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|. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a kiillonb6zd geoldgiai és antropogén hatasok miatt a kornyezetbe
keriilt nehézfémek mennyisége radikalisan megemelkedett, igy azok tobbé mar nem
elhanyagolhato stresszfaktorok a ndvények szamara. Minden novény képes a szamukra
esszencidlis elemek felvétele is megtorténik, amelyeknek nincs ismert bioldgiai funkcidja,
vagy karosak lehetnek a novényi szervezetekre nézve. A nehézfémstressz — az egyéb
stresszorokhoz hasonléan — morfoldgiai valtozasokat indukal a ndvény hajtas- illetve
gyokérrendszerében (stressz-indukalt morfogenetikai valaszok). Mivel a gyokér az els6
novényi szerv ami a talajoldatban taldlhatd nehézfémekkel taldlkozik, igy alapvetd
fontossdggal bir a stresszvdlaszok tanulméanyozdsa soran, ezért elsésorban a

gyokérrendszerben tapasztalhatd valtozasok vizsgalatat tliztem ki kutatdsom céljaul.

Az altalam vizsgalt két nehézfém, a réz és a cink esszencialis mikroelem, 4m mig a réz redox-
aktiv (azaz kozvetleniil képes reaktiv oxigénformak képzésére), addig a cink nem rendelkezik
ezzel a tulajdonsaggal. Magas koncentracioban mindkettd negativ hatdssal van a gyokér
merisztematikus zondjanak életképességére, és igy a csokkenthetik a gyokérndvekedést,
illetve igy az egész novény novekedésére negativ hatast gyakorolhatnak. Megfelel6
koncentracidban azonban a cink pozitiv hatassal van a ndvekedésre, illetve a réz serkentheti uj
merisztematikus régiok és igy 0j oldalgyokerek kialakulasat is. A gyokérfejlodést befolyasolo
hatasuk mogott tobbek kozott a reaktiv oxigén (pl. hidrogén-peroxid, szuperoxid gyokanion)-

és nitrogénformak (pl. nitrogén-monoxid, peroxinitrit) metabolizmusanak megvaltozasa all.

A reaktiv oxigénformak (ROF) termelddése a stresszvalaszok széles korti kifejez6déséhez
kapcsolhato, igy feltételezhetden azok fontos kdzvetité szerepet toltenek be a nehézfémstressz
és a stressz-indukalt morfogenetikai valaszok kialakuldsaban, valamint tobb ponton
kapcsolodnak a reaktiv nitrogénformak (RNF) jelatviteléhez. Az RNF altal kivaltott tirozin
nitracid mint poszttranszlaciés modositds soran a peroxinitrit reagal a tirozin aminosavakkal,
modositva a fehérjék szerkezetét, aktivitasat. Ezeken kiviil a nitrogén-monoxid (NO) mobilis

jelmolekulaként is fontos szerepet jatszik a gyokérfejlddésben és ndvekedésben.

A ROF ¢és RNF metabolizmusa szamos ponton kapcsolddik egymashoz, emiatt Gsszesitett
hatasuk jellemzésére a kozelmultban a ndvénybiologia teriiletén is megjelent a nitro-oxidativ
stressz koncepcioja, aminek segitségével 1) formaban jellemezhetd példdul a nehézfémek

gyokerekre gyakorolt hatésa.



Kutatasaim soran a réz és a cink hatasat hasonlitottam 6ssze indiai mustar (Brassica juncea L.
Czern.) és olajrepce (Brassica napus L.) novényekben. A két, keresztesviragiiak csaladjaba
tartozd faj nagy gazdasagi jelentdséggel bir, széles korben termesztik Oket olajnovényként,
igy kiilonosen fontos az abiotikus stressz-toleranciajuk — jelen esetben nehézfémtoleranciajuk
— jobb megismerése, Osszehasonlitdsa. Gazdasagi hasznositasuk mellett 1éteznek
kezdeményezések ezen Brassica fajok fitoremediacios felhasznalasara vonatkozodan is, igy a
(haszon)ndvények nehézfémtoleranciajara vonatkozo ismereteink bévitése igen fontos lehet a

jovore nézve, a kdrnyezet nehézfémmel valo egyre fokozodd szennyezése miatt.

Kisérleteimben a réz- és cinkkezelésnek alavetett Brassica novények gyokereiben torténd
valaszait tanulmanyoztam morfoldgiai, biokémiai és molekuldris szinten. Megtortént a
nehézfémstressznek kitett novények fémfelvételének, valamint mikroelem-héaztartasanak
vizsgalata, tanulmdnyoztam a nehézfém-indukalt morfogenetikai valaszok kialakuldsat,
valamint az ezek hatterében htizodo folyamatokat, mint a sejtfalmodosuldsokat vagy a ROF és
RNF kapcsolatat és kolcsonhatasat in situ és in vivo fény-, fluoreszcens ¢és konfokalis
mikroszkopias modszerekkel, illetve a ROF és RNF metabolizmusaban kulcsfontossagu
enzimatikus antioxiddnsokat fotometrias modszerrel. A nitrozativ stressz markereként
Western blot technikaval vizsgaltam a fehérje tirozin nitracié kialakulasat a réz,- illetve

cinkkezelt novények gyokereiben.



I1. Irodalmi attekintés

11.1. A réz és a cink

11.1.1. Szerepiik

A réz, bar a novények szamara esszencidlis mikroelem, nehézfém tulajdonsdga miatt,
amennyiben felvehetd formdban fordul eld a talajban, képes pozitiv illetve negativ hatést
gyakorolni a novények fejlédésére. Talajokban atlagosan 1-191 mg/kg réz taldlhatod
szamos biotikus ¢és abiotikus tényezd hatdrozza meg. Az abiotikus tényezok kozott szerepel a
fém vizoldékonysaga vagy komplexképzd képessége (Lang 2002), mikdzben a biotikus
tényezOk kozott tartjuk szdmon a ndvények hatdsat a talajra, ahol a legfontosabb a szerves
savak kivalasztasa; a réz talajokbdl alacsony pH értéken vehetd fel. Hazankban a kdrnyezet
megemelkedett rézterhelése csak ipari teriiletek, vegyipari tizemek korzetében figyelhetd meg
(Otvés és mtsai, 2003). A réz a ndvények ndvekedéséhez nélkiilozhetetlen, hianyaban olyan
hianytiinetek alakulnak ki, mint a novekedésgatlas, levelek elsargulasa, levélszélek gorbiilése,
termésméret csokkenése, valamint az apikdlis merisztéma vagy a reproduktiv szdvetek
¢letképességének csokkenése. A réz redox-aktiv tulajdonsagokkal rendelkezd fém, azaz két,
egymasba alakulni képes, oxidalt (Cu II) és redukalt (Cu I) allapotban is el6fordul, emiatt
gyakran megtalalhato enzimekben mint kofaktor. Redox-aktivitasat a novények tobbnyire
elektrontranszport-lancokban, redox reakciokat Kkatalizald enzimekben ¢és oxidacios
folyamatokban hasznositjak. Ezek az enzimek dontd szerepet jatszanak a sejtfal szintézisében,
az elektrontranszport-lancban, a molibdén kofaktor képzésében és az etilén-indukalt jelatviteli
utvonalban (Burkhead és mtsai, 2009). Redox aktivitdsa révén azonban kozvetleniil ROF
képzOddéséhez vezet a Haber-Weiss €és a Fenton-reakcid sordan. A Haber-Weiss reakcidoban
(Halliwell és Gutteridge, 1984) a réz a szuperoxid gyodkanion elektronjat felvéve redukalodik,
igy egyrészt oxigén képzddik, masrészt a redukalt rézion a Fenton-reakcion keresztiil oxidalja

a hidrogén-peroxidot, igy magas reaktivitasu hidroxilgyok keletkezik (1. abra).
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1. abra: A réz, mint redox-aktiv fém altal katalizalt hidroxilgyok képzédés folyamata (Kell, 2009).

A cink a legtdbb eukariota szervezet, igy a novények szdmara is esszencialis mikroelem,
azonban tobbletben karos hatassal van rajuk. Ismertek olyan kovamoszatok, amelyek alacsony
cinktartalmi kornyezetben képesek helyette kadmiumionokat hasznositani enzimeikben
kofaktorként (Lane és Morel, 2000). A talajok cinktartalma megfeleld a szarazfoldi novények
szamara, igy ebben a csoportban ilyen kivétel nem talalhat6. A cink a természetes kdzetekben
szabadon fordul eld, a talajban torténd felvételét azonban befolyéasolhatja a talajkolloidokhoz

val6 kotottsége.

Az eukariota sejtekben a cink Kkitiintetett szerepli mikroelem, mivel kofaktorként betdltott
szerepe mellett képes befolydsolni a génexpressziot €s a metabolikus folyamatokat is
(Cakmak és Marschner, 1992); fontossagat jol jelzi, hogy az eukaridta proteom koriilbeliil
kilenc szazaléka tartalmaz cinket (Andreini és Bertini, 2009). A novekedés szempontjabol az
auxin szintézisében betoltott szerepe mellett a sejtosztodast befolyasold képessége teszi
fontossd, mikozben a sejt energiatermeld folyamatai koziil a fotoszintézis szabalyozasaban
vesz részt, tobbek kozott a fotoszintetikus pigmentekkel vald kolcsonhatas, a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc és a RubisCo aktivitasan keresztiil (Krupa és Baszynski, 1995; Shier,
1994). A nukleinsavak képzddése mellett hatasa van a fehérjeszintézisre is, itt a riboszomak
integritasaért felelds. Befolyasolja mas elemek mennyiségét a szovetekben, példaul a nitrogén
felhasznalasat a vegetativ szovetekben, vagy annak és a foszfornak a bejutasat a fejlédd
magokba. Emellett szamos metalloproteinben és metalloenzimben is megtalalhato, ezeknek
gyakran az aktiv centrumaban lokalizalédik, meghatarozva az enzimmiikodést, esetleg a

fehérjék szerkezetének fenntartasdban jatszik szerepet (Hewitt, 1983). A legfontosabb szerepe



talan a transzkripcid inicialasdban és az RNS-irdsban van, mivel a legtobb nehézfémmel
ellentétben nincsenek kiilonb6zd redox-allapotai, csupan oxidalt forméban fordul eld, igy
alkalmazasa biztonsagosabb cink ujj domént tartalmazé transzkripcios faktorokban, illetve az

RNS-polimeraz kofaktoraként (Maret, 2009).

I1.1.2. A réz és a cink felvétele, és homeosztazisuk szabalyozasa a novényekben

A réz felvehetésége a novény szamara fligg az alkalmazott kozeg tulajdonsagaitol. A legjobb
hozzaférhetdsége a hidroponikus koriilmények kozott van, az agarral szilarditott taptalajokban
megkdtddhet az agaron, azonban még igy is jobban felvehetd, mint a természetes talajokbol.
A kozeg mindsége mellett annak pH értéke is fontos szereppel bir, a savas kozeg
szolubilizalja a szerves anyagokhoz kotott rezet, ionos formdban felvehetdvé téve azt. A lugos
pH csapadékképzd hatassal bir, a réz ebben a kotott formaban nem felveheté (Carrillo-
Gonzélez és mtsai, 2006). A fémek felvételének konnyitése érdekében a ndvények és egyes
mikorrhiza gomba fajok képesek fémkelatoldo anyagok kivalasztasara, melyek lehetnek
aminosav-szarmazékok, polipeptidek, szerves savak vagy fitosziderofoérok. A rizoszféraba
kivalasztott molekula kolcsonhatasba 1ép a fémionokkal, és megkotve oOket segiti a

felvételiket.

Az ionok bejuttatasat a ndvényi sejtbe a plazmamembranon talalhato transzporterek végzik, és
a réz felvételéért a Ctr/COPT fehérjecsalad a felelds (Kampfenkel €s mtsai, 1995; Sancenon
¢s mtsai, 2003, 2004). Ezekre a fehérjékre harom transzmembran domén a jellemzd,
extracellularis térbe nytldé N-termindlisukon a beszallitandd rézion megkdtéséért felelds
metioninban gazdag régid talalhatd. A transzporterek trimerként, ATP-fiiggetlen mddon, a
koncentraciogradiens kihasznalasaval szallitjak a rezet a sejtbe. A Ctr-ek csak a redukalt Cu
(1)-et képesek felvenni, a talajokban megtalalhat6 oxidalt Cu(Il) felvételének lehetové tétele a
sejtfelszinen megtalalhatd vas-reduktdz enzim feladata (Robinson és mtsai, 1999). A sejtbe
bejutott réz vagy a sejtorganellumokba szallitodik, vagy tovabb transzportdlodik az
intercellularis térbe. A citoplazmaban az ionok megkdtésérdl a fitokelatinok és a
metallochaperonok gondoskodnak, utobbiak koziil a szimplasztban aktiv CCH (ATX-Like
Copper Chaperone) és ATX1 (Antioxidant Proteine 1), valamint a réz-cink SOD-t rézzel
ellaté CCS (Copper Chaperone for Superoxide dismutase) rendelkezik bizonyitott rézmegkotd
aktivitassal (Himelblau és mtsai, 1998). A plasztiszok megfeleld rézellatottsaga létfontossagu
a novények szamara, err6l két, eltérd lokalizacioji P-tipusi ATP-az, a PAA1 és PAA2 (P-

9



tipusu ATPaz 1 és 2) gondoskodik. A felesleges, sejten beliili rezet a vakuolumba szallitjak a
kiilonb6zd, egyelére nem azonositott chaperon fehérjék, amik aktivitdsa alapjan egyszerre
csupan néhany rézion mozoghat a sejtekben egyszerre. A sejtekbdl a xilémbe atlépd réz
szallitasa altalaban kelatolt formaban torténik, ilyen kelatorok a méas mikroelemek szallitasaért

is felelds nikotinamid és mugineinsav (Pich és Scholz, 1996).

Mivel a ndvények rézhdztartdsa sziikk optimalis koncentracidtartomannyal rendelkezik, igy
szlikség van egy effektiv szabalyozérendszerre, ami athidalja az ingadozasok okozta karokat.
esetén fokozodik a rézfelvételben szerepld transzporterek transzkripcidja, mig a magas
intracelluléris rézmennyiség leallitja az atirast az SPL 7 (Spotted Leaf 7) transzkripcios
faktoron keresztiil. Emellett két SOD izoforma, a Cu/Zn és a Fe SOD 1is a réz
rendelkezd fehérjék szabalyozasaban is a mikro-RNS rendszeren keresztiil, ami az §sszes nem
1étfontossagu gént képes lecsendesiteni (Kurepa és mtsai, 1997). Szubletalis rézkoncentraciok
ellen kiilonb6zd toleranciamechanizmusok alakultak ki a novényekben, amik segitik az
intracellularis réz mennyiségének csokkentését valamint a stressz toleranciat is. A szabalyozas
torténhet a kivalasztott keldtolé anyagok mennyiségének a csokkentésével, a ndvényen beliili
akkumulacidval, a transzporterek mennyiségének csokkentésével és az efflux csatornak
aktivalasaval, valamint a citoszolikus kelator molekuldk szintézisével (Puig és mtsai, 2007). A
fentieken kiviil jellemzé védelmi mechanizmus még a sejtfal moddositasa, ami egy kiilsd
védelmi vonalként képes funkcionalni a sejt koriil, fizikailag megakadalyozva a réz bejutasat.
A sejtfalmodositas két formaja ismert nehézfém stressz esetén, a lignifikacid és a kalloz
depozicid. A lignifikacid egy olyan sejtfal-vastagodasi folyamat, amely soran a lakkazok és a
lignin-peroxidazok a lignin polimerizaciojat katalizaljak, aminek eredményeképp merevebb
lesz a sejtfal, ami a novekedésre is hatassal lehet: megvéltozhat a gyokérmorfologia (Sasaki és
mtsai, 1996). A kalloz berakodasat a sejtfalba egy transzmembrén enzim, a kall6z-szintetaz
katalizalja, a folyamat révén a sejtfalhoz szénhidrogén-rétegek addodnak hozza, ami igy az
ionok szamara kevésbé lesz atjarhato. A kalloz képes akér a plazmodezmakba is berakddni,

igy csokkentve a szimplaszt Gton érkezd réz mennyiségét (Kartusch, 2003).

A rézhez hasonloan a cink is annak ellenére, hogy nehézfém, homeosztazisa jol szabalyozott.
Kis mennyiségben esszencialis a ndvények szamara, és mivel nagyobb mennyiségben erdsen

toxikus, felvétele kontrollalt folyamat. Felvételét tobb tényezd is befolydsolja: a talaj
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kationkicserélé kapacitasa, valamint szervesanyag-tartalma, kémhatasa, az esetleges
arbuszkularis mikorrhiza megléte, illetve maga a novény is (Bjerre és Schierup, 1985). A
fémionok felvételéhez a jobb oldhatdésdguk miatt a savas pH az optimalis, azonban a cink
lugos pH tartoméanyban is nagyobb mennyiségben felvehetd a talajbol, a nagyméreti
fémiontartalmi szervesanyag-komplexek szétesése miatt. A felvételt a novény ennél
komplexebb mddon szabalyozza. Szdmos fehérje képes a cink felvételére, amiknek aktivitasa
elésegithetd a gyokér altal a kdrnyezetbe kivalasztott kelatorokkal. A legfontosabb felvételben
szerepet jatszo transzporterfehérje-csalad a ZIP (Leucin Zipper) fehérjék csoportja, ebbdl
Arabidopsisban 15 ismert (Colangelo és Guerniot, 2006), valamint fontosak még a nehézfém-
ATP-az (HMA) fehérjék is, amelyek a fémionok sejtekbdl torténd eltavolitasat végzik,

emellett fontosak a szallitonyaladbok feltdltésében is.

11.1.3. A réz és a cink homeosztazisanak zavara és kovetkezményei

Epstein és Bloom (2005) szerint a novényekben atlagosan 2-50 pg réz talalhatd egy gramm
szaraz tomegben. Hianytlinetek 5 pg/g mennyiség alatt, mig toxicitsi tlinetek altalaban 20
ug/g jelentkeznek (Marschner, 1995). Nagyobb mennyiségben a réz toxikus hatassal van a
novényi szervezetre nézve. A talaj bizonyos mértékben képes pufferelni a nagy mennyiségben
eléforduld rezet, azonban azt meghaladva karos lehet a novények szamara, bar ismertek a
rezet jol tlird, hiperakkumulaloé ndvények is. Hiperakkumuldlé névények nevezziik azt a fajt,
ami képes széaraz tomegének tobb mint 0,1%-at felvenni az adott nehézfémbdl (Clemens,
2001). Toxikussagat altalaban harom hatasmechanizmuson keresztiil fejti ki: képes
kozvetleniil kapcsolatba 1épni a fehérjékkel, elidézheti ROF képzodését, valamint
megzavarhatja mas, esszencilis kationok metabolizmusat és funkcidjat (Sharma és Dietz,
2008). A fehérjékkel altalaban azok hisztidil-, karboxil- és tiol-csoportjain keresztiil 1ép
kolcsonhatasba, a kolcsonhatds helye gyakran a fehérjék aktiv centrumaba esik, igy
csokkentve azok katalitikus aktivitdsat. Abban az esetben, ha fémtartalmt fehérje a célpont,
az eredeti ion helyettesitése esetén tovabbi fémion-felszabadulas is bekovetkezhet, ezzel
erdsitve a hatast. Amennyiben nagy mennyiségli réz jut a sejtmagba, az 6rokité anyag és a
génexpresszio is karosodhat, a DNS bazisainak moddosulasa, 0 keresztkotések kialakuldsa
valamint szaltorések bekovetkezése miatt (Briat és Lebrun, 1998). A réztobblet képes
karositani mds esszencialis fémionok metabolizmusat. Ismert példdul, hogy magas

rézkoncentracio mellett a novény fizioldgids vashidnyban szenved, ami miatt lassul a
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porfirinvaz szintézise, igy sériil a fotoszintetikus apparatus. A réz altal okozott sejtszinti
valtozasok kozott megemlitendd a sejtfal vastagodasa valamint Osszetételének valtozésa, a
kloroplasztiszok szdmanak novekedése és méretiiknek csokkenése, valamint a vashidnyra
visszavezethetd érkozi sargulas a leveleken (Bernal és mtsai, 2006). A rézstressznek Kkitett
novények 0sszességében altaldban alacsonyabbak, szaruk vastagabb, kevesebb oldalgyodkérrel

¢s vastagabb fogyokérrel rendelkeznek (Reichman, 2002).

