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Bevezetés

A novényeket a kornyezetiikben szamos stresszhatds érheti, mint példaul a talajban
felhalmoz6do nehézfémek (NF) okozta stressz. A fémek els6dleges tamadasi pontja a gyokér,
hiszen itt talalkozik a novény eldszor a fémmel. Ezért a NF-indukalt morfogenetikai valasz
fenotipus elsésorban a gyokérrendszerben jelenik meg, aminek harom f0 tlinete van: a
fogyokér merisztéma sejtek osztodasanak és a sejtmegnytlasnak a gatldsa, valamint a
indukélt morfogenetikai valaszt mutatd gyokérzet fogyokere rovid, oldalgyokér szdma
emelkedett, gyokérszorei pedig a csucshoz kozelebb jelennek meg. Tehat a ndvények képesek
a nem megfeleld kornyezeti feltételekre a szerveik ndvekedésének atrendezésével reagilni,

amit stressz-indukalt morfolégiai valasznak (SIMV) neveziink.

A réz (Cu) egy esszencialis mikroelem a novények szamara és mindemellett egy olyan
redox-aktiv nehézfém is, mely magasabb koncentracidban toxikus lehet, valamint SIMV-t
idéz eld. A novekedési valtozasok hatterében a hormonalis homeosztazis megvaltozasa allhat.
Az auxin, az egyik f6 novekedésszabalyozo, mely elésegiti a fejlodési folyamatokat a hajtas
¢s gyokérrendszerben egyarant. Ezért a kiilonbozd stressz faktorok altal indukalt auxin
homeosztazisban bekovetkezd valtozasok szintén részben feleldsek lehetnek a morfoldgiai
valtozasokeért. A kiilsé (kornyezeti) €s belsé (hormonalis) regulacios elemek kozotti gazdag
jelatviteli haldzatban szignalmolekuldk teremtenek kapcsolatot az egyes komponensek kozott,
biztositva a fejlédési és ndovekedési jelek dsszehangolasat. Mas atmeneti fémekhez hasonldan
a réz kétoxidaciés allapota (Cu® and Cu®") kozotti redox ciklus katalizalja a kiilonboz6
reaktiv oxigénformak (ROF) képzodését. A réz stressz soran képz6dd ROF-knak kettds
szerepiik ismert, hiszen nagy mennyiségben karosak a sejtek életfolyamataira, ugyanakkor
alacsony koncentracioban masodlagos hirvivéként szerepelnek az intracellularis jelatviteli
halozatban, ezaltal kdzvetitve szamos valaszt a novényi sejtekben. A nitrogén-monoxid
(NO), a reaktiv nitrogénformadk (RNF) egyike, egy diffuzibilis gaz jelmolekula a
novényekben, mely részt vesz a normal fejlédési folyamatokban, és szerepet jatszik a biotikus
¢és abiotikus stressz véalaszokban is. Ezért a NO ¢és reakciotermékei nem specifikus, inkabb

altalanos, multifunkcionalis jelmolekuldknak tekinthetdek.

Ismert tehdt az auxin és a ROF-k fontos szerepe a nehézfém-indukalt SIMV
jelatvitelében, ¢és mivel a NO, mint multifunkcionalis szigndl szdmos gyokérfejlodési

folyamatot szabalyoz és szorosan egyiittmiikddik az auxinnal és a reaktiv oxigénformakkal is,



feltételezhetjiik, hogy a NO, mint fejlodés szabalyoz6 molekula szintén szerepel a Cu altal
kivaltott stressz indukalt morfologiai valaszban. A Ph.D. munkam soran ennek a hipotézisnek
a tesztelésére vallalkoztam. Ezért vizsgéalatainkban a NO képzddésére, mitkddésére, szerepére,
kolcsOnhatasaira fokuszaltunk a réz  stressznek kitett  Arabidopsis ndvényekben.
Megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal van a réz az i1d6 fliggvényében a novények hajtas ¢€s
gyokérzetére, valamint ezen folyamat hatterében milyen reakciok, hormonalis és jelatviteli

hattérmechanizmusok lehetnek.
Célkitizeés

Kisérleteink  fokuszpontjdban a NO  molekula allt.  Vizsgaltuk  képzddését,
szignaltranszdukcios utvonalban betdltott szerepét és mas reaktiv molekulakkal (ROF) vald

kapcsolatat réz terhelés hatdsara megjelend morfologiai valasz soran.
Munkank soran a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Az idé6 fliggvényében (rovid és hosszabbtavu kisérletek) hogyan alakul a réz-indukalt
morfologiai valasz, hajtasra és gyokérre nézve?

