Brassica napus gyokércsucsaiban. A kiilonb6z6 betiik a
statisztikailag szignifikans kiillonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10). APF probaval
jelolt (B) és DAF-FM DA probaval jelolt (D) Brassica-gyokércsucsokrol készitett fluoreszcens
mikroszkopos felvételek. Mércék= 250 pm.

A GSNO-szinteket gyokérkeresztmetszetekben vizsgalva megallapitottuk, hogy az
koncentraciofiiggd csokkenést mutatott a NP jelenlétében nevelt B. napus gyokereiben. A B.
juncea esetén 25 mg/L NP-indukalt csokkenést detektaltunk a GSNO-szintben, ugyanakkor a
100 mg/L-es dozis kontrollkozeli GSNO-szintet alakitott ki a gyokerekben (49. abra A és B).
A GSNO-szintek valtozasainak hatterében tanulmanyoztuk a GSNOR enzim aktivitasat,
azonban ez nativ gélben csak a B. juncea esetén volt kimutathato (49. abra C). Az eredmény azt
mutatja, hogy a cink-oxid NP koncentraciofiiggé modon csokkenést idézett el6 a GSNOR
aktivitasaban. A fehérje mennyiségét vizsgalva megallapitast nyert, hogy a kezeletlen novények
gyokérzetében alacsony volt az enzimfehérje mennyisége, ez azonban jelentds mértékben

novekedett a 100 mg/L NP-koncentracié hatasara mindkeét fajban (49. abra C).
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49. abra: (A) GSNO-szint 5 napos 0, 25 vagy 100 mg/L cink-oxid (ZnO) nanopartikulum jelenlétében
nevelt Brassica napus és Brassica juncea csirandvények gyOkerében. A kiilonb6z6 betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=6). (B) GSNO elleni
antitesttel jelolt, Brassica fogyokerébol készitett keresztmetszeteket abrazold fluoreszcens
mikroszkopos felvételek. Mérce= 200 um. (C) GSNOR-aktivitas nativ gélben (nativ-PAGE) és a
GSNOR-fehérje mennyisége (Western blot) kontroll és kezelt Brassica-gyokerekben. Anti-aktin
szolgélt ,,loading kontrollként”.

A ROF- ¢és RNF-jelatvitel fehérjeszintli kovetkezményei a karbonilacio és a
tirozinnitracio, ezért a fent részletezett ROF- és RNF-metabolizmusban bekovetkezd
valtozasok okan ezeket a poszttranszlacids modositasokat is tanulmanyoztuk (50. dbra).

A kezeletlen novények gyokerében hasonld mértekill fehérjekarbonilaciot mutattunk ki a
15 és 70 kDa kozotti molekulastly-tartoméanyban (50. dbra A). A 25 mg/L NP-dézis hatasara
legalabb 10 fehérjesavban fokozddott a karbonilacid mindkét vizsgalt faj esetén. Ezzel
ellentétben a 100 mg/L cink-oxid NP-kezelés csokkentette a karbonilaciot a legtobb fehérjesav
esetén a Brassica fajokban. Enyhe fajok k6zotti kiilonbségként adodott, hogy a B. juncea esetén
a karbonilacios jel csokkenése kisebb mértéki volt, mint a B. napus-ban.

Ami a fehérjenitraciot illeti, az a karbonilacidhoz hasonldan detektalhato volt a kezelést
nem kapott, egészséges novények gyokerében is a 15—70 kDa molekulastuly-tartomanyban (50.
abra B). A nano-cink-oxid jelenlétében nevelt B. napus névényekben néhany fehérjesav

nitracios jele csokkent, mas savoké pedig novekedett, és a nitracios mintazat mindkét NP-dozis
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esetén azonos volt. A B. juncea gyokereiben a 25 mg/L NP-koncentracio fokozta, a 100 mg/L
NP-koncentracié nem modositotta a fehérjék nitracidjat az alacsony molekulasulyu régidkban.
A B. juncea esetén a cink-oxid NP hatasara ujonnan nitralodott fehérjesavokat is kimutattunk.
A fehérjenitracidt gyokérkeresztmetszetekben immunfluoreszcens modszerrel vizsgalva azt
kaptuk, hogy az alacsonyabb NP-d6zis nem okozott valtozast a nitracioban, a 100 mg/L-es
kezelés azonban jelentdsen megndvelte a fehérjenitracidval Osszefliggd fluoreszcencidt, €s a
novekedés a B. napus gyokereiben nagyobb mértékiinek bizonyult a B. juncea-hoz képest (50.
abra C és D).
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50. abra: Karbonilalt fehérjéket bemutatod anti-DNP antitesttel jelolt immunblot (A) és 3-nitrotirozin
elleni antitesttel jelolt, tirozinnitralt fehérjéket bemutaté immunblot (B) kontroll és cink-oxid (ZnO)
nanorészecske-kezelésnek kitett 5 napos Brassica napus és Brassica juncea gyOkerébdl szarmazo
mintakban. Nitralt marhaszérum-albumint (NO2-BSA) hasznaltunk pozitiv kontrollként, anti-aktint
pedig ,loading kontrollként”. (C) 3-nitrotirozin elleni antitesttel jelolt gyokérkeresztmetszetekrol
készitett fluoreszcens mikroszkopos felvételek. Mércék=200 um. (D) A 3-nitrotirozin-asszocialt
fluoreszcens jel intenzitasa a Brassica gyokérkeresztmetszeteiben. A kiilénbozé betiik a statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=6).
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5.5.1.4. A szelén altal okozott nitro-oxidativ jelatvitel, és ennek 0sszefiiggése a

tolerancidval

A szelén fitotoxicitasért felelds hatasai kdzott szamontartjuk a fehérjék szintézisének és
miikodésének megzavarasat, valamint a masodlagos oxidativ stresszt. Kivancsiak voltunk
azonban, hogy az oxidativ stressz mellett masodlagos stresszként nitrozativ folyamatok is
lejatszodnak-e, és ha igen, akkor van-e Osszefiiggés a nitro-oxidativ stressz és a szelén
tlirés/érzékenység kozott.

Az els6 ezzel kapcsolatos kisérleti rendszeriinkben Brassica juncea névényeket tettiink
ki 0, 20, 50 vagy 100 uM szelenit- vagy szelenatkezelésnek 14 napig. A ndvények
gyokérmerisztémajanak életképességét a szelenatkoncentraciok nem csokkentették le a
kontrollhoz képest, az 50 és a 100 uM szelenit azonban koncentraciofiiggd modon redukalta

azt, kb. 40 és 25%-os ¢életképességeket kialakitva a gyokércsucsokban (51. abra).
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51. abra: A gyokérmerisztéma-sejtek ¢letképessége (A) 14 napig 0 (kontroll), 20, 50 vagy 100 uM
szelenat- vagy szelenitkezelésnek kitett Brassica juncea esetén. A kiilonboz6 betilk a statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (p<0,05, n=15). (B) FDA-prébaval jelolt
Brassica-gyokércstcsokrol késziilt fluoreszcens mikroszkopos felvételek. Mérce= 200 pm.

Erdekes médon a NO-szinteket nem médositotta egyik szelénforma sem (52. bra A), a
0,°* szintjében azonban a 20 uM szelenatcsokkenést, a 100 uM szelenit pedig jelentds
novekedést eredményezett (52. abra B). A ONOO" szintjét a két szelénforma ellenkezd iranyban

befolyasolta a B. juncea gyokereiben, mivel az 50 és a 100 uM szelenat csokkentette,

crer
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52. abra: NO-szint (A), a szuperoxid gyokanion szintje (B) és a peroxinitririt szintje (C) kontroll (0),
20, 50 vagy 100 uM szelenattal vagy szelenittel 14 napig kezelt Brassica juncea gyokércstcsaiban. A
kiilonb6z6 betiik a statisztikailag szignifikans kiillonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05,
n=10). ,,n.s. nem szignifikans.

A fehérjenitraciot a Brassica juncea hajtasaban és gyokerében is detektaltuk (53. abra),
aminek eredményeképpen azt kaptuk, hogy a hajtasban a szelenat kismértékli fokozddast idézett
el6 a fehérjenitracioban a kontrollban észlelt képest, uj nitralt fehérjesavok megjelenése nélkiil.
A szelenit azonban a szelenathoz képest nagyobb mértékii fokozodast okozott a proteintirozin-
nitracidban, valamint két sdvban csokkent az immunpozitiv jel (fehér nyilak), és egy 0j, nitralt
sav 1s megjelent a membranon kb. 60 kDa molekulasulyndl (fekete nyil). A gyokérben a
szelenat nagyobb mértékli hatast gyakorolt a proteom nitracidjara, mint a hajtasban. Az 50 uM
szelenat négy fehérjesavban is fokozta a nitraciot (sziirke nyilak), azonban a 100 pM-os kezelés

csak enyhe valtozast okozott, és a 20 uM szelenat nem volt hatassal a gyokér nitroproteomjara.
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A masik alkalmazott szelénforma, a szelenit 20 €s 50 uM koncentracidban is fokozta a fehérjéek

nitraltsagat a B. juncea gyokérzetében (sziirke nyilak, 53. abra).
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53. abra: Fehérjetirozin-nitracié szelenattal vagy szelenittel (20, 50 vagy 100 uM) kezelt Brassica
juncea csirandvények gyokerében és hajtasaban. Pozitiv kontrollként nitralt marhaszérum-albumint

cre

cre

Az egyik korabban bemutatott — a szelén-hiperakkumulalé és -tiir6 Astragalus bisulcatus-
t és a nem akkumulalo, szelénérzékeny Astragalus membranaceus-t tanulmanyozo — kisérleti
rendszeriinkben (1. abra) részletesen vizsgaltuk a szelenatindukalt nitro-oxidativ stressz
molekularis folyamatait.

A O2* szintje az A. bisulcatus gyokerében nem mutatott valtozast szelenat hatasara (54.
abra A,B), ¢és a sziklevélben csupan a 100 pM-os kezelés okozott kismértékii O2°-
szintnovekedést (54. abra C). Az A. membranaceus esetén a gyokérben és a sziklevélben is
szelenat altal okozott jelent6s mértéki O2*-akkumulacio volt kimutathato (54. abra A,B,C). A
0,*-szintéziséért feleld6 NOX enzim egy izoformajat azonositottuk az A. bisulcatus
sziklevelében, négy izoenzimet pedig az A. membranaceus sziklevelében, melyek esetében a
szelenatterhelés jelentésebb aktivitasfokozodast okozott az A. bisulcatus-hoz képest. Mindkét
faj gyokerében a f6 NOX-fehérjesav aktivitasa kismértékii volt, de azt a szelenat fokozta az A.

bisulcatus-ban. Ezenkiviil négy tovabbi fehérjesav mutatott NOX-aktivitast a hiperakkumulalo

98



kol zs U_2 1_22 Eredmények

faj gyokerében, melyek koziil haromnak az aktivitdsat fokozta a szelenatkezelés. Az A.
membranaceus gyokerében a f6 NOX-fehérjesav aktivitasat a szelén csokkentette, viszont 1j,
NOX-aktivitast mutato fehérjesavok jelentek meg, és aktivalodtak a szelenattal kezelt mintaban
(54. abra D). Ami a O2*-t eliminaldé SOD enzim aktivitasat illeti, az A. membranaceus
szerveiben a szelenatkezelések novekedést okoztak, az A. bisulcatus esetében azonban a SOD-
aktivitas szelenat altali novelése csak a gyokérzetben volt szignifikdns (54. abra E és F). A
SOD-izoformakat nativ gélben tanulmanyozva kiilonbséget fedeztiink fel mind a fajok, mind
pedig azok szervei kozott (54. abra G). Az A. bisulcatus mindkét szervében négy SOD
izoenzimet ( Mn SOD 1, Fe SOD 1, Fe SOD 2, Cu/Zn SOD 1), mig az A. membranaceus
sziklevelében hatot mutattunk ki (Mn SOD 2, Fe SOD 1, Fe SOD 2, Cu/Zn SOD 1, 2, 3).
Tovabba az A. membranaceus gyokerében csupan harom aktivitassav volt kimutathaté (Mn
SOD 2, Fe SOD 1, Fe SOD 2). A szelenat a legnagyobb alkalmazott koncentracidban enyhe
hatast gyakorolt az A. bisulcatus sziklevelében detektalt SOD izoenzimekre, ugyanakkor az 50
uM szelenat a hatbol 6t izoenzimet aktivalt az érzékeny faj sziklevelében. A gyokérben mindkét
szelenatddzis fokozta a Mn SOD, Fe SOD és a Cu/Zn SOD izoenzimek aktivitasat az A.
bisulcatus esetén, de ez az indukcié nagyobb mértékii volt az A. membranaceus-ban (54. abra
G).
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54. abra: (A) A szuperoxid gyokanion szintje kontroll (0 uM szelenat), 50 vagy 100 uM szelenattal 14
napig kezelt Astragalus membranaceus és Astragalus bisulcatus gyokerében. A kiilonbozé betiik a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10). (B) DHE
probaval jelolt gyokércsucsokrol késziilt reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek. Mércék=
500 um. (C) NBT+jelolt kontroll és szelenatkezelt sziklevelekrdl készitett felvételek. A kék elszinezodés
a szuperoxid gyokanion szintjének szovetbeli novekedését jelzi. Mérce= 1 cm. (D) NADPH-oxidaz
(NOX) izoenzimek aktivitasa nativ gélben. A leginkébb reprezentativ fehérjesavot ,,f6 savként” jeloltem
az abran. A fekete nyilak a tovabbi NOX izoenzimeket jelolik, a csillagok pedig a szelenat hatasara
megjelend izoenzimeket mutatjdk. Osszes SOD-aktivitds az Astragalus fajok gydkerében (E) és
sziklevelében (F) szelenatkezelés hatasara vagy anélkiil. A kiillonbozo betlik a statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=3). (G) SOD izoenzimek aktivitasa
nativ gélben kontroll és szelenatkezelt Astragalus fajok gyokerében és sziklevelében.

A RNF ko6z¢é tartozo NO és ONOO™ szintje az A. bisulcatus gyokereiben nem modosult,
viszont az A. membranaceus gyokerében szignifikansan nétt szelenat jelenlétében (55. abra A-
D). Meg kell jegyezni ugyanakkor, hogy a 100 uM szelenatkezelt A. membranaceus-gyokérben
a ONOO' szintje csokkent a kontrollhoz képest. A sziklevélben a NO-szintje nétt az 50 uM
szelenatkezelés hatasara mindkét fajban, mig a nagyobb szeléndozis kontrollszinti NO-
szinteket eredményezett (55. abra E és F). A ONOO" szintje koncentraciofiiggd emelkedést
mutatott a szelenatkezelések hatasara az A. membranaceus sziklevelében, és valtozatlan maradt

az A. bisulcatus esetén (55. abra G és H).
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55. abra: NO-szint (gyokér A, sziklevél E), a peroxinitrit szintje (gyokér C, sziklevél G) kontroll (0 uM
szelenat) és 50 vagy 100 uM szelenattal kezelt Astragalus membranaceus és Astragalus bisulcatus
esetén. A kiilonbozo betlik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan
(P<0,05, n=10). Reprezentativ mikroszkopos felvételek DAF-FM DA probaval jelolt gyokércstucsokrol
(B) és sziklevél keresztmetszetekrdl (F), valamint DHR-probaval jeldlt gyokércsucsokrol (D) és
sziklevél-keresztmetszetekrdl (H). Mércék= 500 pm.

A GSNO-szintje az egészséges (kontroll) A. bisulcatus novény gyokerében magasabbnak
bizonyult, mint az A. membranaceus-ban detektalt, de mindkét fajban kimutathaté volt a
szelenatindukalt GSNO-szint csokkenése (56. abra A és B). Erdekes modon a sziklevélben az
A. bisulcatus GSNO-szintje csokkent a szelenat hatasara, az A. membranaceus-ban azonban a
szelenat novelte a GSNO-szinteket (56. abra C és D). A GSNOR-aktivitas mindkét faj esetén a
sziklevélben volt nagyobb mértékili a gyokérhez képest kontrollkoriilmények kozott (56. dbra
E). A szelenat jelentés mértékben csokkentette az A. bisulcatus sziklevelének GSNOR-
aktivitasat, azonban az A. membranaceus sziklevelében az enzim aktivitasa fokozodott az 50
UM szelenat hatdsara. A kontrollndvények gyokérrendszerét tekintve elmondhatd, hogy az A.
bisulcatus nagyobb GSNOR-aktivitast mutatott, mint az A. membranaceus, ahol az aktivitas
alig volt kimutathato. A szelenat koncentraciofiiggd modon csokkentette a GSNOR-aktivitast

az A. bisulcatus esetén, és nem befolyasolta azt az A. membranaceus-ban (56. abra E).
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56. abra: GSNO-szint kontroll (0 uM szelenat) és 50 vagy 100 uM szelenattal kezelt Astragalus
membranaceus és Astragalus bisulcatus gyokerében (A) és sziklevelében (C). A kiilonb6z6 betilk a
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=5-6). GSNO-
immunjeldlt gyokérkeresztmetszetekrdl (B) és sziklevél-keresztmetszetekrdl (D) késziilt fluoreszcens
mikroszkopos felvételek. Mércék= 200 um. (E) A GSNOR enzim aktivitasa nativ gélben az Astragalus
fajok sziklevelében és gyokerében.

A fehérjetitozin-nitracids analizis az eldz6ekhez hasonldan azt mutatta, hogy a kezelést
nem kapott, egészséges Astragalus csiranévények gyokerében és sziklevelében is felismerheték
voltak nitralt fehérjesavok (57. abra). Az A. membranaceus sziklevelében a szelenatkezelések
Ot esetén mutattdk az immunpozitiv jel fokozodasat (~27, 22, 17, 12, 10 kDa, sziirke nyilakkal
jelolve az 57. abra B részén), bar 0j nitratsav nem jelent meg. Az A. bisulcatus sziklevelében

mindkét szelenatddzis egy nagy molekulatomegii nitralt sav megjelenését eredményezte (fekete
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nyilak jelolik az 57. abra B részén), ezenkiviil azonban mas nitracios valtozast nem okozott a
szelenatterhelés a proteomban. A gyokérzetben az A. bisulcatus esetén nem detektalunk
nitracios jelfokozddast a szelénkezelések hatdsara, s6t harom sdv esetén csokkent jelet
tapasztaltunk (~75, 12, 10 kDa). Ezzel ellentétben az A. membranaceus gyokerében szamos

fehérjesav mutatott szelenatindukalt tirozinnitraciot (fekete nyilakkal jelolve az 57. abra B

részén).
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57. abra: Fehérjetirozin-nitracié kontroll és szelenattal (50 vagy 100 uM) kezelt Astragalus
membranaceus és Astragalus bisulcatus sziklevelében és gyokerében. Ezisttel festett SDS-gélek (A) és
a fehérjenitraciot jelzo anti-nitrotirozinnal jelolt western blot membranok (B). Nitralt marhaszérum-
albumint (NO,-BSA) hasznaltunk pozitiv kontrollként. A sziirke nyilak olyan fehérjesavokat mutatnak,

fekete nyilak a szelenatkezelés hatasara Gijonnan nitralodo fehérjesavokat jelolik.