Mas nehézfém-ionokhoz hasonldan a cink tobbletfelvétele is szamos toxicitasi tlinetet okozhat
a novényekben; altaldban 15-20 mg talalhatdo egy kg szaraz ndvényi szovetben, toxicitasi
tiinetek 100-300 mg/kg mennyiségtdl jelentkeznek (Marschner, 1995). A ndvényekre
kockazatos tobblet cink elsddlegesen a talajbdl szarmazik, aminek szennyezddése szamos
forrasbol eredhet. A természetes cinkforrasok, mint a vulkéani tevékenység vagy épp a kdzetek
erozioja évente akar 45 millié tonna cinket juttatnak a kdrnyezetbe (Pacyna, 1986), de az ipari
szennyezO forrasok ennél joval nagyobb mennyiségli cinkterhelésért felelosek (Verkleji,
1993). Az ipar mellett nem elhanyagolhat6 a mezdgazdasagban alkalmazott permetszerekbol
¢s miitragyakbol, vagy épp a magas tapanyagtartalma miatt mezdgazdasagi termelésben
felhasznalt szennyviziszapbdl hosszu id6 alatt a kornyezetben felhalmoz6do cinkszennyezés

sem (Kadar, 2013).

A talajok magas cinktartalmanak kovetkeztében a novényekben szamos altalanos toxicitasi
tiinet léphet fel: csokkent biomassza, klorozis és nekrdzis a leveleken, csokkent
fotoszintetikus  aktivitds, genotoxicitds, mds mikroelemek homeosztazisdnak vagy
transzportjanak felboritdsa. Sejtszinten a cink egyik legkarosabb hatasa a lipidek oxidécigja és
az emiatt bekovetkez6 membran-destabilizacid; ez a plazmalemman kiviil kihatassal van a
mitokondrium 0Osszetett membranstruktaraira is, amelyek karosoddsa az energiatermeld
folyamatok megzavarasat, igy energiahianyt okoz a sejtben. Emellett a kloroplasztisz
tilakoidmembran-rendszere is karosodhat, de a szén-dioxid : oxigén arany megvaltoztatasaval
a cink a fotoszintetikus aktivitast kozvetleniil is csokkentheti. Az egész sejtre jellemzd a
kiilonboz6 enzimek inaktivalodasa, a tiol-csoportok nehézfém kotése altal, mégis a cink
hatasara a nukleuszban lejatsz6dd genotoxikus folyamatok a legkarosabbak a sejtre nézve.
Létrejohetnek kromoszoma-aberraciok, kromatinkondenzacio, és a membran destabilizacidja
megzavarja a normalis kromoszomamiikodést. A mikroelemek koziil a vas, réz, mangan,

foszfor, kalcium, kalium és magnézium haztartasa is megvaltozhat, komoly hianytiineteket
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idézve elé (Rout és Das, 2003). A masodlagos hatasok koziil igen fontos tovabba a

cinktobblet altal kivaltott oxidativ stressz.

11.2. A nehézfém-tolerancia szovet- és sejtszintii mechanizmusai

Mivel mindkét altalam alkalmazott nehézfém esszencidlis nyomelem a névények szamara,
ebbdl fakaddan a novények ezekkel szemben tanusitott tolerancidja minden esetben a lokalis
koncentracié veszélyes szint ala torténd csokkentésén alapul. Erre a feladatra a novények

harom stratégiat alkalmaznak, az elkeriilést, a transzlokéciot, valamint a megkdtést.

Az elkeriilés a legalapvetobb és valoszintileg a legegyszeriibb stratégia, ami soran a magas
kiilsé koncentracio esetén a ndvény csokkenti az adott nehézfém felvételét a gyokérbe, ily
modon a szovetekbe mar kontrollalt, megfeleld mennyiségii jut be, ami nem okoz karosodast.
A mechanizmus hétranya, hogy a folyamat soran mas mikroelemek felvételében is valtozas

allhat be, ami miatt akar hianytiinetek is kialakulhatnak (Lewitt, 1980).

Amennyiben a novény nem képes elkeriilni a nehézfémben gazdag kozeget, akkor az egész
novényen beliili hatékony eloszlasa szintén novelheti a toleranciajat. A Noccaea caerulescens
(tarsoka) példaul nehézfémstressz hatdsara nagy mennyiségben expresszal transzportereket
(pl. HMA 4-et), amik segitségével gyorsan feltolti a szallitonyalabokat fémionokkal. A
hajtasba szallitdis hossza tavon bar nem a legmegfelelobb megoldas, de raktarozo
kapacitasanak felhaszndldsdval a lokalis nehézfém-koncentraciok a toxikus szint alatt

maradhatnak (Baker, 1978).

A sejtszinten torténé nehézfém-megkotés igényli a legtobb energiat, melyre szamos
mechanizmus létezik. Az elsé védelmi vonal a ndvényi sejtek sejtfala, amiben a
poliszacharidok és a tobbi sejtfal-alkoté nagy mennyiségli nehézfém megkotésére képes; az
atjarhatésaganak csokkentésének érdekében 1 komponensek, a mar emlitett kalloz és/vagy
lignin rakddhat be a sejtfalba (Turner és Marshall, 1972). Amennyiben a nehézfém bejut a sejt
citoplazmajaba, az elsddleges cél a természetes, nanomolos koncentracid fenntartdsa, amit
megkotéssel, kompartmentalizacioval, vagy a sejtbe befelé irdnyuld transzporterek
aktivitasanak csOkkentésével érhet el a sejt. A megkotésben szdmos kelatormolekula vesz
részt, ilyenek a metallothioneinek, a glutation, a fitokelatinok (Rauser, 1984), bizonyos

szerves savak és aminosavak is (Herstein, 1986). Ezeken kiviil optimalis esetben aktivalodnak
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a sejtbdl kifelé iranyuld6 HMA pumpdk is, amik szintén csokkentik az intracelluléris

nehézfém-koncentraciot.

A novények nehézfém-tolerancidjanak hatterében mindhdrom stratégia elterjedt, azonban
ezeknek tobbnyire a kombinacidit alkalmazzak. Ha egy novény tobb stratégia alkalmazasara
is képes, altaldban nagy mennyiségii fémet képes jelentds karosodas nélkiil felvenni és tarolni,

ezeket a novényeket nevezziik akkumulald, extrém esetben hiperakkumulalé névényeknek.

11.3. Nehézfém-indukalt jelatviteli valaszok

A nehézfémstressz az egyik legjelentdsebb abiotikus stresszfaktor, ami veszélyes allapotok
kialakuldsdhoz vezet mind novényekben, mind allatokban. A magas reaktivitdsuk miatt
kozvetleniil befolyasolhatjdk a novekedést, szeneszcenciat és energiaképzd folyamatokat is

(Maksymiec, 2007).

11.3.1. A nehézfém stresszre adott direkt valaszok

A novekedést gatlo, valamint a sejthalalt eldsegité folyamatok hatterében tobb mechanizmust
azonositottak, példaul a nehézfémek képesek a tilakoidmembran kiilonb6zd, a fotoszintetikus
aktivitas fenntartasahoz nélkiilozhetetlen fehérje- ¢és lipidkomponenseit felszabaditani
(Maksymiec ¢és Baszynski, 1988; Skorzynska és Basynski, 1993; Nouari és mtsai, 2006).
Szintén ismert, hogy a feleslegben jelen 1év0 nehézfémek képesek a membran
foszfolipidekhez kotdni oxigénatomokon (Vierke és Struckmeier, 1977), vagy hisztidin,
triptofan és tirozin aminosavakon (Maksymiec, 1997) keresztiil, ezéltal megzavarva az
elektrondramlast a PSII reakciocentrumban. Més kutatdsok szerint a nehézfémek képesek
helyettesiteni a klorofill k&zponti magnéziumat (Kowalewska, 1987); valamint a
klorofillszintézis is karosodhat az azért felelds enzimek gatldsa miatt (Boddi és mtsai, 1995).
Osszességében a fotoszintetikus aktivitds csokkenése a pigment protein komplex és a
tilakoidok Osszeszerelddésének megzavarasan keresztiill valosul meg, oxidativ stressz

kiilonosebb megjelenése nélkiil (Linger és mtsai, 2005).
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11.3.2. A nehézfémstresszre adott indirekt valaszok

A nehézfémstressz indirekt hatasai kozott szamos mechanizmus szerepel, ilyen példaul a
nehézfém-indukalt mikroelemhiany €s azok hatdsa a ndvekedésre (Siedlecka, 1995), azonban
ezen altalanos hatds mellett az is ismert, hogy nem minden nehézfém okoz ugyanolyan
novekedési valtozasokat. Az olom (Wierczbicka, 1999), higany (Patra et al 2004) ¢s a
kadmium (Vecchia és mtsai, 2005) hatarozott csokkenést okoz a mitotikus indexben, valamint
a réz (Maksymiec és mtsai, 1995) és a kadmium (Poschenrieder et al 1989) gétoljak a levél
megnyulasos novekedését a sejtfal elaszticitasdnak csokkentése révén. Ezek a hatasok
altalaban par nappal a nehézfém kezelés utan jelentkeztek, elétte nem volt semmilyen mérheto
valtozas a sejtekben. A nehézfémek indirekt hatdsainak kifejtésére két alapvetdé mechanizmus
ismert, azok kapcsolata a hormonalis jelatviteli utvonalakhoz illetve a ROF altal kozvetitett

jelatvitel (Maksymiec, 2007).

A réz példaul képes indukdlni az etilén szintézisét (Sandmann ¢és Boger, 1980) a
fotorendszerek gatlasa révén, ami képes eldsegiteni a kiilonféle szeneszcencia-folyamatokat
(Maksymiec ¢és mtsai, 1995), de a lignifikacioé serkentése révén noveli a sejtfalak rigiditasat,
ami novekedésgatlashoz vezet (Enyedi és mtsai, 1992). A réz mellett a cink is noveli az
etilénképddést. Az etilén mellett a réz és a kadmium bizonyitottan (Agrawal és mtsai, 2003;
Maksymiec ¢és mtsai, 2005) képes indukalni a jazmonsav-utvonalat is. A réz- vagy
kadmiumstressz hatdsara tapasztalt kétfazisu jdzmonsav-akkumulacio (egy gyors, par 6raval a
stressz utan, majd egy lassu, par nappal késdbb) lehet a felelds az altaldban tapasztalt gyors
novekedéscsokkenésért, majd a késdbb, hosszabb tavon kialakuld szeneszcencia-folyamatok

feler6sodéséért (Maksymiec és mtsai, 2005).

A hormonokkal vald kélcsonhatasok mellett a képz6d6 reaktiv oxigénformak -amiket késobb

targyalok részletesebben- is hozzéjarulnak a nehézfémek hatdsanak érvényesiiléséhez.

11.4. Stressz-indukalt morfogenetikai valaszok

A stressz-indukalt morfogenetikai valasz (SIMV) egy jellemzden alacsony mértékii, kronikus
stresszhatasok altal kivaltott tlinetegyiittes, ami az erds, toxikus mértékli stressznek Kkitett
novényekben nem alakul ki. A krénikus stresszhatasok egy speciélis fenotipus kialakulasdhoz

vezetnek, ami harom novekedésbeli valtozasra vezethetd vissza: a sejtmegnyulas gatlodik,
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bizonyos helyeken serkentddik a sejtosztddas, ¢és a sejtek differenciacidés allapota
megvaltozik. A novények a SIMV dltal a stresszkitettség csokkentésére torekednek,
novekedéstik atiranyitasaval kikeriilhetik a stressz forrasat, ami a karosodasok kivédésére és
javitasara kialakult mechanizmusok mellett segiti tulélésiiket abiotikus stressz mellett (Potters

¢s mtsai, 2007).

Kontroll gyéker Gydkér a SIMV

tiinetervel Periciklius
redifferenciacio
és 1) oldalgydkerek
képzodése

Gydkérmegnytlas
gatlasa és

gyokérszorok
csucskozeli megjelenése

e

Gydkércsucsi merisztéma
gatlodott osztodasa

2. abra: A stressz-indukalt morfogenetikai valasz sematikus dbrazolasa (Potters és mtsai, 2007). Az
elsddleges merisztéma osztodasa és a sejtek elongacidja gatlodik, valamint indukalddik az
oldalgyodkerek képzddése.

A legtdobb nehézfém alacsony koncentracid mellett hosszabb i1dd alatt képes SIMV
kialakitasara, ami a gyokérzonat tekintve a gyokérmegnyulas gatlasaban és a megndvekedett
oldalgyokér képzddésben nyilvanul meg. (2. abra) Emellett el6fordulhat még a gydkerek
vastagodasa is, ami érintheti a gyokérrendszer stirliségének valamint a gyokerek atmérdjének
novekedését is (Rucinska és mtsia, 1999; Arduini és mtsai, 2004). Bizonyos kutatasok alapjan
a nehézfém-indukalt SIMV kialakulésa kiterjeszthetd a hajtasra is, a gyokér mellett a szar és a
hajtas megnyulésa is gatolt, a kiillonboz6 szervek megnyulasanak csokkenése a sejtmegnyulas
gatlasara vezethetd vissza (Pasternak és mtsai, 2005; Hasnain és Sabri, 1997; Horst, 1995). A
SIMV kialakuldsa nem 4ltalanos jelenség, nem minden nehézfém ¢és nem barmilyen
koncentracioban képes kivéltani, hanem egy bizonyos foku stressz sziikséges hozza (Ederli és
mtsai, 2004). A SIMV kialakulasa aktiv folyamat, magas stressz mellett nem alakulnak ki a

tiinetek, ahogy ez latszik a krém-kezelt buza gyokérszdmain is, ahol a 250 és 500 pg/ml
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kromnak kitett novények gyokérszama 13 és 25%-kal nétt, mig 1000 pg/ml krom hatésara

61%-kal csokkent (Hasnain és Sabri, 1997).

A ROF megnovekedett termelddése altalanosan megfigyelt jelenség szadmos eltérd
stresszfolyamatban (Apel és Hirt, 2004), és ezek a sejtkarositd hatasuk mellett jelatviteli
funkciot is betoltenek (Mittler, 2002; Foyer és Noctor, 2005). Mivel mind a SIMV, mind a
ROF k6z6s komponensei tobb, egymastdl fliggetlen stresszvalasznak, kézenfekvo feltételezni,
hogy azok kozvetitd szerepet jatszanak a stressz és a SIMV fenotipus kialakulasa kozott
(Potters és mtsai, 2007). Ezt az elméletet erdsiti, hogy rézzel, parakvattal és hidrogénperoxid-
szarmazékkal kezelt Arabidopsis névények ugyanolyan, SIMV fenotipust mutattak (Pasternak
¢s mtsai, 2005ab). A ROF megvaltoztatjdk a sejtek redoxallapotidt az aszkorbat vagy a
glutation oxidalasaval (Foyer és Noctor, 2005), viszont a redoxallapot egy feliiletet alkot az
auxin és a ROF szabalyozott jelatvitel kommunikécidjara (Pignocchi és mtsai, 2006). A ROF
ezen kiviil kozvetleniil aktivadlnak mitogén-aktivalt protein kindzokat, amik tobbek kozott a

gyokérszorfejlédés szabalyozasahoz kapcsoltak (Pitzschke és Hirt, 2006).

11.5. A ROF és az oxidativ stressz

Az aerob metabolikus folyamatok és az oxigénben dus kornyezet sziikségszertien ROF
kialakulasdhoz  vezetett a  mitokondriumokban, peroxiszomakban valamint a
kloroplasztiszokban. Ezen molekulak kozos tulajdonsaga, hogy képesek a sejtben talalhatd
fehérjek, lipidek és DNS oxidativ karositasara. A citotoxikus hatasok kivédésére alakult ki a
kiilonboz6 enzimatikus €s nem enzimatikus detoxifikacidos mechanizmusok komplex halozata,
lehetévé téve a ROF keletkezésének és lebontdsdnak egyenstlyban tartdsat. Egyre tobb
bizonyiték mutat afelé, hogy a ROF jelmolekuldkként is szerepelhetnek a sejt
¢letfolyamataiban, szerepet jatszva a fejlddés szabalyozasdban, valamint a patogénekkel

szemben kialakulé védekezd mechanizmusokban is (Apel és Hirt, 2004).

11.5.1. A ROF képzodése

Az alapéllapott triplet molekularis oxigén egy szabad gyok, a két kiilsé vegyértékelektronjai
kiilon héjakon helyezkednek el, parhuzamos spinnel rendelkeznek. Ahhoz, hogy nem-gyok

atomot vagy molekulat oxidalhasson, olyan partnerre van sziiksége, amely olyan parhuzamos
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spint elektronpart képes biztositani, ami beleillik a szabad elektronhéjaiba. Szerencsére a
legtobb szerves molekula nem rendelkezik a fenti tulajdonsdgokkal, igy kivédve a triplet

oxigén karos hatédsait (Cadenas, 1989; Halliwell és Gutteridge, 1989).

Az alapallapotu oxigén azonban atalakulhat sokkal reakcioképesebb reaktiv oxigénformakka,
mind energia-, mind elektrontranszfer révén. Ezek lehetnek szabad gyokok, ilyen a
szuperoxid gyOkanion, a hidroxil gyok vagy a hidroperoxid gydk, illetve lehetnek nem

szabadgyok molekulak, mint a hidrogén-peroxid vagy a szinglet oxigén (Gill és mtsai, 2010).

A fent emlitett molekuldk eltéré kémiai tulajdonsagokkal birnak. A szuperoxid gydkanion
rovid féléletidejii (1 ps), mérsékelten reaktiv molekula, ami nem képes a membranokon
diffizioval atjutni. A szuperoxid gyoOkanion egy elektron felvétele ¢és két proton
dizmutalodasa soran konnyen hidrogén-peroxidot képez (Halliwell 2006). A hidrogén-peroxid
egy mérsékelten reaktiv, viszonylag stabil és hossza féléletideji (1 ms) molekula
(Karuppanapandian és mtsai, 2011), a membranokon az akvaporinokon keresztiil képes atjutni
(Pastori és Foyer, 2002). Hidroxilgyok képzésére, valamint az enzimek tiolcsoportjainak
oxidalasa révén azok inaktivalasdra is képes; stressz-indukalt jelatviteli valaszokban
masodlagos hirvivd szerepet is betdlt. Kis mennyiségben hirvivd szerepben indukélhatja
védelmi gének expressziodjat, igy aktivalva az abiotikus stresszre adott védelmi valaszokat,
emellett magas koncentracioban oxidativ karosodast okozhat (Qiao és mtsai, 2014). A
hidroxil gydk nagy reaktivitdsi oxigénforma, a legtobb szerves molekuldval képes akar
nanomasodperceken beliil reakcidba lépni, és azokat visszafordithatatlanul karositani;
képzddése oxidativ stresszhez vezethet (Vranova és mtsai, 2002). A szinglet oxigén az
alapallapotu oxigén legreaktivabb formaja, karositja a kloroplasztiszt a telitetlen zsirsavakat
tartalmazo lipidek oxidéacioja révén. Nagy reaktivitdsa miatt sejthalalhoz is vezethet (Halliwell
2006). A hidroperoxid gyok a szuperoxid gydkanion protonaloddsa révén keletkezik, a
membranokon diffiziéval 4tjutva a lipidek peroxidacidjdban jatszik fontos szerepet

(Karuppanapandian és mtsai, 2011).

A ndvényi szervezetben a ROF folyamatosan képz6dd melléktermékei a kiilonb6zd
sejtalkotokban zajlo metabolikus utvonalaknak (Foyer és Harbinson, 1994). Fiziologids
alapallapotban a képzddé ROF-at kiilonb6z6 antioxidans védelmi komponensek kotik meg,

amik gyakran egy bizonyos sejtalkotora specifikusak (Alscher és mtsai, 1997).