e Van-e szerepe az auxinnak és a nitrogén-monoxidnak a réz-indukalt morfologiai
valtozasok jelatvitelében?

e Milyen jellegli kdlcsonhatas miikodik az auxin és a NO kozott réz stressz alatt?

e Milyen mechanizmusokkal magyarazhatéak a réz hatdsara a NO metabolizmusban
bekovetkezd valtozasok?

e Milyen kapcsolat 4ll fenn a NO és a ROF-k kozott a réz tolerancia mechanizmusaban,
illetve hogyan vesznek részt a ROF-ok a stressz indukalt morfologiai vélasz

kialakulasdban?
Anyagok és modszerek

Felhasznalt novényi anyag

Col-0 vad tipusu,

nialnia2, nialnia2znoal-2 NO-hianyos,

nox1 (cuel) és gsnorl-3 NO-taltermeld,

vtc2-1, vtc2-3 aszkorbinsav hianyos,

miox4 aszkorbinsav taltermel6 Arabidopsis thaliana L. névényekkel dolgoztunk.

A DR5::GUS transzgenikus ladfti novényeket az auxin-fliggd génexpressziod
vizsgalatahoz alkalmaztuk.



Alkalmazott kezelések

o 5,25¢és50 uM réz-szulfat (CuSO,)

e 1mM NC®-nitro-L-arginin-metilészter (L-NAME) - NOS inhibitor

e 1mM Na-wolframat - NR gatloszer

e 10 illetve 100 uM natrium-nitroprusszid (SNP) - NO donor

e 50ill. 100 uM 2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid (cPTIO) -
NO gyokfogd

e 10 uM naftilftalsav (NPA) - polaris auxin transzport gatloszer

Alkalmazott modszerek

Morfologiai mérések: a f6gyokér hossz, hipokotil hossz, a levélnyél hossz, a sziklevél atmér6
¢s a levélszam esetén torténtek. Az oldalgyokerek (OGY) szamolasat DRS::GUS
transzgenikus novényeken végeztik el, amelyekkel a hisztokémiai festések is torténtek.
Elemanalizis: A vad tipusu (Col-0) Arabidopsis novények elemtartalom meghatarozasa (Cu,
Fe, Zn, Mn, Mo, B) induktiv csatolasu plazma tomegspektrométer (ICP-MS) segitségével
tortént. Fluoreszcens spektrofotométer: A DAF-FM, DCF és APF fluoroforok specifitasat in
vitro a fluoreszcens spektrofotométerrel vizsgaltuk. Fluoreszcens mikroszkopia: RNF és
ROF molekulak detektalasa: NO tartalmat DAF-FM DA segitségével, a O, -t DHE-vel, a
H,0, —ot AR-del, ONOO -et APF-fel, az intracellularis ROF tartalmat H,DCF-DA-val és az
¢letképességet FDA fluoreszcens festékkel hataroztuk meg. A fogyokér (FGY)
merisztematikus (MZ), elongaciés (EZ) és differenciacios zoénat (DZ), valamint a
szikleveleket vizsgaltuk.

Eredmények

Munkénk sorédn, a réz altal okozott ndvekedési valaszok hormondlis (auxin) és
jelatviteli (NO) komponenseit tanulményoztuk. Elsdsorban mikroszkopias modszerekkel

dolgoztunk.