5.5.1.5. A nikkel altal okozott nitro-oxidativ stressz és ennek Osszefiiggése a

toleranciaval

A nikkelstressz esetén is vizsgaltuk a nitro-oxidativ jelatvitel kialakulasat a tiiréssel
Osszefliggésben egy, a metallofita Brassica juncea-t és a vad tipusu Arabidopsis thaliana-t
Osszehasonlito  kisérleti rendszerben. A  tolerancia mutatojaként meghatarozott

gyokérmerisztémasejt-életképesség az 50, 75 és a 100 uM nikkel-klorid-kezelések hatasara
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szignifikansan csokkent az A. thaliana esetén, mig a B. juncea-ban csupan a 100 uM-0s

koncentraci6 okozott szignifikans €letképesség-vesztést (58. abra).

A B Kontroll 25 50 75 100 Ni

140
a [ A thaliana

Eh | .

I

Kontroll 25 Ni 50 Ni 79 Ni 100 Ni

eueley) "y

o
—F+—
F—w

«@
o
L
L=x

Gydkérmerisztéma-sejtek
életképessége (kontroll%)
iy @
o o

8
eaounfl g

58. abra: Gyokérmerisztéma-sejtek életképessége (A) kontroll, 25, 50, 75 vagy 100 uM nikkellel kezelt
vad tipusu Arabidopsis thaliana és Brassica juncea esetén. A kiilonb6z6 betiik a statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=20). (B) FDA probaval jelolt
gyokércsticsokrol késziilt reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek. Mércék= 2 cm.

A O.* szintje a kezeletlen A. thaliana gyokerében magasabb volt, mint a B. juncea esetén,
¢és ez tovabb nott 50 uM nikkel jelenlétében, mig a kontroll B. juncea relative alacsony O2°*-
szintjét a nikkelkezelés nem modositotta (59. abra A). A H2O> szintje a kontroll B. juncea
gyokerekben volt magasabb, de a nikkel nem valtoztatta meg azt, mig az A. thaliana-ban
novekedést okozott (59. dbra B és E). A nikkel az el6zéekhez hasonldé mddon hatott a fajok
NO-szintjére, mivel ndvelte azt az A. thaliana esetén, és nem befolyasolta a B. juncea
gydkereiben (59. abra C és E). Erdekes modon a ONOO" szintje hasonlé mértékii nikkelindukalt

novekedést mutatott mindkét fajban (59. abra D és E).
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59. abra: A szuperoxid gyokanion szintje (A), a hidrogén-peroxid szintje (B), NO-szint (C) és a
peroxinitrit szintje (D) kontroll és 50 uM nikkelkezelt vad tipusti Arabidopsis thaliana és Brassica
juncea gyokércsticsaiban. A kiilonbozé betlik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a
Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10). (E) Kiilonb6zd fluoreszcens probakkal jelolt gyokércsticsokrol
készitett reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek. Mércék= 200 um.

Az A. thaliana-ban az 50 pM-os nikkelkezelés megnovelte a GSNOR enzim
mennyiségét, a B. juncea-ban azonban nem befolyasolta (60. abra A). A kezelést nem kapott A.
thaliana csirandvényekben tiz nitracids jelet mutatod fehérjesavot mutattunk ki, mig B. juncea
esetén ezek szama nyolc volt (60. abra B). A két fajnak a nikkelre adott nitracios valasza igen
kiilonb6z6 volt. Az A. thaliana esetén mind a tiz, kontrollban jelen 1év6 nitralt fehérjesav 3-
nitrotirozin elleni immunpozitiv jele erdso6dott a nikkelkezelés hatasara (nyilakkal jeldlve az 60.
abra B részén). A B. juncea esetén harom fehérjesav mutatott jeler6sodést a nikkelkezelt
novényekbdl szarmazoé mintaban. Egyik faj esetén sem tapasztaltunk a nikkel hatasara jonnan

megjelend nitralt savokat (60. dbra B).
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60. abra: (A) A GSNOR-fehérje mennyisége kontroll és 50 uM nikkelkezelésnek kitett vad tipusa
Arabidopsis thaliana és Brassica juncea novényekben. Anti-aktint hasznaltunk ,,loading kontrollként”.
(B) A nikkel altal kivaltott fehérjetirozin-nitraciot jelz6 anti-3-nitrotirozinnal jeldlt reprezentativ
western blot membran. Nitralt marhaszérum-albumint (NO.-BSA) hasznaltunk pozitiv kontrollként. A
nyilak a kezelés hatasara fokoz6d6 immunpozitivitast mutato fehérjesavokat jelolik.

A nitro-oxidativ jelatvitelt tanulmanyoztuk a nikkel-hiperakkumulalo Odontarrhena
lesbiaca novényfaj két leszboszi teriiletrdl szarmazod egyedei esetén is (3. abra). A relativ
nikkeltiirésti kontroll Ampeliko Skotipus gyokerében a O2°* szintje alacsonyabb volt, mint a
Loutra gyokérben, és a magas nikkelkoncentracié (3000 mg/kg) nem okozott szignifikdns
valtozast egyik fajban sem (61. abra A). A H20; szintje a kezeletlen Loutra-gyokerekben volt
alacsonyabb, és a nikkel hatasara nétt, mig az Ampeliko relativ magas ,,nyugalmi” H20>-szintje
nem valtozott a 3000 mg/kg nikkel jelenlétében (61. abra B). A gyokércsiicsok NO-szintje
érdekes, ellentétes iranyt valtozast mutatott a faj két kiilonbozo teriiletrdl szarmazo utddaiban.
A kontrollkoriilmények kozott nétt Ampeliko-ban a NO-szint szignifikdnsan alacsonyabb volt,
mint a Loutra-ban, és a nikkel az el6bbi tipusban novelte, az utdobbiban pedig csokkentette a
NO-szintet (61. abra C). A ONOO™-szint az Ampeliko-ban nem valtozott nikkel hatasara, de a
Loutra tipusban szignifikdnsan megemelkedett (61. 4dbra D), ami nem jart egyiitt a

fehérjenitracio fokozodasaval (61. abra E). Az Ampeliko ndvényekben a nikkel tobblete a
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kontrollban detektalt nitralt fehérjesavok immunpozitivitasanak csdkkenését eredményezte

(nyilakkal jelolve a 61. dbra E részén).
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61. abra: A szuperoxid gyokanion szintje (A), a hidrogén-peroxid szintje (B), NO-szint (C) és a
peroxinitrit szintje (D) kontrolltalajban és 3000 mg/kg nikkel ellatott talajban nétt Odontarrhena
leshiaca két kiilonb6z6 él6helyrél (Ampeliko, Loutra) szarmazé egyedeinek gydkerében. A kiilonbozé
betiik a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzik a Duncan-teszt alapjan (P<0,05, n=10). (E)
Fehérjetirozin-nitracié kontroll és nikkelkezelt O. leshiaca két kiilonbozé ¢€l6helyrdl szarmazd
egyedeinek gyokerében. Pozitiv kontrollként nitralt marhaszérum-albumint (NO2-BSA) hasznaltunk. A
nyilak a nikkel hatasara lecsokkent immunpozitivitast mutatéd fehérjesavokat jelzik.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. A SIMV MEGJELENESE KULONBOZO KiSERLETI RENDSZEREKBEN

A fémes és nemfémes elemek talajbéli feldtisuldsa kihivast jelent az olyan rogziilt
¢letmodu organizmusok, mint a novények szdmara, melyek nagyrészt a ndvekedésiik
atprogramozasa (pl. stresszindukalt morfogenikus valasz, SIMV, Potters és mtsi. 2007) révén
képesek alkalmazkodni az 6ket koriilvevo stresszhatdsokhoz. Az elemtdbbletek esetén a gyokér
kitiintetett szerepli az alkalmazkodasi folyamatban, hiszen kozvetlen kapcsolatban van a
talajban 1év6 kémiai elemekkel.

A tobbféle kisérleti rendszer vizsgalatabol vildgosan latszik, hogy mind az esszencialis
redoxaktiv (réz) és nem redoxaktiv (cink, nikkel), mind pedig a nem esszencialis (6lom) fémek
¢s nemfémes (szelén) elemek tobblete képes kivaltani a SIMV-gyodkérfenotipus megjelenését,
vagyis a novekedési valasz az elem tipusatdl (esszencialitas, redox-aktivitas, fémes-nemfémes
jelleg) fiiggetlen (1. tablazat). A gyokérszerkezetbeli valtozds megjelenik tapoldatban és
taptalajon vald nevelés esetén is, de a talajjal toltott rizotronrendszerben kisérleteink nem tudtak
SIMV-gyokérszerkezetet kimutatni. Ezzel ellentétben talajjal toltott rizoboxban nevelt Stanleya
pinnata esetén a szelenit és Thlaspi caerulescens esetén a cink-oxid SIMV-gyokérzetet okozott
(Goodson ¢s mtsi. 2003, Whiting és mtsi. 2000). Az altalunk tervezett rizotronok csupan a
gyokérrendszer kétdimenzids novekedését tették lehetéveé, ami hozzdjarulhatott a SIMV-
moddosulas elmaradasdhoz. Az eredményeinkhez hasonléan a réz tobblete SIMV-fenotipust
gyokérnovekedési valaszt okozott buzaban (Triticum aestivum L.), ludfiilben és oregandban
(Origanum vulgare L.), a cinktobblet pedig szamos egy- és kétszikii fajban kiilonb6z6 nevelési
kozegek esetén (0sszefoglalva Kolbert 2016 altal). A nem esszencialis elemek koziil az 6lom,
a kadmium ¢és az arzén is SIMV-gyokérfenotipust okozott A. thaliana-ban sajat
eredményeinkkel egybehangzoan (6sszefoglalva Kolbert 2016). A SIMV megjelenése a sokféle
ndvényfajban felveti a lehetdségét annak, hogy egy fajfiiggetlen, altalanos stresszvalaszrdl van
sz0. Ugyanakkor a SIMV megjelenését a kezelési koncentracié és az id6tartam befolyasolja,
hiszen csupan alacsony dozisu elemtobbletek esetén és relative hossza id6 alatt jelenik meg a
novekedési valasz (1. tdblazat).

Potters ¢és munkatarsai (2007) az elemtobbletek nyomén kialakulo eldgazo
gyOkérszerkezet szerepét feltételezték a fémszennyezett talajrészek elkeriilési folyamataban,
ugyanakkor a tobb oldalgyokér jobb rogzitést tehet lehetdvé, és javithatja a viz- ¢és

tapanyagfelvételt, ezaltal optimalizalhatja a novény fitneszét. Ez esetben a SIMV nem csupan
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az elemtobbletek révén jelentkezd stressz elkeriilhetetlen kdvetkezménye, hanem az aktiv
akklimatizaci6 része. Ezt timasztja ala az a tény, hogy a SIMV-gyokérzet az elemek alacsony
dozisanak jelenlétében figyelheté meg, magas koncentraciok esetén a gyokérndvekedés gatolva
van. Feltehetoleg a szubletalis stressz okozta SIMV eredményeként a legoptimalisabb testalak,
méret, szerkezet alakul ki, nagymértékii stressz sordn azonban nincs lehetdség optimalizaciora,

¢s az egyed kérosodik.
6.2. A SIMV OSSZEFUGGESE AZ ELEM-HIPERAKKUMULACIOVAL ES -TURESSEL

A SIMV elemtobbletek hatisara torténd megjelenésének vizsgalata hiperakkumulélo
¢és -tlird novényfajokban valaszt adhat a SIMV stressztlirésben jatszott szerepére vonatkozo
kérdésre. A szelenittartalmu taptalajon nétt Astragalus bisulcatus a hajtasaban kozel 2000
mg/kg szelént halmozott fel, ami bizonyitja a faj hiperakkumulalo képességét az Astragalus
membranaceaus-szal szemben, ami csupan negyedannyi szelén felhalmozasara volt képes. Az
A. bisulcatus hiperakkumulalo jellegére utal az is, hogy kontrollkoriilmények kozott jelentds
szeléntartalommal bir (Mehdawi és Pilon-Smits 2012). Az A. bisulcatus csirazasa szelén-
inszenzitivnek bizonyult, és a hajtas- és gyokérnovekedését fenn tudta tartani a szelénddzisok
jelenlétében, ami arra utal, hogy a szelén-hiperakkumulacié hipertiiréssel parosul (Mehdawi és
Pilon-Smits 2012), és ebben a fajban nem a szelén kizarasa, hanem annak detoxifikacioja vezet
a tliréshez. Az A. bisulcatus-ban a hipertiiréshez a szelenat gyokérzetre gyakorolt pozitiv hatasa
tarsult, az A. membranaceus pedig stlyos gyokérndvekedés-gatlast szenvedett el. Az
eredmények alapjan 10gy tlinik, hogy a FGY megnytlasa Osszefiiggésben van a
szeléntoleranciaval, vagyis a FGY megnyualasi képességet tekinthetjik a szeléntlirés
indikatoranak (Tamaoki és mtsi. 2008). Az OGY-szam novekedése szintén mutat osszefliggést
a szeléntliréssel, hiszen csak a hiperakkumulalé faj tudta megndvelni OGY-szamat a szelenat
jelenlétében, az érzékeny faj nem. Hasonld eredményt mutatott a cink-hiperakkumulalo
és -tolerans Thlaspi caerulescens és nem akkumulalé Thlaspi arvense 6sszehasonlitasa, hiszen
a lokalizalt cinkellatasra adott valaszként a T. caerulescens fokozta az OGY fejlédését, mig a
T. arvense gyokérnovekedése gatolt volt (Whiting és mitsi. 2000). Tovabba a lokalizalt
szelénkezelés nem okozott SIMV-gyokérzetet a Brassica juncea esetén, de a hiperakkumulalo
Stanleya pinnata képes volt atprogramozni a gyokérfejlodését (Goodson és mtsi. 2003). A Se-
hiperakkumulalo Neptunia amplexicaulis rizotronban, Se jelenlétében nevelve nagyobb

gyokérzetdenzitast mutatott, mint a Se-érzékeny N. gracilis (Pinto Irish és mtsi. 2021).
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Az Odontarrhena lesbiaca faj mindkét leszboszi €él6helyrél szarmazo egyedei magas
nikkelkoncentraciét mutattak  kontrollkoriilmények  kozott, valamint 3000 mg/kg
nikkeltartalmu talajban novekedve ~10 000 mg/kg nikkelt halmoztak fel a hajtasukban (2.
tablazat). Ezek alatdmasztjak, hogy nikkel-hiperakkumulalo fajrol van sz6, ami a hajtas
epidermiszsejtjeinek vakudlumaiban ¢és a levélfelszin csillagszoreiben raktarozza a
nikkelfelesleget (Kiipper és mtsi. 2001). Az Ampeliko teriileten a nikkelkoncentracio
meghaladja a Loutra teriilet nikkeltartalmat (Kazakou és mtsi. 2010), és az Ampeliko teriiletrdl
szarmaz6 utddegyedek tobb nikkelt halmoztak fel, mint a Loutra-utdédegyedek, ¢és
gyokérnovekedésiiket is jobban fenn tudtak tartani a nikkelgazdag rizotronban. Ez felveti a
lehetdségét annak, hogy a ndvényfajok kornyezetiik altal befolyasolt nikkelérzékenysége
genetikailag 6roklédik. Habar — feltehetden az alkalmazott nagy nikkeldézis miatt — SIMV
egyik novénytipusban sem jelent meg, az eredmények azt erdsitik meg, hogy a FGY-
megnyulasi képesség és az OGY-fejlodési képesség fenntartdsa Osszefliggésben van az
elemtiirési képességgel. Ezt timasztja ala Rosatto és mtsi. (2021) 6sszehasonlito vizsgalatanak
eredménye, miszerint a Ni-hiperakkumulalo Alyssoides utriculata és Noccaea caerulescens
nem mutatott gyokérnovekedés-gatlast Ni jelenlétében, mig a nem akkumulaldo Alyssum
montanum és Thlaspi arvense gyokérzetének kiterjedsége, biomasszaja Ni-indukalt csokkenést
szenvedett el.

A két kisérleti rendszerben kapott eredmények azt mutatjak, hogy — bar klasszikus kevert
novekedési valasz nem volt kimutathatdé — az elemtdbblet hatasara a hiperakkumulélo/tiird
novényfajban a gyokérnovekedés atprogramozodik (Astragalus-kisérlet) vagy fennmarad
(Odontarrhena-kisérlet), mig az érzékenyebb fajban/tipusban a novekedési folyamatok
sulyosan karosodnak. Ez a gyokérndvekedési plaszticitds €és az elemtiirési képesség kozott

fennall6 kapcsolatra enged kovetkeztetni.

6.3. ANO ES A HORMONOK KAPCSOLATA AZ ARABIDOPSIS THALIANA
GYOKERNOVEKEDESI VALASZAI SORAN

A ndvényi szervnovekedés egyik legfébb iranyitojaként szamontartott auxin
metabolizmusanak €s transzportjanak megvaltozasa szamos nehézfém jelenlétében bizonyitast
nyert (Pandey V és mtsi. 2019). A mi kisérleteinkben a réz Koncentraciofiiggd modon
megnovelte a sziklevelek és a gyokerek auxinszintjét (DRS::GUS-prométeraktivitasbol
kovetkeztetve), és Lequeux és munkatarsai (2010) eredményeihez hasonldan azt tapasztaltuk,
hogy a DR5::GUS-kifejez6dés a merisztéma feletti gyokérrégiokban fokozodik, ugyanakkor a

merisztémaban is kifejezetté valik. A réz altal szabalyozott gének transzkriptomanalizise
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feltarta, hogy az auxin bioszintézisében szerepld gének (pl. IES-amid-szintaz, triptofan-szintaz)
kifejez6dését a réz tobblete feliilszabalyozza (Zhao C-R és mtsi. 2009), s ez a folyamat lehet
felelds az auxinszint novekedéséért az A. thaliana szerveiben. A sziklevélben tapasztalt
alacsony rézkoncentraci6 altal kivaltott jelentés NO-felszabaduléds feltételezi, hogy a NO
jelatvivé molekulaként szerepel a réztobbletre adott névényi valaszban. A gyokér NO-tartalma
ezzel szemben rézkoncentracio-fliggé csokkenést mutatott, ami ravilagit a NO-kapcsolt
jelatvitel szervfiiggésére rézterhelés soran. Nehézfémek hatasara bekovetkezé NO-tartalombéli
csokkenést tapasztaltak Pisum sativum gyokerében (Terron-Camero és mtsi. 2020), ugyanakkor
meg kell jegyezni, hogy a nehézfémeknek a NO-szintre gyakorolt hatasa tobb tényez6 mellett
fligg a kezelés koncentracigjatol és idotartamatol is (Xiong és mtsi. 2010). Az auxin és a NO
szintje az A. thaliana gyokerében ellentétes iranyt, rézkoncentracio-fliggd valtozast mutatott,
ami feltételezi a hormon és a ndvekedési reguldtor kapcsolatat. Ezt alatdmasztotta a
farmakologiai kisérletiink, amely igazolta, hogy az auxintranszport gatlasa a NO
felhalmozdodasanak kedvez a rézterhelt gyokérben, és forditva. Vagyis az auxin negativan
szabalyozza a NO-ot a gyokércsucsban. Korabbi publikaciokban a NO-ot az auxin-jelatvitel
pozitiv regulatoraként tiintették fel az oldal- vagy jarulékosgyokér-fejlédés soran (Correa-
Aragunde és mtsi. 2004, 2006, Pagnussat és mtsi. 2002), a f6gyokér-merisztémaban azonban a
NO negativan szabalyozza az auxin Szintjét és transzportjat (Fernandez-Marcos és mtsi. 2011).
A rézstressznek kitett gyokérben az auxinszintek ndvekedése negativan szabalyozza a NO-ot,
és a NO visszahat az auxinra, vagyis a réz altal felboritott auxin- és NO-metabolizmus és
jelatvitel kdlcsonosen negativan befolyasolja egymast.