A ROF keletkezése és semlegesitése kozotti egyensulyi allapotot szamos kdrnyezeti faktor

megzavarhatja. Ezen zavarok kovetkeztében azok sejten beliilli szintje gyorsan
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megemelkedhet (Elstner, 1991; Malan és mtsai, 1990; Prasad és mtsai, 1994; Tsugane és
mtsai, 1999). A novények képesek ROF termelésére a kiilonb6z6é oxidazok és peroxidazok
aktivalasa révén, valaszképp kiilonboz6 kornyezeti valtozasokra (Allan és Fluhr, 1997;
Bolwell és mtsai, 1998, 2002; Doke 1985, Schopfer és mtsai, 2001); ezek szintjének gyors

emelkedése az ugynevezett oxidativ robbanas (Apostol és mtsai, 1989).

11.5.1.1. Abiotikus stressz altal indukalt ROF képzo6dés

A kiilonb6z6 abiotikus stresszfolyamatok kézos tulajdonsaga, hogy a stressznek valo kitettség
valamely fazisaban megné a ROF mennyisége a ndvényi szervezetben (Schiitzendiibel ¢és
Polle, 2002). A novényekben folyamatos a ROF keletkezése, els6sorban a kloroplasztiszban,
mitokondriumban és a peroxiszomakban. Képzddésiik és eltavolitasuk szigortian szabalyozott
folyamat kell legyen, azonban az egyensulyt megzavarhatja szamos abiotikus stresszfaktor,
ugy mint a magas fényintenzitds, szdrazsag, alacsony vagy magas hoémérséklet, mechanikai-
vagy épp nehézfémstressz (Elstner, 1991; Malan és mtsai, 1990; Prasad ¢és mtsai, 1994;

Tsugane és mtsai, 1999).

11.5.1.2. Nehézfém-indukalt ROF képzodés

A ndvényi sejten beliili oxidativ stresszhez vezetd redox-egyensuly felborulasa és a
nehézfémtoxicitas kozotti kapcsolatot intenziven tanulmanyoztdk az elmult évtizedekben.
Eleinte féleg indirekt kapcsolatot feltételeztek a nehézfémek és sejtkarosodasok kozott,
azonban az Ujabb eredmények egyértelmli kapcsolatot tartak fel a nehézfémstressz és a

redoxhaztartas, valamint az antioxidans kapacitas kozott (Sharma és Dietz, 2008).

11.5.1.2.1. A ROF képzddése réz és cinkstressz soran

Az 0Osszes felhasznalt oxigén egy része (példaul az izolalt mitokondrium altal felhasznalt
oxigén 1-5%-a) ROF-a alakul at a sejt ¢letfolyamatai soran (Meller, 2001; Mgller és mtsai,
2007). Az elsédleges ROF forrasok a kloroplasztiszban és a mitokondriumban lezajld

elektrontranszfer-reakciok, valamint a peroxiszémaban tortén6 oxidativ reakciok.
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A réz, mint redox aktiv nehézfém a mar kordbban bemutatott Fenton és Haber-Weiss
reakciokon keresztiil képes katalizalni a ROF képzddését. Ezzel szemben a cink mint nem
redox aktiv nehézfém alapvetden a kulcsfontossagu funkciondlis csoportok blokkolasa révén
képes oxidativ stressz kivaltasara. Nagy affinitassal kotodik oxigén-, nitrogén- ¢&s
kénatomokhoz, igy az enzimeket a cisztein aminosavaikhoz kotédve képes inaktivalni
(Nieboer és Richardson, 1980); emellett képes mas, esszencialis fémionok helyettesitésére is
az enzimek katalitikus helyein (Schiitzendiibel és Polle, 2002). Mas, nem redox aktiv és nem
esszencialis nehézfémek, mint példdul a kadmium, képesek indukélni a peroxiszéma-
képzddést (Lopez-Huertas ¢és mtsai, 2000; Igamberdiev és Lea, 2002), emellett a
plazmamembran-kotott NADPH-oxidaz is szerepet jatszik a nehézfém-indukalt ROF
képzodésben, példaul kadmiumkezelt bors6 (Rodriguez-Serrano és mtsai, 2006) vagy
6lomkezelt Vicia faba novényekben (Pourrut és mtsai, 2008). A NADPH-oxidaz
aktivaciojaban a nehézfémek kalcium- és protein kindz-fiiggd ttvonalakon keresztiil vesznek
részt (Rodriguez-Serrano és mtsai, 2006; Pourrut és mtsai, 2008; Garnier és mtsai, 2006; Yeh
és mitsai, 2007). A NADPH-oxidaz aktivitasa emellett Cd**- de nem Cu®*-indukalt MAPK
aktivacioval is kapcsolatban all rizs gyokerében. A kadmium-indukalt MAPK aktivacio
emelheti a Cd-toleranciat a rizsben, mivel a kadmiumtolerans fajtak jelentdsen magasabb
MAPK aktivitassal rendelkeznek (Yeh és mtsai, 2007).

A ROF képz6dése gyors folyamat, ezt szamos kutatas bizonyitotta: Pinus sylvestris
magoncokban példaul az 50 pM kadmiumkezelés mar hat ora alatt emelkedést okozott a
mennyiségiikben (Schiitzendiibel és mtsai, 2001). Rézkezelt bliza gyokereiben gyors
szuperoxid gydkanion akkumulacid tortént a megemelkedett szuperoxid dizmutaz aktivitassal
parhuzamosan a kezeléstdl eltelt elsd és hatodik ora kozott (Sgherri €s mtsai, 2007); illetve a
kadmiumkezelt Nicotiana tabacum sejtek halalat megelézte a NADPH-oxidaz-fiiggd
hidrogén-peroxid akkumulacio és az azt kovetd szuperoxid gyokanion és zsirsav-hidroperoxid
felhalmozddas (Garnier és mtsai, 2006). A korabbi kutatasok alapjan a sejt redox allapotanak
megvaltozasa elengedhetetlen eldfeltételének tlinik a nehézfém-fiiggd fitotoxicitasi tiinetek

kialakulasanak (Sharma és Dietz, 2008).
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11.5.2. A ROF és a biomolekulak reakcidja

A Fenton és Haber-Weiss reakcié soran képz6dé hidrogén peroxid nem-specifikus
lipidperoxidéciot okoz (Dietz €s mtsai, 1999), aminek tipikus terméke a malondialdehid,
aminek ha az aranya novekszik a membranban, megvaltoznak olyan alapvetd tulajdonsagai,
mint a fluiditasa és iontranszport-képességei, emellett inaktivalodhatnak enzimek, valamint
zavar tamadhat a fehérjék kolcsonhatasaiban is. Az elébbiekben emlitett folyamatok végsé
esetben sejthalalhoz vezethetek (Sharma és mtsai, 2012). A membran foszfolipidek
tObbszorosen telitetlen zsirsavlancai a ROF karos hatasanak els6dleges célpontjai. A
lipidperoxidacié folyamata alapvetden harom szakaszra bonthatd (iniciacid, propagacio,
termindcio), ezek kozil az elsd, inicidcios szakaszban torténik meg a tobbszordsen telitett
zsirsavlancok ¢és a hidroxilgyok vagy a szuperoxid gydkanion reakcidja révén a zsirsav-gyok
keletkezése, ami késobb egy Ongerjeszt6 lancreakciot indit el (Smirnoff, 1995). Az oxidalt,
tobbszordsen telitett zsirsavak olyan jelmolekulak prekurzorai, mint a jAzmonsav, oxilipinek

és ezek volatilis szarmazékai (Matsui, 2006; Wasternack, 2007).

s re s

A ROF szintjét a ndvényekben az antioxidans rendszerek szabalyozzak. Ezeket a védelmi
rendszereket kiilonbozé metabolitok alkotjak, mint az aszkorbat, glutation vagy a tokoferol,
emellett enzimatikus komponensek is részt vesznek a reaktiv oxigénformak semlegesitésében,
példaul a szuperoxid-dizmutazok, peroxidazok vagy a kataldzok (Noctor és Foyer, 1998;

Asada 1999).

11.5.3.1. Sejtszintii antioxidans védelem és annak statusza nehézfém stressz alatt -
antioxidans enzimek

Az antioxidans védelmi mechanizmusok tartjdk alacsonyan a sejtben a normalis mitkodés
soran is képz6dé ROF szintjét, megeldzik, hogy toxikus mennyiségben halmozodjanak fel
(Mittler és mtsai, 2004). A kiilonb6z6 abiotikus stresszorok felboritjdk az egyensulyt a ROF
képzddése és semlegesitddése kozott (Meller és mtsai, 2007). Az enzimatikus antioxiddns

védelmi rendszer szdmos komponensbdl all: a szuperoxid gydkanion semlegesitése a
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szuperoxid dizmutaz (SOD), és a hidrogén-peroxid lebontasa az aszkorbat peroxidaz (APX),
peroxiredoxinok (PRX) ¢és kataldz (KAT) altal elsésorban a sejt redoxallapotanak
fenntartasaval fligg Ossze. A SOD, APX ¢és PRX kiilonb6zd izoformdi szdmos
sejtkompartmentumban megtalalhatok, mig a kataldz elsOsorban a peroxiszomaban
lokalizalodik. A fent emlitett enzimek erdsen eltérnek szubsztrat-affinitasukban és szigoruan
Mas enzimek, mint a glutation peroxiddz és a glutation-S-transzferdz szintén a sejt redox-
egyensulyanak fenntartasdban vesznek részt. Az antioxidans enzimek aktivitasa eltéréen
reagalhat a nehézfémstresszre, aktivitdsuk néhet vagy csokkenhet, valamint valtozatlan is
maradhat, ez fiigg a ndvényfajtol, az alkalmazott fémtdl, annak koncentraciojatol és a

kitettség idOtartamatol (Schiitzendiibel és Polle, 2002).

Az enzimatikus antioxidansok mellett a sejt redoxallapotanak fenntartasaban kulcsfontossag
szerepet jatszanak a nem-enzimatikus antioxidansok is. Ezeket a védelmi rendszercket
kiilonb6zé metabolitok alkotjak, mint az aszkorbat, glutation vagy a tokoferol (Noctor és
Foyer, 1998; Asada 1999). Az aszkorbat redukalt allapotiban tartasaért a
monodehidroaszkorbat-reduktaz enzim a felelés, NAD(P)H vagy ferredoxin, mint reduktans
felhasznalasaval vagy az aszkorbat-glutation rendszer kozremiikodésével (Foyer és Halliwell,
1976). Az utobbi esetben a dehidroaszkorbat redukcidja a glutation (GSH) parhuzamos
oxidaciojahoz kapcsolodik, amit pedig a glutation-reduktaz alakit vissza NADPH oxidacidja
mellett (Foyer és Halliwell, 1976).

11.5.3.2. A nehézfém-tolerancia és az antioxidans védekezo rendszer kapcsolata

Jelenlegi tudasunk szerint harom f6 mintdzat fedezhet6 fel a kiilonb6z0 fajok vagy 6kotipusok
nehézfémstresszre adott valaszaiban. Egyrészt a nagyfoki nehézfém-érzékenység gyakran
kapcsolt az alacsony szintli konstitutiv antioxidans védekez6 rendszer aktivitassal. Masrészt
nehézfém tolerdns ¢és hiperakkumuldld fajok magasabb fokt antioxidans kapacitasanak
gyakori eleme olyan hidrogén-peroxid lebont6 enzimek alland6 magas aktivitasa, mint a KAT
vagy az APX, ami alapjan feltételezhetd, hogy a hidrogén-peroxid egyfajta mediator szerepet
tolthet be a nehézfém toxicitdsban. Ezt a hipotézist tdmasztja ald a hidrogén-peroxid relativ

hosszu féléletideje (1 ms) (Moller és mtsai, 2007), ami lehetdvé teszi, hogy a sejtek kozott
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diffundaljon, amit a transzmembran akvaporin csatornak segitenek (Bienert és mtsai, 2007).
Harmadrészt a nehézfém-tolerans hiperakkumulalé novényekben tapasztalt magasabb
szuperoxid dizmutdz aktivitas a szuperoxid gyokanion bontasaval segit csokkenteni az abbol

szarmazo6 karosodasokat (Sharma €s Dietz, 2008).

Az antioxidans védelmi rendszer fent emlitett komponensei mellett mas molekulak is részt
vesznek a nehézfémstresszre adott valaszreakcidban. A peroxiredoxinok erds, tiol alapu
peroxid-reduktazok, szamos organellum-specifikus, tobbek kozott mitokondrium- és
kloroplasztisz-lokalizalt varianssal. Ezen altalanosan elterjedt enzimek széles specifitassal
rendelkeznek, védik a DNS-t az oxidativ karosodasoktol, emellett szabdlyozzdk a ROF- és
RNF-hoz kapcsolt intracellularis jelatviteli folyamatokat is (Dietz és mtsai, 2006). Kiilonb6z6
poliaminok, valamint a prolin alapvetéen ozmoregulatorként, gyokfogoként, elektron-
elnyel6ként, makromolekula-stabilizaloként, illetve sejtfalkomponensként ismertek (Matysik
¢s mtsai, 2002), de mint jelatvitel molekulak vagy antioxiddnsok is részt vesznek a nehézfém-
indukalt jelatviteli valaszokban (Sharma és Dietz, 2006). A novényekben tokoferolok és
tokotrienolok is szintetizalddnak, ezek hatékonyan reagalnak a szinglet oxigénnel, emellett
terminatorként mukodnek a lipid peroxidacios lancreakciokban is (Maeda és DellaPenna,
2007). A szén-monoxid allatokban bioaktiv jelatviteli molekula szerepét tolti be, emellett
szamos stressz hatasara megemelkedik a hemoxidaz-fiiggd termelédése (Muramoto és mtsai,

2002; Piantadosi, 2002).

11.5.4. Nehézfém-indukalt jelatvitel

A nehézfémek megzavarjék a sejten beliili jelatviteli utvonalakat, st feltételezhetd, hogy a
nehézfémek altal okozott valtozasok a jelatviteli eseményekben jelentds részben feleldsek a
nehézfémekre adott toxicitasi valasz, valamint a karosodas kialakitasaban is (Sharma és Dietz,
2008) (3. abra). A ndovényekben ezt meggy6z0 bizonyitékok szemléltetik a réz és a cink
mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) jelatviteli kaszkaddal val6 interferencian keresztiil. A
réztobblet gyorsan indukal MAP kinazokat (SIMK, MMK2, MMK3 és SAMK) Medicago
sativa névényben, azonban ugyanezen kinazok csak jelent6s id6beli késéssel aktivalodnak
kadmium hatésara (Jonak és mtsai, 2004). Az eltérés a jelatviteli valaszban feltehetden a két
nehézfém eltérd redox-kapacitasaval all Osszefliggésben, mivel a réz redox aktiv, mig a
kadmium csupan indirekt modon képes reaktiv oxigénformak generalasara. A cink, a

kadmiumhoz hasonl6an szintén képes a MAPK utvonal aktivaldsara, ennek hatterében szintén
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a ROF mennyiségének megemelkedésével hozhatd Osszefiiggésbe (Lin és mtsai, 2005). A
MAPK utvonalak valtozatos jelatviteli ingereket integralnak, bizonyos elemeit a ROF is
aktivalhatjdk (Zhang és Klessig, 2001). Kiilonbozé gatloszerek hasznélataval kozvetett
bizonyitékokat talaltak rizs novényben arra, hogy a NADPH-oxidaznak és a miikodoképes
mitokondriumoknak is szerepe van a rizs MAPK utvonal aktivalédasaban (Yeh és mtsai,
2007), hasonldan a szintén rizsben tapasztalt 6lom-indukalt sejthaldlhoz (Huang és Huang,
2008). Novényi hormonok, mint a jdzmonsav, szalicilsav és etilén szintje megemelkedik
nehézfém stressz hatasara (Rodriguez-Serrano és mtsai, 2006; Metwally ¢és mtsai, 2003;
Maksymiec ¢és mtsai, 2005), azonban ezen hormonok szerepe a nehézfém tolerancidban
vitatott, mind pozitiv (kadmium és mangén toxicitasanak enyhitése az antioxidans enzimek
aktivalasan keresztiil (Metwally és mtsai, 2003; Shi és Zhu, 2008)) mind negativ hatasokat

(hidrogén-peroxid termelés novelése (Zawoznik és mtsai, 2007)) is leirtak.
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3. abra: A nehézfém-indukalt karosodas kialakuldsa az arra érzékeny ndvényekben (Sharma és Dietz,
2008). A redox-aktiv fémek kozvetleniil képesek ROF képzésére. A nem redox-aktiv nehézfémek
esetén altalanos reakcid a célfehérjékhez torténd kotddés vagy a kotdhelyekért versengés, igy a
funkcio megvaltoztatasa, ami megzavarja a sejt metabolizmusat, ami vagy akklimatizacidohoz, vagy
karosodashoz vezet. SH: tiolok, COO": karboxilsav.
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11.5.4.1. A ROF szerepe a jelatvitelben

Hosszu ideig a ROF csak mint karos molekulak szerepeltek a kdztudatban, amik szintjét a
lehetd legalacsonyabban kell tartani (Schiitzendiibel és Polle, 2002). Ez a vélekedés jelentésen
megvaltozott az elmult években, hiszen fény deriilt a ROF szerepére a novények patogénekkel
szembeni védelmi rendszerében (oxidativ robbanas, Alvarez és Lamb, 1997; Doke, 1997;
Bolwell és mtsai, 2002); a kiillonboz6 fejlodési stadiumokban, a lignifikacidban és egyéb
keresztkotéseket érintd folyamatokban a sejtfalban, emellett jelatviteli molekulaként a
génkifejez0dés szabalyozasdban (May ¢és mtsai, 1998; Karpinski és mtsai, 1999; Neill és
mtsai, 2002; Vranova és mtsai, 2002). A ROF ezen sokrétii funkcioja miatt azok sejten beliili
szintje szoros kontroll alatt kell legyen, viszont ekdzben nem eliminalddhatnak teljesen

(Schiitzendiibel és Polle, 2002).

A hidrogén-peroxid kdzponti szerepet jatszik a nehézfém-indukalt stresszvalaszokban. Lin és
mtsai (2005) szerint a réz a hidrogénperoxid-fiiggdé peroxidaz aktivitason keresztiil fejti ki
hatasat, a sejtfal rigiditdsit novelve a sejtfalat alkotdé polimerek kozti keresztkotések
szamanak novelésével. A hidrogén-peroxid valdsziniileg a megnovekedett NADPH-oxidaz
aktivitds eredménye (Foreman és mtsai, 2003), a sejtfal rigiditdsanak novelése mellett
megvaltoztatja a sejtek redox-allapotat, mintegy figyelmezteti a sejtet a kornyezeti stresszre
(Foyer és Noctor, 2003), mikézben ndvelheti a novény antioxidans valaszat a kalcium
jelatviteli uton keresztiil a glutation transzferdz gén atirasanak fokozéasa révén (Rentel és
Knight, 2004). Bar a réz hidrogén-peroxid képzddést indukald hatasa ismert Arabidopsisban
¢s paradicsomban (Romero-Puertas és mtsai, 2004; Maksymiec és Krupa, 2006), mas fémek
mas novényekben eltéré modon indukdljadk a hidrogén-peroxid termelddését, ennek
mechanizmusa jelenleg még nem teljesen ismert. Sok fém elsddleges hatasa a NADPH-oxidaz
aktivalasa, részben a szuperoxid gyokanion mennyiségének emelkedésével parban (Romero-
Puertas és mtsai, 2004), valamint az aktivalodott jazmonsav jelatvitel és a megnovekedett
SOD aktivitas is gyakran megfigyelhetd (Maksymiec és Krupa, 2006). A direkt és indirekt
hatasok mellett a masodlagos anyagcseretermékek szintézise is megemelkedik (Rakwal et al
1996, Pitta-Alvarez et al 2000, Schiitzendiibel és Polle 2002), emellett a patogenezishez
kapcsolt fehérjék, valamint a megndvekedett energiafelhasznalds miatt csokkenhet az
alapvetd metabolitok mennyisége €s a ndvény produktivitidsa. A ndvény ellendllo képességét a
fejlédési stadium, a névényfaj €és a nehézfém kitettség idétartama is befolyasolja (Maksymiec,

2007).
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11.6. A RNF és a nitrozativ stressz

A RNF keletkezése és hatasa egy ujabban egyre nagyobb figyelmet kapoé teriilet, az elmult
évtizedben hatasaik mind allatokban mind ndvényekben egyre kutatottabbak. A reaktiv
nitrogénforma gytijtéfogalom a ROF-¢hoz hasonldan tobb molekulat takar: alapvetd tagja a
nitrogén-monoxid (NO), emellett ide sorolhatdé még a peroxinitrit, az S-nitrozoglutation, a
dinitrogén-trioxid és a dinitrogén-tetraoxid (Molassiotis €és Fotopoulos, 2011).

cyey

elterjedtebb az irodalomban, ami a NO és szarmazékainak szabalyozatlan vagy szabalyozott
tultermelddését €s ezek toxikus kdvetkezményeit jelenti (Klatt és Lamas, 2000). A toxikus
kovetkezmények kozott meg kell emliteni a DNS, lipidek, fehérjék és szénhidratok

karosodasat, amik végso soron karositjak a sejtfunkcidkat (Corpas és mtsai, 2006).