Vad tipust ndvényeket felhasznalva meghataroztuk a hajtds és gyokérrendszer
mikroelem koncentracidit (Cu, Fe, Zn, Mn, Mo, B) és azok szoveti eloszlasat agaron nott
ludfiivekben. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a csirandvények képesek felvenni és
akkumulalni a taptalajban levd réz egy részét és elszallitani azt a hajtasrendszeriikbe. A réz
kitettség jelentésen modositja a csirandvények mikroelem homeosztizisat és a vizsgalt

mikroelemek hajtas-gyokér eloszlasat.

A réz kitettség gyokér- és hajtasfejlodésre gyakorolt hatisait a kezelési idOtartam
fliggvényében, 7 és 17 napos Arabidopsis novények felhasznalasaval hataroztuk meg. A
rovidebb idétartamu kisérleteinkben a legalacsonyabb (5 puM-os) rézkoncentracio kissé
megnovelt sziklevél teriiletet, hipokotil- ¢s FGY hossznovekedést eredményezett, mig a
komolyabb rézkitettség (50 uM) szignifikans gatlast okozott a hajtas és gyokérfejlodésben az

4



akkumulalédott réz miatt. Hosszabb tavon (17 nap) a réz altal kivaltott erdteljes
hajtasnovekedés gatlas, valamint a gyokérmegnyulas gatlasanak elmaradasa figyelheté meg,
mely egy akklimatizacios folyamat aktivalodasat sugallja hosszabb idétartamt réz kitettség
esetén. Az oldalgyokér iniciaciot lehetévé tevd sejtosztédas rézkitettségre érzékenynek
bizonyult. A 25 uM rézkezelt névények gyokérrendszerében a SIMV tiinetei voltak lathatoak.
A SIMV kialakulasa fiigg a rézkezelés koncentracigjatol és idétartamdtol, hiszen csak

hosszabb iddtartamu, kdzepes erdsségli (25 M) stressz valtotta ki a megjelenését.

A hormonok metabolizmusanak és transzportjanak megvaltozasa nagyon fontos
szerepet jatszik a NF-k 4altal eldidézett fejlodési valaszokban. Mivel a fejléddési folyamatok
foleg olyan morfogének altal vezéreltek, mint példaul az auxin, ezért vizsgaltuk in vivo az
auxin indukalhatdé DRS promoter expresszidjat a DRS::GUS transzgenikus Arabidopsis-
okban. A rovidebb iddtartamu réz kezelés esetén a kontrollhoz képest fokozottabb auxin-
fliggd génexpresszidt tapasztaltunk a csirandvények szikleveleiben és gyokerében is.
Hosszabb tavon (17 nap), a réz mas kornyezeti stresszfaktorokhoz (pl. s6, Cd) hasonloan a

DRS5 expresszio csokkenését valtja ki az Arabidopsis levelekben.

A nitrogén-monoxid, mint az auxin jelatvitel alapvetd komponense, kiilonb6zd
fejlédési folyamatokat szabalyoz a novényekben. A rovid tava kisérleteink soran
megallapitottuk, hogy Cu hatdsaként a NO szintekben is torténnek valtozadsok mindkét
szervben. Sziklevelekben az 5 uM Cu okozott jelentés NO akkumuléciot, mig a nagyobb
mértéklt NF terhelés lecsokkentette az NO tartalmat. Kontroll koriilmények kozott a NO-
kapcsolt fluoreszcencia jelentds szoveti specifitaist mutat a FGY-ekben, mivel sokkal
magasabb NO szintek detektalhatok az EZ-ban az MZ-hez viszonyitva. A FGY EZ-ban a réz
kezelés lényeges NO csokkenést okozott, mig a MZ NO tartalmat nem befolyasolta. A NO
szintekben bekovetkezd valtozasok lehetséges mechanizmusait genetikai és biokémiai
modszerekkel megvizsgalva azt az eredményt kaptuk, hogy a sziklevelekben az L-arginin és

NR-fiiggd bioszintetikus ttvonal is felelds lehet a réz indukalta NO akkumulacidért.