Egy masik elem, a szelenit DR5::GUS-aktivitasra gyakorolt hatisa nem bizonyult sem
koncentracio- sem id6fliggének, hiszen az alacsony dozisu szelenitterhelés novelte, a magasabb
szelenitkoncentracio pedig csokkentette azt a kontrollhoz képest a gydkércsticsban rovidebb és
hosszabb kezelési periodus esetén is. Van Hoewyk és munkatarsai (2008) eredményei Szerint a
szelén befolyasolja az auxintranszportot €s -konjugaciot azaltal, hogy az auxin efflux carrier
PIN géneket alulszabalyozza, az inaktiv auxinkonjugatumok képzéséért felelds indol-3-acetat
B-gliikoziltranszferaz enzim génjének kifejezodését viszont fokozza. Tovabba a szelénkezelt A.
thaliana-ban szamos auxinszignalizacioban érintett génkomponens kifejezodése volt redukalt
(Van Hoewyk és mtsi. 2008). Ujabb eredmények szerint a szelén alulszabalyozza a YUCCAL
¢s YUCCA3 auxin bioszintézis géneket rizs csirandovényekben (Malheiros és mtsi. 2019).
Hosszabb tavon (7 nap) az ARR5::GUS-aktivitas csokkent, az A. thaliana korai fejlédése soran
azonban a szelenit nagymértékben fokozta a citokininszintet a fogydkércsucsban, ami

hozzéjarulhat a gyokérmegnyulas gatlasdhoz (adatok nincsenek bemutatva), hiszen a citokinin
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a gyokérnovekedés negativ regulatora (Stenlid 1982). A Van Hoewyk és munkatarsai (2008)
altal végzett transzkriptomanalizis ravilagitott, hogy a szelén erdsen alulszabdlyozza a
citokinin-oxidaz gént (AtCKX6), ami a citokinintartalom ndvekedését vonhatja maga utan. A
szelenit koncentraciotol és iddtartamtol fliggetleniil noveli az etilénszintet a gyokerekben,
aminek hattérfolyamata lehet az, hogy a szelenit és a szelenat indukalja szamos
etilénbioszintézis és -jelatviteli gén kifejez0dédét (Tamaoki és mtsi. 2008, Van Hoewyk és mitsi.
2008). A réztobblet esetén tapasztaltakhoz hasonldan a vad tipust ludfii gyokerében a szelenit
koncentraciofiiggd modon csokkentette a NO-szintet a korai csirandvény-fejlodési szakaszban,
aminek hatterében olyan nem enzimatikus NO-eltavolitasi folyamatokat sejthetiink, mint az
oxigénnel, glutationnal vagy a fitoglobinokkal val6 reakcidé (Cochrane és mtsi. 2017, Sanz-
Luque és mtsi. 2015). Az aux1-7 névényekben az auxin efflux fehérje mutacidja hibas hajtas-
gyokér auxintranszportot, csokkent auxinkoncentraciot és kisebb auxinérzékenységet okoz a
vad tipushoz képest (Pickett és mitsi. 1990). A kezeletlen auxl-7 novények gyokerében
tapasztalt magas NO-szint az auxin és NO kozotti negativ szabalyozo kapcsolatot feltételez,
amit Fernandez-Marcos és munkatarsai (2011) azon eredménye is megerdsit, hogy a nagy NO-
koncentracio csokkenti a DR5::GUS-expressziot és a PIN-medialt auxintranszportot az A.
thaliana gyokércstcsaban. A szelenit a vad tipushoz hasonldan csokkentette a NO-szintet az
aux1-7 és az etrl-1 etilén inszenzitiv vonalban, ami arra utal, hogy a szelenitkezelt f6gyokérben
az auxin és a NO, valamint az etilén és a NO kozott nincs jelentds szignalkapcsolat. Ezekkel
ellentétben a citokinin és NO kozotti interakciot joggal feltételezhetjiik, hiszen a citokinin
tiltermelése megakadalyozta a szelenit altal a vad tipusban okozott NO-szintcsokkenést.

A citokinin-NO  kapcsolatot részleteiben is vizsgaltuk. A  szelenitindukalt
koncentraciofiiggd citokininszint-novekedés a gyokérben €s -csokkenés a hajtdsban ramutatott
arra, hogy a gyokércsucsban termel6dd citokinin (Torrey 1976) hajtasba torténd szallitasa
gatlodik, és ezzel a ndvényi testben valo citokinineloszlas nagyban modosul. Ismert az, hogy a
citokinin xilémben torténd transzlokécidja kornyezeti jeleket kozvetit a gyokér és a hajtés
kozott (Kudo és mtsi. 2010, Li és mtsi. 2021). Amellett, hogy a transzlokacio gatlodik, a
hajtasban a szelenit citokininszintet csokkentd hatdsdhoz hozzdjarulhat a citokinin-oxidaz
gének (CKX4 és CKX5) feliilszabalyozodasa, a gydkérben pedig a ndvekvd citokininszintet
részben kialakithatja a CKX4 expresszido csokkenése. Tamaoki és munkatarsai (2008)
eredményeivel szemben a kisérleteinkben a CKX6 nem bizonyult szelén-reszponzivnak. A vad
tipusu novényben tapasztalt szelenitindukalt NO-szintcsokkenés a NR enzim deficiens
nialnia2 gyokerében is megfigyelhetd volt, ami arra utal, hogy a szelenitnek a NO-tartalomra

gyakorolt hatdsa nem az enzim aktivitadsanak megvaltozasan keresztiil valésul meg. A NO képes
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egy nitracids reakcidban a citokinin adenincsoportjaval reagalni, ezaltal a sajat endogén szintjét
csokkenteni (Liu és mtsi. 2013), ami egy lehetséges magyarazat a szelenit NO-szintet csokkentd
hatasara. Anndl is inkabb, mert tovabbi kisérleteink kolcsondsen negativ szabalyozo
kapcsolatot fedtek fel a citokininek és a NO-szignal kozott a szelenitterhelt ndvény gydkerében.
Az exogén citokinin NO-szintet csokkent6 hatasa a kontrollban igazolja a citokinin negativ
hatasat egészséges ludfiiben. Bar a mutanssal végzett kisérlet ezt nem tdmasztotta ald, hisz a
nagy citokinintartalommal biro ipt-161 ludfti gyokerében a NO-szint hasonld volt a vad
tipuséhoz. A kiilonbséget a citokininformakban rejld kiilonbség okozhatja, hiszen a mutansban
az endogén zeatintartalom megemelkedett, a farmakologiai kezelés pedig BA formdjaban
tortént. Ez felhivja a figyelmet a citokinin kémiai formatdl fiiggé, NO-szintet modositd
hatasara. A BA az egyik szelenitkoncentracio jelenlétében csokkentette a NO-szintet, a NO-
donor adagolasa pedig lecsokkentette a szelenitindukalt citokininszintet (ARR5::GFP és

TCS:GFP jel alapjan becsiilve) a gyokércsucsban. Ez utdbbi arra utal, hogy a NO-szint

cres

crer

megerdsitést nyert azaltal is, hogy a sziklevelekben a teljesen eltlind ctiokininjel véltozatlan
NO-szinttel parosul, mig a gyokérben a citokininszint novekedése lehetévé teszi a NO-szint
csokkenését.

A tovabbiakban az etilén és a NO kapcsolatat vizsgaltuk a szelenitindukalt oldalgyokér-
novekedés soran, hiszen mind az etilén (Negi és mtsi. 2008, Ivanchenko és mtsi. 2008), mind
pedig a NO (Correa-Aragunde és mtsi. 2004, 2006) szabalyozza a folyamatot. Az alkalmazott
szelenitkoncentracio SIMV-gyokérzetet alakitott ki a vad tipusban azaltal, hogy fokozta a
lathat6, masnéven kifejlett oldalgydkerek (nagyobb, mint VII. stddium, Malamy és Benfey
1997 szerint) szamat. A szelenit hatdsa ezzel ellentétesnek bizonyult az etilénreceptor-mutans
etrl-1-ben, ahol az eredetileg nagy oldalgyokérszam (mindkét stadiumu) csokkent, ramutatva
arra, hogy az etrl-1 OGY-fejlodési folyamatai érzékenyebbek a szelenitre, mint a vad tipusé.
Tovéabba a szelenit OGY -szdmot fokoz6 hatdsa nem érvényesiil az ETR-fiiggd etilén-jelatvitel
hibaja esetén, ami a jelatvitel érintettségére utal a folyamatban. A kiilonb6z6 gyokérszerkezetiik
ellenére a vad tipus és az etrl-1 mutans endogén etiléntartalma hasonld volt, a szelenit azonban
jelentdsebb etilénakkumulaciot okozott az etrl-1 jelatviteli mutansban, mint a vad tipusban. Az
etilénszintek valtozasainak magyardzata céljabol etilénszintézis ¢€s -jelatviteli gének
kifejezddését tanulmanyoztuk a vad tipusban és az etrl-1 mutdns csiranévényekben. Az dsszes,

vizsgalt ACS gén a gyokérben fejezddik ki (Dugardeyn és mtsi. 2008). A szelenitkezelés nem
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befolyésolta az etilén-jelatviteli gének kifejezddését, de feliilszabalyozta az ACS2 ¢és ACS8
géneket az etrl-1 vonalban, ami Osszefliggésben lehet a nagyfoku szelenitindukalt etilén
felszabadulassal. Hasonl6 médon a kadmium fokozza az ACS2 gén kifejez6dését, ami
bizonyitja, hogy az ACS2 kulcsszerepet jatszik az etilénszintézisben kornyezeti stressznek kitett
novényben (Schellingen és mtsi. 2014). A kezeletlen etrl-1 vonalban az ACS2 és az ACS8
magasan expresszalt, hasonléan Peng és munkatarsainak (2005) eredményeihez, ugyanakkor
az etilénszint a mutansban a vad tipushoz hasonl6, ami arra utal, hogy egyéb, a bioszintetikus
gének kifejez6désén kiviili folyamatok (pl. az ACS-enzimaktivitasok poszttranszlacios
szabalyozasa, Wang ¢és mtsi. 2002) szabalyozzak a csirandvények egyensulyi etilénszintjét.
Feltételeztilk, hogy az etrl-1 vonalban az oldalgyokérszam-gyarapodds elmaradasa
Osszefiiggésben lehet a jelentds szelenitindukalt etilénfelszabaduladssal, amit alatdmasztott az,
hogy az etilénszintézis gatlasa a szelenit OGY-szdmot csokkentd negativ hatdsat enyhitette. Az
etilén hatdsmechanizmusat illetden elmondhatd, hogy az auxinnal fenndllé szabdlyozo
kolcsonhatas vezethet az OGY-novekedés gatlasdhoz. Ugyanis a szelenit altal megndvelt
etilénmennyiség hatasara az auxintranszport fokozodhat a gyokér teljes hosszaban, ami az
OGY-fejlodest lehetove tévo lokalis auxinmaximumok kialakuldsanak gatat szabhat (Negi €s
mtsi. 2008). Tovabbi kérdésiink volt, hogy az etilén befolyasolja-e a NO-ot a szelenit altal
kivaltott OGY-fejlédés soran. Felismertiik, hogy a vad tipusban okozott NO-szintndvekedéssel
ellentétben az etrl-1 vonalban nem torténik szignifikdns valtozas, ami egyrészt arra utal, hogy
funkcionalis ETR-fliggo etilén-jelatvitelre van sziikség a szelenit NO-szintet ndveld hatasahoz,
masrészt az etilén NO-szintet regulalod szerepére is felhivja a figyelmet. Ezt a feltételezést
megerdsitette az, hogy a szelenit altal megnovelt NO-szintet az etilén bioszintézisének gatlasa
tovabb emeli, az etilén ACC formajaban val6 hozzaadasa pedig csokkenti. Az etiléngatlas NO-
felszabadulast okozo hatasa azt feltételezi, hogy a szelenitkezelt etrl-1 mutansban jelen 1évd
nagy etilénmennyiség megakadalyozza a NO-szint novekedését, bar az etilén NO-képzodést
érinté negativ hatasanak részletei nem tisztazottak ebben a rendszerben. Ismert azonban az,
hogy az etilén indukalja a PHYTOGLOBIN1 gént, ami a NO-szint csokkentését okozza, bar ezt
a szabalyoz6 kapcsolatot arasztasos hipoxia soran tartak fel (Hartman és mtsi. 2019). A
novények NO-tartalmanak megnovelése GSNO-adagolassal felerdsitette a szelenit OGY-
novekedést indukald hatasat mind a vad tipusban, mind pedig az ETR-mutansban, ami a NO
OGY-szamot fokozo hatasat az etilén-jelatvitelt6l fiiggetlenné teszi. A NO eltavolitisa a
szelenit mellett gatolta az OGY-kifejlodést a vad tipusban. Az eredmények arra utalnak, hogy
a NO pozitivan szabalyozza a szelenitindukalt OGY-kifejlodést. Amellett, hogy a NO
eltavolitasa csokkenti az OGY-szamot, noveli az etilénszintet (ACS8::GUS/GFP aktivitas
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alapjan becsiilve) az OGY-ben és a FGY-csticsokban is, a GSNO pedig csokkenti azt, ami
magyarazza, hogy a NO az etilénszint csokkentésén keresztiil tudja indukdlni az OGY-
kifejlodést a szelenitterhelt A. thaliana-ban. A NO etilénszintre gyakorolt negativ hatasat mas
kisérleti rendszerekben is leirtak (8sszefoglalva Kolbert és mtsi. 2019¢ 4ltal). Osszességében
levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a szelenitterhelt gyokérrendszerben a megndvekedett
etiléntartalom gatolja a NO képzddését, és a NO negativan befolyasolja az etilénszintet, vagyis
a két gz halmazallapotu jelatvivé kdlcsondsen negativ jelkapcsolata hozzajarul a szelenit altal
kivaltott OGY -indukcidhoz, ami a SIMV egyik 0 jellemzdje.

Az 0ijabb novényi hormoncsalad, a strigolaktonok NO-jelatvitellel valo kapcsolatanak
vizsgalatat arra alapoztuk, hogy mindkét molekula ismert szabalyozé funkcidkkal bir olyan
gyokérfejlodési folyamatok soran, mint a FGY-megnyulds, jarulékosgyokér-fejlodés,
oldalgyokér-fejlodés és gyokérszorfejlodés (Kapulnik és mtsi. 2011, Rasmussen és mtsi. 2012,
Villaécija-Aguilar és mtsi. 2019, Sanz és mtsi. 2015). A GSNOR enzim kozvetleniil
szabalyozza a GSNO ¢s az SNO mennyiségét, igy a fehérje S-nitrozilacion keresztiil a NO-
jelatvitelt, és kozvetett modon regulalja a NO-szinteket. Ez magyarazza a GSNOR1 génben
hibas vonalban (gsnorl-3) detektalt, vad tipusnal magasabb NO- és SNO-szinteket. A
35S::FLAG-GSNOR1 vonalban az enzim taltermelése csokkent SNO-szintet eredményez, a
nagy NO-tartalma azonban a magas nitritkoncentraciobol és NR-aktivitasbol eredhet (Frungillo
¢s mtsi. 2014). Ezek alapjan a 35S::FLAG-GSNOR1 vonal vizsgalata a nitratbol szarmaz6 NO-
val kapcsolatos kovetkeztetések levonasat teszi lehetdvé, mig a gsnorl-3 vonal vizsgalataval a
GSNOR altali NO-eltavolitas szerepérdl kaphatunk informéciot. Az elsd, a strigolaktonok és a
NO-jel kozott fennalld szabalyozo kapcesolat meglétére utalo jel az volt, hogy a NO-szint és a
SNO-tartalom magasabb volt a max1-1 és max2-1 strigolaktonszintézisben és -jeltavitelben
hibas novényekben, mint a vad tipusban. A max mutansok magas NO-tartalma 6sszefiiggésben
lehet a GSNO-szintjiikkkel, amit a GSNOR enzim szabalyoz. A GSNOR1 gén kifejezodésében
nem volt jelentds kiilonbség a ndvényvonalak kozott, az enzimfehérje mennyisége €s aktivitasa
azonban alacsonyabb volt a vad tipushoz képest. Ez egyrészt magyarazhatja a mutansok
megndvekedett NO- és SNO-szintjeit, masrészt felveti a lehetdségét annak, hogy a
strigolaktonhidny poszttranszkripciondlisan reguladlja a GSNOR enzimet, igy befolyasolva a
SNO/NO-szinteket. A magas NO/SNO-szintet mutaté gsnorl-3 ludfiiben a strigolakton-
bioszintézis gének (CCD7, CCD8, MAX1) alulszabalyozottak voltak, ami a forditott iranya
hatasra, vagyis a NO/SNO-szintek strigolaktonszintézist gatlo hatasara enged kovetkeztetni. Az
adatok tovabbi megerdsitése céljabol vizsgaltuk a gsnorl-3 mutans strigolaktonanalogra (rac-

GR24) adott valaszat. A vad tipusban a GR24 a korabban publikaltaknak megfelelden (pl.
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Ruyter-Spira és mtsi. 2011, Marzec 2016) FGY-megnyulast okozott, azonban a gsnorl-3
kezelésre mutatott érzéketlensége arra utal, hogy funkcionalis GSNOR enzim sziikséges a
strigolakton gyokérmegnytlast fokozod hatasanak érvényesiiléséhez. A forditott irdnya
jelkapcsolat is igazolast nyert a gyokérnovekedési kisérletekben, hiszen a max mutansok
érzéketlensége az exogén GSNO gyokérrovidiilést kivalto hatasaval szemben azt sugallja, hogy
megfeleléen miikddo strigolakton-jelatvitel sziikséges a NO gyokérhosszra kifejtett hatdsdhoz.
Mivel a NO gyokérfejlodést befolyasold hatasa tehat részben a strigolakton-jelatvitelen
keresztlil valosul meg, a strigolaktonok hatasa a GSNOR-szabalyozott NO-szintekre egy
kompenzacios visszacsatolasi mechanizmusként valésulhat meg. Ezek — €s tovabbi itt be nem
mutatott — eredmények egyértelmiivé teszik, hogy a GSNOR éltal szabalyozott NO és SNO ¢és
a strigolaktonok kozott kdlesondsen negativ regulacids kdlesonhatds mikodik, ami a ladfi
gyokérszerkezetének kialakitdsdban kulcsfontossdgi. A max2-1 muticido és a rac-GR24
strigolakton jelatvitelre nem specifikus jellege miatt, az el6zdekben bemutatott eredmények
esetén, nem lehet egyértelmiien kizarni a karrikinek hatdsat. A karrikin és a strigolakton
jelatviteli utjainak kiilonvalasztasa céljabol felhasznalt receptormutansok (htl3=kai2 karrikin
receptor-mutans, d14 strigolaktonreceptor-mutans) gyokerében detektalt magas NO-szintek
arra utalnak, hogy a NO-jelatvitel kolcsonhat mind a karrikin-, mind pedig a strigolakton-
szignaltranszdukcio kezdeti 1épéseivel. Ezt tamasztja ala a htl3/d14 dupla mutans el6z6
vonalaknal magasabb NO-szintje. Erdekes modon a karrikin- és strigolaktonreceptorok
csaladdjaba tartozd harmadik tag, a DLK2 (Végh és mtsi. 2017) receptormuticidja szintén
emelkedett NO-szintet okoz, ami arra utal, hogy a hatasa nem specifikusan a karrikin- vagy a
strigolaktonpercepciora iranyul, hanem a receptorcsaladot altalanosan érinti. A karrikin
jelatvitelének azonban feltehet6en nincs kapcsolata a NO-dal, amire a smax1/smax2 jelatviteli
mutansok vadtipus-szeri NO-szintje utal.