A RNF képzddése minden esetben a NO-bol indul, igy elengedhetetlen képzdodésének ¢és

hatasainak részletesebb bemutatasa.

11.6.1. A NO tulajdonsagai

A NO szadmos ¢letfolyamatban betoltott szerepe miatt az élettani kutatdsok egyik
kulcsfontossagii molekulaja. Ez olyannyira igaz, hogy 1992-ben a Science tudomanyos
folyoirat az ¢év molekuldjanak nevezte, valamint a vele kapcsolatos ¢lettani kutatdsaik

elismeréseként Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro és Ferid Murad Nobel-dijat kapott.

Annak ellenére, hogy a NO egy meglehetdsen egyszerli molekula, kémiailag igencsak
valtozatos tulajdonsagokkal és reakciokkal rendelkezik. Atmoszférikus nyomason a NO egy
lipofil tulajdonsagokkal biré gédznemi szabad gyok, kis Stokes-sugara és semleges toltése
miatt gyorsan képes atdiffundalni a membranokon (Goretski és Hollocher, 1988; Stamler és
mtsai, 1992), diffuzios sebessége akar 50 um is lehet méasodpercenként (Corpas és mtsai,

2007).

Alapallapotban a NO parositatlan elektronnal rendelkezik a m paly4jan (Stamler és mtsai,
1992), ennek az elektronnak az eltavolitdsaval nitrozonium kation (NO®), mig egy elektron

hozzaadasaval nitroxil anion (NO’)keletkezik. A NO szabadgyok tulajdonsagokkal is bir,
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viszont a tobbi szabad gyokkel szemben féléletideje viszonylag hossza, ami azonban erdsen
fligg sajat, valamint célmolekuldinak koncentraciojatél is. Ha magas koncentradcidban van
jelen (magasabb, mint 1 pmol/l) akkor féléletideje csupan par masodperc, ennél alacsonyabb

koncentracioban azonban akar az 6ras nagysagrendet is elérheti (Stohr és Ullrich, 2002).

11.6.1.1. A NO képzodése

Novényekben a NO szintézise joval Osszetettebb folyamat, mint amit az allatokban leirtak
(@ahol a NO szintaz enzim deaminalt L-argininbol NO-t és L-citrullint képez oxigén és
NADPH jelenlétében (Nappi és mtsai, 2000)), mivel a NO képzésében szamos enzimatikus és

nem enzimatikus reakciout is szerepet kap (Saldago és mtsai, 2013).

Mostani tudasunk szerint hét kiilonbozé utvonalon képzddhet NO a ndvényi szervezetben,
amik kozott elkiilonithetiink oxidativ és reduktiv utvonalakat (Gupta és mtsai, 2011). Az
oxidativ utvonalakhoz megfeleld mennyiségli oxigén sziikséges, mig a reduktiv Utvonalak

csokkent oxigénszint mellett jutnak nagy szerephez.

A reduktiv enzimatikus tGtvonalak k6zos tulajdonsaga, hogy a NO nitritbél képzodik, ezt a
folyamatot azonban szdmos enzim katalizalhatja. Ilyen enzim a plazmamembran kotott nitrat
reduktaz valamint a gyokérspecifikus membran-lokalizalt nitrit:NO reduktaz (Stohr és mtsai,
2001), aminek tovabbi fontos feladata a talajban taldlhatd nitrat érzékelése. A citoszolikus
nitrat reduktdz szintén gyorsan aktivalodo, fontos forrdsa a NO-nak (Xu és Zhao, 2003),
aminek mitkodéséhez megfeleld mennyiségli oxigén sziikséges. Ez az enzim nagy affinitassal
katalizalja a nitrat NADP(H)-fliggd reakcidjat nitritté, majd a nitrit tovabb redukalodhat
ammoniava a nitrit reduktdz enzim segitségével. Emellett a nitrat reduktaz képes a nitritet
NO-da alakitani (Xu és Zhao, 2003), ez azonban csak akkor megy végbe, ha a nitrat nagyobb
mennyiségben van jelen, mint a nitrit (Bellin és mtsai, 2013). A ndvényi rendszerekben
eléfordul a NO nem enzimatikus utvonalakon torténd képzddése is, példaul a savas pH-n
torténd spontan nitrit redukcio, a nitrit bontasa redukalt aszkorbat altal, és a NO, fény altal

szabalyozott redukcioja karotinoidok katalizacidjaval (Wojtaszek, 2000).

Nitritbél  szintén képzddhet NO anoxids koriilmények kozott a mitokondridlis
elektrontranszport-lancon keresztiill is, a mitokondrium bels6 membranjaban; ez
oxigénhidnyos koriilmények kozott jelentds mennyiségli NO-t eredményezhet. A

peroxiszomaban lokalizalt xantin oxidoreduktdz szintén kimondottan oxigénmentes
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koriilmények kozott képes nitritbdl NO-t képezni, NADH felhasznéalasa mellett (Mur és mtsai,
2012).

Az oxidativ enzimatikus folyamatok koziil talan a legfontosabb az L-arginin-fiiggé NO
szintaz (NOS) aktivitds. Az 4allati sejtekben bizonyitottan 1étez0 enzimnek a ndvényi
rendszerekben mindeddig csak az aktivitasat tudtdk kimutatni, az enzimet kddold gént nem
talaltak meg a novényi genomban (Chaki és mtsai, 2011). Az enzim hasonldan az allati NOS-
hoz L-arginin szubsztratot és kalmodulint, tetrahidrobiopterint (BH,), valamint FAD, FMN ¢és
NADPH kofaktort hasznal (Corpas és mtsai, 2009). Ujabb tanulméanyok azonositottak két,
NOS-szerii enzimet Ostreococcus tauri algaban (Foresi és mtsai, 2010), de tovabbra is
kérdéses a NOS enzimek létezése a magasabbrendii ndvényekben. Poliaminok, mint a
spermin és spermidin szintén NO képzddést okoznak, €s bar ennek pontos mechanizmusa
egyeldre ismeretlen, a hatas gyors megjelenése alapjan kozvetlen kapcsolat feltételezhetd

koztiik (Gupta és mtsai, 2011).

Optimalis esetben a ndvényekben taldlhatd6 NO mennyisége jol szabalyozott egyensulyban
van, azonban bizonyos koriilmények hatdsara karos koncentrdcioban is felhalmozodhat, igy
sziikségessé valhat eltdvolitdsa. A nagy mennyiségli NO pro-oxidans tulajdonsagai mellett
amiatt is karos lehet, hogy jelatviteli funkcioit csak alacsony koncentracidoban képes ellatni,
emiatt a ndvényekben tobb eltavolitasi mechanizmus alakult ki mennyiségének csokkentésére.
Legkézenfekvdbb az oxigénnel lejatszodd reakcidja, ami nitritet és nitratot eredményez, de
szintén altalanosan reagal ROK-kal, példaul szuperoxid gyokanionnal, peroxinitritet képezve.
Ezen kiviil amellett, hogy olyan egyszerli vegyiilet, mint a huigysav is képes megakadalyozni a
NO toxicitast (Alamillo és Garcia-Olmedo, 2001), mas, joval szelektivebb enzimatikus
szabalyozas is kialakult. Ilyen példaul a GSNO reduktazhoz kothetd folyamat (Malik és mitsai,
2011), ahol az enzim altal katalizalt reakcioban a NO és a GSH kolcsonhatasa révén keletkez6
GSNO oxidalt glutationnd és ammoniava alakul (Wilson és mtsai, 2008), igy csokkentve

egyrészt az endogén NO masrészt az azt raktaroz6 GSNO szintjét.

11.6.1.2. A NO antioxidans és pro-oxidans tulajdonsagai

A NO-nak, mint endogén szabadgyoknek felfedezése ota kettds szerepet tulajdonitanak, ami
lehet citotoxikus vagy a sejtet védo is (Beligni és Lamattina, 1999; Stamler 1994). A NO
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sejtvédo funkcidja egyeldre jobban ismert teriilet, protektiv szerepe a ROF mennyiségének és
toxicitasanak szabalyozasabodl ered (Halliwell és Gutteridge, 1984). A NO komplex redox-
kémiai reakci6ibol adodoan képesnek tiinik a redox homeosztdzis altalanos szabalyozasara
(Stamler és mtsai, 1992), képes lehet védd szerepben feltiinni a megndvekedett szuperoxid
gyOkanion, hidrogén-peroxid és alkil-peroxidok altal kivaltott oxidativ stresszel szemben
(Wink és mtsai, 1995). Mindezek mellett a NO molekula maga is rendelkezik antioxidans
tulajdonsagokkal (Kanner és mtsai, 1991). A Fenton reakcid soran kialakul6 oxidativ stresszt
a NO képes enyhiteni a redox-aktiv nehézfém vagy a koztitermék szuperoxid gyokanion
semlegesitésével, igy limitalva a hidroxilgyok képzddését (Beligni és Lamattina, 2001, 2002;
Wink és mtsai, 1995). Szamos kutatas bizonyitja, hogy a NO képes megtdrni a
lipidperoxidacio terjedését okozod lancreakciokat is (Hogg és mtsai, 1993; Rubbo és mitsali,
1994).

A NO-kapcsolt toxicitas elsésorban a szuperoxid gydkanionnal val6 reakcid soran képzd6do
peroxinitrittel kapcsolatos, ami erds oxidansként képes a szulfenil és a szulfonilsav
tiolcsoportjainak oxidalasara (Huie és Padmaja, 1993), vagy a fehérjék tirozin oldallancainak
nitralasara (Reiter és mtsai, 2000). Az utdbbi gatolhatja a fehérjék foszforilaciojat, azonban a
peroxinitrit-kapcsolt tirozin nitracié funkcionalis kovetkezményeinek vizsgalata jelenleg is

egy intenziven kutatott, jobbara ismeretlen teriilet (Corpas és mtsai, 2013).

11.6.2. A NO jelatvitele novényekben

crer

sejtkarosodast okoz, alacsony mennyiségben azonban jelatviteli molekulaként szamos
fiziologiai folyamat résztvevdje. A RNF felszaporoddsa karosithatja a DNS-t, fehérjéket és
lipideket, ami hosszabb tdvon sejthalalhoz vezethet (Corpas €s mtsai, 2007), azonban a NO ¢és

peroxinitrit sajat jelatviteli halozattal rendelkezik.

A NO jelatvitelének egyik f6 mechanizmusa a ciklikus guanozil monofoszfat (cGMP)-fiiggd
utvonal. A NO a cGMP utvonalba a szolubilis guanilat cikldz (sGC) hem vasan keresztiil
kapcsolddik be, konformdacios €s aktivitasbeli valtozasokat okoz (Marti és mtsai, 2005). Ha a
GC aktivitas ennek kovetkeztében fokozddik, a megndvekedett cGMP mennyisége tobbek
kozott cGMP-fliggd protein kindzokat aktival. A cGMP jelatvitelben betoltott szerepét szdmos

ndvényi életfolyamatban bizonyitottak, példaul a jarulékos gyokérfejléddésben, a pollentdomld
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novekedésében vagy épp az abszcizinsav-indukalt NO és cGMP éltal szabalyozott

sztdbmazarodasban (Prado és mtsai, 2004; Pagnussat és mtsai, 2003; Neill és mtsai, 2008).

A cGMP-fiiggd utvonal mellett szamos esetben kimutattak a NO és a Ca®" kozotti jelatviteli
kapcsolat meglétét novényekben. A NO felszabadulasa tobb esetben Ca2+-ﬁigg6, mikdzben a
NO is képes szabdlyozni a Ca®" sejten beliili raktarakbol valo felszabaduldsat, emellett a
sejtbe iranyuld felvételét is. A NO emellett hatassal van a Ca®* jelatvitelében szereplé gének

expresszidjara is (Jeandroz és mtsai, 2013).

A NO jelatvitele ezek mellett megvalosulhat a MAPK kaszkadon keresztiil is. Ennek elemei
szdmos folyamatban, igy az abiotikus és biotikus stresszfolyamatokban, a sejtciklus
szabalyozasaban ¢és az egyedfejlodésben is szerepet jatszanak. Példaul az uborka
oldalgyokérfejlodése soran a NO kezelés MAPK kaszkad aktivaciot okozott (Pagnussat és
mtsai, 2004).

~— \
%M-No N
%s- NO §SH §®-QH %@.g...
. NO,
Fém-
S-qﬂromlacm / U_nitrozilacio ) \_ Tirozin nitracio )
Prxil E, SABP3, NPR1, TGA1,
presiagniinig nsHb, sHb, ANOGCL.. FNR, OASAL, MtGS1a...

4. abra: A nitrogén-monoxid- fliggé poszttranszlacios modositasok sematikus vazlata (Astier és
Lindermayr, 2012). A bitoikus vagy abiotikus stresszoroknak kdszonhetdéen képz6dd vagy kiilséleg
hozzaadott NO S-nitrozilaciot, fém nitrozilaciot vagy tirozin nitraciot okozhat a fehérjéken.

A kozvetett hatdsok mellett a NO képes kozvetleniil modositani a célfehérjéket

poszttranszlacidos moédositasokon (PTM) keresztiil, amik koziil harom f6 NO-fiiggd PTM
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emelkedik ki: a NO és a metalloproteinek reakcidja az ugynevezett fém-nitrozilacio; a
fehérjék tirozin oldallancainak modositdsa 3-nitrotirozinnd; valamint a fehérjék cisztein
oldallancainak S-nitrozilacidja (Astier és Lindermayr, 2012). (4. abra) A fém nitrozilacid
soran a NO olyan fehérjékkel 1€p kolcsonhatasba, amik valamilyen atmeneti fémet (pl. Cu,
Zn, Fe) tartalmaznak; a visszafordithat6 reakcid sordn fém-nitrozil komplexek képzdédnek
(Astier és Lindermayr, 2012). Az S-nitrozilacié soran a NO reverzibilisen kotddik a fehérje
ciszteinjén talalhatd tiolcsoporthoz, S-nitrozotiolt kialakitva; a folyamat jelentdségét szamos
esetben leirtdk (Freschi 2013; Astier és Lindermayr, 2012). Bizonyos koriilmények kozott
mas NO-fiiggd modositasok is torténhetnek, mint az S-glutationilacié vagy diszulfid-hidak

képzddése (Giustarini €s mtsai, 2005; Gopalakrishna és mtsai, 1993; Tada ¢és mtsai, 2008).

11.6.2.1. Tirozin nitracié névényekben

A tirozin nitracio egy nitrald agens reakciojat jelenti a célfehérje tirozin aminosavaval, ami
egy nitro-csoport (NO;) hozzaadasat eredményezi az orto helyzetben 1évé szénatomhoz, 3-
nitrotirozint képezve (Schopfer és mtsai, 2003). (5. abra) A nitro-csoport féként a
peroxinitritb6l szarmazik, ami egy, a NO és szuperoxid gyokanion reakcidjabol képzodd, erds
oxidativ tulajdonsagokkal rendelkezé molekula. Fiziologias koriilmények kozott a peroxinitrit
reagalhat szén-dioxiddal, és lebomolhat karbonat gydkanionnd valamint nitrogén-dioxidda,
ami egy erdteljes nitralo dgens. Emellett a tirozin nitracié lehet a NO és a tirozil-gyok

reakcidjanak eredménye is (Gunther és mtsai, 2002).

A tirozin nitracid csupan a célfehérje bizonyos tirozin aminosavain torténik meg
(Ischiropoulos, 2003; Bayden és mtsai, 2011), konformaciés valtozasok kialakulasahoz
vezethet, ami okozhatja egyrészt a célprotein aktivalodasat vagy annak gatlasat is. Emellett a
protein funkcidjat megvaltoztathatja annak révén is, hogy a nitro-csoport beékelddése az
aromds gytriibe lecsokkenti a fenolos csoport disszocidcios allandojat (tirozin: 10,1;
nitrotirozin 7,2), ami mind térbeli, mind toltésbeli valtozast okoz, befolyasolva a tirozin
funkcidjanak Dbetoltését elektrontranszfer-reakcidkban és a fehérje térszerkezetének

fenntartasaban (Corpas és mtsai, 2013).
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5. abra: A fehérje tirozin nitracido biokémidja. A tirozin nitracid két 1épésbol all: a tirozin
fenolgylirijének oxidacidja tirozil-gyokké, és a NO, csoport hozzaadddasa egy nitrald agens altal. A
tirozil-gyok 1étrejottét szamos szabad gyok katalizalhatja, agy mint a 'NO,, "OH, vagy CO;"". Két {6

s

peroxinitriten (ONOQO") keresztiili, a masik hemoperoxidaz (HPO) jelenlétében hidrogén-peroxidbol
(H,0,) és nitritbél (NO,') képz6dé ‘NO, altali. (Corpas és mtsai, 2013)

Habar ezt a modosulést eleinte visszafordithatatlannak gondoltdk, egyre tobb bizonyiték utal
arra, hogy léteznek mind enzimatikus, mind nem-enzimatikus denitracids folyamatok is
(Abello és mtsai, 2009; Vandelle és Delledonne, 2011). A folyamat visszafordithatosagat
bizonyitja az a tény, hogy a patogéntamadasnak kitett Arabidopsis thaliana névényben a
fehérje tirozin nitracié megndvekedése csak atmeneti jelenség (Cecconi és mtsai, 2009;
Romero-Puertas és mtsai, 2007). Fontos megjegyezni, hogy bar allatokban a protein tirozin
nitraci6 a fehérje lebomlasaval jar egyiitt (Abello és mitsai, 2009), ndvényekben ilyen

kapcsolatot egyeldre nem tartak fel.

A fehérjék nitracidja egészséges, kontroll ndvényekben is kimutathatdé (Corpas és mitsai,

2013), de emellett kiilonbozd biotikus és abiotikus stressznek kitett ndvényekben is jelen van
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(Corpas ¢s mtsai, 2008; Tanou és mtsai, 2012; Valderrama ¢és mtsai, 2007; Signorelli és mtsai,
2013). Mikozben a tirozin nitracié megléte szamos esetben kimutatott, biologiai jelentdsége
nem igazan ismert a novényekben. Valoszinii, hogy zavarja a foszforilacion/defoszforilacion
alapuld jelatvitelt, kiilondsen, ha mindkét modositds ugyanazt a tirozin aminosavat érinti

(Astier és Lindermayr, 2012).

A tirozin nitracié célfehérjéinek azonositasara egyelére viszonylag kevés kisérlet tortént,
azonban ezek alapjan szamos életfolyamatban résztvevd fehérje részese lehet ennek a
reakcionak. Lozano-Juste (2011) 127 valdszinlsithetden nitralddd fehérjét azonositott
Arabidopsis thaliana-ban, ami homolégjainak 35%-a mar mas organizmusban is felmeriilt,
mint nitral6dé fehérje. Ebben a kutatasban a fehérjék 60%-a az elsddleges metabolizmusban

Vesz részt.