A gyokér megnyulasi zonajanak NO tartalom csokkenése kapcsan azt feltételeztiik,
hogy a Cu-indukalt O," eliminalja a NO-t a peroxinitrit képzédését eredményezd reakcion
keresztiil. Eredményeink viszont nem tamasztjak ala ezt a hipotézis. A réz-indukalt NO szint
csokkenés hattérmechanizmusa feltehetden egyik vagy mindkét NO bioszintetikus Gtvonal (L-
argnin-és/vagy nitrat fiiggé) alulszabalyozottsaga lehet. A hosszabb idétartamu Cu kitettség

(17 napig tartd), jelentés novekedést eredményezett a NO tartalmat tekintve. A NF terhelés
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koncentracioja mellett a kezelés iddtartama is befolyasolja annak NO képzddésre gyakorolt

hatasat.

Gyokerekben a NO f6 enzimatikus forrdsa a NR, és ez az enzim termeli a NO-t stressz
korilmények kozott. Emiatt megvizsgaltuk genetikai moddszert felhasznalva ezen enzim
lehetséges részvételét a réz-indukalt NO felszabadulas kapcsan. A vad tipussal ellentétben a
NR-deficiens dupla mutans, nialnia2 FGY-ében nem figyelhettik meg a réz okozta NO

produkcidt, ami a NR réz-indukalt NO szintézisben betoltott alapvetd szerepére utal.

Tovabbi kisérleteinkkel célunk volt feltdrni a hormondlis (auxin) és szignalizacios
komponensek (NO) kozotti kapesolatot a réz-indukalt morfologiai valaszok jelatvitelében.
Rovid tava kisérleteinkben elséként az auxin NO szintekre gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk
NPA alkalmazasaval a réz kezelések mellett €s mindkét szervben kimutattuk a NO szinteket.
Az eredmények alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az auxin transzport sziikséges
az 5 pM réz altal kivaltott NO akkumulédcidhoz sziklevelekben, vagyis az auxin pozitivan
szabalyozza az NO szintézisét enyhe rézkitettség mellett. Ellenben a magasabb Cu
koncentraciok esetében az auxin hidnya okozott NO szint novekedést. Azok a novények,
amelyekben a NPA lecsokkentette az auxin szintet, szignifikdnsan magasabb NO
fluoreszcenciat mutattak a gyokérben, dsszehasonlitva azokkal a novényekkel, amelyeket csak
rézzel kezeltliink. Ez azt sugallja, hogy az auxin negativan szabalyozza a NO szintet a FGY-
ben. Kisérleti rendszeriinkben a kiilséleg hozzaadott indol-3-ecetsav (10'6 M) nem valtott ki
NO képzddést sem a sziklevelekben sem a FGY-kben. A NO auxin-fiiggé génexpressziora
gyakorolt hatasat biokémiai uton is megvizsgaltuk. Amikor az endogén NO szinteket donor
alkalmazasaval noveltik, az auxin- érzékeny génexpresszido jelent6sen lecsokkent a
sziklevelekben és a FGY-k csucsaiban egyarant. Ez a réz-indukalt morfologiai valtozasok
hormonalis (auxin) és jelatviteli komponensei (NO) kozott fennalld gatlo kapcsolatot
feltételez. Ezen eredményeket genetikai vizsgalatokkal is alatdmasztottuk, melyek soran a Cu
altal okozott novekedési valaszt hasonlitottuk 6ssze vad tipust, NO-tultermeld (nox1) és NO
hianyos (nialnia2 és nialnia2noal-2) csirandvényekben. A NO tdbblet esetén kisebb
sziklevél méretek figyelhetok meg, a NO hidnyos mutdnsok pedig kissé nagyobb
sziklevelekkel rendelkeznek a vad tipushoz képest. Réadasul a sziklevél méretének
csokkenése NO tobblet esetén kifejezett. Ellentétben ezzel, a hipokotil sejtek megnyulasa a
NO hidnyos mutansokban nagyobb érzékenységet mutatott a vad tipushoz képest, mig nox1-
ben nem volt rézre adott morfologiai valasz. Azonban a nox1l rdvidebb hipokotillal