Az eredményeinkbdl levonhat6 altalanos kovetkeztetésiink az, hogy az elemtdbblet
mellett novekedd novények gydkércsuicsaban a fitohormonok (auxin, citokinin, etilén) és a NO
metabolizmusa ellentétesen szabalyozodik, ami 4ltaldban a hormonszint és jelatvitel
fokozodasaban és ezzel parhuzamosan a NO-szint csokkenésében nyilvanul meg. Az auxin és
a NO, a citokinin és a NO, valamint az etilén és a NO kozott kolcsondsen negativ regulacios
kapcsolat all fenn, aminek hozzajarulasat a gyokérnovekedési valaszokhoz tobb rendszerben
bizonyitottuk. A stresszmentes koriilmények kozott fejldodé novény gyokerében a
strigolaktonok GSNOR-fiiggé modon szabalyozzak a NO/SNO-szinteket, a NO pedig
génexpresszios szinten visszahat a strigolaktonszintekre és -jelatvitelre. A két molekula

gyokérmegnytlasra gyakorolt hatdsa ellentétes, és egymas részvételével valosul meg. Legujabb
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eredményeink arra utalnak, hogy a NO novekedésszabalyoz6 szerepe kapcsolodik a karrikin-
jelatvitellel is, sot feltehetéleg a D14, KAI2 és DLK receptorokat magaba foglald teljes

receptorcsaladra kiterjed.

6.4. A NO RESZVETELE A NOVENYEK ELEMTOBBLETTEL SZEMBENI
TOLERANCIAJANAK KIALAKULASABAN

A rézterhelt, NO-tultermelé és -alultermelé A. thaliana vonalak életképességének
Osszevetése azt az eredményt hozta, hogy enyhe stressz soran a magas endogén NO-szint
fokozza a rézérzékenységet, sulyosabb rézterhelés mellett azonban a réztiréshez jarul hozza.
Ez azt jelenti, hogy a NO-jelatvitel hatasa a stressz er6sségétdl fiigg. A kis rézkoncentracio
¢letképességre gyakorolt negativ hatasa visszafordithaté volt a noxl vonal magas NO-
tartalmanak csokkentésével. A NO réztlirést fokozo hatasara utal tovabba az is, hogy a vad tipus
NO-szintjének emelése kiilsé NO-adagolassal jelentOs réztlirést okozott, mig a NO eltavolitasa
fokozta az érzékenységet az alacsonyabb rézdozisok mellett is. A nialnia2 mutans NO-
szintjének NO-donorral vald megemelése minden rézkoncentracio mellett novelte a
tliroképességet. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a NO-jelatvitel hozzajarul a ndvények
réztiiréséhez. A NO abiotikus és biotikus stresszrezisztencidban betoltott szerepe szamos
kisérleti rendszerben igazolast nyert. Példaul a NO-taltermelé paradicsommutans (shr)
nagyfokt betegség-ellenallosagot mutat (Negi és mtsi. 2010). Tovabba a nialnia2 mutans
vizstresszel szemben érzékenynek mutatkozott (Lozano-Juste és Leon 2010). A ROF-
tultermeld vtc2-1 és vtc2-3 vonalak gyenge réztiirése és a rézterhelt miox4 jobb életképessége
arra enged kovetkeztetni, hogy a fokozodd ROF-jelatvitel a rézindukalt karosodashoz jarul
hozza, mig az aszkorbinsav tultermelése kovetkeztében lecsokkent endogén ROF-tartalom a
réztiirésnek kedvez. Eredményeinkhez hasonloan a vic2 mutansok mas stresszfaktorokkal
szemben (pl. fotooxidativ stressz, h6- és 6zonstressz) is érzékenynek bizonyultak (Smirnoff
2000, Miiller-Moulé és mtsi. 2004, Larkindale és mtsi. 2005, Bellini és de Tullio 2019), ami
alatdmasztja azt, hogy a ROF-jelatvitel a masodlagos oxidativ stressz kivaltasan keresztiil
fokozza a stresszérzékenységet. A NO tultermelése esetén a novények O»* -tartalma alacsony
volt, a NO alacsony szintje pedig nagy endogén O2°*-tartalmat alakitott ki, ami arra utal, hogy
stresszmentes koriilmények kozott a NO szabalyozza a O2°"-szintet, aminek mechanizmusa
lehet a NO ¢és a O2°* kozott lejatszodd, ONOO™-képzddéshez vezetd kémiai reakcid (Koppenol
és mtsi. 1992), vagy a NO antioxidans enzimek aktivitasat szabalyozo képessége (Wani és mtsi.
2021). A O2* képzéséért a NOX enzim a felelés a rézterhelt A. thaliana gyokerében
(Opdenakker és mtsi. 2012). A NO taltermelése esetén (nox1, gsnorl-3) a rézindukalt NO-
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akkumulacié elmaradéasat okozhatta az, hogy a NO S-nitrozilacio révén inaktivalja a NOX
enzimet (Yun és mtsi. 2011). A réz hatasara a H2O,-szintek csokkentek abban az esetben, ha a
NO nagy koncentracidoban volt jelen a ndvényekben. Ennek magyarazata az lehet, hogy a NO
indukalja az antioxidans enzimek génjeinek kifejez6dését (Griin és mtsi. 2006), és
poszttranszlacidsan is aktivalhatja azokat S-nitrozilacios reakcion keresztiil (Begara-Morales és
mtsi. 2016). Tovabba a NO alacsony endogén szintje esetén a rézterhelés O2°*-szint-csokkenést
és H2O2-szint-novekedést okozott, ami a SOD altali detoxifikacios mechanizmus aktivalodasat
feltételezi, ugyanis a NO mellett az antioxidansok aktivitasat szamos mas faktor is szabalyozza.
A megvaltozott aszkorbatmetabolizmusu és ROF-szinti mutdnsok alacsony endogén NO-
szintje arra utal, hogy a NO-metabolizmust szigoruan szabalyozott ROF-szint regulalja. A NO-
szintek, rézindukalt nem szignifikans valtozasai alapjan feltételezhetjiik, hogy rézstressz soran
a ROF nem gyakorol jelent6s hatast a NO-metabolizmusra. Az alacsony NO-szinttel rendelkezd
nialnia2noal-2 tripla mutans A. thaliana rézérzékenységének tanulmanyozasa megerdsitette a
korabbi eredményeinket, miszerint a csokkent NO-szint rézzel szembeni szenzitivitast okoz, és
az ¢életképesség-vesztés enyhithetd a NO kiviilrdl valé adagolasaval. A NO-kezelés rézstresszt
enyhit6 hatasat kimutattak tobbek kozott buzaban, paradicsomban, rozsban (Secale cereale L.)
¢s dohanyban (Nicotiana tabacum L.), ahol a NO hatasa foként az antioxidans-rendszer
feliilszabalyozasa révén valosult meg (0sszefoglalva Rather és mtsi. 2020 altal). A mutans
rézérzékenységéhez az alacsony NO-tartalman tul feltehetéen a magas ROF-tartalma
(intracellularis és nagy reakcioképességli ROF) is hozzijarul, ami bar nem fokozdodik a
rézterhelés hataséara, de sokkal magasabb, mint a vad tipusban. Ez az eredmény aldtdmasztja a
korabbi megéllapitasunkat, miszerint a NO- és a ROF-szintek antagonista modon véltoznak a
kezelést nem kapott és a rézkezelt novényekben egyarant. Ennek az antagonizmusnak a
hétterében a mar korabban leirt mechanizmusok, vagyis a NO ROF-metabolizmust szabalyoz6
hatésai allhatnak, amik els@sorban az antioxidansok és szintézisenzimek génexpresszios (Griin
¢és mtsi. 2006) vagy poszttranszlacios (Begara-Morales és mtsi. 2016) szintii regulacidja révén
valdsulnak meg.

A szelenit jelenlétében az etrl-1 A. thaliana vonal — melyben az etiléntartalom a vad
tipuséhoz hasonl6 — kismértékii életképesség-vesztése arra utal, hogy az etilén-jelatvitel hibaja
szelenittirést alakit ki, vagyis a normal etilénérzékelés ¢és -jelatvitel fokozza a
szelénérzékenységet. Tovabba ez az eredmény azt is sugallja, hogy a szelenitérzékelés
Osszefligg az etilén hormon érzékelésével a ludfii gyokerében. Ami az endogén etiléntartalmat
illeti, Tamaoki és munkatarsai (2008) szelenit jelenlétében jelentésen megndvekedett

etilénszintet mutattak ki, ami sziikségesnek bizonyult a kénasszimilidcioban szereplé gének
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indukcidjahoz. Korabbi eredményiink igazolta, hogy az etrl-1 vonalban az endogén etilénszint
jelentdsebben megnd szelenitkezelés hatasara, mint a vad tipusban, ami a kénasszimilacio
javitasan keresztiil hozzajarulhat a nagyobb mértékli szelenittiiréshez. Az etrl-1 mellett a
citokinintiltermelé ipt-161 vonal is szelenittiirébbnek bizonyult, ami feltételezi a
citokinineknek a széles korii szelenittoleranciaban jatszott szerepét. A nagy citokininszint a
szelénmetabolizmusban érintett ADENOZIN-FOSZFOSZULFAT-REDUKTAZ1 (APR1) gén
kifejezddését indukalja (Ohkama és mtsi. 2002), hozzéjarulva ezzel a tiiréshez. Megemlitendod,
hogy a NR egy citokinin altal indukalhaté enzim (Samuelson és mtsi. 1992), tehat a nagy
citokinintartalom altal fokozott aktivitasu enzim hatékony nitrogénmetabolizmushoz jarulhat
hozza, igy novelheti a szelenittel terhelt nGvény életképességét. Az ipt-161 vonal szelenittiirése
megerdsitést nyert egy tovabbi kisérletsorozatban is, azonban a vad tipusu novények exogén
citokininnel (BA) valo kezelése jelentdsen rontotta az életképességet szelenit jelenlétében és
hianyaban is. Az ellentmondd eredmények magyarazata az lehet, hogy a BA nagy
koncentracioban sejthalalt indukal (Carimi és mtsi. 2005), ami fennallhat az Aaltalunk
alkalmazott rendszerben. Ugyanakkor az ipt-161 mutans a zeatint tartalmazza nagy
koncentracioban, a kiils6 kezelés azonban egy masik citokininformaval, a BA-nel tortént, ami
felveti a lehet6ségét annak, hogy a citokininek szelenittiirésre (csakugy, mint a NO-tartalomra)
gyakorolt hatasa fligg a citokinin tipusatol. A nagy endogén citokininszint szelenittlirést fokozo
hatasat meger0siti az, hogy az alacsony endogén citokinintartalommal bir6 35S::CKX2
szelenitérzénynek bizonyult. Tovabba a hibas citokinin-jelatviteli cyr A. thaliana vonal
szelenitérzékenysége arra utal, hogy a citokininérzékelés és -jelatvitel normal miikodése
sziikséges a szelenittolerancia mechanizmusainak aktivalédasahoz. A NO taltermelése teljes
mértékben megakadalyozta a szelenitindukalt életképesség-vesztést, az alacsony NO-tartalmu
nialnia2 mutans pedig szelenitérzékenységet mutatott, ami arra utal, hogy a nagy NO-szint
rontja a szelenitérzékelést, az alacsony NO-tartalom pedig kedvez annak. Ezek az eredmények
egyiittesen a NO-jelatvitelnek a szelenitérzékelésben és -stresszvalaszban jatszott szerepére
utalnak. Ezt tamasztja ala az, hogy a NO exogén adagolasa a szelenit mellett jelentés mértékben
fokozta a vad tipusi ndvények tlirését. A NO stresszt enyhité hatasat felismerték mas
kedvezodtlen kornyezeti hatasok esetén is, mint pl. a szarazsag, a s6- vagy nehézfémterhelés
(0sszefoglalva Nabi és mtsi. 2019 altal). A szelenitstressz egyik kdvetkezménye a novényi
sejtekben az oxidativ stressz (Kolbert és mtsi. 2019a), ami a NO antioxidativ hatasanak
célpontja lehet.

A NO-jelatvitel cinktolerancidban jatszott szerepének vizsgalatdhoz a korabban is

alkalmazott, NO-taltermelé gsnorl-3 mutans mellett alkalmaztuk a 35S::FLAG-GSNOR1
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vonalat is, melyben a GSNOR enzim tal van termeltetve. A gsnorl-3 vonal altalunk tapasztalt
nagyfoku cinktiirése egybecseng a réz- és szelenittiirésével, azonban ellentmond a korlatozott
betegség-ellenallosagi képességével és mérsékelt hotiirésével (Feechan és mtsi. 2005, Lee és
mtsi. 2008), ami arra utal, hogy a SNO-jelatvitel pozitiv és negativ iranyban is képes
szabalyozni a stresszvalaszokat a stressz természetétdl fiiggben. A  gsnorl-3
cinktoleranciajanak hatterében nem mutattunk ki a vad tipustol eltéré mértékii cinkfelhalmozast
a gyokér felszivasi zonajaban, vagyis a mutans cinktoleranciaja nem csokkent mértékii felvétel
kovetkezménye. A vad  tipusban  tapasztalt cinkindukalt NO-produkcio
hattérmechanizmusaként feltételezhetjiik a kialakuldé vashianyt, ahogy azt fekete csucsor
(Solanum nigrum L.) gyokércsucsaban valoszintsitették (Xu és mtsi. 2010), illetve a
fémindukalt GSNO-lebomlas is vezethet NO-képz3déshez a kisérleti rendszeriinkben. Erdekes
moédon a gsnorl-3 mutansban a cinkterhelés nem vezetett a NO- és az SNO-szint
novekedéséhez, ami a GSNOR-aktivitas hianyaban egy GSNOR-fiiggetlen SNO/NO-szint-
szabalyozast feltételez. A NADPH-fiiggd tioredoxin-reduktaz rendszer kozvetlen és szelektiv
denitrozilacios aktivitast mutatd enzimrendszernek tekinthetd, amely idében és térben regulalja
az SNO-jelatvitelt (Umbreen és mtsi. 2018). Az NTR enzim aktivitasat megnovelte a cink a
gsnorl-3-ban, ami feltételezi, hogy az NTR részt vesz a NO/SNO-szintek szabalyozasaban a
GSNOR enzim hianyaban, cinkterhelés esetén. A THIOREDOXIN (TRX) gének kifejezodését
a cink nem befolyasolta a gsnorl-3 vonalban, bar nem zarhato6 ki, hogy a cink jelenlétében a
TRX-aktivitds poszttranszkripciondlisan szabélyozodik. Osszefoglalva, az eredmények azt
sugalljak, hogy a vad tipusi és a GSNOR-tultermeld vonalban a cink fokozza az SNO-
jelatvitelt, mig a GSNOR-enzim-hianyos vonalban az NTR-aktivitas cink altali fokozddasa
részt vesz az SNO-jelatvitel korlatozasaban. A GSNOR-enzimaktivitas csokkenése a vad
tipusban és az enzimet tiltermeld vonalban nem jart egyiitt a fehérjemennyiség csdkkenésével,
ami arra utal, hogy a cinkkezelt névényben jelen 1év6 GSNOR enzimallomany nagy része
inaktiv lehet. A GSNOR1 gén kifejez6dését a cinkterhelés nem befolyasolta egyik
ndvényvonalban sem, ami feltételezi, hogy a GSNOR-aktivitdsban bekovetkezd cinkindukalt
valtozasok poszttranszkripciondlis szinten torténnek. A GSNOR enzim cink indukalta
inaktivalodasanak egyik mechanizmusa az lehet, hogy a képz6dé H20. a GSNOR Katalitikus
helyén 1évé ciszteineket oxidativ médon modositja, igy cinkion-felszabadulast okoz, ezaltal
inaktivalva az enzimet (Kovacs és mtsi. 2016). Amikor glutation kiilsé adagolasaval
csokkentettiik a cinkindukalt H>O»-felhalmozodast a vad tipusban és a GSNOR-
enzimtultermeld vonalban, akkor a GSNOR aktivitdsvesztése megszint, vagy mértéke

csokkent, ami bizonyitja a H2O, kozvetlen szerepét a GSNOR cinktdbblet altali
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inaktivalodasaban. A H»O: altal indukalt, feltételezett cinkion-felszabadulds kovetkeztében
fellépd fehérjeszerkezeti valtozasra utal az is, hogy a GSNOR-fehérje gélben valo futasi
tulajdonsaga kissé megvaltozik. A cinktobblet hatasara bekovetkezé ROF-képzddés foleg az
apoplasztban (Morina és mtsi. 2010) és a citoplazmaban torténik mas esszencialis fémek
homeosztazisanak felborulasa kovetkeztében (pl. vas, Schiitzendiibel és Polle 2002), és a
citoplazmaban a GSNOR célpontja lehet a ROF — koztiik a H2O2 — modositd hatasanak.
Minden altalunk vizsgalt rendszerben mutans ludfiivonalak és farmakoldgiai modszerek
felhasznalasaval igazoltuk, hogy a NO-, illetve az SNO-kapcsolt jelatvitel fokozza a réz-, a
cink- és a szelénterheléssel szembeni toleranciat. Mindharom elem tébblete ROF-talprodukciot
okoz, aminek mértéke 0sszefiiggést mutat az elemérzékenységgel. Eredményeink feltételezik,
hogy a NO mérsékeli az elemtobbletek altal okozott ROF-produkcidt, ami irodalmi adatok

alapjan az antioxidans-rendszer szabalyozéasa révén valdsulhat meg.