11.6.3. A RNF és a nehézfémek kapcsolata

A nehézfémek ¢és a RNF metabolizmusanak kapcsolatarol kevés informacio all
rendelkezésiinkre, az eddigi eredmények pedig foleg a nem esszencidlis kadmium hatasait

targyaljak, habar talalhato par hivatkozas a réz és cink vonatkozasaban is.

Bors6 és mustar gyokerekben a 100 uM réz, cink és kadmium eltérd sebességili ndvekedést
okozott a NO produkcidjaban: a Cu gyors NO felhalmozddast indukalt, mig a Cd és Zn
hatasa lassu és fokozatos emelkedést tapasztaltak a NO szintjében (Bartha és mtsai, 2005).
Mas kutatdsok szerint az 50 uM kadmiumkezelés jelentésen csokkentette a levélben és a
gyokérben mérhetd NO mennyiségét szintén borsé ndvényben (Rodriguez-Serrano és mtsai,
2006; Barroso és mtsai, 2006), amivel parhuzamosan a GSH, GSNO és GSNOR transzkript
szintje 1s csokkent (Barroso ¢és mtsai, 2006). Fehér nyar sejtkultirdban a réz- ¢és
kadmiumkezelés dupldjara illetve haromszorosara novelte a termelddé NO mennyiségét,

mikozben a cinkkezelésnek kitett sejtek NO produkcidja nem valtozott (Balestrazzi és mtsai,
2009).
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11.6.3.1. A NO szerepe a nehézfém stressz hatasainak kivédésében

Mikozben az endogén NO szerepe a nehézfémstresszre adott valaszban nem ismert
részleteiben (Corpas és mtsai, 2006), az eddigi eredmények alapjan az exogén NO fontos

szerepet tolt be a mikroelemek felvételében és a nehézfémek toxikus hatasainak kivédésében.

Szamos kutatas bizonyitja, hogy a hozzaadott NO-nak fontos szerepe van a nehézfémek karos
hatasainak kivédésében, ezzel kapcsolatban hdrom f& mechanizmus ismert (Xiong és mtsai,
2010). Els6ként, a sejtfalat alkotd komponensek befolyasolasaval a NO képes lehet a
sejtfalban  torténé nehézfém-akkumulacid emelésére ¢és ezaltal az oldott frakciod
nehézfémtartalmanak csokkentésére a levelekben (Xiong és mtsai, 2009). A legtdbb, sejtfal-
kotott nehézfém a poligalakturonsavhoz kapcsolodik, ezen kapcsolat affinitdsa valtozd a
nehézfém tulajdonsagaitol fiiggden (Ernst és mtsai, 1992); a novényi sejtfal két f6 alkotdja, a
pektinek és a hemicellul6zok poligalakturonsavban gazdag molekulak (Cosgrove, 2005). Az
irodalomban leirtdk, hogy a cellul6z mennyiségét a paradicsom gyokér sejtfalaiban a NO

koncentraciofiiggd modon befolyasolja (Correa-Aragunde és mtsai, 2008; Taylor, 2008),

.....

crer

enyhitése a NO jelmolekulaként betoltott szerepének kihasznalasaval a nehézfémstressz
okozta génexpresszio-valtozdsban. A rendszerhez adott NO a gének expresszidjat a
célfehérjék S-nitrozilaciojan, a protein kindz aktivitisan, a Ca®* mobilizacojan és mas
masodlagos hirvivék, mint a cGMP és cADPR keresztiil szabalyozza (Besson-Bard és mtsai,
2009). Az exogén NO hatasa a nehézfémtoleranciaval kapcsolatos génekre azonban egyelére
kevéssé ismert. Harmadrészt a NO képes indirekt modon semlegesiteni a nehézfém-indukalt
modon képz6dé ROF-at, valamint érintett lehet az antioxidans-tartalom emelésében és az
antioxidans enzimek kapacitdsdnak novelésében is (Hsu és Kao, 2004). Megjegyzendd
azonban, hogy a ROF/NO interakcidja lehet toxikus is a sejtre nézve, a relativ ROF/NO
aranytol fliggden (Beligni és Lamattina, 1999).

I1.7. A ROF és RNF kapcsolata — nitro-oxidativ stressz

A nitro-oxidativ stressz fogalma, egy Gjonnan felmeriilt koncepcio (Corpas és Barroso, 2013),

hasznalata sok esetben praktikusabb a ndvényi stresszfiziologia komplex ¢és egyre
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intenzivebben kutatott tertletén, mint kiilon az oxidativ és nitrozativ stresszé. Nitrozativ
stressznek - az oxidativ stressz fogalmanak analogjaként - nevezziik a NO és szarmazékainak
karos hatasainak 0Osszességét. A ROF és RNF interakciojat jol példazza a szuperoxid
gyokanion és a NO reakciojabol képz6dé peroxinitrit, egy erds oxidans, a nitrozativ stressz
indikatoranak, a mar targyalt fehérje tirozin nitracionak a kivaltoja (Corpas és mtsai, 2007) (6.
abra). Szintén a két csoport kdlcsonhatasara példa a peroxiredoxin enzim, aminek a feladata a
peroxinitrit semlegesitése, azonban ennek aktivitdsat az S-nitrozilacido gatolja (Romero-
Puertas és mtsai, 2007), aminek szintje szintén kapcsolatban van mind az oxidativ (glutation

mennyisége), mind a nitrozativ (NO) stresszel.
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6. abra: A nitro-oxidativ stressz a reaktiv oxigén- és nitrogénformak kozotti interakcio biotikus vagy
abiotikus stressz hatasara bekovetkezo sejtkarosodas soran. A ROF és RNF szintjének emelkedése
olyan makromolekula-karosodasokat okoz, amik az oxidativ és nitrozativ stressz markerének
tekinthetok. (Corpas és Barroso, 2013)

Annak ellenére, hogy a ROF és RNF metabolizmusa ko6zott valoszintileg van kapcsolat
fiziologias valamint kedvezdtlen kornyezeti koriilmények kozott is, meglepden kevés, a
kapcsolat meglétének vizsgalatait kozéppontba helyezé kutatds latott eddig napvildgot
(Capone és mtsai 2004; Zhao és mtsai, 2007). Az elmult években 0j kutatasok tamasztottak
ald, hogy bizonyos kornyezeti koriilmények mellett a ROF és RNF képesek oxidativ és
nitrozativ stressz egyidejli kivaltasara (Valderrama és mtsai, 2007; Molassiotis és Fotopoulos,
2011; Bai és mtsai, 2011). Ilyen kornyezeti koriilmény lehet az alacsony hdmérséklet (Airaki
¢s mtsai, 2012), arzén (Leterrier és mtsai, 2012a), szalinitds (Valderrama ¢s mtsai, 2007,

Leterrier és mtsai 2012b; Tanou és mtsai, 2012) vagy szarazsag (Signorelli és mtsai, 2013)
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mint stresszor, egyértelmiien bizonyitva, hogy bizonyos stresszvalaszok mind az oxidativ
mind a nitrozativ stresszt magukba foglaljak. Mas esetekben ekdzben a NO és a ROF
képzodése kozotti egyensuly hatarozza meg a végeredményt, mint példaul szdja
sejtkulturaban a hiperszenzitiv reakcié altal okozott sejthaldlhoz a ROF és a NO pontos
egyensulya sziikséges, hiaba termelddik nagy mennyiségli NO, ha elmarad az oxidativ

robbands (Delledonne és mtsai, 2001).

Ebben az Osszefliggésben fontos megemliteni, hogy az S-nitrozoglutation (GSNO) és az
annak lebontasat katalizald S-nitrozoglutation-reduktaz (GSNOR) (Leterrier és mtsai, 2011)
lehetnek a ROF és RNF metabolizmusanak kolcsonhatasanak kulcsszerepldi (Malik és mtsai,
2011). A GSNO, mint sejten beliili NO raktar ismert, emellett szallité funkciot is betolt a NO
metabolizmusaban, mint a GSH NO altali, nem direkt S-nitrozilacios terméke (Keszler és
mtsai, 2010; Broniowska és mtsai, 2013). A redukalt/oxidalt glutation (GSH/GSSG) aranyhoz
hasonldan, ami sejt redox statuszanak jo indikatora (Foyer és Noctor, 2011), a GSH/GSNO is
hasznalhat6 lehet a sejt redox statuszanak jellemzésére (A GSNO mennyisége a GSSG
mennyiségével megegyezd nagysagrendben taldlhatdo a sejtben — Airaki és mtsai, 2011),
kifejezve a ROF és RNF metabolizmusa kozotti egyértelmi kapcsolatot. A GSNOR a GSNO
NADPH-fiiggd redukcidjat katalizalja oxidalt glutationnd és ammoniava, azaz a GSNO
mennyiségének szabalyozéasaval egyiitt a NO sejten beliili hatdsmechanizmusaban tolt be
fontos szerepet (Feechan és mtsai, 2005; Lee és mtsai, 2008; Chaki és mtsai, 2009; Yun ¢és

mtsai, 2011; Espunya és mtsai, 2012; Leterrier és mtsai, 2012ab).

A fentiekbdl is lathat6, hogy a réz €s a cink szdmos ponton befolyasolhatja a novények
novekedését €s életfolyamatait az oxidativ €s nitrozativ stresszfolyamatokra gyakorolt hatasuk
révén. A vonatkozo irodalmi adatok attekintése alapjan azonban az is lathato, hogy a fentiekre
kifejtett hatasukkal kapcsolatban még szamos felderitetlen részlet maradt, mivel a korabbi
kutatasok alapvetden nem esszencialis nehézfémekre (pl. kadmium) vonatkoznak. Ezek
alapjan Ph.D. munk4dm sordn e két esszencialis nehézfém hatasanak 6sszehasonlitasat tliztem

ki célul, kiilonos tekintettel a nitrozativ valamint oxidativ stresszfolyamatok feltérképezésére.
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1. Célkitiizés

Munkam soran célul tliztem ki két, gazdasagilag is jelentés Brassica faj (Brassica juncea L.
Czern. és Brassica napus L.) rézzel és cinkkel szembeni érzékenységének, valamint a két fém
hatasainak 6sszehasonlitasat; a nitrozativ €s oxidativ stressz-folyamatok feltérképezését. A két
faj tobb forras szerint jol alkalmazhatd fitoremedidcids célokra, emellett fontos gazdasagi és
¢lelmiszeripari jelentdséggel birnak, olajnovényként széles korben felhasznaltak, igy
abiotikus stresszre, jelen esetben nehézfémstresszre adott valaszaiknak vizsgalata nagy

fontossaggal bir.

Kutatasaim soran a kovetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Mekkora mértékben képesek a vizsgalt fajok a két nehézfém felvételére, melyik
szervilkben képesek akkumulalni azokat, illetve milyen valtozasokat okoz a réz-
illetve cinkkezelés a vizsgalt fajok mikroelem-haztartasaban?

2. Milyen morfogenetikai valtozasokat okoz a réz- illetve cinkstressz, megfigyelheté-e a
stressz-indukalt morfogenetikai valasz kialakulasa?

3. Hogyan alakul a Brassica fajok nehézfém-toleranciaja: milyen sejtfalmodosulasokat
indukal a két nehézfém a vizsgalt fajok gyokereiben, valamint hogyan valtozik a
gyokércsucsi merisztéma életképessége a réz- illetve cinkstressz hatasara?

4. A réz- és a cinkstressz okoz-e valtozasokat a RNF metabolizmusaban, ROF-kal valo
interakcioikban, ¢és kialakul-e masodlagos nitrozativ stressz a gyokérzetben?
Megfigyelheté-e kiilonbség a két Brassica faj esetében a nitroproteom méretének
alakulasaban?

5. Milyen 0sszefliggés van a réz- és cink-indukalt nitrozativ és oxidativ folyamatok

valamint a Brassica fajok nehézfémtiirése kozott?
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IV. Anyagok és médszerek

IV.1. Vizsgalt novények és nevelési koriilmények

Vizsgalataimat két novényfaj, az indiai mustar (Brassica juncea L. Czern.) és az olajrepce
(Brassica napus L.) felhasznalasaval végeztem. Mindkét faj a keresztesviraguak (Brassicales)
rendjébe, a kaposztafélék (Brassicaceae) csaladjaba tartozik, ahol tobb nehézfémtolerans és

hiperakkumulalo faj is taladlhato, emellett gyorsan nagy biomasszat produkalnak.

Az indiai mustar és olajrepce magjait feliileti fert6tlenités (50% (térfogat%) natrium
hipoklorit) utdn perlittel t61tott Eppendorf-csovekbe helyeztem, amik teljes Hoagland
tapoldatban tsztak (7. é&bra). A tépoldat a sziikséges alkotdelemeket a kovetkezd
koncentracioban tartalmazta: 5 mM Ca(NOs3),, 5 mM KNO3, 2 mM MgSOy, 1 mM KH;PQO,,
0,01 mM Fe-EDTA, 10 uM H3BO3, 1 uM MnSOa, 5 uM ZnSOq4, 0,5 pM CuSOq, 0,1 pM
(NH4)sM07024 és 10 uM AICl3. A csirandvényeket kilenc napig eléneveltem — ez id6 alatt
megjelentek elsd leveleik — majd a tapoldatot lecseréltem, és kiegészitettem 10, 25 és 50 uM
réz-szulfat vagy, 50, 150 és 300 pM cink-szulfat oldattal. A kontroll novények réz- és
cinkkezelést nem kaptak, a Hoagland tapoldatban nevelkedtek a kisérlet teljes idétartama
alatt, ami 0,5 uM CuSOg-ot és 5 uM ZnSOs-ot tartalmazott. A novények iiveghazi
koriilmények kozott novekedtek tovabbi hét napig, 150 pmol m? s* fényerdsség mellett
12/12 orés sotét/vilagos ciklusok, 55-60%-os relativ pératartalom és 25+2°C hémérséklet

mellett.

A mintavétel hét nap kezelés utan laboratoriumi koriilmények kozott tortént, ami minden
esetben csapvizes majd desztillalt vizes mosassal kezd6dott. A mikroszkopias vizsgalatok
esetén a megtisztitott gyokereket a festésnek megfelelé pufferbe, majd a festékoldatba
helyeztem, az egyéb vizsgalatoknal a tovabbi mintafeldolgozas menetét az adott modszernél

ismertetem.
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7. ébra: Novénynevelési koriilmények. A nagyobb edényekben a tobb biomasszat igényld kisérletek
novényeit neveltem, mig a poharakban a morfologiai valtozdsok bemutatdsira szolgélo, elkiilonitett

novényeket.

IV.2. Elemtartalom-vizsgalat

A mikroelemek mennyiségének méréséhez induktivan csatolt plazma tomegspektrometriat
(ICP-MS, Thermo Scientific XSeries II, Asheville, USA) hasznaltam Lehotai és mtsai. (2012)
modszere szerint. A kontroll illetve a nehézfém-kezelt novények gyokereit és hajtasait
elkiilonitettem, és desztillalt vizes mosds utdn 72 dran 4t 70°C-on széritottam Oket. Ezutan
65%-0s (w/v) salétromsavat és 30%-os (w/v) hidrogén-peroxidot adtam a szaraz novényi
anyaghoz majd 200°C-on, 1600W teljesitményen roncsoltam (MarsXpress CEM, Matthews,
USA) azokat 15 percig. A réz, cink és egyéb mikroelemek koncentracidit pg/g szaraz

tomegben (SZT) fejeztem ki.

1V.3. Morfolégiai mérések

A 7 nap kezelés utan mind a hajtas mind a gyokerek friss illetve szaraz tdmege (g) mérésre

kertilt, csak tigy, mint a f6gyokér hossza (cm) és az oldalgyokerek szama (db/gyokér) is.
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IV.4. Mikroszkopos vizsgalatok

A kiilonb6z6 fluoroforokkal festett Brassica gyokereket nagy felbontasu digitalis kameraval
(Axiocam HR, HQ CCD, Carl Zeiss, Jena, Németorszag) felszerelt Zeiss Axiovert 200M
inverz mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) vizsgaltam. A kiilonb6z6 festékekhez
eltéro filter-szetteket hasznaltam: filter szett 9 (exc.: 450-490 nm, em.: 515- oo nm) a DHE
festékhez; filter szett 10 (exc.: 450-490, em.: 515-565 nm) az APF, DAF-FM, FDA és Zinpyr-
1 festékekhez; filter szett 20HE (exc.: 546/12, em.: 607/80) az Amplex Red ¢és propidium
jodid festékekhez; valamint filter szett 49 (exc.: 365 nm, em.: 445/50 nm) az anilin-kék és
Zinquin festékekhez. A gyokércsucsok merisztematikus zondinak fluoreszcencia intenzitasa
(pixel intenzitas) mérése a digitalis felvételeken tortént az Axiovision Rel. 4.8 szoftver

hasznalataval, 100 pum atmérdji korok teriiletén.

IV.4.1. Cinklokalizaci6 a gyokércsucsokban

A cink szoveti lokalizacidjanak kimutatasara parhuzamosan két fluoreszcens festéket, a

Zinquint illetve a Zinpyr-1-et hasznaltam.

A Zinquin festés eldtt a gyokereket PBS pufferben ekvilibraltam (137 mM NaCl, 2,68 mM
KCI, 8,1 mM Nay;HPOy, 1,47 mM KH,PO,, pH 7,4), majd 25 uM Zinquin (etil (2-metil-8-p-
toluénszulfonamido-6-quinolyloxy)acetat) oldatban (PBS pufferben) inkubaltam egy oran at,

szobahdmeérsekleten, sotétben (Sarret €s mtsai, 2006).

A Zinpyr-1 (4',5'-Bis[bis(2-piridilmetil)aminometil]-2’,7'-diklorofluoreszcein) festés elétt a
gyokereket haromszor mostam 10 mM EDTA oldatban illetve desztillalt vizben, majd 3 oraig

inkubaltam sotétben szobahdmérsékleten 20 uM festékoldatban (Sinclair és mtsai, 2007).

IV.4.2. Sejtszintii cinklokalizacié meghatarozasa, a sejtfalak/halott sejtek jelolése

A sejtszintii  cinklokalizaci6 meghatarozasa konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkoppal
(Olympus LSM 700, Olympus, Tokyo, Japan) tortént. A cink sejtszintli kimutatidsara hasznalt
Zinpyr-1 (a festési eljaras a fent ismertetette] megegyezé modon tortént) fluoroforon kiviil
propidium-jodidot (PI) hasznéaltam a sejtfalak valamint a halott sejtek jelolésére: a gyokereket

el0szor desztillalt vizzel mostam majd egy percre 3 ug/ml PI oldatba meritettem majd
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ismételten desztillalt vizzel mostam azokat (Tsukagoshi és mtsai, 2010). Végiil a mintakat

PBS pufferben targylemezre helyeztem.

A fluoreszcensen jelolt mintak gerjesztése 488 nm-es, 100 mW-os argonion lézerrel tortént,
tovabba a mintak vizsgalatdhoz egy huiszszoros viz immerzids objektivlencsét hasznaltam. A
fluoreszcencia emisszid detektalasara fluoreszcein-izotiocianat (FITC) és PI filtereket
alkalmaztam. A felvételek készitése a Fluoview FV100 szoftver segitségével tortént,
elemzésiiket pedig a Fiji programmal végeztem el (http://fiji.sc/Fiji, Schindelin és mtsai,

2012).

1V.4.3. Sejtfalmédosulasok vizsgalata a gyokérben

A gyokéresucsi sejtek sejtfalaiba berakodo kallozt Cao és mtsai. (2011) modositott modszere
alapjan mutattam ki. A gyokereket desztillalt vizes mosas utan anilin-kék (0,1 w/v%, 1M
glicin) oldatban inkubaltam o6t percig, majd ismételt desztilldlt vizes mosds utidn

targylemezekre helyeztem azokat.

crer

floroglucinol festést alkalmaztam (Adler és mtsai, 1948). Desztillalt vizes mosas utan a
gyokereket 1 w/v%-os floroglucinolban (6N HCI-ben oldva) 6t percig inkubaltam, majd a

fest6oldatot desztillalt vizre cseréltem, és a mintakat targylemezre helyeztem.