rendelkezik, mint a vad tipus. A FGY elongaciét tekintve a mutansok viselkedése nem
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egyértelmil. Kontroll feltételek mellett a NO-tultermeld és NO-hianyos novények FGY hossza
rovidebb, mint a vad tipustiaké. A rézkezelés nem okozott FGY rovidiilést a nox1l és a
nialnia2noal-2 mutansban, habar egy erételjes csokkenést eredményezett a NO-hianyos
dupla mutans FGY hosszaban. A rézre adott kiillonb6z6 gyokér novekedési valaszok a NO-
deficiens vonalak esetén azzal a hipotézissel magyarazhatoak, hogy egy kontrollhoz kozeli
NO statusz sziikséges a gyokér architektura szabalyzasahoz. A NO tartalom optimalis szintt6l

valo eltérése a réz altal eldidézett gyokér morfoldgiai valasz gatldsat eredményezi.

A tovabbi kisérleteink soran a megvaltozott NO anyagcserével rendelkez6 mutans
csirandvények (noxl, gsnorl-3 és nialnia2) réz toleranciajat tanulmanyoztuk. Ezek a
novények kisebb hajtas és gyokér méreteket valamint friss tomeget (FT) mutattak a vad
tipushoz képest, ami egy optimalis NO szint sziikségességét feltételezi a megfeleld
novekedéshez. A vic2-3 és miox4 novények vad tipus-szeri hajtis és gyokér méreteket
mutattak kontroll feltételek mellett. Tehat a moddositott aszkorbat tartalmak és az ebbdl
kovetkezd enyhén megvaltozott ROF szintek nem befolyasoljak jelentds mértékben az
Arabidopsis-ok korai fejlédését. Az altalunk alkalmazott legalacsonyabb CuSO4 koncentracio
(5 uM) csak enyhe réz tartalombeli novekedést eredményezett (~80 pg g71 SZT), és nem
bizonyult toxikusnak a Col-0 csiranovények szamara. S6t, az 5 uM réz kezelésnek enyhe
novekedésserkentd hatasa volt (a FT-k nem-szignifikans novekedése), bar ehhez a hatashoz a
novényekben megemelkedett NO és ROF szintek voltak sziikségesek. A NO hianyos
ndvények esetén a réznek erdteljesebb novekedést gatld hatasat figyeltiik meg vad tipushoz
képest, mely a NO novekedés fenntartdsa soran jatszott szerepét tiikrozi abiotikus stressz

kortilmények kozott.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a gyokér MZ sejtjeinek életképességét, amibdl a réz
toleranciara kovetkeztettiink. Enyhe stressz sordn a magas NO szintek fokoztdk az
érzékenységet, mig nagyobb réz koncentracidk esetén a tolerancidt segitettek eld. Ez azt
jelenti, hogy a NO szignalizacios szerepe fiigg a stressz erdsségétdl. Kismeértékli rézkitettség
soran a nox1 novényekben a NO életképességre gyakorolt negativ hatdsa visszafordithatd a
magas NO tartalom eliminalasaval. A vtc2-1 és vtc2-3 ludfiivek esetén a sejtéletképesség
lecsokkent a rézkitettség hatasara, viszont a miox4 gyokerek sejtjei életképesebbnek
bizonyultak. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a csokkent aszkorbat tartalom kovetkeztében
kialakult magasabb ROF szint rézérzékenységhez vezet, mig az aszkorbinsav tdltermelés

eredményeképp létrejott kisebb ROF tartalom a réz tolerancianak kedvez. A magasabb ROF



szintek megzavarjak a sejt redox allapotat, mely oxidativ karosodashoz vezet. Ez

valdszintisithetden fokozza a réz érzékenységet.

Biokémiai kisérleteket végeztiink annak igazoldsara, hogy a NO részt vesz-e a
réztolerancia kialakitdsaban. Ezek sordn a névények NO szintjét exogén NO donor (SNP) és
NO gyokfogo (cPTIO) alkalmazédsaval modositottuk, és detektaltuk a vad tipusu és NO
mutans névények ¢€letképességét a gyokér MZ-ban. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy
a NO javitja a réz okozta sejtkarosodasokat erds réz stressz esetén, mivel a NO-kezelt Col-0
ndvények jobb életképességet mutattak. A NO taltermeld mutins nagyfoku réztlirése és a
nialnia2 Arabidopsis fokozott érzékenysége szintén alatamasztja a NO stresszt enyhitd
hatasat. A réztiirés kialakulasdhoz szigoruan szabalyozott NO balansz sziikséges, mivel az

optimalis szintnél kisebb vagy annal nagyobb NO tartalom sejtkarosodast idézhet elo.