6.5. A NO RESZVETELE A NITRO-OXIDATIV JELATVITEL KIALAKITASABAN
ELEMTOBBLETEK HATASARA KULONBOZO NOVENYFAJOKBAN

A cinkterhelt A. thaliana-ban a NO- és SNO-szint novekedése maga utan vonta a fehérje
S-nitrozilacio kismértékii fokozodasat, amit RSNO-RAC moédszerrel mutattunk ki. A proteomra
gyakorolt kismértékli hatds annak a kovetkezménye lehet, hogy az altalunk alkalmazott
cinkkoncentracid csupan enyhe stressznek felelt meg. A fehérjetargetek azonositdsa soran a
biologiai ismétlésekbdl szarmazo adatok meglehetdsen nagy szorasat tapasztaltuk (3. tablazat),
ami a RSNO-RAC eljaras nagyfoku komplexitasival magyarazhatd, és azzal, hogy a
novényeket harom fiiggetlen kisérletben neveltiik. Tiz fehérje mutatott olyan mértékii dusulast
(+Asc/-Asc arany nagyobb, mint 1,5) mindharom biologiai ismétlésben, ami igéretes S-
nitrozilacios célpontta teszi azokat (3. tablazat). Ezek kozott az aszkorbat peroxidaz 1 csak és
kizarolag a cinkterhelt mintdban mutatott S-nitrozilaciot. Irodalmi adatok szerint az APX1
fehérje 32. ciszteinjén torténik az S-nitrozilacids reakcid, ami az enzim aktivalodasahoz vezet
(Begara-Morales és mtsi. 2014, Yang és mtsi. 2015). Ezzel ellentétben az APX-aktivitas és a
fehérjemennyiség cink hatasara csokkent mindharom A. thaliana vonalban, bar a 35S::FLAG-
GSNOR1 vonalban a cink altal okozott fehérjemennyiség-csokkenés kisebb mértéki volt. Ez
arra utal, hogy mig a vad tipusit és GSNOR-hidnyos ludfiiben a cink a fehérjemennyiség
redukalasa révén csokkenti az APX-aktivitast, addig a GSNOR tultermelése enyhiti a
fehérjemennyiség csokkenését, igy a fehérjeabundancia jelentds csokkentése nélkiil okozza az
APX inaktivaciojat. A katalaz (KAT3) S-nitrozilacios célpontnak bizonyult in vitro, és az

0sszes KAT-aktivitas cinkindukalt csokkenést mutatott, aminek oka lehet tobbek kozott
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fehérjenitracio, hiszen mindkét enzimrél igazolést nyert korabban, hogy atesnek tirozinnitracios
modosulason (Begara-Morales és mitsi. 2014, Chaki és mitsi. 2015). A nitrozativ stressz
markerének tekinthetd proteintirozin-nitracid az alacsony molekulatomegli fehérjesadvokban
(16-30 kDa) volt kimutathatdo az optimalis cinkellatottsagi és a cinktobblet mellett nott
vonalakban is. Ez a fizioldgiasnak tekintheté nitroprotcom mindharom ndvényvonalban
hasonlé méretii volt, megegyezd nitracidos mintazat mellett. Az, hogy az optimalis feltételek
kozott ndvekedod, egészséges ndvényekben a fehérjedllomany egy része nitralt, arra utal, hogy
a proteintirozin-nitracié lehet egy alapveté fehérjeaktivitas-szabalyozasi mod. Hasonldan
eredményeinkhez, a fehérjék bazalis nitracios allapotat mutattak ki fiziologias folyamatokban
(6sszefoglalva Corpas és mtsi. 2021). A fehérjesavok nagy része esetén tapasztalt nitracios
er6sodés a vad tipusban és a GSNOR-tultermelé vonalban arra utal, hogy a cinkterhelés
eredményezi. A gsnorl-3 vonalban tapasztalt enyhe cinkindukalt nitraciocsokkenés
feltételezett, bar novényekben még nem ismert denitraciés mechanizmusok aktivalodasanak
vagy a fokozodo fehérjebontasnak (Kolbert és mtsi. 2017) tudhato be.

A NO/SNO-jelatvitel és a cinkstressz Osszefliggéseit vizsgald Kkisérleteink 6
kovetkeztetése az, hogy a cink indukalta H2O2 kozvetleniil részt vesz a GSNOR
inaktivaciojaban, igy pozitivan szabalyozza a NO- és SNO-szinteket, amik tobbek kozott az
APX1 enzim S-nitrozilacidjahoz vezetnek. Az APX és a KAT aktivitasaban bekovetkezd
véltozasok befolyasolhatjdk a H2O2-szinteket a cinkterhelt novényekben. Ez az jelenti, hogy a
H202 egy SNO-jelatvitelt involvald Onszabalyozo folyamatban befolyasolja a sajat szintjét.
Ezek az eredmények a ROF- (H202) és NO/SNO-jelatvitel kozott mikodé szabalyozo
kolesonhatasra hivjak fel a figyelmet a cinkstressznek kitett ndvényben.

A Brassica fajok cinktiirését Osszehasonlitd kisérletiink eredménye az lett, hogy az
emelked6 cinkkoncentraciok mellett a Brassica juncea fenn tudta tartani a
gyokérmerisztémajanak életképességét, ezzel nagyfoku cinktiirést mutatva a Brassica napus-
szal szemben, ami a csokkend é€letképessége okan relative cinkérzékenynek bizonyult. A két
Brassica faj eltéré tolerancigja felveti a lehet6ségét a cinkérzékenység fajspecifitasanak. A B.
napus cinkérzékenységéhez a kisebb cinkkoncentraciok hatasara O2*-produkcié és minden
cinkdo6zis esetén jelentkezd SOD-enzimaktivacié tarsult, ami arra utal, hogy a SOD
aktivalodasa nem tudta kompenzalni a O2* képzddését enyhébb cinkterhelés esetén, de
csokkentette azt fokozott cinkstressz mellett. A cinktlirébb B. juncea gyokerében feltehetdleg
az indukal6do SOD-aktivitas dsszefliggésben lehet a csokkend O2°"-szinttel, mig az alacsonyan

maradé H>Oz-szinteket nem magyarazzak az APX-aktivitas valtozasai, tehat a H202-szintek
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kontrollalasaban egyéb, APX-fliggetlen mechanizmusok (pl. katalaz, glutationrendszer)
vehetnek részt. Ehhez hasonldéan a B. napus-ban jelentkezd jelentds cinkindukalt H2O»-
képzOdés sincs Osszefiiggésben az APX enzim aktivitdsaval. Eredményeinkhez hasonl6an,
cinkindukalt ROF-képzédést és bizonyos antioxidans enzimek aktivitisaban bealld
valtozasokat tapasztaltak tobbek kozott cukorrépaban (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris),
paprikaban (Capsicum annuum L.), kavéban (Coffea arabica L.) (Jain és mtsi. 2010, Kaya és
mtsi. 2018, dos Santos és mtsi. 2019).

A B. juncea gyokércsucsaban a cinkstressz altal indukalt NO-képz6édést tapasztaltunk,
aminek hatterében feltételezheté vashianyt (Xu és mtsi. 2010) nem mutattunk ki a Brassica
fajokban (adatok nincsenek bemutatva). Lehetséges tovabba az elsésorban a gyokérben a NO-
szintézishez hozzajaruld6 NR enzim aktivalodasa. Tovabbi lehetdség a cinkindukalt NO-
képzddésre (a kordbban leirtak szerint) a GSNO, mint mobilis NO-raktar fémkatalizalt bomlésa
(Smith és Dasgupta 2000). A szignifikans, cinkindukalt ONOO™-tartalom novekedése
magyarazhatja a kismértéki NO-akkumulaciot, mivel a képzddé NO egy része feltehetdleg
ONOO-té alakul. Ezt a feltételezést alatamasztja a B. juncea-ban csokkend O2* -szint, mig a B.
napus esetén a O2*-szintek magasak maradnak, és feltehetleg kevesebb ONOO™ képzddik
ezen az utvonalon. A cink hatasara kisebb-nagyobb mértékben megnovekedé ONOO™-szint
kovetkezményeként mindkét fajban a fehérjetirozin-nitracié fokozdodasat tapasztaltuk, vagyis
igazoltuk a cinkterhelés fehérjenitraciot fokozo hatasat Brassica fajokban is. Az optimalis
cinkellatas mellett nétt Brassica fajokban hét nitrotirozin-immunpozitiv fehérjesav volt
detektalhatd, ami aldtdmasztja a fizioldgias nitroproteom meglétét. Mivel a kontrollban is jelen
1évo nitralt fehérjesavok nitracidja fokozodott ijabb nitralt fehérjesavok megjelenése nélkiil,
ezért elmondhatd, hogy a cinkterhelés nem valtoztatja meg a nitraciés mintazatot. Tovabba
mivel mindkét fajban hasonlé mértéki nitraciofokozodas mutatkozott a cinkterhelés hatasara,
tehat kijelenthetd, hogy a Brassica fajok proteomja hasonlé mértékben érzékeny a nitracios
modosulésra. Stresszindukalt fehérjenitracio-fokozodast mutattak ki tobbek k6zott vizhianyos
szarvaskerepben (Lotus japonicus L.) (Signorelli és mtsi. 2013), alacsony hémérsékleten nevelt
ludfiiben (Begara-Morales és mtsi. 2019) és indiummal kezelt buzaban (Zhao és mtsi. 2022). A
ONOQO' peroxinitrites sav (ONOOH) képzddésén keresztiil lipidperoxidacidhoz is vezethet, ami
a B. napus gyokércsucsaban kimutathato volt, a B. juncea esetében azonban nem. Ez arra utal,
hogy a cinktiiré B. juncea nem szenved el oxidativ karosodast. Ez dsszefiiggésben lehet azzal,
hogy e cinktlird faj enyhe ROF-produkcioval és az antioxidans enzimek aktivalodasaval
vélaszolt a cinktobbletre, vagyis jelentds cinkindukalt oxidativ stresszt nem mutatott. Bar a NO

¢s a ONOO™ nagyfoku képzddése és a fehérjenitracid fokozddasa cinkindukalt nitrozativ
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stresszre utal a B. juncea-ban. A nitrozativ stresszjelatvitel az érzékeny B. napus-ban is
fokozddott, de ebben a fajban ezt cinkindukalt oxidativ stressz is kisérte, vagyis nitro-oxidativ
stresszrdl beszélhetiink. Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a cinkkel szembeni
érzékenységet az oxidativ stresszfolyamatok inkabb meghatarozzak, mint a nitrozativ stressz,
hiszen annak megjelenése a cinktliréstol fliggetlennek bizonyult.

A hosszabb tavl cinkterhelés fehérjenitraciora gyakorolt hatdsanak vizsgalata sordn
kideriilt, hogy az egészséges Brassica fajok hajtasanak fehérjeallomanya nagyobb mértékben
nitralt, mint a gyokér fehérjéi, ami a fehérjetirozin-nitracid szervspecifitdsara utal. A
cinkterhelés kiilonb6zéképpen modositja a nitracios mintazatot a fajok hajtasproteomjaban,
mig a gyokérben altalanos, cinkindukalt nitracids erdsodés (1), nitralt fehérjesdvok megjelenése
nélkiil) tapasztalhato, és ez a B. juncea esetén jelentdsebbnek bizonyult a B. napus-hoz képest.

A Brassica fajokat cink-oxid NP jelenlétében csiraztatva igazoltuk, hogy az alacsonyabb
NP-koncentraci6 pozitivan hat mindkét faj gyokérndovekedésére, a nagyobb dozis pedig karos
hatasa. A Brassica fajoknak a gyokérmerisztéma-sejtek életképességbdl kovetkeztetett
érzékenysége azonban kiilonb6z6, hiszen a B. napus jelentds életképesség-vesztésével szemben
a B. juncea csak kisebb mértékii érzékenységet jelzett. Az adatok azt is mutatjak, hogy nincs
egyértelmii Osszefliggés a merisztémasejt-¢letképesség és a gyokérhossz kozott, amit az
magyarazhat, hogy a merisztémasejtek aktivitasa/osztddasa mellett a gyokérhosszt
sejtmegnyulasi folyamatok is szabalyozzak, melyeket tobbek kozott sejtfalmodosuldsok és
fitohormonok jelatvitele is nagyban befolyasol. Khan és munkatérsai (2019) kimutattdk, hogy
az etilénszintézisben és -jelatvitelben érintett gének kifejez6dését és az etilénszintet jelzd
EBS::GUS aktivitasat a cink-oxid nanorészecskék fokoztak A. thaliana-ban. A cink-oxid NP-
szervében azt sugallja, hogy a NP-ok jelentés mennyiségii cinkiont szabaditanak fel feltehet6leg
a gyokér felszinén bekovetkezo biotraszformacios folyamatban (Lopez-Moreno és mtsi. 2010).
A NP-ok jelenlétében fejlodé gyokérzetben a tizszeres cinkkoncentracié a hajtashoz képest
pedig arra utal, hogy a felvett cink nagy része a gydkérben raktarozodik, feltehetéleg a
vakuolumokban. Ugyanakkor gyokér-hajtds iranyd cinktranszlokacid is torténik, ami a
xilémben maldttal, citrattal vagy hisztidinnel alkotott cinkkomplexek formajaban valdsulhat
meg (da Cruz és mtsi. 2017). Babnévényben (Phaseolus vulgaris L.) a cink-oxid NP (~40 nm)
kezelés a xilémbe iranyuld cinkiontranszportban szereplé gének (HMAZ2) és a vakudlumba
iranyul6 cinkion-kompartmentalizacidban szereplé gének (NRAMP3,-4 és -8) kifejezodését
indukalja (da Cruz és mtsi. 2019), ami alatamasztja a nano-Cink-oxid cinkioneloszlast

tanszkripcionalis szinten befolyasold szerepét. A Brassica fajok cinktranszlokacios
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kapacitasaban kiilonbség adodott, hiszen a cink-oxid NP-kezelt B. juncea a gyokerébdl a
hajtasadba tobb cinket transzlokalt, igy megvalosulhatott a cinktobblet optimalis elosztisa a
szervek kozott, ami hozzajarulhatott a faj nagyobb foku cink-oxid NP-tiiréséhez. Azon til, hogy
a cink-oxid NP-ok jelenlétében fokozddik a novényi szovetek cinkiontartalma, az altalunk
alkalmazott kisméretii (~8 nm) nanorészecskék bejutottak a gyokérsejtekbe a plazmodezmakon
keresztiil, amelyek 5 és 30 nm kozotti atmérdjiiknél fogva a kisebb nanorészecskék vagy
aggregatumok atjutasat tamogatjak, és lehetévé teszik, hogy azok elérjék a plazmamembrant
(Lépez-Moreno és mitsi. 2010). A tovabbi, plazmamembranon Keresztiili internalizacid
lehetséges endocitozissal, szallitofehérjék aktivitasa révén vagy ioncsatornakon keresztiill megy
végbe (Kurczynska és mtsi. 2021). A gyokérsejtek falanak kozéplemezében és a gyokérsejtek
mitokondriumaiban is kimutathatok voltak a cink-oxid nanorészecskék, és a fajok kdzott nem
volt kiilonbség az internalizdcidoban. Hasonloképp Lin ¢és Xing (2008) kimutattdk a
nanorészecskék (~8 nm) jelenlétét az arpagyokér vaszkularis €s endodermalis sejtjeinek
citoplazmajaban. Egy masik tanulméanyban a cink-oxid NP-ok internalizacidjat kimutattak az
epidermiszben, a kéregsejtekben és a gyokércsucsban, de a nanorészecskék hajtasba vald
transzlokacidja nem volt detektalhato (Lv és mtsi. 2015). A mi kisérleteink sem igazoltak NP-
jelenlétet a hipokotilsejtekben (adatok nincsenek bemutatva), ami alatamasztja azt, hogy a cink-
oxid NP-ok nem transzlokaldédnak a hajtasba. A novényi sejtekbe bejutott nanorészecskék,
illetve a biotranszformacio révén felhalmozodott cinkion az oxidativ jelatvitel fokozodasat
okozhatja. A relative tolerans B. juncea gyokerében a NP nagyobb mértékben fokozza SOD
(izoenzimek) aktivitasat, mint az érzékenyebb B. napus-ban. Ugyanakkor a cink-oxid NP NOX
aktivitasra és a O2*-szintekre gyakorolt hatdsat illetden nem volt kimutathato fajfiiggo
kiilonbség. A H202-szintek cink-oxid NP-indukalt csokkenése csak a 100 mg/L cink-oxid NP-
kezelt B. juncea esetén volt magyarazhato az APX-aktivitas novekedésével. A nem enzimatikus
antioxidansok mennyiségi vizsgalata ravilagitott, hogy az aszkorbat-kapcsolt redox jelatvitel a
tolerans B. juncea-ban megemelkedik az alacsonyabb NP-dozis esetén, mig a szenzitiv B.
napus-ban az kevéssé kifejezett, és csak a 100 mg/L NP-koncentracioban torténik meg. A
glutationkapcsolt antioxidans folyamatok a cink-oxid NP-kezelt B. napus-ban indukalodnak,
vagyis az aszkorbat- és a glutationrendszereknek a cink-oxid nanorészecskék jelenlétére utald
indukalhatosaga fajfiiggd jelleget mutat. Meg kell jegyezni tovabba azt, hogy a vizsgalt
antioxidadns enzimek aktivitisaban ¢és a nem enzimatikus antioxiddnsok mennyiségében
bekovetkez6 NP-indukalt fajfiiggd valtozasok ellenére a ROF-szintek hasonlo valtozasokat
mutattak a fajokban. Ez arra utal, hogy tovabbi, altalunk nem tanulmanyozott metabolikus

folyamatok jatszhatnak szerepet a ROF-szintek kontrollalasaban a cink-oxid NP-mal terhelt
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novényekben. A cink-oxid nanorészecskék ROF (foként O2° és H202) generald és/vagy
antioxidans (féként APX, KAT, aszkorbat és glutation) modulalé hatasat jellemezték tobbek
kozott békalencsében (Lemna minor L.) (Hu és mtsi. 2013), bizaban (Tripathi és mtsi. 2017),
¢s Arabidopsis-ban (Kahn és mtsi. 2019). Példaul Tripathi és munkatarsai (2017) eredményei
szerint a cink-oxid NP-kezelés annak kovetkeztében novelte meg a HoO2 szintjét, és fokozta a
lipidperoxidaciot, hogy stlyosan gatolta az aszkorbat-glutation ciklus enzimeinek aktivitasat,
¢s csOkkentette maganak az aszkorbatnak és a glutationnak a mennyiségét. A NO és a ONOO”
szintje a ROF-kal ellentétben fajfiiggé modon valtozott a cink-oxid NP jelenlétében, hiszen
csak a B. juncea-ban mutattunk ki névekedést. Mivel — ahogyan azt korabban emlitettem — a
GSNO fémkatalizalt bomlasa vezethet NO-képzédéshez, megvizsgaltuk a GSNO-szintek
Osszefiiggését a NO-szintek valtozasaival, de nem mutattunk ki egyértelmii kapcsolatot a
GSNO ¢és a NO szintjeinek cinkindukalt modosulasai kozott. Ez azt sugallja, hogy elsésorban
nem a GSNO lebomlasa felelds a cink-oxid NP altal indukalt NO-produkcioért. Mivel mind a
GSNO, mind pedig a NO felszabadulas nélkiili lebontasaért felelos GSNOR-aktivitas csokkent
a cink-oxid NP hatasara, az enzim aktivitasat nem lehetett Osszefliggésbe hozni a GSNO-
szintekkel. A GSNOR aktivitascsokkenését a fehérjemennyiség novekedése kisérte a nagy
cink-oxid NP-dozis esetén, ami arra utal, hogy a regulacids hatas nem a transzlacio szintjén
valosul meg, hanem a cink-oxid NP a meglévd GSNOR enzimeket inaktivalja. Ennek egy —
el6zéekben bemutatott — lehetséges mechanizmusa a cink-oxid NP altal kivaltott ROF/H20»-
felhalmozodas kovetkeztében torténd GSNOR-inaktivacio (Kovacs és mtsi. 2016). A nitro-
oxidativ stressznek a fehérjék szintjén megvaldosuld kovetkezménye a fehérjenitracio mellett a
karbonilacio. A két Brassica faj gyokerében hasonld mértéki, fiziologias fehérjekarbonilaciot
mutattunk ki. Az oxidativ karosodast indukalé hatdsan tul a fehérjekarbonilaci6 a ROF-
jelatvitelt is szabalyozza a fehérjék funkcidjanak és sorsanak befolyasolasa révén (Matamoros
¢s mtsi. 2018). Ez magyardzza a pozitiv hatasu, kis dozisi NP-kezelés karbonilaciot fokozo
hatasat mindkét fajban. Az emelt NP-dozis esetén azonban a proteom karbonilaciojanak
csokkenése arra utal, hogy az ily médon modosult fehérjék proteaszomalis lebontasi folyamatai
aktivalodhatnak (Jain és mtsi. 2008). Mivel a karbonilacio cink-oxid NP altal indukalt
csokkenése kisebb mértékii volt a B. juncea-ban, elképzelhetd, hogy ez a faj kevésbé
hatékonyan tudja szabalyozni az oxidativ fehérjemddosulds mértékét. Az el6zéekhez hasonldan
az egészséges novényekben fiziologias nitroproteomot detektaltunk. A B. napus-ban a cink-
oxid NP-doézisok nem okoztak 0j, nitralt sivok megjelenését a membranon, mig a B. juncea
gyokereiben néhany 0j sav mutatott nitraciot, ami a nitraciés mintazat megvaltozasat jelenti. A