IVV.4.4. Lipidperoxidacio vizsgalata a gyokércsucsokban

A lipidperoxidacio termékeit (pl. malondialdehidek) a Schiff reagenssel tettem lathatova a
gyokércsticsokban (Arasimowicz-Jelonek és mtsai, 2009). A gyodkerek 20 percig inkubalodtak
a festékoldatban majd azt lecseréltem 0,5 tomegszazalékos K,S,05 oldatra (0,05 M HCI-ben
elkészitve), amiben ujabb 20 percig inkubalodtak.
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IV.4.5. Gyokércsucsi merisztémtémak életképességének vizsgalata

A gyokércsucsi merisztematikus régid sejtjeinek életképességének meghatarozasahoz
fluoreszcein diacetat (FDA) festéket haszndltam (Lehotai és mtsai, 2011). A gydkereket
MES/KCI (2-N-morfolin-etanszulfonsav/kalium-klorid) pufferben (10/50 mM, pH 6,15)
mostam majd 10 uM FDA oldatban inkubalddtak 25 percig. A mintakat négyszeri MES/KCI-

es mosast kovetden helyeztem targylemezekre.

IVV.4.6. Reaktiv oxigén- és nitrogénformak kimutatisa

A szuperoxid gyokanion vizualizaciojahoz dihidroetidiumot (DHE) hasznaltam Kolbert és
mtsai. (2012) modszere alapjan: a gyokereket fél oran keresztiil inkubdltam 10 uM DHE
oldatban 37°C-on sotétben, majd két alkalommal mostam azokat Tris-HCI pufferrel (10 mM,
pH 7,4).

A hidrogén peroxid detektaldsahoz a gydkereket fél 6ran at 50 uM Ampliflu™ (10-acetyl-3,7-
dihydroxyphenoxazine, ADHP vagy Amplex Red) oldatban inkubaltam szobahdmérsékleten,
sOtétben, majd natrium-fosztat pufferrel (50 mM, pH 7,5) mostam azokat. (Lehotai és mtsai,

2012)

A gyokércsticsok nitrogén-monoxid tartalmanak meghatarozasahoz DAF-FM DA (4-amino-5-
metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein) festéket hasznaltam Pet6 és mtsai (2011) modszere
alapjan, kisebb modositasokkal; a gyokereket fél oraig inkubaltam 10 uM DAF-FM DA
oldatban majd kétszer mostam Oket Tris-HCI pufferrel (10 mM, pH 7,4).

A peroxinitrit szintjének méréséhez a gyokércsucsokban 3’-(p-aminofenil) fluoreszceint
(APF) hasznaltam (Kolbert és mtsai, 2012). A gyokérmintakat egy oraig sotétben inkubaltam
10 uM APF oldatban, majd kétszer keriiltek mosasra Tris-HCI pufferrel (10 mM, pH 7,4).

IV.5. Az enzimatikus antioxidans rendszer elemeinek vizsgalata

A szuperoxid dizmutaz (SOD) (EC 1.15.1.1) aktivitdsdnak mérése a nitroblue tetrazolium
klorid (NBT) riboflavin jelenlétében torténd fotokémiai bontasanak gatlasan alapul (Dhindsa

¢és mtsai, 1981). Az enzimkivonathoz 250 mg névényi anyagot dorzsoltem el 10 mg polivinil-
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polipirrolidon hozzaadéasaval 1 ml 50 mM foszfat pufferben (pH 7,0; 1 mM EDTA). Az enzim
aktivitasat unit/g friss tomeg egységben abrazoltam, ahol egy unit SOD aktivitas 50%-0S
NBT-bontés gatlasnak felel meg.

Az aszkorbat peroxiddz (APX) (EC 1.11.1.11) aktivitasanak mérése Nakano és Asada (1981)
modszere alapjan tortént, kisebb modositasokkal, ahol az aszkorbattartalom valtozasat mértem
265 nm-en. Az enzimkivonat készitéséhez 250 mg ndvényi anyagot tartam fel 1,5 ml
extrakcios pufferrel, ami 1 mM EDTA-t, 50 mM NaCl-t és 900 uM aszkorbatot tartalmazott.

Az enzimaktivitas-értékek unit/g friss tomeg értékekként keriiltek abrazolasra.

IV.6. Immunoprecipitacio, SDS-PAGE és Western blot

A teljes fehérjekivonatot natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-
PAGE) el6tt Thermo Scientific Pierce Crosslink Magnetic IP/ColP kittel (Hudson, NH, USA)
tisztitottam 3-nitrotirozin elleni antitest felhasznalasdval. Az immunoprecipitacié utdn a
tisztitott kivonatban 1év6 fehérjéket SDS poliakrilamid gélen (4% stacking, 12% running)
elvalasztottam. A Western blot analizishez az elvalasztott fehérjéket polivinilidén-fluorid
(PVDF) membranra transzfereltem; transzfer utdn a membranokat 3-nitrotirozin elleni
elsddleges antitesttel inkubaltam (1:2000) 4°C-on egy ¢éjszakan at (Corpas és mtsai, 2008). Az
immuno-detekcio a megfeleld, alkalikus foszfatazzal konjugalt masodlagos antitesttel
(1:10000), a savok el6hivasa NBT/BCIP reakcioval tortént.

1VV.7. Statisztikai analizis

Az eredmények atlag + standard hiba (SE) forméatumban keriiltek abrazolasra. A tobbszoros
Osszehasonlito teszteket a SigmaStat 12 szoftverrel végeztem, variancia (ANOVA, P<0,05)
analizis és Duncan’s teszt felhasznalasaval. Egyes esetekben a Microsoft Excel 2010 Student-
féle t-probajat alkalmaztam (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). Minden kisérletet legalabb
kétszer megismételtem. A festési mdodszerek esetén 10, a morfologiai méréseknél legalabbl15-

20 minta kertiilt elemzésre. A tobbi mérési modszer esetén a mintaszam 6 volt.
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V. Kutatasi eredmények

V.1. Nehézfémfelvétel

V.1.1. A réz és a cink felvétele a gyokerekbe, transzport a hajtasba

A kontroll valamint a 10, 25 és 50 uM réz-szulfat tartalmu tapoldatban hét napig nevelt B.
juncea és B. napus névények Cu tartalmat ICP-MS technikaval hataroztam meg, igy nyomon
kovethetd volt a Cu felvétele a gyokérrendszerbe és transzportja a hajtasba. Az eredmények
alapjan elmondhato, hogy mindkét vizsgalt faj hasonld rézfelvételi hatékonysagot mutatott a
gyokérrendszert tekintve, az alkalmazott rézkezelés koncentracidja valamint a ndvények
réztartalma egyenes aranyban allt egymassal, lényegi kiilonbség csupan a legalacsonyabb
alkalmazott rézkezelés (10 pM) esetén volt lathato, ahol a B. napus 50%-kal tobb rezet
akkumulalt a gyokérrendszerében. 25 pM rézkezelés esetén ez a kiilonbség mar csupan 10%,
mig a legmagasabb rézkezelés hatasara a tendencia megfordul, és a B. juncea gyokereiben

8%-kal tobb réz halmozaddott fel, mint a B. juncea esetén (1. tablazat).

1. tablazat: Rézkezelt Brassica névények gyokerének réztartalma (ug/g SZT). A kontrollhoz képest minden
kezelés minden esetben legalabb P<0,001 (***) valosziniiségi szinten szignifikansan kiilonbozo értékeket
eredményezett (n=6).

Atlag SE
Kontroll 24,5 0,28
B. 10uM Cu 4753 7,97
Cu juncea 25 puM Cu 1666 37,22
koncentracio 50 uM Cu 3531 11
- gyokeér Kontroll 27,68 0,13

(ng/gSZT) B,  10pMCu 7132 523
napus 25uM Cu 1849 10,38
50uM Cu 3260 35,09

A kiils6é rézkoncentracié ndvelésével bizonyos foku transzlokdcio megfigyelhetd volt a
hajtdsok iranyaba is, viszont a mért értékek egy nagysagrenddel alacsonyabbak voltak a

gyokérben mérteknél. JoOl lathatod, hogy az alacsonyabb alkalmazott rézkezelések esetén nem
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volt nagy kiilonbség a két vizsgalt faj transzlokacios képessége kozott, azonban a legnagyobb
(50 uM) rézkezelés hatasara a B. juncea majdnem kétszer annyi rezet transzportalt a

hajtasaiba, mint a B. napus (2. tablazat).

2. tablazat: Rézkezelt Brassica novények hajtasanak réztartalma (pg/g SZT). A kontrollhoz képest minden
kezelés minden esetben legalabb P<0,001 (***) valdszinliségi szinten szignifikansan kiilonb6z6 értékeket
eredményezett (n=6).

Atlag SE

Kontroll 12,93 0,66

B. 10uMCu 4535 152

Cu juncea 25 M Cu 6522 1,28
koncentracio 50 uM Cu 162,2 4,15
- hajtas Kontroll 18,52 0,33

(Lg/gSZT) B,  10uMCu 405 1,75
napus 25uMCu 66,6 1,01
50uMCu 8534 2,32

A rézstressznek kitett novényekhez hasonldan, a tapoldathoz adott cink-szulfat mennyiségével
parhuzamosan a gyokerek cinktartalma szignifikansan novekedett. A két vizsgalt Brassica faj
cinkfelvételi képessége kozott nem mutatkozott érdemi kiilonbség, habar a legmagasabb
alkalmazott cinkkezelés esetén a B. juncea 14 %-kal tobb cinket volt képes a

gyokérrendszerébe felvenni, mint a B. napus (3. tdblazat).

3. tablazat: Cinkkezelt Brassica ndvények gyoOkerének cinktartalma (ug/g SZT). A kontrollhoz képest
minden kezelés minden esetben legalabb P<0,001 (***) valosziniiségi szinten szignifikansan kiilonb6z6
értékeket eredményezett (n=6).

Atlag SE
Kontroll 212,8 0,58
B. 50uM Zn 14570 2401,2
n juncea 150 uM Zn 31110 75,58
koncentracio 300 uM Zn 52530 138,22
- gyokér Kontroll 258,4 15

(ng/gSZT) B, 50uMZn 14900 2,95
napus 150 uM Zn 32490 66,51
300 uM Zn 45980 64,66
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A hajtast vizsgalva megallapithato, hogy a novekvd mennyiségli hozzdadott cink

koncentraciofiiggé emelkedést okozott annak cinktartalmaban, azonban ezek az értékek egy

nagysagrenddel kisebbek voltak, mint a gyokérrendszerben tapasztaltak esetén, csakugy, mint

a rézkezelés hatasara. A két faj kozott jelentds kiilonbség fedezhetd fel a transzportalasi

hatékonysagban: a B. napus hajtasrendszere minden alkalmazott cinkkezelés utan nagyobb

mennyiségl cinket tartalmazott, mint a B. juncea, ez kiilondsen az 50 uM (52%) és a 150 uM

(66%) cinkszulfat-kezelésnél volt jelentds (4. tablazat).

4. tablazat: Cinkkezelt Brassica novények hajtasanak cinktartalma (pg/g SZT). A kontrollhoz képest
minden kezelés minden esetben legalabb P<0,001 (***) valoszinliségi szinten szignifikansan kiilonbdz6

értékeket eredményezett (n=6).

Atlag SE

Kontroll 89,25 0,43

B. 50uMZn 8319 845

7n juncea 150 pM Zn 1931 7,44
koncentracio 300 uM Zn 3211 28,11
- hajtas Kontroll 1557 0,26
(Lg/gSZT) B, 50uMZn 1598 27,68
napus 150 uM Zn 2880 5,12

300 uM Zn 3727 8,3
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V.1.2. A cink szoveti és intracellularis lokalizacioja
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abra: A cink mennyiségének valtozdsa a cinkkezelt Brassica noévények gyokércsucsaiban

(mer1sztemat1kus zona). A: Zinpyr-1 fluoreszcencia, B: Zinquin fluoreszcencia, valamint reprezentativ
mikroszkopos fotok Zinpyr-1 (C) és Zinquin (D) fluoroforral jelolt Brassica gyokércsticsokrol (Mérce=0,2
mm). A *-gal jelolt értékek a kontrolltdl P<0,05 (*), 0,01 (¥*) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan (n=10).

A gyokércsticsok cinktartalmanak meghatarozasara két fluorofort, Zinquin-t és Zinpyr-1-et
hasznaltam, amik segitségével felderithet6 a gyokérbe felvett cink szoveti eloszlasa valamint

kovetkeztethetlink annak mennyiségére is. A kontroll novények gyokereiben homogén
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eloszlast, alacsony intenzitasti cink-fliggd fluoreszcencidt detektaltam, ami jelentdsen
megvaltozott a kezelés hatasara. Cinkstressz esetén a cink-fiiggd fluoreszcencia intenzitasa
szignifikansan emelkedett a merisztematikus régioban, mig a felsbb zdénakban alacsony
maradt (8. abra C és D). A B. juncea merisztematikus zoénajaban mérheté Zinquin és Zinpyr-
1-fluoreszcencia magasabbnak bizonyult, azonban a B. napus esetén is szignifikdnsan

emelkedett cinkkezelés hatasara (8. abra A és B).

A sejtszintli cinklokalizaciét a propidium-jodid és Zinpyr-1 fluoroforok egyiittes
alkalmazaséaval vizsgaltam. A propidium-jodid a sejtmagban taldlhatd6 DNS-hez kotodik,
azonban képtelen atjutni az €16 sejtek plazmamembranjan, igy vagy a halott sejtek, vagy a
sejtfalak jelolésére hasznalhato (9. abra B és E). A képek alapjan egyértelmiien latszik, hogy a
gyokérben felhalmozodott cink (9. abra A és D) nagy része a sejtfalakhoz kotédik, amit a
Zinpyr-1-bél szarmazo6 zold és a propidium-jodidbdl szarmazé voros fluoreszeencia emisszid
kolokalizacidja (sarga szin) jelez (9. abra C és F). Erdekes, hogy az epidermiszsejtek nagy
részében a sejtmag festédott propidium-jodiddal, azaz ezek mar nem €16 sejtek; ugyanitt a
sejtmagokban nagy mennyiségii cink talalhatd, ami azok alakjanak megvaltozasaval jar (9.

abra F).

9. abra: Cinkkezelt (300 uM ZnSOy,) Brassica juncea gyokércsucsrol készitett reprezentativ konfokalis
mikroszkopos felvételek. Teljes gyokércsucsrol készitett, kisebb nagyitasu kép (A-C), valamint az
epidermalis sejtréteg egy részletét bemutatd nagyobb nagyitast fotok (D-F). Az A és D képen Zinpyr-1-el,
a B és E képen propidium-jodiddal festett gyokér-részlet lathato, a C és F képen ezek kolokalizacioja sarga
szinnel latszik. A cinket tartalmazo sejtmagot nyil jeloli. (Mércék C: 0,1 mm, F: 0,2 mm)
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V.2. Nehézfém-indukalt valtozasok a mikroelemek homeosztazisaban

V.2.1. A réz és cink hatasa a mikroelem-homeosztazisra

A gyokérrendszerben taldlhatd réz mennyisége mellett mas mikroelemek (Zn, Mn, Fe)
mennyiségét is meghataroztam a két fajban rézkezelés utan. Az eredmények alapjan
elmondhaté, hogy mindhdrom vizsgalt mikroelem mennyisége a legtobb esetben
szignifikansan csokkent, azonban a csokkenés nem bizonyult koncentraciofiiggének. Kivételt
képez a Fe szintje B. juncea esetén ahol az enyhe és kdzepes (10 és 25 puM) rézkezelés

megemelte annak mennyiségét (5. tablazat).

5. tablazat: Zn, Mn és Fe koncentracio a rézkezelt Brassica fajok gyokerében. A kontrollhoz képest minden
kezelés minden mikroelem esetében legalabb P<0,001 (***) valoszinliségi szinten szignifikdnsan
kiilonb6z6 értékeket eredményezett (n=6).

Kontroll 10 uM Cu 25 uM Cu 50 uM Cu

Brassica juncea

Zn 2128 £ 1,01 9416 + 122 1096 + 1.1 1095 + 1,49
Mn 250 + 2,01 386 + 0,39 3403 + 168 41,46 + 0,12
Fe 519,1 + 8,23  786,6 + 2,25  580,1 + 2,04 4034 + 4,57
Brassica napus

Zn 2584 + 259 120,7 + 1,34 1046 + 1,16 89,05 + 1,45
Mn 1451 + 0,92 46,21 + 0,38 3591 + 1,49 33,64 = 0,21
Fe 1051 + 7,77  750,1 + 2,28  556,8 + 3,28  548,6 + 3,43

A cinkkezelés utan a cink mennyisége mellett mas mikroelemek (Cu, Mn, Fe) mennyisége is
meghatarozasra keriilt a vizsgalt két, cinkkel kezelt Brassica faj gyokereiben is. Az
alkalmazott cinkkezelések a réz mennyiségének megemelkedését okoztak mindkét Brassica

faj gyokérrendszerében.

A réz mennyiségéhez hasonldan, a gyokerekben mérhetd vas koncentracidja enyhe, de
szignifikans emelkedést mutatott mindkét faj esetén. Ezekkel szemben mindharom
alkalmazott cinkkezelés jelentds csokkenést okozott mindkét faj gydkérrendszerének

mangantartalmaban hasonloan a rézterheléshez (6. tablazat).
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6. tablazat: Cu, Mn és Fe koncentracio a cinkkezelt Brassica fajok gyokerében. A kontrollhoz képest
minden kezelés minden mikroelem esetében legalabb P<0,001 (***) val6szinliségi szinten szignifikansan
kiilonb6z6 értékeket eredményezett (n=6).

Kontroll 50 uM Zn 150 uM Zn 300 uM Zn

Brassica juncea

Cu 245 + 0,38 173 + 0,52 1989 + 049 1748 + 0,73
Mn 250 + 1,16 2497 + 0,05 2553 + 0,07 26,02 = 0,13
Fe 519 + 4,75 864,55 + 3,65 8699 + 2,71 9279 = 2,22
Brassica napus

Cu 27,68 = 0,08 1506 = 0,5 178,6 + 0,85  163,7 + 0,68
Mn 145,1 £+ 0,53 264 £ 0,09 22,02 + 0,1 26,44 = 0,17
Fe 1051 + 4,5 1496 + 6,7 1540 + 11,3 1239 + 7,8

V.3. Réz- és cink-indukalt novekedési valaszok

10. 4bra: A réz hatdsa a B. juncea (A) és B. napus (B) novekedésére. Balrdl jobbra a kezelések sorrendje:
kontroll, 10, 25 és 50 uM CuSOy4. Mérce= 1 cm.

50



Rézkezelés hatasara mindkét vizsgalt faj latvanyos novekedésgatlast szenvedett el (10. abra).
A hajtas mérete az alkalmazott rézkoncentraciok emelkedésével parhuzamosan csokkent, de a
csokkenés aranyaban eltérés mutatkozott a két faj kozott. Mig B. juncea esetén a hajtas friss
tomege a kontroll 72 (10 uM rézkezelés) majd 60 %-ara (25 és 50 uM rézkezelés) csokkent,
addig a novekedésgatlas mértéke erdsebb volt a B. napus hajtasban, a 10, 25 és 50 uM
rézkezelésnek kitett novények hajtads friss tomege rendre a kontroll 65, 48 és 36%-éara
csokkent. A novekedésgatlas mellett mindkét faj levelein klordzisos teriiletek voltak

megfigyelhetdek, azonban latvanyos, sejtelhaldsra utald nekrotikus 1ézidkat nem észleltem.

11. abra: A cink hatdsa a B. juncea (A) és B. napus (B) novekedésére. Balrdl jobbra a kezelések sorrendje:
kontroll, 50, 150 és 300 uM ZnSO,. Mérce= 1cm.