Ezt kdvetden a lehetséges kapcsolatot vizsgaltuk a NO és a ROF-k kozott réz stressz
alatt mikroszkopos modszerrel. Magasabb NO szinthez csokkent O;” szint tarsult a kontroll
allapoti Arabidopsis gyokércsucsokban, és ez forditva is igaznak bizonyult, vagyis a csokkent
NO tartalmat mutat6 nialnia2 MZ-ban a vad tipusnal magasabb O, szint volt mérhet6. Ez
arra utal, hogy stressz mentes koriilmények kozott a NO képes negativan szabéalyozni a O;”
szintjét, feltehetben a ONOO™ képzddéséhez vezeté kémiai reakcio altal vagy az
antioxidansok, mint példaul a szuperoxid dizmutaz (SOD) aktivitasanak modositasan
keresztiil. A Cu hatasaként a H,O; szintek lecsokkentek NO tobblet jelenlétében, ami alapjan
azt feltételezhetjiik, hogy a megemelkedett NO szint hatisara az antioxidans gének (pl.
glutation peroxiddz vagy a glutation transzferdz) expresszioja fokozodott, igy valdsziniileg
ROF detoxifikacio tortént. Tovabba, a NO hidny esetében, a O, szint csokkenése H,0,
képzddéssel jart egyiitt, ami lehetséges SOD-fliggd detoxifikéciot feltételez. A megvaltozott
aszkorbat metabolizmus és ennélfogva a megvaltozott ROF tartalom (a vtc2-1, vtc2-3 és
miox4 mutansok) a Col-0-nal alacsonyabb NO szintet eredményez, mely arra utal, hogy a
ROF-k szigortian szabalyozott szintje hat a NO metabolizmusra stressz mentes koriilmények
kozott. A réz-indukalt, nem szignifikans valtozasokat figyelembe véve a ROF-k hatdsa a NO

metabolizmusra réz stressz alatt elhanyagolhatonak mondhato.



Munkank soran kapott eredményeinkbdl a kovetkezo fobb kovetkeztetések vonhatok le:

A réz-indukalt morfologiai valasz megjelenése az Arabidopsis novényekben fiigg a
fémterhelés id6tartamatol és koncentraciojatol. Hossz tavon az Arabidopsis réz

stressz altal kivaltott fejlédési indukciot (OGY szam gyarapodast) mutat.

A rovid és a hosszabb iddtartamu réz terhelés egyarant megvaltoztatja az auxin és a
NO metabolizmusat. Rdévid tdvon a réz tébblet auxin szint ndvekedést, ugyanakkor
NO szint csokkenést okoz a csirandvények gyokerében, mig hosszabb tavon ezekkel

ellentétes iranyu valtozasok torténnek.

A réz-indukalt SIMV szignal transzdukcidjaban szerepldé hormondlis- ¢és

jelkomponens, azaz az auxin és a NO kozott kdlcsondsen negativ kapcsolat all fenn.

Sziklevelekben a réz-indukalt NO akkumuléacioért mindkét feltételezett enzimatikus
NO bioszintézis utvonal (L-arginin- és NR-fiiggé) felelds, mig a NO csokkenés a
FGY-ben a peroxinitrittdl és szuperoxid gydkanion képzddésétdl fliggetleniil torténik.
Hosszabb tavon a rézkezelt gyokerekben bekovetkezd NO szintézisért a NR enzim

aktivitasa a felel6s.

A NO részt vesz a tolerancia kialakitdsaban nagyobb mértékti réz terhelés esetén,
azaltal, hogy szabdlyozza a szuperoxid gydkanion és a HyO, réz stressz soran torténd
képzddéseét. A NO-dal ellentétben a ROF-k fokozzak a réz érzékenységet az

Arabidopsis csiranovényekben.
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