karbonilalt fehérjékhez hasonldan a nitralt fehérjék lebontésa is lehetséges a proteaszomakban
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a karosodas mérséklése érdekében (Tanou és mtsi. 2012, Castillo és mtsi. 2015), és ez allhat a
csokkent nitracié hatterében a nagy cink-oxid NP-koncentracioval kezelt Brassica fajokban. A
nitralt fehérjéket a gyokérben in situ vizsgalva kideriilt, hogy azok a rizodermiszben, az
endodermiszben ¢és a koOzponti hengerben, foként a xilém- és a floémsejtek falaban
lokalizalodnak a kontrollndvényekben, és ez a mintazat nem valtozik meg jelent6sen a NP-
stressznek kitett novényekben sem. A nitrotirozinasszocialt fluoreszcencia intenzitdsanak
meghatarozasa kimutatta, hogy a B. napus-ban a nagy NP-dozis jelentdsebb nitraciot okoz a
gyokérben, mint a B. juncea esetén. Ami a nitro-oxidativ stressz fehérjeszintli kovetkezményeit
illeti, a cink-oxid NP altal okozott fehérjekarbonilacids valasz a két Brassica fajban hasonlo
mértéki volt, de a proteinnitracioban a NP-indukalt modosulasok fajfiiggd jelleget mutattak.
Osszességében elmondhato, hogy a B. juncea toleransabbnak bizonyult a cink-oxid NP-
kezelésre, mint a B. napus. A cink-oxid NP-kezelés cinkion-felszabadulast okozott a Brassica
fajok szerveiben, ugyanakkor a kisméretli nanorészecskéket a gyokérsejtek internalizaltdk, a
hajtasba azonban azok nem transzlokalodtak. A cink-oxid NP-kezelés megzavarja a O2* és a
H20, homeosztazisat, tovabba modositja a ROF-metabolikus enzimeket (NOX, SOD, APX) és
anem enzimatikus antioxidansokat (aszkorbat és glutation), hasonld mértékii oxidativ jelatvitelt
valtva ki mindkét Brassica fajban. A RNF- (NO, ONOO", GSNO) szinteket szintén modositja
a cink-oxid NP jelenléte, de az okozott metabolikus valtozasok kiilonbozéek a fajokban.
Tovabba a cink-oxid nanorészecskék valtozasokat indukalnak a Brassica fajok
nanorészecskék nitro-oxidativ jelatvitelt indukalnak a ndovényekben, ami hozzajarulhat a
toxicitasukhoz.

A Brassica juncea gyokérmerisztémajanak életképessége — hasonldoan az irodalmi
adatokhoz (Smith és Watkinson 1984) — jelent6sebben csokkent a szelenit hatasara, mint a
szelenatkezeléssel, bizonyitva a szelenitnek a szelenatnal toxikusabb viselkedését. A
toxicitasbeli igen jelentds kiilonbségek hatterében részben az all, hogy a szelenit sokkal
gyorsabban 1ép reakcioba aminosavakkal, és épiil be a fehérjékbe, mint a szelenat (Lyons és
mtsi. 2005). A B. juncea-ban egyik kezelés sem befolyasolta a NO-szintet, ami ellentmond a
Chen és mitsi. (2014) altal mezei mustarban (Brassica rapa L.) vagy a kutatocsoportunk altal
borsoban (Lehotai és mtsi. 2016) kimutatott szelénindukalt NO-produkcioval, ami a NO-
metabolizmus fajszintli kiilonbségeire utal a szelénstressz esetén. Az irodalmi adatok szerint a
szelén megemeli a szovetek O2* -tartalmat (Tamaoki és mtsi. 2008, Freeman és mtsi. 2010), ezt

azonban sajat kisérletiink csupan a legnagyobb dézisu szelenitkezelés esetén igazolta, mig

crer
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antioxidans-kapacitast noveld jellegével hozhat6  Osszefiiggésbe a 20 uM-0s
szelenitkoncentracié O*"-szintet csillapité hatdsa, melyet az irodalom is széleskorlien
dokumentalt (Djanaguiraman ¢és mtsi. 2010, Ekanayake és mtsi. 2015, Borbély és mtsi. 2021).
A ONOO igen erés makromolekula-modositd hatassal bir (Arasimowicz-Jelonek és Floryszak-
Wieczorek 2011), igy mennyisége utal a nitro-oxidativ stressz erdsségére. A szelenatkezelés
hatasara csokkent mennyiségének a hatterében aktivalodo lebontofolyamatok allhatnak. Az,
hogy a szelenit fokozza az erésen prooxidans és pronitrans ONOO"™ produkcidjat, alatamasztja,
hogy a szelenit ugyanazon koncentracioja toxikusabb a szelenathoz képest. A proteintirozin-
nitracid fizioldgids koriilmények kozott, azaz stresszmentes kozegben nevelkedett
novényekben vald kimutathatosagat ebben a kisérleti rendszeriinkben is igazoltuk, és
megerdsitettiik  korabbi megallapitasunkat, miszerint a Brassica juncea esetében a
hajtasproteom nitraltsaga nagyobb foki a gyokéréhez képest. A szelendtkezelés enyhe
nitraciosmintazat-er6sodést okozott mindkét szervben, s bar ez hatassal lehetett az aktiv
proteindllomanyra, a novények szdmara kevésbé volt hatranyos. A szelenitkezelés ezzel
ellentétben a hajtasban megvaltoztatta a névények nitracidés mintdzatat () nitralt fehérjesavok
jelentek meg), ami hozzajarulhat e szelénforma jelent6sebb toxicitasahoz. A gyokérben, bar a
nitracids mintdzat nem valtozott, a nitracid mértéke jelentdsen emelkedett. A ndvényi proteinek
inaktivacidja nitracion keresztiil egy igen érzékeny folyamat, igy ennek jelentds valtozasai, akar
a szelenit esetében, erds toxicitasra engednek kovetkeztetni. Mind a szelenit mind pedig a
szelenat pronitrans hatasu volt a B. juncea névényben, de a nitracid intenzitasa és a mintazata
fiigg a szelén kémiai formajatol. Tovabba a szelénindukalt fehérjenitracié mértéke és mintazata
szervfiiggést mutat.

A nitro-oxidativ jelatvitel és a szeléntiirés Osszefliggésének vizsgalatat a korabban
bemutatott, Astragalus fajokat dsszehasonlité rendszerben tanulmanyoztuk. A szelén toxikus
hatasaért részben a ROF-felhalmozodas és ennek kovetkeztében fokozodo oxidativ stressz a
felelds (Van Hoewyk 2013). A gyorsan képzddo karos gyok, a O2°* felhalmozodasa és a SOD
aktivalodasa az A. membranaceus szerveiben szelénindukalt oxidativ stressz bekovetkezésére
utal, mig a hiperakkumulalo A. bisulcatus-ban jelentds oxidativ karosodds nem volt
kimutathato. A O2°*"-t el6allitd NOX izoenzimek tekintetében fajfiiggést tapasztaltunk, és az A.
membranaceus esetében a szelendt uj izoenzimek megjelenését eredményezte. Az A.
membranaceus sziklevelében tobb Cu/Zn SOD izoenzim talalhato, mint az A. bisulcatus-ban,
¢s a szelenat jelentds mértékben aktivalja a legtobb izoenzimet. Szelénindukalt O»*-
felhalmozodast mutattak ki a nem akkumulalo Stanleya albescens és az A. thaliana fajokban,

tovabba a masodlagos akkumulalé mezei mustarban (Tamaoki és mtsi. 2008, Freeman és mitsi.
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2010, Chen és mtsi. 2014, Dimkovikj és Van Hoewyk 2014). A hiperakkumulalo Stanleya
pinnata esetén a ROF-at eliminal6d aszkorbat és glutation mennyisége emelkedett, és ezek részt
vesznek a szelén altal indukalt oxidativ stressz kivédésében (Freeman és mtsi. 2010). A mi
rendszerlinkben az A. bisulcatus kissé nagyobb SOD-aktivitast (kiilonésen Cu/Zn SOD)
mutatott a gyokérben, mint az A. membranaceus, ami hozzajarulhat a szelénindukalt
oxidativstressz-tlirési képességéhez. Ugyanakkor a szelén-hiperakkumulalé novényfajok
szerves szelénformakat (foként metil-szeleno-ciszteint) halmoznak fel az oxidativ stresszt
okozo szervetlen szelénformak helyett, amely mechanizmus védelmet jelenthet szamukra az
oxidativ stresszel szemben (Schiavon és Pilon-Smits 2017). A szelenat alacsonyabb dozisa
NO-képzddést valtott ki a foként a nem akkumulalé fajban, s ez az eredmény egybecseng a
szelenitkezelt borsoban (Lehotai és mtsi. 2016) és szelenatkezelést kapott mezei mustarban
(Chen és mtsi. 2014) leirtakkal. Rios és mtsi. (2010) eredményei alapjan feltételezhetd, hogy a
szelenat indukalja a NR enzimet, ami a NO {6 enzimatikus forrdsa a gyokérben, és hozzajarul
az endogén NO-szintézishez a fold feletti névényi részekben (Zhao M-G és mtsi. 2009). A
szelén hatasa a NR enzimre lehet kdzvetett vagy kdzvetlen, mivel a szelénkezelés altal okozott
kénhiany novelheti a szovetek molibdéntartalmat, ezaltal ndvelheti a NR enzim aktivitasat
(Shinmachi és mtsi. 2010). A mi kisérletiinkben szignifikdnsan magasabb molibdéntartalmat
mértiink a szelenatkezelt A. membranaceus mindkét szervében (adatok nincsenek bemutatva),
ami kapcsolatban lehet a megnovekedett NO-tartalommal. A ONOO™-szint novekedésébdl arra
kovetkeztetiink, hogy az A. membranaceus sulyosabb nitro-oxidativ stresszt szenved el, mint
az A. bisulcatus. Bar a nagyobb szelenatkoncentracio mellett a ONOO™ szintje lecsokkent az A.
membranaceus faj gyokerében, ami kioltd mechanizmusok aktivalodasat feltételezi. A GSNO
a novényi sejtek mobilis NO-raktara, és spontan bomlasa NO felszabadulasahoz vezet, mig
enzimatikus bontasat a GSNOR enzim végzi NO felszabaduldsa nélkiil, tovabba
fehérjetiolokkal transznitrozilaciés reakcioba lépve onmaga lebomlik (Lindermayr 2018).
Mindkét faj a gyokeriik endogén GSNO-raktaranak csokkentésével valaszolt a
szelenatkezelésre, de ez csak az A. membranaceus esetén vezethetett NO-képzddéshez.
Feltehetdleg az A. bisulcatus-ban az eredetileg magas GSNO-tartalom transznitrozilacios
reakciokban vesz részt SNO képzddése mellett, és a GSNOR-katalizalt lebomlas nem vesz részt
a GSNO-szint szabalyozasaban szelénstressz alatt. Az A. bisulcatus sziklevelében a GSNO-
szint kimutatott csokkenésének okozoja valdsziniileg a lebomlas NO képzddése mellett, de nem
GSNOR-aktivitas altal. A B. juncea és B. napus, valamint az A. thaliana fajokhoz hasonléan
mindkét Astragalus faj jellemezhetd fiziologias nitroproteommal, ami feltehetdleg az optimalis

koriilmények kozott ndtt ndvény proteomjanak nitracio altali szabalyozasat (foként
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inaktivaciojat) jelenti. A  szelenatkezelt A. membranaceus szerveib6l —szarmazd
fehérjekivonatokban megjelend vagy er6sodoé jelet mutatd szamos nitralt fehérjesav azt jelzi,
hogy az érzékeny faj nagyobb mértéki fehérjenitraciot mutat a hiperakkumulalo fajhoz képest.
Tovabba az eredmények azt mutatjak, hogy az extrém szelénfelhalmozé A. bisulcatus nagyobb
fiziologias nitroproteommal és NO-raktarral bir, ami képes pufferelni a NO-tartalmat. A GSNO
¢s a 3-nitrotirozin lebomlasa NO felszabadulasa nélkiil hozzajarulhat a faj nitro-oxidativ
stresszel szembeni tolerancidjdhoz. A 3-nitrotirozin mennyiségének szelén altali csokkenése
proteaszomalis degradacio révén valosulhat meg (Castillo és mtsi. 2015).

Az érzékenynek bizonyult A. membranaceus-ban a szelénterhelés a NOX és a SOD
enzimek befolyasolasa révén felboritja a O2* metabolizmusat, és a RNF-metabolizmus
megzavarasa révén a proteom jelentds tirozinnitraciot szenved el. A hiperakkumulalo és -tird
A. membranaceus-ban a nagy endogén GSNO-szint és a nitroproteom méretének csokkentése
NO felszabadulasa nélkiil a tirozinnitracié elmaradasadhoz vezet. Mindez arra utal, hogy a t{ird
Astragalus faj képes kivédeni a szelénindukalt nitro-oxidativ stresszt. Mivel mas kémiai elemek
tobblete (pl. arzén, nikkel, réz, cink) is kivaltja a fehérjenitracié fokozodasat, és hasonld
zavarokat okoz a ndvények ROF- és RNF-metabolizmusaban (Leterrier és mtsi. 2012,
Georgiadou és mtsi. 2018), a szelénindukalt nitro-oxidativ stressz altalanosnak tekinthetd, és
nem tekinthetd szelénre specifikus jelenségnek.

Osszehasonlito kisérleti rendszeriinkben igazoltuk, hogy a Brassica juncea toleransabb a
nikkelterhelésre, mint az A. thaliana. A B. juncea fajt nehézfémtolerans, un. metallofita
novénynek tekintjiik, amely gyors ndvekedése ¢és nagy biomassza-produkcidja révén
fitoremediacios potenciallal bir (Mourato és mtsi. 2015). Eredményeinkkel 6sszhangban a B.
juncea nikkeltliré tulajdonsagat bizonyitottak mas tanulmanyokban is (pl. Amari és mtsi. 2014).
A fobb ROF- és RNF-szintjeinek vizsgalatabol az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy az A.
thaliana gyokérzetében a nikkel indukalja a nitro-oxidativ jelatvitelt, mig a B. juncea esetén
csak a ONOO -kapcsolt jelatvitel aktivalodik. Eredményeinkkel ellentétben Georgidaou és
mtsi. (2018) kontrollszintii NO-szinteket mutattak ki a (100, 250, 500 ppm) nikkelkezelésnek
kitett bazsalikom (Ocimum basilicum L.) leveleiben. A nikkelnek a NO-szintre gyakorolt eltérd
hatdsa azzal magyarazhatd, hogy kiilonb6z6 ndvényfajok kiilonbozo szerveit vizsgaltak. Egy
érdekes kapcsolat a ROF és a NO kozott, hogy kiils6 NO-donorral valoé kezelés tobb
novényfajban csokkentette a nikkeltoxicitast, részben a ROF-szintek és -jelatvitel mérséklésén
keresztiil (Mihailovic és Drazic 2011, Kotapati és mtsi. 2017, Rizwan és mtsi. 2018). Az RNF-
jelatvitel nikkelindukalt fokozodasat aldtdmasztja a GSNOR-fehérje mennyiségének

megndvekedése a ludfiiben. Ezzel ellentétben a B. juncea GSNOR-mennyisége nem valaszolt
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a nikkelkezelésre. A megzavart RNF-homeosztazis proteomot érinté kovetkezménye a
fehérjetirozin-nitracid, aminek elemtobbletek hatdsira vald fokozodasat szdmos kisérlet
kimutatta. Az egészséges novényekben detektalt fehérjenitracio ebben a rendszerben is
alatamasztja a fiziologias nitroproteom meglétét a két fajban. A B. juncea-ban annak ellenére
enyhe proteinnitracio-erdsodés torténik, hogy a ONOO™-akkumulacié nagymértékii, ami azt
sugallja, hogy a faj proteomja kevéssé érzékeny a nitraciés modosuldsra. A nagyobb mértéki
nikkelindukalt nitraciofokozodas a ROF- ¢s RNF-metabolizmus zavaraval egyiitt az A.
thaliana-ban, mig ezek enyhébb nikkelindukalt valtozasa a B. juncea-ban arra utal, hogy
Osszefliggés van a nikkelérzékenység és a nitro-oxidativ stresszjelatvitel mértéke kozott.

A nikkel-hiperakkumulalé Odontarrhena lesbiaca faj Ampeliko és Loutra él6helyekrol
szarmaz6 egyedeinek utddait Osszehasonlitd kisérletiinkben felismertiik, hogy a nagyobb
nikkelfelhalmozastit Ampeliko (2. tablazat) esetén a nikkelterhelés a NO-tartalmat noveli, a
02°-, H202- és a ONOO -szinteket azonban nem modositja, vagyis a nitro-oxidativ jelatvitelt
kevéssé befolyasolta a nikkel jelenléte ebben az Okotipusban a Loutra-hoz képest. Ehhez a
nikkel altal csokkentett fehérjetirozin-nitracié tarsult az Ampeliko Okotipusban, aminek
hatterében a nitralt fehérjéket hatékonyan elimindlé proteaszomaélis lebontds aktivalodasat
feltételezziik (Castillo és mtsi. 2015), ami hozzajarulhat az 6kotipus nikkeltliréséhez. A NO-
szint jelent6s nikkelindukalt novekedése az Ampeliko-ban arra utal, hogy az a toleranciat
fokozo jelmolekulaként hathat. A ONOO -felhalmozodas ellenére a nikkelkezelés nem okozott
nitracidfokozodast a Loutra gydkerében, ami arra utal, hogy az 0kotipus promteomja nem
érzékeny a nitraciés modosuldsra. Megjegyzendd tovabba, hogy a kontrollnévények
gyokérzetében is kimutathatok nitralt fehérjesavok, és kismértékii eltérés detektalhatdo az
okotipusok nitracids mintazataban fiziologias koriilmények kozott.