A cinkkelezés, hasonléan a mar bemutatott rézkezeléshez, jelentds csokkenést okozott a
vizsgalt fajok novekedésében (11. abra). Mindkét faj esetében jelentdsen csokkent a hajtas
mérete. A két faj hajtadsnovekedés-gatlasa kozott kisebb kiilonbséget tapasztaltam, mint
rézkezelés esetén, de cinkstressz hatasara szintén a B. napus hajtdsmérete csdokkent nagyobb
mértékben (B. juncea: Kontroll 100%, 50 uM Zn 78%, 150 uM Zn 66%, 300 uM Zn 56%; B
napus: Kontroll 100%, 50 uM Zn 76%, 150 uM Zn 56 %, 300 uM Zn 51%). A cinkkezelés
szintén klorotikus foltok megjelenését okozta a levéllemezeken, viszont nekrotikus 1éziok

ebben az esetben sem voltak lathatok.
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V.3.2. A réz és cink hatasa a Brassica fajok gyokérnovekedésére

Mindkét vizsgalt faj gyokérrendszere komoly novekedésbeli valtozasokat mutatott rézkezelés
hatasara. A fogyokér hossza mindkét faj esetében szignifikans, az alkalmazott réz

koncentraciojatol fiiggetlen csokkenést mutatott (12.A abra).

120 - 120 -
100 - I I S 100 - [ [
E 80 - % 80 - E3
§ Fkk é I
~ Kk g -
S 60 £ 60 - s
2 2
2
5 40 & 40 -
= 5
2 =
o0 =4
S 20 - G

0 0 -

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

A Kontroll =10 uM Cu m25 uM Cu ®50 pM Cu B Kontroll 10 uM Cu m25 uM Cu ®50 pM Cu

12. abra: Rézkezelt Brassica fajok fégyokérhossza (A) és gyokérrendszer friss tomege (B) (kontroll %). A
*-gal jelolt értékek a kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (*¥**) valdsziniiségi szinteken
szignifikansan kiilonb6znek a Student-féle T-teszt alapjan (n=15).

Ezzel szemben a teljes gyokérrendszer friss tomege koncentracio-fliggd modon csokkent,
valamint a B. napus esetében a 10 és 25 uM rézszulfat- kezelés kisebb csokkenést okozott a

friss tomegben, mint amilyet a B. juncea esetén tapasztaltam (12.B abra).

Erdekes kiilonbség, hogy mig a réz mindkét faj fogydkérhosszat és friss tomegét jelentésen
csOkkentette, cinkkezelés hatasara a két vizsgalt faj eltérd reakcidot mutatott ugyanezen két
paraméter tekintetében. A B. juncea fégyokerének hossza nem csokkent az alkalmazott
cinkkezelések miatt. Ezzel szemben a B. napus fogyokérhossza szignifikansan csokkent, ez

azonban nem fliggott az alkalmazott kezelés mértékétol (13.A abra).
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13. abra: Cinkkezelt Brassica fajok fogyokérhossza (A) és gyokérrendszer friss tomege (B) (kontroll %). A
*-gal jelolt értékek a kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonb6znek a Student-féle T-teszt alapjan (n=15)

A gyokérrendszer friss tomegének valtozésa a fogyokerek hosszdhoz hasonld tendenciat
mutatott. A B. juncea esetén az 0Osszes alkalmazott cinkkoncentracio kis mértékben
megemelte a friss tomeget, ez a hatds a 150 pM-os kezelésnél volt a legszembetiindbb.

Ekozben a B. napus gyokerek friss tomege koncentraciofiiggd csokkenést mutatott (13.B
abra).

Az oldalgyokerek szamanak vizsgalata érdekes jelenségre deritett fényt. Mindkét faj esetén a
legalacsonyabb alkalmazott rézszulfat-kezelés (10 uM) jelentds, azonban statisztikailag nem
szignifikans emelkedést okozott az oldalgydkerek szamaban, a 25 uM CuSO4 kezelés kicsivel
a kontroll szintje ald, a legmagasabb rézkezelés pedig szignifikdns mddon csokkentette az
oldalgyokerek szamat. A 300 puM rézszulfat-kezelés hatasara tapasztalt oldalgyokérszam-

csokkenés a B. napus esetén volt jelentésebb (14. abra).
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14. abra: Rézkezelt Brassica névények oldalgyokérszama (db). A *-gal jelolt értékek a kontrolltol P<0,05
(*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbdznek a Student-féle T-teszt
alapjan (n=15).

70 -
=
-5
3
< 60 -
0
>
o0
S 50
>
o0
]
EA4O
==
SE30
=<
5]
S
i~ 20 A
Qo
>
=0
g} 10 -
=
o 0

B. juncea B. napus

Kontroll =50 uM Zn ®150 uM Zn ®300 uM Zn

15. abra: Cinkkezelt Brassica névények oldalgyokérszama (db). A *-gal jelolt értékek a kontrolltol P<0,05
(*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonbdznek a Student-féle T-teszt
alapjan (n=15).

A cinkszulfat-kezelés joval erdteljesebb hatast gyakorolt a két faj oldalgyOkérszamara: a
oldalgyokerek szama a legalacsonyabb (50 uM) cinkkezelésnek koszonhetden szignifikdnsan
megemelkedett. Eltérést tapasztaltam az oldalgyokérszam emelkedés mértékében is, B. juncea

esetén 103, mig B. napus esetén csupan 56%-0S emelkedést mértem. Tovabbi kiilonbség,
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hogy a B. juncea esetén a kézepes (150 uM) alkalmazott cinkkoncentracio is megemelte az

oldalgyokerek szamat (15. abra).

V.4, Réz- és cink-indukalt sejtfalmédosulasok

A rézkezelés altal kivaltott lignifikaciot a gyokérrendszerben soésavas floroglucinol festéssel
vizsgaltam. Erdekes modon a festés csupan az oldalgydkerek eredése kornyékén mutatott
ligninberakodast, ez mindkét fajban, minden alkalmazott rézkoncentracid esetén lathato volt,
a fest0dés intenzitasa B. juncea esetén egy kicsivel er6sebbnek mutatkozott (16. abra A és B).

Az oldalgyokerek tovében kimutatott réz-indukalt ligninfelhalmozddas kolokalizaciot

mutatott hidrogén-peroxiddal (16.C abra).

100 pm

16. abra: Reprezentativ fotok a B. juncea (A) és B. napus (B) gyOkérrendszerében torténd lignifikacio
kimutatasar6l, valamint a hidrogén-peroxid (vorés rezorufin fluoreszcencia) és lignin kolokalizacidja (C)
(Mérce=0,1 mm).
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Cink hatdsara nem tapasztaltam a réz esetében kimutathatd, hidrogénperoxid-fiiggd

lignifikaciot.

A sejtfalakba berakodd kalléz kimutatdsra anilinkék-festést hasznaltam, aminek
fluoreszcencia-intenzitasat a gyokércsicsok merisztematikus zonajaban mértem. B. juncea
esetén egyik alkalmazott rézkezelés sem okozott emelkedést a merisztematikus zoéna
sejtfalainak kalloztartalmaban, ezzel szemben B. napus esetén az alacsony (10 uM) és magas
(50 uM) rézszulfat-kezelés enyhe emelkedést okozott e poliszacharid mennyiségében (17.

abra).
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17. abra: A kalléz mennyiségének valtozasa a rézkezelt Brassica fajok gyokércsucsaiban. A *-gal jelolt

értekek a kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdszinliségi szinteken szignifikdnsan
kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan.

Ezzel szemben az anilinkék-festés kimutatta, hogy cink hatdsara mindkét fajban szignifikans
mennyiségll kalloz rakodott be a merisztematikus zona sejtfalaiba; a berakodas mértéke B.

napus esetén volt jelentdsebb (18. abra).
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18. abra: A kalléz mennyiségének valtozasa a cinkkezelt Brassica fajok gyokércsucsaiban. A *-gal jelolt
értékek a kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (*¥**) valoszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan (n=10).
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V.5. A nehézfém-érzékenység indikatora a gyokércsicsban — a gyokércsucsi merisztéma
életképessége

A gyokércsticsi merisztémak életképességét fluoreszcein diacetat festéssel vizsgaltam, ami
mindkét fajban szignifikans életképesség-csokkenést jelzett rézkezelés hatasara (19. abra). A
10 uM-os rézszulfat-kezelés lathatdban kevésbé csokkentette a B. juncea gyokércsucsi
merisztémainak ¢€letképességét, valamint a legmagasabb (50 uM) alkalmazott kezelés esetén
is magasabb volt a sejtek €letképessége, mint a B. napus gyokércsucsaiban, mikdzben 25 uM

réz-szulfat hatdsara a két faj kozott nem mutatkozott kiilonbség.
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19. abra: A gyokércsticsi merisztéma életképességének valtozasa rézkezelt Brassica névényekben (kontroll
%). A *-gal jelolt értékek a kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valdszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonb6znek a Student-féle T-teszt alapjan (n=10).

A rézkezeléssel szemben, a cinkkezelésnek kitett Brassica gyokerek életképességének
vizsgalata alapjan elmondhato, hogy a két faj eltéré mértékben érzékeny a cinkstresszre. A B.
juncea gyokércsticsi merisztémai egyik alkalmazott cinkkezelés hatasara sem veszitenek
¢életképességiikbdl, mig a B. napus gyokereinek életképessége szignifikansan csokken,

kiilondsen igaz ez az 50 és 300 uM-os kezelések esetén (20. abra).
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20. abra: A gyOkércstucsi merisztéma életképességének valtozasa cinkkezelt Brassica novényekben

(kontroll %). A *-gal jelolt értékek a kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (¥**) valosziniiségi
szinteken szignifikansan kiilonboznek a Student-féle T-teszt alapjan (n=10).
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V.6. Réz- és cink-indukalt valtozasok a ROF és RNF egyenstilyaban

A kiilonbozo6 reaktiv molekuldk, mint példaul a ROF és RNF egyensulyanak felboruldsa
valtozasokat okoz a sejt redox statuszdban, ami tobbek kozott szerepet jatszhat az elébbiekben

bemutatott novekedési és egyéb valaszokban a vizsgalt Brassica fajok gyokereiben.

A rézstressz hatasat a ROF és RNF egyensulyara a Brassica fajok gyokereiben kiilonféle

fluoreszcens mikroszkopias eljarasokkal és enzimaktivitas-mérésekkel mutattam ki.

A rendszer elsé eleme a stressz hatasara képzddé szuperoxid gyokanion, aminek
mennyiségére dihidroetidiumos festéssel kovetkeztettem a gyokércsucsokban (26.A abra).
Lathato, hogy mig B. juncea esetén az alkalmazott rézkoncentraciok emelkedésével
parhuzamosan csokkend tendencia figyelhetd meg, addig a B. napus gyokércsucsainak

gyokanion mennyisége (21.A abra).

A sejtben felhalmozddé szuperoxid gyokanion lebontdsaért elsdsorban a SOD enzim a felelds,
aminek aktivitasat fotometrias modszerrel mértem. A B. juncea gyoOkereiben tapasztalt
szuperoxid gyOkanion mennyiségének csokkenésének hatterében koncentraciofiiggd modon
fokoz6dd SOD aktivitas all, és bar a SOD aktivitas B. napus esetén is szignifikdnsan
megemelkedett, ez mégsem volt képes ellenstilyozni a szuperoxid gyokanion megnovekedett

termelddését (21.B abra).
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21. abra: A szuperoxid gyokanion mennyiségének (A) és az azt lebontd szuperoxid dizmutdz enzim

aktivitasanak (B) valtozasa a rézkezelt Brassica gyokerekben. A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05
valdszinliségi szinteken szignifikansan kiilonboznek egymdstol a Duncan teszt alapjan (n=10 és 6).

A SOD miikddésének terméke a hidrogén-peroxid, aminek mennyiségi valtozasat Amplex
Red fluoreszcens festési eljarassal hataroztam meg (26.B abra). A szuperoxid gyokanoin SOD
altal torténd lebontasanak és a rézstressz hatdsara a hidrogén-peroxid szintje altalanossagban
megemelkedett mindkét faj gyokércsiicsaban, azonban egyértelmii tendenciat nehéz volna
megallapitani, viszont jol latszik, hogy a szuperoxid gydkanion és SOD értékekhez hasonldan

az értékek joval magasabbak B. napus esetén (22.A abra).

A sejtben keletkezd hidrogén-peroxidot tobbek kozott az APX enzim képes semlegesiteni,
ennek aktivitasat szintén fotometrias modszerrel mértem. Mindkét fajban, a legalacsonyabb
(10 uM) rézszulfat-kezelés nem szignifikdns modon megemelte, mikdzben a magasabb (25 és
50 uM) rézkezelések szignifikansan csokkentették az APX aktivitast (22.B abra). Az
el6z6ekhez hasonloan tovabba itt is lathatd, hogy a mért APX aktivitasok altalanosabban joval

magasabbak B. napus esetén, mint a B. juncea gyokereiben.
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22. abra: A hidrogén-peroxid mennyiségének (A) és az azt lebontd aszkorbdt peroxidiz enzim
aktivitasanak (B) valtozasa a rézkezelt Brassica gyokerekben. A kiilonb6z6 betlivel jelzett oszlopok P<0,05
valosziniliségi szinteken szignifikansan kiilonbdznek egymastol a Duncan teszt alapjan (n=10 és 6).

A réz ROF- és RNF-ra gyakorolt hatasa mellett megvizsgaltam a cinkstressz hatasat is azok

homeosztazisara.

A szuperoxid gyok anion szintje szignifikdnsan csokkent mindhdrom alkalmazott cinkkezelés
hatasara a B. juncea gyokércsucsaiban, mig ezzel szemben B. napus esetén az 50 és 150 uM
cinkszulfat-kezelés szignifikans novekedést valtott ki, a 300 uM pedig nem okozott jelentos
eltérést a kontrollhoz képest (23.A és 28.A abra).
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23. abra: A szuperoxid gyokanion mennyiségének (A) és az azt lebontd szuperoxid dizmutdz enzim
aktivitasdnak (B) valtozasa a cinkkezelt Brassica gyokerekben. A kiilonb6z6 betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan (n=10 és 6).

A SOD aktivitasanak valtozasa cinkstressznek kitett B. juncea gyokerekben
koncentraciofiiggd, szignifikdns emelkedést mutatott, ami magyardzhatja a szuperoxid
gyokanion szintjében tapasztalt csokkeno tendenciat. A SOD aktivitasa szintén szignifikansan
megemelkedett B. napus gyokerekben is, ez azonban egyrészt nem fiiggdtt az alkalmazott
cinkkezelés erdsségétdl, masrészt pedig csupan a 300 uM cinkszulfat-kezelés esetében tudta a

szuperoxid gyOkanion szintjét kontroll szintre csokkenteni (29.B abra).

A hidrogén-peroxid mennyisége a B. juncea gyokércsucsaiban a 300 uM cinkkezelést kivéve

alacsonyan maradt. A B. napus esetén az alacsony (50 uM) és kozepes (150 uM)

crer

hidrogén-peroxid képzddéséhez vezetett (24.A és 28.B abra).
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24. abra: A hidrogén-peroxid mennyiségének (A) és az azt lebontd aszkorbat peroxidaz enzim
aktivitasanak (B) valtozasa a cinkkezelt Brassica gyokerekben. A kiilonbozd betiivel jelzett oszlopok
P<0,05 valésziniiségi szinteken szignifikansan kiillonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan (n=10 és 6).

Az APX enzim aktivitasa jol reflektal a hidrogén-peroxid szint valtozasara a B. juncea
gyokereiben, az 50 és 150 uM cinkszulfat-kezelés altal okozott enyhén magasabb APX
aktivitas cs6kkenteni tudta a hidrogén-peroxid mennyiségét, mig a kozel kontroll szinti APX
aktivitas 300 uM cinkkezelés esetén mar nem volt elég a hidrogén-peroxid mennyiségének
alacsonyan tartasahoz (24.B abra). B. napus esetén a 150 és a 300 uM cinkkezelés csokkentett
az APX aktivitasat, ami szerepet jatszhat a mar emlitett kiugré hidrogén-peroxid szintnek a

300 uM cinkkezelés esetén.

A ROF mellett vizsgaltam a RNF mennyiségét is, ezek koziil a legfontosabb a stressz hatasara
képz6d6 NO, amit DAF-FM festéssel mutattam ki a gyokércsticsokban (26.C abra).
Rézkitettség hatasara szignifikansan megemelkedett a gyokércstiicsok NO tartalma B. juncea

esetében, mikdzben szintje kis mértékben csokkent a B. napus gydkereiben (25.A abra).
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25. abra: A nitrogén-monoxid (A) és az a peroxinitrit (B) mennyiségének valtozasa a rézkezelt Brassica
gyokércsucsokban. A kiilonbozd betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniliségi szinteken szignifikansan
kiilonb6znek egymastol a Duncan teszt alapjan (n=10).

Amennyiben azonos szovetekben lokalizalodik a NO valamint a szuperoxid gyodkanion,
peroxinitrit képzddik, aminek mennyiségére 3’-(p-aminofenil) fluoreszcein  festéssel
kovetkeztettem (26.D abra). B. juncea esetén a gyokércsticsokban réz hatasara szignifikansan
megemelkedik a peroxinitrit szintje (25.B abra). A B. napus gyokércsucsaiban szintén
megnovekedett peroxinitrit-tartalmat tapasztaltam, itt a hattérben viszont az el6z6hoz képest
forditott a helyzet, a szuperoxid gydkanion szintje ndtt, mikozben a NO szintje csokkent, azaz
itt feltételezhetéen a szuperoxid gyodkanion szintjének erdteljes emelkedése felelos a

megndvekedett peroxinitrit mennyiségeért.

26. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszképos képek kontroll és 50 uM CuSO, kezelésnek Kkitett
Brassica gyokércsucsokrol. A: B. napus — szuperoxid (DHE), B: B. juncea — hidrogén-peroxid (Amplex
red), C: B. juncea — nitrogén-monoxid (DAF-FM DA), D: B. juncea — peroxinitrit (APF) (Mérce=0,2 mm).
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27. abra: A nitrogén-monoxid (A) és az a peroxinitrit (B) mennyiségének valtozasa a rézkezelt Brassica
gyokércstucsokban. A kiilonbozd betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniliségi szinteken szignifikansan
kiilonboznek egymastol a Duncan teszt alapjan (n=10).

Cinkkezelés hatasara a NO mennyisége mindkét vizsgalt faj gyokércsucsaiban,
koncentraciofiiggé modon megemelkedett, azonban statisztikailag ez csupan a B. juncea

esetében volt szignifikans (27.A és 28.C abra).

A NO ¢és a szuperoxid gyokanionbdl kialakuldo peroxinitrit szintje mindkét faj

gyOkércsucsaiban emelkedést mutatott a cink kezelések hatasara (27.B és 28.D ébra).

— ]
200 pm 200 pm

28. abra: Reprezentativ fluoreszcens mikroszképos képek kontroll és 300 uM ZnSO, kezelésnek kitett
Brassica gyokércstucsokrol. A: B. napus — szuperoxid (DHE), B: B. napus — hidrogén-peroxid (Amplex
red), C: B. napus — nitrogén-monoxid (DAF-FM DA), D: B. napus — peroxinitrit (APF) (Mérce=0,2 mm).
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V.6.1. A cinkstressz tirozin nitraciot okoz a Brassica fajok gyokerében

A peroxinitrit szintjének emelkedése alapjan feltételezhetd volt, hogy torténik fehérje tirozin
nitracid, amit mint a nitrozativ stressz markerét elézetes immunoprecipitaciéval dsszekapcsolt
western blot mddszerrel mutattam ki a kontroll és 300 uM cinkszulfat-kezelésnek kitett

Brassica fajok gyokerében.
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29. dbra: Reprezentativ immunoblot a fehérje tirozin nitracié kimutatasara. A képen lathatd, hogy mind a B.
juncea, mind a B. napus gyokereiben, kontroll és 300 uM cinkszulfat-kezelés mellett nétt novények
gyoOkerében kimutathatd volt fehérje tirozin nitracié. A kontroll mintakban tapasztalt gyenge jelhez képest
cinkstressz hatasara mindkét esetben emelkedett a tirozin nitracid mértéke, aminek mintazataban a két
vizsgalt faj kozott nem volt eltérés.