Az altalunk vizsgalt novényfajok (A. thaliana, B. napus, B. juncea, A. membranaceus, A.
bisulcatus, O. lesbiaca) mindegyikében kimutathatd volt a fiziologias nitroproteom megléte,
aminek mintazata, igy feltételezett osszetétele kiilonbségeket mutatott a fajok kozott, szervek
kozott €s Okotipusok kozott. A legtobb esetben az elemek tobblete a ROF és RNF
metabolizmusat megzavarva a fehérjenitracio fokozodasat okozta, ezek az altalanos,
masodlagos nitro-oxidativ stressz folyamatainak tekinthet6k. A hiperakkumulalé fajokban az
elemtiirés Osszefiiggésben lehet a nitralt fehérjék lebontasi képességével. A cink- és a cink-oxid
NP-stressz esetén a nitro-oxidativ jelatvitel nem mutat Gsszefliggést a toleranciaval, mig a
szelénterhelés és a nikkeltobblet esetén vilagos Osszefiiggés van az érzékenység/tlirés €s nitro-

oxidativ stressz mértéke kozott.
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7. OSSZEFOGLALAS

A novények bamulatos képessége a kornyezeti koriilmények valtozasaihoz (pl.
elemtobbletek a talajban) valdé dinamikus alkalmazkodas, ami nagyrészt a szervnovekedésiik
modositasan keresztiil valosul meg. Ilyen, stresszhatdsra bekovetkezd
novekedésatprogramozodas a stresszindukalt morfogenikus valasz (roviden SIMV), ami a
gyOkérzetben  novekedésgatlasi  (fogyokér-rovidiilés) és  -indukcios  (fokozott
oldalgyokérképzés) hatasok 0Osszessége. Ezeknek a folyamatoknak a megértése feltaro
kutatasok révén meg kell, hogy eldzze a stressztiirést fokoz6 gyakorlati eljarasok (pl. nemesités
vagy kezelések) kidolgozasat, ami sziikségessé teszi a novekedési valaszok molekularis szinten
valé megismerését. Ez 0j szabalyozokomponensek azonositasat, szerepiik és interakcioik

feltarasat is jelenti a szervfejlodést iranyitdo komplex jelatviteli halozatokban.

7.1. A NO FITOHORMONOKKAL ES NEM FITORHORMON JELLEGU
NOVEKEDESSZABALYOZOKKAL VALO KAPCSOLATA ELEMTOBBLETTNEK
KITETT GYOKERZETBEN

Els6 vizsgalatainkban a SIMV-gyokérfenotipus megjelenését mutattuk ki esszencialis
redox-aktiv és nem redox-aktiv, valamint nem esszencidlis fémek és nemfémes elemek
tobbletének jelenlétében tobbféle novényfaj €és nevelési-kezelési metddus esetén. Ezen
Osszehasonlito vizsgalataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a SIMV megjelenése fiiggetlen
az elem tipusatol, a névény nevelési-kezelési koriilményeitol és a novényfajtol is, vagyis egy
dltalanos novekedési stresszvdlasznak tekintheto. Ugyanakkor a SIMV megjelenése csak
relative hosszu id6tartamu és enyhe elemkitettség esetén figyelheté meg (62. abra), ami arra
utal, hogy az a novény akklimatizacios programjanak a része. Tovabbi eredményeink
alatamasztottak, hogy a fogyokérmegnyulds és az oldalgyokérképzés képessége (vagyis a
gyokérnovekedési plaszticitds) osszefiigg a szelén- és a nikkel-hipertoleranciaval, hiszen a
szelén- és a nikkel-hipertolerans novények nagy dozisok jelenlétében is fenn tudjak tartani

gyokérnovekedésiiket, mig az érzékeny novények gyokérnovekedése gatolt.
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elemtobblet altal
okozott SIMV

62. abra: Tényezok, melyektdl fiigg (zold) illetve nem fiigg (rdézsaszin) az elemtobblet altal
okozott stresszindukalt morfogenikus valasz (SIMV) megjelenése a gyokérrendszerben.
Részletek a szovegben.

A tovabbiakban a NO-auxin, NO-citokinin és NO-etilén kapcsolatot tanulmanyoztuk a
gyokérzetben elemtobbletek esetén, valamint gorcsd ala vettiik a NO-strigolakton és a NO-
karrikin interakciot is stresszmentes koriilmények kozott nétt novényekben. Altalanos
kovetkeztetésként megfogalmazhatjuk, hogy az elemkitettseg mellett nétt novények gydkerében
a fitohormonok és a NO szintjei és jelatvitele ellentétesen szabdlyozodnak, és a fenndllo
reguldcios kapcsolat a NO és az egyes hormonok kozott kolcséndsen antagonmisztikus.
Kornyezeti stressz nélkiil a strigolaktonok GSNOR-fiiggé modon szabdlyozzak a gyokeér
NO/SNO-szintjét, a NO pedig visszahat a strigolaktonszintekre és -jelatvitelre. Tovabba

eredményeink a karrikinek és a NO jelatvitele kozott is jelkapcsolatot feltételeznek.

7.2. ANO RESZVETELE A NOVENYEK ELEMTOBBLETTEL SZEMBENI
TOLERANCIAJANAK KIALAKITASABAN

A NO gyokérnovekedést szabalyozo szerepének megértésén tal arra a kérdésre is kerestiik
a valaszt, hogy a NO hozzajarul-e — és ha igen, hogyan — a stressztliréshez elemtobbletek esetén.
Rézterhelt ludfli vad tipusa és mutans vonalai esetén kimutattuk, hogy a csékkent endogen NO-
szint rézérzékenységet okoz, valamint hogy a NO-ot kiilséleg alkalmazva a tolerancia
fokozhato. A rézérzékenységhez magas ROF-szint tarsul, ami jelzi a NO- és a ROF-szintek

ellentétes  iranyu, rézindukalt valtozdasdt. Szelenitkoncentraciok  jelenlétében az
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ctilénérzékelésben és -jelatvitelben hibas (etrl-1), valamint a citokinintiltermeld (ipt-161)
mutans tlirének bizonyult, mig az alacsony citokinintartalmt 35S::CKX2 szelenitérzékenységet
mutatott, ami az etilén és a citokinineknek a szeléntiirésben jatszott széles korii szerepét jelzi.
Mindemellett a magas endogén NO-szint, illetve NO adagolasa fokozza a szelenittiirést. A
cinkterhelésnek kitett gsnorl-3 novények esetén a NO/SNO-jelatvitelt feltehetéleg a NTR
enzimrendszer korlatozza GSNOR hianyaban. A vad tipusban a NO/SNO-jeldtvitel
fokozodasanak hatterében a GSNOR cinktobblet altali poszttranszlacios szintli down-

crer

modosito hatasat azonositottuk.

7.3. ANO RESZVETELE A NITRO-OXIDATIV JELATVITEL KIALAKITASABAN
ELEMTOBBLETEK HATASARA KULONBOZO NOVENYFAJOKBAN

Az ¢l6z6 kisérleti rendszerben tapasztalt cinkindukdlt NO/SNO-novekedés
kovetkeztében enyhén fokozddik az S-nitozildcio, és ezen PTM célpontjai kozott megtalalhato
az APX és a KAT enzim, melyek Osszes aktivitdsa csokkenést mutat. Vagyis az elézdekben
bemutatott eredményekkel egyiitt levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a cink tobblete esetén
akkumulalodo H,O2 a GSNOR gatlasanak kovetkezteben fokozza a fehérje S-nitrozilaciot, ami
alulszabdlyozza az APX és a KAT antioxidans enzimeket, igy ez az autoregulacios folyamat a
H202-szint novekedését eredményezheti (63. abra). Ebben a kisérleti rendszerben a vad tipust
¢s a GSNOR-tultermel6 vonalak a cinkindukalt tirozinnitracié fokozodasat mutatjak, mig a
GSNOR-hianyos novényben a fehérjenitracid cink hatdsara csokken, feltehetéleg fokozott

fehérjedegradaciés mechanizmusoknak kdszonhetden.

~Zn
glutation APX

A
\ H202 / :
GSNO/SNO S8y gssganm, /

S-nitrozilacio

63. abra: A hidrogén-peroxid (H202) cinkindukalt autoregulacios folyamatanak sematikus
abraja. Részletek a szovegben. Roviditések: Zn= cink, APX= aszkorbat-peroxidaz,
GSNO/SNO= S-nitrozoglutation/S-nitrozotiol, GSNOR= S-nitrozoglutation-reduktaz, GSSG=
oxidalt glutation, NHs= ammonia.
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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 énmagdaban nem
elegendd, hanem a nitro-oxidativ stressz kialakulasa sziikséges a cink dltali karosoddsok
megjelenéséhez. Hosszabb tavu cinkterhelés esetén a fehérjenitracid szervspecifikus médon
fokozodik.

A cink-oxid nanorészecskék (~8 nm) a gyokér felszinén cinkionokat szabaditanak fel,
melyek a novényi szervekben felvéve/transzlokdlodva koncentraciofiiggd modon novekedést
indukalnak avagy gatolnak. Tovabba az alkalmazott nanorészecskék a novényi szoveten beliil
kimutathatok. A koncentraciofiiggd hatason til a ZnO NP-hatas fajfliggo is, hiszen a Brassica
juncea jobb tlir6képességet mutat, mint a Brassica napus. A ROF-szintek a cinkérzékenységtol
fiiggetlentil valtoznak a ZnO NP-kitettség hatasara, mig a vizsgalt antioxidansok aktivitasaban
¢s mennyiségében adodnak kiilonbségek a fajok kozott. A NO és a ONOO- szintjei csak a
Brassica juncea-ban ndvekednek, mig a GSNO szintje és a GSNOR aktivitasa csokken mindkét
fajban. A GSNOR ZnO NP altal indukalt inaktivalodasanak hatterében feltételezziik a HoO»-
produkci6 fokozodasat. A fehérjekarbonilacio mértéke dozisfiiggést mutat, és a nagyobb ZnO
NP-koncentracid esetén tapasztalt csokkenés — melynek mértéke nagyobb a B. napus-ban — a
fokozott proteaszomalis degradacid kovetkezménye lehet. Ami a tirozinnitraciot illeti, a B.
napus-ban a mintazat nem valtozik, mig a B. juncea-ban Ujonnan nitralt fehérjesavok is
megjelennek a ZnO NP-terhelés esetén. Osszességében elmondhatd, hogy a ZnO NP-k nitro-
oxidativ stresszt alakitottak ki a Brassica fajokban, ami hozzdjarulhat a toxicitasukhoz.

A tovabbiakban két szelénforma nitro-oxidativ stresszt el6idéz6 hatasat vizsgaltuk a
toxikusabb szelenit és a kevésbé toxikus szelenat hatasanak Osszehasonlitasaval Brassica
juncea fajban. Arra az eredményre jutottunk, hogy a O27- és a ONOO™-produkciot csupan a
szelenitkezelés fokozza, a szelenat nem. A szelenitterhelés fehérjenitraciora gyakorolt
hatasanak mértéke mind a hajtasban, mind pedig a gyokérben feliilmulja a szelenat hatasat,
vagyis a szelén kémiai formdja, illetve annak toxicitasa dsszefiigg a fehérjenitrdacio mértékével.
Szelén-hiperakkumulalé és nem -akkumulalé Astragalus fajok esetén a nem akkumulalo és
érzékenységet mutatd faj jelentds oxidativ stresszt szenvedett el. Tovabba a NO és a ONOO-
szintjei is novekedést mutatnak a szelénkezelt, nem akkumulalé Astragalus fajban, mig a
hipertiiré fajban ez nem kovetkezik be, és a tirozinnitracioé fokozodasat sem tapasztalunk, ami
arra utal, hogy a hiperakkumuldlo/tolerans Astragalus faj képes kivédeni a nitro-oxidativ

stresszt.
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A nikkelterhelésre a Brassica juncea nagyobb foka toleranciat mutatott, mint az
Arabidopsis thaliana, és ezzel Gsszefiiggésben jelentdsebb nikkelindukalt ROF- és RNF-
produkciot detektaltunk a ladfilben. A nikkelterhelés nitrdacios fehérjemodosito hatisa az
erzekeny ludfii esetén egyértelmiien nagyobb mértékben jelentkezik, mint a Brassica juncea-
ban. A nikkel-hiperakkumulalé6 Odontarrhena leasbiaca két dkotipusaval végzett kisérleteink
ramutattak, hogy a nagyobb mértékii felhalmozast mutaté Ampeliko esetén a nikkelkezelés a
nitro-oxidativ  jelatvitel kismértékii modosulasat, a kovetkezményként jelentkezd
fehérjenitracioban pedig csokkenést eredményezett a kontrollhoz képest. A Loutra 6kotipus
gyokérzetében a vizsgalt jelmolekulak szintje jelentdsebb nikkelindukalt valtozasokat mutat,
ennek ellenére azonban ebben a hiperakkumulél6 6kotipusban sem fokozodik a nitralt fehérjék

mennyisége, ami hatékony fehérjebontas altali detoxifikaciora utal.

Az itt bemutatott eredményeink beleilleszkednek a nemzetkozi kutatasi trendekbe, és
azokat kiegészitve Uj lehetdségeket tarnak fel, 0j iranyt mutatnak a ndvényi stresszvalaszok
megértésében. Az eredményeink gyakorlati hasznosithatosaga lehetséges, hiszen a feltart
Osszefiiggések alapjan alapot szolgaltathatnak jobb ellenallésagli haszonndvények
eldallitasahoz, valamint a toleranciafokoz6é mezdgazdasagi kezelések és a karosodas mértékét

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

e Kimutattuk, hogy a SIMV-gyokérfenotipus megjelenése fiiggetlen az elem tipusatol
(esszencialitas, redoxaktivitas, fémes és nemfémes jelleg), a ndvénynevelési-kezelési
rendszertdl és a novényfajtol, de fligg az elem koncentraciojatol és a terhelés idétartamatol
is.

e Megillapitottuk, hogy klasszikus SIMV-gyokérfenotipus nem  jelenik meg
hiperakkumulalo/tiird fajokban, de a gyokérndvekedés atprogramozodik vagy fennmarad,
amibdl a gyokérndvekedési plaszticitds és az elemtlrési képesség kozotti kapcsolatra
kovetkeztetiink.

e Igazoltuk, hogy az elemtobblet mellett névekedd novények gyokérzetében a fitohormonok
(auxin, cikokinin, etilén) és a NO kozott antagonista szabalyozo kapcsolat all fenn, ami
hozzdjarul a gyokérnovekedési valaszokhoz. ElsOként hataroztuk meg, hogy a
strigolaktonok és a NO egymads szintjét és jelatvitelét kdlcsondsen szabalyozva hatnak a
gyokérmegyulasra egészséges novényben. A NO novekedésszabalyozo szerepe kapcsolodik
a karrikin-jelatvitellel is, s6t feltehetéleg a D14, KAI2 és DLK receptorokat magaba foglald
teljes receptorcsaladra kiterjed.

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

e FElsOként mutattuk ki a tirozinnitracidot mint a toxicitdshoz hozzajaruld fehérjemodositast
cink-, cink-oxid nanorészecske-, szelén- és nikkelstressznek kitett kiilonb6z6
novényfajokban. Osszefiiggéseket tartuk fel a RNF metabolizmusaban, jelatvitelében és a
fehérjenitracioban (6sszefoglalva nitro-oxidativ stresszben) beallo valtozasok és az elemek
kémiai tipusa, a ndovényfajok tliroképessége, a kezelési koncentraciok és iddtartamok
tekintetében. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a tirozinnitracidé az elemtobbletnek kitett
ndvények altalanos, proteomot érintd valasza, vagyis megbizhatd biomarkernek tekinthetd a

karosodasok detektalasaban.
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FUGGELEK

1. tablazat: A kutatasok

thaliana vonalak.

soran felhasznalt hormonmutans és transzgenikus Arabidopsis

Mutéans NASC, . . ’Vad . - .
< azono-sité Lokusz tipusu Leiras Referencia
elnevezése e e
(ha van) hattér
. . . - Maher és
aux1-7 (AUXIN Auxinrezisztens és -deficiens :
RESISTANT 1) N16704 AT2G38120 | Col-0 vonal (l\gggg\)dale
Az izopentenil-transzferaz gén
ipt-161 terméke a citokinin-
(sopenTHENYL iz | JTIOEEO caa | expreserai, gy
TRANSFERASE-161) 10-szeres zeatintartalommal bir a | van der Graaf
vad tipushoz képest és mtsi. (2001)
2;51'1 (HOOKLESS | N30a7 | AT4Ga7s80 |colo | SsOkkentetiénszintezistmutald ) g s g
Ecker (1990)
Az ETR etilénreceptor mutacioja
etrl-1 (ETHYLENE miatt az etilénfuiggd jelatvitel nem
RESPONSE 1) N237 AT1G66340 | Col-0 mikaodik a vonalban, Chang és mtsi.
etiléninszenzitiv (1993)
A MAX1 gén terméke részt vesz
max1-1 (MORE a strigolaktonok szintézisében,
AXILLARY N9564 /1'\T2626170' Col-0 ezért a mutans strigolakton
BRANCHES 1) tartalma alacsonyabb a vad Stirnberg és
tipushoz képest. mtsi. (2002)
A MAX2 gén terméke kdzvetiti a
EQT&;&?ORE N9565 ?T2G42620. Col-0 fstri'go_laktqn-'és a karri'kin- _ ]
BRANCHES 2) J'eIaFV|teIt is, igy a mutans ezekre Stlrnberg és
érzéketlen. mtai. (2002)
. A gén terméke a karrikin
mlgé?\lkg:.lz.l\;(? 2R RIKIN AT4G37470. Col-0 receptora, igy a mutans karrikin Guo és mtsi.
) 1 o
érzéketlen. (2013)
A gén terméke (alfa/béta hidrolaz)
AT3G03990. a strigolakton-jelatvitelnez
d14 (DWARF 14) 1 CoL0 | elkiilszhetetien. A mutans Chevalier és
strigolakton érzéketlen. mtsi. (2014)
A dupla mutans érzéketlen s .
hti3/d14 Col-0 strigolaktonra és karrikinre. 2/2%9;17)(33 mtsi.
A vonal hibas a DWARF14-LIKE2
(DLK2) fehérjében, ami a karrikin-
dlk2-1 és dlk2-3 ?TSGZMZO' Col-0 és strigolaktonreceptorokat is
magaba foglalé receptorcsalad Végh és mtsi.
harmadik tagja. (2017)
A dupla mutans hibas a
dlk2-1/htl3 Col-0 karrikinreceptorban (htl3=kai2) és | Végh és mtsi.
a DLK2 receptorban is. (2017)
A vonal hibas a SUPPRESSOR
smax/smxl2 Col-0 OF MAX2 (SMAX1) és a SMAX1-
LIKE2 (SMXL2) jelatviteli Végh és mtsi.
elemekben. (2017)
A transzgenikus vonal
tulexpresszalja a citokinin-oxidaz
35S:CKX2 Col-0 2-t, igy kb. 40%-kal alacsonyabb
zeatintartalommal bir a vad Werner és mtsi.
tipushoz képest. (2003)
cyrl AT4G08920
(CRYPTOCHROME N8032 1 " | Col-0 Deikman és
1) Citokininrezisztens vonal Ulrich (1995)
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2. tablazat: A kutatasok soran felhasznalt,

transzgenikus Arabidopsis thaliana vonalak.

NO-homeosztazisban érintett

mutans ¢€s

Vad
Mutans elnevezése Lokusz(ok) tipusu Leiras Referencia
hattér
A NIA1 génben pontmutéaciot, a NIA2
o génben deléciot hordozé dupla mutans, | Wilkinson és
nialnia2 (NITRATE REDUCTASE 1 | AT1G77760.1; . .
Col-0 ami a vad tipus nitrat-reduktaz- Crawford
and 2) AT1G37130.1 o . )
aktivitasanak 0,5%-at mutatja, NO- (1993)
szintje alacsonyabb a vad tipusénal.
o Tripla mutans, ami a NIA1,a NIA2 és a
nialnia2noal-2 (NITRATE AT1G77760.1, . Lozano-Juste
NOA1 génekben hibas, NO-tartalma
REDUCTASE 1 and 2, NO AT1G37130.1; Col-0 és Leodn
extrém alacsony a vad tipushoz
ASSOCIATED 1) AT3G47450.1 . ) (2010)
viszonyitva.
nox1 vagy cuel (NO L o .
NO-, L-arginin- és L-citrullin-tultermeld )
OVEREXPRESSING 1 vagy . L He és mitsi.
AT5G33320.1 Col-0 mutans. A mutacié kapcsolata a NO-
CHLOROPHYLL a/b BINDING (2004)
tultermeléssel nem ismert.
PROTEIN UNDEREXPRESSED 1)
80%-kal alacsonyabb GSNOR-aktivitas
) ) Feechan és
gsnorl-3 (GSNO REDUCTASE 1) AT5G43940.2 Col-0 és magasabb S-nitrozotiol-tartalom a tsi. (2008)
mtsi.
mutansban a vad tipushoz képest
A GSNOR-gén termékét tuexpresszald
transzgenikus vonal, melyben a S- Frungillo és
35S::FLAG-GSNOR1 Col-0 . . .
nitrozotiol-tartalom a vad tipushoz mtsi. (2014)

képest kissé alacsonyabb.

3. tablazat: A kutatasok soran felhasznalt, ROF-homeosztazisban érintett, aszkorbat
bioszintézis mutans és transzgenikus Arabidopsis thaliana vonalak.

Vad
Mutans elnevezése Lokusz tipusu Leiras Referencia
hattér
A gén terméke a GDP-L-galaktéz-pirofosztforilaz enzimet
vtc2-1 (VITAMIN C kddolja, ami részt vesz az aszkorbatszintézisben. A Conklin és
AT4G26850.1 | Col-0 .
DEFECTIVE 2) mutans a vad tipus aszkorbattartalmanak 25-30%-at mtsi. (2000)
mutatja.
vtc2-3 (VITAMIN C A mutans a vad tipus aszkorbattartalmanak 40-50%-at Conklin
AT4G26850.1 | Col-0 .
DEFECTIVE 2) mutatja. (2001)
_ A transzgenikus vonal tulexpresszalja a MIOX4 gént,
miox4 (MYO-
aminek terméke az aszkorbatszintézisben szerepel. A Lorence és
INOSITOL AT5G33320.1 | Col-0 . .
levélben 2-3-szoros az aszkorbinsav-tartalom a vad mtsi. (2004)
OXYGENASE 4)
tipushoz képest.
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4. tablazat: A kutatasok soran felhasznalt GUS- és/vagy GFP-riporterkonstrukciokat kifejezo

transzgenikus Arabidopsis thaliana vonalak.

_ NASC Vad
Transzgenikus vonal )
3 azonosité tipusu Leiras Referencia
elnevezése
(ha van) hattér
Auxin-indukalhaté DR5:GUS-riporterkonstrukciot Ulmasov és
DR5::GUS Col-0 .
kifejez6 vonal mtsi. (1997)
Citokininvalasz ARR5:GUS-riporterkonstrukciot van der Graaf
ARR5::GUS N25261 Col-0 .
kifejez6 vonal és mtsi. (2001)
Citokininvalasz ARRS5:GFP-riporterkonstrukciot D'Agostino és
ARR5::GFP N23893 Col-0 )
kifejez6 vonal mtsi. (2000)
Citokininindukalhaté TCS:GFP-riporterkonstrukciot Zurcher és
TCS::GFP N66322 Col-0 .
kifejez6 vonal mtsi. (2013)
CKX4::GUS, Citokinin-oxidaz gének prométerének GUS-
CKX5:GUS, Col-0 riportergénnel fuzionaltatott konstrukcioit kifejezé Werner és mtsi.
CKX6::GUS vonalak (2003, 2010)
Az etilén-szintézisben részt vevd 1-aminociklopropan-
1-karboxilat szintaz enzimet kédolé ACS8 gén Tsuchisaka és
ACS8::GUS/GFP N31385 Col-0 . )
promoéterének GUS- és GFP-riportergénekkel Theologis
fuzionaltatott konstrukciojat kifejez6 vonal (2004)




kol zsu_ 21 22

Fiiggelek

5. tablazat: A felhasznalt primerek listaja

Gén elnevezése

Lokusz azonosité

Forward primer (5’ to 3’)

Reverz primer (5’ to 3’)

ACTINZ * At3g18780 GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG AACGACCTTAATCTTCATGCTGC
GAPDH2 * At1g13440 AATGGAAAATTGACCGGAATGT CGGTGAGATCAACAACTGAGACA
ACS2 At1g01480 GGTGGTTATGAGCGGAGGA TACGGGGAGGGAATGAGGA
ACS6 At4g11280 AGGCACGCTGAGATAACCAC AATCCATCCACAAGAACAAACC
ACS8 At4g37770 TCTTCGTATTTTTGGGGTTGG TTTGGATAATGCCGTCTGGG
ACO4 At1g05010 CTTGTGAAAACTGGGGCTTC TGTTCCTTGGTCATCTTCTCC
ERS1 At2g40940 AACCACGAGATGAGGACACC GCCACAAGATTGCTGCTTTT
ERS2 Atlg04310 GTTCTGTGCTTGCCTCAGTG ATGTGAATCGCCTCTGGTGT
EIN4 At3g04580 TGACTTTGATTCCGTTGCTG TCATTTCCTTCTGCCTCTTCA
CTR1 At5g03730 CAGAAAATGGTGGTGGGTCT TGTTTGGAACTGGCTGACTG
GSNOR1 At5g43940 ACTGATGGCGGTGTTGACTA TTGGAACGGACGAGTTGATA
CCD7 At2g44990 CCTCTAAACGGGTGGAACAA CGAATGGAAAATGGGGAAG
CCD8 At4g32810 TTGTCTTGTGCCCTCTTTCC CTCATCATTGCTTTGGTTGTG
D14 At3g03990 GGTTTCTCAACGACGAGGAT AACAGCAAGCGGAGCAAAT
MAX1 At2926170 CGGGAAGAAACCAATCAAAG TCGGAATCAGTAAGCCTAAGATG
MAX2 At2g42620 TGTGGTGGTTTCCTTGAGTCT TTTGTATCCCTCGGTGAACG
TRXh3 At5g42980 CGTAGTCTTCTTCAAGG CTTTAGCAGCACCAACCACA
TRXh5 Atlg45145 CGGTGAAGGAGAAGTGATT ATGAAACGGCAAGGTGGAC
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6. tablazat: In vitro S-nitrozilalt fehérjék kontrollkoriilmények kozott nétt, 7 napos vad tipusu
Arabidopsis thaliana novényekben. A fehérjekivonatot | mM GSNO-val kezeltiik. A fehérjéket
nanoLC-MS/MS-sel vizsgaltuk tripszines emésztést kovetden. A MASCOT keresdmotort
hasznaltuk a fehérjék azonositasara az elsddleges szekvencia-adatbazisokbol. A kapott
spektrumokat a Progenesis QI szoftverbe (4.0-s verzid; Nonlinear Dynamics) toltottiik be az
MSI intenzitasalapu kvantifikacio céljabol. Azonosité szam: a TAIR adatbazisban szerepld
azonositd. A molekulatomeg kDa-ban van megadva. A tabldzat tartalmazza a legnagyobb
egyezést mutatd peptidet, a talalt egyedi peptidek teljes szdmat, valamint a megbizhatdsagi
pontszamot. “not det. (nem meghatarozott)”=a proteint csak az Asc+ mintdban detektaltuk.

) +Asc/- +Asc/- +ASC/-
Fehérje kDa Azonosité pss;':](;k aréA:; 1. araAr?; 2. Azc iZI:I']ny
ism. ism.

Chaperone protein htpG family protein 94 AT2G04030.1 2 not det. 13186.87 not det.
pyruvate dehydrogenase E1 beta 44 AT1G30120.1 2 3695.41 21343.26 5402.19
Ribosomal protein L1p/L10e family 24 AT2G27530.1 2 112.16 119.61 2158.88
carbonic anhydrase 2 36 AT5G14740.1 3 870.96 155.93 340.60
Ribosomal protein L1p/L10e family 24 AT1G08360.1 3 55.81 284.34 514.56
vacuolar ATP synthase subunit C (VATC)
| V-ATPase C subunit / vacuolar proton 43 AT1G12840.1 2 37.73 390.12 272.29
pump C subunit (DET3)
";‘:‘ggf' malate dehydrogenase family 36  AT1G04410.1 2 1150093 12377  165.69
rotamase CYP 3 18 AT2G16600.1 4 73.20 1252.78 203.61
rotamase cyclophilin 2 19 AT3G56070.1 3 116.25 167.97 176.44
chaperonin 60 beta 64 AT1G55490.1 4 68.02 130.63 283.74
Ribosomal protein L35Ae family protein 13 AT1G07070.1 2 38.05 142.90 407.12
Transketolase 80 AT3G60750.1 2 202.30 37.40 419.81
Ribosomal L22e protein family 14 AT3G05560.1 2 6.84 213.59 321.61
chaperonin-60alpha 62 AT2G28000.1 8 28.97 52.06 163.84
ascorbate peroxidase 1 27 AT1G07890.1 3 66.44 57.48 86.03
rotamase CYP 4 28 AT3G62030.1 5 94.73 45.39 90.81
ATP synthase subunit beta 54 ATCGO00480.1 3 22.15 84.21 78.03
glutamine synthetase 2 a7 AT5G35630.1 3 79.68 34.77 68.51
phosphoglycerate kinase 1 50 AT3G12780.1 2 not det. 32.34 48.44
triosephosphate isomerase 27 AT3G55440.1 2 38.32 48.41 49.12
g'/tl’ﬁ’f\‘/ofrg;' if;r%tgt”e ;5’ Elongation factor o, A71G56070.1 7 16.63  56.96 54.13
methionine adenosyltransferase 3 42 AT2G36880.1 3 141.45 37.42 37.61
I[C):r(z)tt)glilre]\min—independent synthase family 84 AT5G17920.1 8 4753 28.25 50.98
fructose-bisphosphate aldolase 2 43 AT4G38970.1 2 18.46 29.33 60.66
photosynthetic electron transfer B 24 ATCGO00720.1 5 20.12 16.71 63.08
Enolase 48 AT2G36530.1 9 14.49 49.01 50.44
S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase 53 AT4G13940.1 4 3.75 25.36 63.04
photosystem Il subunit P-1 28 AT1G06680.1 4 427.59 26.28 34.37
catalase 3 57 AT1G20620.1 2 6.95 44.04 39.34
rotamase cyclophilin 5 18 AT4G34870.1 5 367.91 23.62 22.25
ggﬁ;&?&%@%ﬁ%memate 48 AT1G42970.1 2 11829  15.66 41.79
ribulose-bisphosphate carboxylase 53 ATCG00490.1 20 93.51 18.19 30.06
RAB GTPase homolog E1B 52 AT4G20360.1 3 25.27 15.02 27.86
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40s ribosomal protein SA 32 AT1G72370.1 3 59.78 11.73 28.98
Sdzzf;mbpr;‘r’éi?nsg’ domain 2-like 17 AT5G18380.1 2 notdet.  26.27 16.40
F(;‘ar'cl;tPEitr):nding Elongation factor Tu family 50 AT1G07920.1 7 6.16 11.91 26.36
rotamase CYP 1 18 AT4G38740.1 3 5.28 79.64 24.38
tubulin alpha-4 chain 50 AT1G04820.1 4 31.38 9.14 19.84
ribosomal protein S15A 15 AT1G07770.1 3 3.84 22.02 20.69
gﬁf;é’r'jfggﬁa'i?"depe”de”t Isocitrate 46 AT1G65930.1 4 13.77 6.02 26.56
(:rrigijLoiz bisphosphate carboxylase small 20 AT1G67090.1 4 9.79 701 2283
ADP/ATP carrier 1 41 AT3G08580.1 5 4.36 12.35 18.26
;igtoesigma' protein L22p/L17e family 20 AT1G27400.1 3 2418  12.20 14.49
Ribosomal L27e protein family 16 AT4G15000.1 2 6.46 26.05 12,58
Erigtoesigma' protein L14p/L.23e family 15  AT1G04480.1 2 28.21 4.46 21.65
ribosomal protein 5B 23 AT2G37270.1 2 18.77 10.05 9.71
;igtoesir‘]’ma' protein S4 (RPS4A) family 30 AT2G17360.1 2 6.01 6.94 13.74
Glycine cleavage T-protein family 44 AT1G11860.1 3 3.42 36.03 11.64
cell division cycle 48 89 AT3G09840.1 5 7.05 4.88 13.90
carbonic anhydrase 1 37 AT3G01500.1 5 11.49 6.48 9.32
Ribosomal protein L4/L1 family 48 AT5G02870.1 2 9.58 6.06 6.94
rubisco activase 52 AT2G39730.1 12 5.24 5.24 9.39
ribosomal protein S2 27 ATCG00160.1 2 11.01 3.71 8.81
ggﬁf&?é%i%i?’c'ghosr’hate 37 AT1G13440.1 5 3.73 4.02 8.95
Ribosomal protein S13/S15 17 AT3G60770.1 2 1.62 5.99 7.27
ribosomal protein 1 45 AT1G43170.1 8 2.02 6.86 7.54
;igtoesir‘]’ma' protein L18ae/LX family 21 AT2G34480.1 2 2.88 3.97 5.99
Ribosomal protein L19e family protein 25 AT1G02780.1 2 93.66 14.34 3.33
Ribosomal protein S13/S18 family 18 AT1G22780.1 2 not det. 2.28 5.68
Ribosomal protein S3Ae 30 AT3G04840.1 6 5.07 4.28 3.62
photosynthetic electron transfer C 24 AT4G03280.1 2 4.41 2.28 6.00
Ribosomal protein L2 family 28 AT2G18020.1 5 4.40 4.47 341
Eukaryotic initiation factor 4A-2 47 AT1G54270.1 2 15.30 2.79 3.36
Ribosomal protein L24e family protein 19 AT3G53020.1 3 4.19 2.84 3.26
Ribosomal protein S8e family protein 25 AT5G20290.1 2 44.05 3.67 2.23
ribosomal protein L18 21 AT3G05590.1 2 15.30 1.90 2.61
nucleolin like 1 59 AT1G48920.1 5 14.92 4.05 1.81
ribosomal protein L5 24 AT4G16720.1 2 57.39 7.90 1.30
actin 7 42 AT5G09810.1 6 1.66 1.34 1.83

Vi
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7. tablazat: In vivo S-nitrozilalt fehérjék Arabidopsis csiranévényekben. A fehérjéket nanoL.C-
MS/MS-sel vizsgaltuk tripszines emésztést kovetden. A MASCOT keresdmotort hasznaltuk a
fehérjék azonositasara az elsédleges szekvencia-adatbazisokbol. A kapott spektrumokat a
Progenesis QI szoftverbe (4.0-s verzi6; Nonlinear Dynamics) toltottik be az MSI1
intenzitasalapti kvantifikacid céljabol. Azonositdé szam: a TAIR adatbazisban szerepld
azonositdo. A molekulatomeg kDa-ban van megadva. A tablazat tartalmazza a legnagyobb
egyezést mutatd peptidet, a talalt egyedi peptidek teljes szdmat, valamint a megbizhatosagi
pontszamot. Az +Asc és —Asc kozotti arany az egyes fehérjék S-nitrozéacidjanak intenzitasat
jelenti. “not det. (nem meghatarozott)”’= a proteint csak az Asc+ mintaban detektaltuk.

+Asc/- +Asc/-

0n monoste PEMOC hee i Thee
ism. ism. ism.
Chaperone protein htpG family protein 94 AT2G04030.1 2 not det. not det. not det.
Lactate/malate dehydrogenase family protein 36 AT1G04410.1 2 17.16 2.22 3.94
40s ribosomal protein SA 32 AT1G72370.1 3 28.80 2.38 3.59
methionine adenosyltransferase 3 94 AT2G36880.1 3 8.31 4.62 1.97
‘I?rlgt(;sir?mal protein S5 domain 2-like superfamily 17 AT5G18380.1 2 5.62 285 298
photosynthetic electron transfer B 24 ATCGO00720.1 5 4.21 2.77 2.84
ADP/ATP carrier 1 41 AT3G08580.1 5 2.12 2.40 3.51
ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1 20 AT1G67090.1 4 15.46 1.89 2.62
RAB GTPase homolog E1B 52 AT4G20360.1 3 26.01 2.48 2.08
Ribosomal protein L22p/L17e family protein 15 AT1G27400.1; 3 7.44 2.54 2.08
Ribosomal protein L18ae/LX family protein 20 AT2G34480.1 2 11.15 2.038 2.43
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C 37 AT1G13440.1 5 3.06 3.06 1.93
Cobalamin-independent synthase family protein 84 AT5G17920.1 8 161 2.06 3.00
gr?]cijlio::(?tle;i)rr]otem S5/Elongation factor G/III/V 94 AT1G56070.1 7 4.19 275 1.86
rubisco activase 52 AT2G39730.1 12 4.46 211 2.16
Ribosomal protein L4/L1 family 45 AT5G02870.1 2 3.07 2.94 1.66
Ribosomal protein L19e family protein 25 AT1G02780.1 2 5.92 2.07 1.78
gllj/t():ue;ieildehyde-3-phosphate dehydrogenase B 48 AT1G42970.1 5 1.49 264 204
ATP synthase subunit beta 54 ATCGO00480.1 3 3.34 221 1.88
GTP binding Elongation factor Tu family protein 50 AT1G07920.1 7 2.57 1.92 1.74
ribosomal protein 1 45 AT1G43170.1 8 3.62 1.49 1.92
tubulin alpha-4 chain 50 AT1G04820.1 4 1.26 3.60 1.47
Ribosomal protein S3Ae 30 AT3G04840.1 2 1.67 1.44 2.29
Ribosomal protein L24e family protein 19 AT3G53020.1 3 2.43 1.83 1.60
ribulose-bisphosphate carboxylases 53 ATCG00490.1 20 3.71 1.66 1.56
Ribosomal protein S13/S15 17 AT3G60770.1 2 2.84 1.80 1.28

Vii