A 3-nitrotirozin elleni antitesttel végzett kisérletek eredménye alapjan lathatd, hogy mindkét
fajban mind a kontroll, mind a 300 uM cinkkezelés mellett ndtt névények gyokerében tortént
fehérje tirozin nitracio, dsszesen nyolc fehérjesav mutatott pozitiv immunvalaszt, 250, 60, 50,
45, 40, 35, 30 és 27 kDa-os méretben (29. abra). A kontroll mintakban az immunopozitiv
savok joval halvanyabbak voltak, mig a cinkkezelt mintdkban hatdrozott erésddés volt
tapasztalhatd. Ez arra utal, hogy a fehérjék egy része mar kontroll koriilmények kozott is
bizonyos fokon nitralédik, ez azonban cinkstressz hatasara fokozodik. Az intenzifikacid
mértéke mindkét vizsgalt fajban jelentds volt, azaz mindkét faj proteomja érzékeny a

nitrozativ modositasokra.

67



A rézstressznek kitett novények esetén mar az eldzetes kisérletek alapjan latszott, hogy bar a
peroxinitrit-értékek alapjan lehetségesnek tiint, a cinkkezeléssel szemben egyik alkalmazott
rézkezelés sem okoz valtozast a fehérjék nitraltsdgi mintazataban vagy annak fokaban, azaz a
kontroll mintakban tapasztalt fehérje nitracios szint nem emelkedett rézkezelés hatasara, igy

ezzel a késébbiekben nem foglalkoztam részletesebben.

V.6.2. Az oxidativ stressz indikatora - lipidperoxidacio

A réz képes kiilonféle szabad gyokok képzdédését indukalni, ezek, valamint a ROF
homeosztazis egyensulyanak felboruldasa miatt felhalmozodo hidroxil gyok képesek lipid
membranok peroxidativ karositasara, igy a lipidperoxidacié vizsgalata az oxidativ stressz

direkt indikatoraként alkalmazhatd.

A Schiff-reagenssel végzett szovettani festés eredménye jol lathatod rozsaszin elszinezdéssel
jelezte a lipidperoxidacid termékét, a malondialdehidet mindkét vizsgalt fajban és mindhdrom
alkalmazott rézkoncentracidé esetében (30. abra). Bar a festés kvantitativ analizisre nem
alkalmas, lathat6, hogy a festés intenzitasa és kiterjedése a B. napus gyokereiben jelentOsebb,

azaz itt magasabb az oxidativ stressz mértéke, ami egybe vag a mar bemutatott ROF

mennyiségének alakulasaval.

30. abra: A lipidperoxidacido kimutatasa rézkezelésnek kitett B. juncea (A) és B. napus (B)
gyokércsiicsokban. Balrdl jobbra a kontroll, 10, 25 és 50 uM rézkezelés reprezentativ képei lathatok
(Mérce=0,2 mm).

Ezzel szemben a cinkstressznek kitett Brassica novények gyokerei esetén azt tapasztaltam,

hogy csupan a B. napus gyokereiben keletkezett rézsaszin szinreakcid, annak membranjai
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erdsen karosodtak az oxidativ stressz kovetkeztében, mikézben a B. juncea esetén ez nem volt

kimutathat6 (31. abra).
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31. 4bra: A lipidperoxidacié kimutatasa cinkkezelésnek kitett B. juncea (A) és B. napus (B)
gyokércstucsokban. Balrél jobbra a kontroll, 50, 150 és 300 uM cinkkezelés reprezentativ képei lathatok
(Mérce=0,2 mm).
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VI. Eredmények értékelése

VI.1. Nehézfémfelvétel és transzlokacio

A rézzel és cinkkel kezelt novények elemtartalmanak vizsgédlata alapjan mindkét altalam
alkalmazott nehézfémrdl megallapithatd, hogy a vizsgalt Brassica fajok jo hatasfokkal
képesek azokat felvenni, azonban a névényen beliil elsésorban a gyokérben akkumulalédnak.
Az egyes nehézfémek felvételének ¢és transzlokaciojanak volumenérdl altalanosan
elmondhat6, hogy a két vizsgalt faj egy nagysagrenddel tobb cinket vett fel a tapoldatbol,
mégis, ahogy a mar bemutatott eredményekbdl latszik, megkozelitdleg hasonlo, sét inkabb

enyhébb novekedési valaszokat produkaltak, mint a rézterhelésnek kitett tarsaik.

Mind a gyokér, mind a hajtds réztartalma korreldl a tdpoldathoz hozzdadott réz
mennyiségével. A két faj gyokerének rézakkumulacids képessége kozott nem mutathatod ki
érdemi kiilonbség, ez aldl kivételt képez a 10 uM rézszulfat-kezelés, ahol a B. juncea
gyokerében 50 %-kal tobb réz halmozddott fel, mint a B. napus esetén (1. tdblazat). A
novények gyokérrendszere altalanossdgban mint védelmi vonal ismert nagy nehézfémtartalmu
kozegekben, azok helyben tarolasaval a ndvény képes a hajtds védelmére a nehézfémstressz
karos hatasaival szemben (Mazhoudi és mitsai, 1997). A ndvények hajtdsdba egy
nagysagrenddel kevesebb réz transzlokalddott, és itt mar szembetinObb kiilonbség
mutatkozott, a B. juncea majdnem kétszer annyi rezet transzportalt a hajtasrendszerébe, mint a
B. napus (2. tdblazat). A tapasztalt, hatékonynak mondhato réz-transzlok4acio a hajtas irdnyaba
a xilém nyaldbokon keresztiil valosziniileg nikotinamid-komplexek formajaban valosul meg
(Burkhead és mtsai, 2009), azonban a hajtasba transzportalt réz mennyisége alapjan egyik

vizsgalt faj sem bizonyult réz-akkumulal6 fajnak.

Mindkét altalam vizsgalt faj gydkerében a hozzdadott cink mennyiségével parhuzamosan nott
a felvett cink mennyisége. A két Brassica faj gyokerének cinkfelvételi képességében csupan a
300 uM cinkszulfat-kezelés utan adodott kiilonbség, itt a B. juncea mintegy 14%-kal tobb
nehézfémet tarolt (3. tablazat). A gyokérben raktarozodd cink elsdsorban a sejtfalakban
talalhatd meg, az epidermiszsejtek pedig fontos gatként funkciondlnak a cinknek a gyokér
mélyebb régidiba jutdsa ellen. A hajtds tekintetében a cinkkezelés koncentraciofiiggd
novekedést eredményezett annak cinktartalmaban, azonban a rézhez hasonléan az itt mért
értekek egy nagysagrenddel elmaradtak a gyokérben tapasztaltaktol. A B. napus esetén a

hajtasba irdnyuld Zn-transzport hatékonyabbnak bizonyult, kiilondsen az alkalmazott
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legenyhébb ¢s kozepes erdsségli cinkkezelés esetén (4. tablazat). Az eredmények mindkét
fajban hatékony gyokér-hajtas transzportra utalnak, ami més fajokban, mint sz6jababban vagy
paradicsomban elsddlegesen citrom- illetve almasavval alkotott komplexek formajaban
torténik a xilémben. Ezen kiviil, cinkstressznek kitett ndvényekben kis mennyiségben oldhato
cink-foszfat szintén megtalalhato a xilémnedvben is (White és mtsai, 1981). Kisérleti
rendszeremben, mindkét, a korai novekedési stadiumban (9+7 nap) 1évé faj cink-
akkumulalénak bizonyult, mivel a hajtasrendszeriikkbe transzportadlt cink mennyisége
meghaladta a hajtas szaraz tomegének a 0,1%-at (300 uM cinkszulfat-kezelés: B. juncea:
3211 pg/g SZT; B. napus: 3727 pg/g SZT). Hasonl6 cinkakkumulacids tendenciakat figyeltek
meg korabban mas, 12 napos, mérsékelten cinkakkumulaloként szamon tartott Brassica fajok

esetén (Ebbs és Kochian, 1997).

A gyokérben talalhato cink els6dlegesen a merisztematikus zonaban volt megtalalhatd, ami
valészinlileg az itt taldlhatdo sejtek vékonyabb sejtfalainak nagyobb permeabilitasanak
koszonhet6 (8. abra C és D). A Zinquin-1 fluoreszcencia szintén emelkedett Solanum nigrum
gyokrécsucsaiban is, habar abban az esetben homogén eloszlast mutatott (Xu és mtsai, 2012).
Habar az ICP-MS mérések alapjan a két faj gyokerének cinktartalma kozott nem latszott
lényegi kiilonbség, a fluoreszcens jelolés alapjan a B. juncea gyokércsucsaiban nagyobb
mennyiségll cink halmozoddott fel. A cink-kapcsolt fluoreszcencia egyik alkalmazott festés €s

egyik faj esetében sem bizonyult koncentraciofiiggének.

A sejtszintli cink-lokalizaci6 vizsgalata alapjan a cink elsddlegesen a sejtfalakban
halmozodott fel, emellett a gyokér felszinén lévd elhalt sejtek citoplazméjaban és
sejtmagjaban is kimutathatd volt (9. dbra), hasonldan az irodalomban mar kordbban leirtakhoz
(Rathore és mtsai, 1972). A gyokér belsdbb sejtrétegeiben, elsdsorban a sejtek apoplasztikus
terében halmozddott fel cink, és a legtobb sejt €letképes maradt, egyetértésben Kiipper és
mtsai (2000) eredményeivel. A sejtfal metabolikus inaktivitasat a novények hasznukra
forditjak a nehézfémek feltartoztatdsdban és kizarasaban (Krzeslowska, 2011), ami eldsegiti

tulélésiiket (Rout és Das, 2003).
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VI1.2. Nehézfém-indukalt valtozasok a mikroelemek homeosztazisaban

A rézstressz szamottevOen befolyasolta a két vizsgalt Brassica faj mikroelem-haztartasat. A
Zn, Fe és Mn koncentracioja szignifikansan, de az alkalmazott rézkoncentracid erdsségétol
fliggetleniil csokkent mindkét vizsgalt fajban (5. tablazat). A kialakul6 vashiany a felvételkor
kialakulé Cu-Fe kompeticiobol eredeztethetd antagonizmus eredménye (Lequeux és mitsai,
2010), ennek elsddleges tiinete a levélerek kozott kialakuld klordzis (Taylor és Foy, 1985),
ami mindkét faj levelein jol megfigyelhetd volt. Szintén mindkét faj cinktartalmat negativan
befolydsolta a rézstressz, ennek hatterében az allhat, hogy megegyez0 transzporter-
molekulakat, mint példaul cink-regulalt transzporterek vagy vas-regulalt transzporter-szerii
fehérjéket (ZIP, Wintz és mtsai, 2003) hasznalnak. A mangantartalom csokkentésében is
szerepet jatszik a réz, megvaltoztatja annak felvételi hatékonysagat (Lidon és Henriques,
1993). Megemlitendd még, hogy eléfordulhat a magas ionerdsség miatt a tapoldatban
kialakulo, példaul Cu-Zn antagonizmus is, ami szintén réz indukalt cink- vagy vashianyhoz

vezethet (Luo és Rimmer, 1995).

Hasonldan a réztobblethez, a cinkkezelés hatasara is jelentds valtozasok torténtek a gyokér
mikroelem homesztazisdban (6. tdblazat). Mindkét vizsgalt faj gyokereiben megnovekedett a
réz mennyisége. A jol ismert cink-réz antagonizmus hidnyanak hatterében feltételezésem
szerint a két vegyértékii ionok kozotti diszkriminacio allhat (Irving-Williams sorrend). A cink
¢€s a réz megegyezO transzportereket hasznal, amik miikddése fokozddhat a megndvekedett
kiils6 cinkkoncentracié hatdsira, azonban az emlitett transzporterek a rezet eldnyben
részesitik a cinkkel szemben (Fratsto da Silva és Willams, 2001), ami végeredményben
felelds lehet a tapasztalt novekedésért a cinkkezelt gyokerek réztartalmaban. A rézhez
hasonldan a vas mennyisége is enyhe, am szignifikdns emelkedést mutatott mindkét vizsgalt
faj gyokerében, mikézben a cinkkezelés hatisdra minden esetben csokkent a mangan
mennyisége. Hasonld valtozasokat tapasztaltak a vas és a mangan mennyiségének
valtozasaban Arabidopsis thaliana és Thlapsi caerulescens gyokerekben is (van de Mortel és
mtsai, 2006), valamint a cinkkezelt Lolium perenne gyokerében mérheté mangan mennyisége
szintén csokkend tendenciat mutatott (Monnet és mtsai, 2006). A vas és cink kozott tapasztalt
pozitiv korrelacio alapjan feltételezhetd, hogy a vizsgalt névények fokoztak a vasfelvételiiket,
hogy megakadalyozzék a levelekben fellépd klorozist. Ezt az elképzelést timasztja ald, hogy

Arabidopsis gyokerekben a cinkstressz szamottevéen fokozta a vas-kelat reduktaz gén
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(FRO2) expressziojat, ami hozzajarulhat a vasfelvétel fokozodasahoz (van de Mortel és mtsai,

2006).

VI1.3. Nehézfém-indukalt novekedési valtozasok

A két alkalmazott nehézfém szamos ponton befolyasolta a vizsgalt Brassica fajok

novekedését.

A hajtast vizsgélva a réz €s a cink hatasa hasonl6, minden alkalmazott kezelés szignifikansan
csOkkentette a hajtasrendszer méretét. A két nehézfém altal kivaltott méretcsokkenés mértéke
annak ellenére is azonos nagysagrendiinek bizonyult, hogy a cinkstressznek kitett novények
esetén mind az alkalmazott kiils6 koncentraciok (a hatas kivaltdsa végett, irodalmi adatok
alapjan kivélasztott), mind a ndvekedésiik sordn a hajtasba transzlokalt cinkmennyiség is
magasabb volt, azaz a két Brassica faj toleransabbnak bizonyult a cinkkel szemben (10. és 11.

abra).

A gyokérre kifejtett hatadsuk alapjan azonban a két fém eltérden hatott a két fajra. A réz
mindkét Brassica faj gyokerének hossznovekedését szignifikansan gatolta (12.A abra), ezzel
szemben az oldalgyokerek szamat jol lathatdéan (viszont statisztikailag nem szignifikans
modon) emelte a 10 pM rézszulfat-kezelés (14. abra). A cink ezzel szemben csupan a B.
napus fogyokerének novekedését gatolta, mikozben a B. juncea fogyokérhosszat és friss
tomegét nem csokkentette (13. abra). Emellett a cinkstressz novekedést okozott az 50 és 150

UM cinkszulfat-kezelésnek kitett novények oldalgyokér-szamaban (15. abra).

Az enyhe réz- és cinkstressz mellett bekovetkezd pozitiv ndvekedési valasz segitheti a jobb
tapanyag- €s vizfelvételt, javitva a novény tulélési esélyeit nehézfém stressz soran. Ez, a
hajtas méretének csokkenésével segithet fenntartani a novény megfeleld vizhaztartasat is.
Hasonlo réz-indukalt morfogenetikai valaszokat (SIMV) mutattak ki Arabidopsis
gyokerekben is (Kolbert és mtsai, 2012; Pasternak és mtsai, 2005), emellett nagyobb
mennyiségii szelén, kadmium vagy cink is képes a koncentraciojatol valamint idGtartamatol

fliggben serkenteni az oldalgyokér-fejlodést (Lehotai és mtsai, 2012; Yang és mtsai, 2004).

Az eredmények alapjan a sejtmegnyulési és osztddasi folyamatok a f6- és oldalgydkerekben
joval érzékenyebbek a réz- illetve cinkstresszre, mint az oldalgyokereket 1étrehozo antiklinalis

osztodasi folyamatok a periciklusban. A cukornad fégyokerek gyokércsticsanak mitotikus
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indexét hasonloan képes gatolni a cink, mikdézben szdmos maés, citotoxikus hatassal is

rendelkezik (Jain és mtsai, 2010).

Az eredmények azt mutatjak, hogy a cink a stressz a mértékétdl fliggéen képes megvaltoztatni
a gyokérarchitekturat, emellett ez a hatas eltérének bionyult a két faj esetén. Az enyhe (50
uM) cinkstressz minddssze a B. napus gyokérrendszerében valtotta ki a SIMV fenotipusanak
kialakulasat (Potters és mtsai, 2009), ahol a fogyokér és oldalgyokerek hossza csokkent, mig
az oldalgyokerek szama nétt. Ekozben a B. juncea oldalgyokér-fejlédése jelentdsebben
indukalodott, de a fogyokér hosszat nem befolyasolta a cinkstressz, ami a kontroll
novényekhez képest egy kiterjedtebb gyokérrendszer kialakulasdhoz vezetett a kezelt
novényekben. Feltételezhetd, hogy ezek a fejlodésbeli valaszok az akklimatizacids folyamat

részei, amik hozzajarulnak a jobb tapanyag- és vizfelvételhez és igy a B. juncea tuléléséhez.

V1.4. A réz és a cink eltéro sejtfalmodosulasokat okoz a Brassica fajok gyokereiben

A kiilonb6z0 sejtfalmodositdsok fontos védelmi funkciot toltenek be a nehézfémstressznek
kitett novények gyokerében, mivel egyrészt a megerdsitett sejtfal fizikai gatként funkcional a
nehézfémek felvételének gatlasdban, masrészt sziikség esetén a ndvény képes azokat ott

tarolni, anélkiil hogy intracellularis kérokat okozna.

A gyokeér sejtfalaiban a nehézfémek miatt bekdvetkezd vizsgalatok soran eltérést tapasztaltam
a réz és a cink altal kifejtett hatdsban. Rézstressz hatasara hidrogén-peroxid termeléssel
kolokalizalt lignifikdcidt tapasztaltam az oldalgyokerek alapjanal (16. abra). A lignifikéciod
szamos enzimatikus 1épést magaba foglaldo folyamat, aminek befejezd 1épéséhez sejtfalhoz
kapcsolt peroxidazok mellett hidrogén-peroxid jelenléte sziikséges (Olson €s Varner, 1993).
A ligninberakodas a nehézfémfelvétel gatlasa mellett valoszinilileg hozzajarul a novekedésiik
gatlodasahoz, valamint a csokkent tapanyagfelvétel negativ hatdssal lehet a teljes novény
novekedésére is (Schiitzendiibel és Polle, 2002). Ezzel szemben a cinkstressz nem okozott

észlelhetd lignifikaciot egyik vizsgalt faj gyokérrendszerében sem.

A gyokér sejtfalaiba berakodo kalldéz vizsgalata soran forditott helyzet tapasztalhato, azaz a
réz csupdn nagyon enyhe kallézfelhalmozddast volt képes indukalni, azt is csak a B. napus
esetén (17. aba). Ezzel szemben cink hatdsara mindkét vizsgalt faj gyokércsucsaiba jelentds
mennyiségll kalloz rakodott be, ez a felhalmozddas kiilondsen intenzivnek bizonyult a B.

napus esetén (18. abra). Hasonld, cink-indukalt kallézakkumuléciot figyeltek meg bab
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novényekben (Peterson és Rauser, 1979), ami a lignifikdcidhoz hasonldan gatolhatja a gyokér
novekedését a sejtfal fellazulds gatlasa révén, valamint gatlodhat a jelmolekulak illetve a
novekedéshez sziikséges tapanyagok és sejtalkotd szénvegyiiletek mozgasa (Jones és mtsai,

2006; Priselova és mtsai, 2012).

Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a két vizsgalt sejtfalmodosulés kialakulasa vagy
elmaradasa fligg az alkalmazott nehézfém milyenségétdl, viszont nem bizonyult fajfiiggének a

kisérleti rendszeremben.

VLS. A réz és a cink eltéré mértékben csokkenti a gyokércsicsi merisztéma
életképességét

A gyokércsucsi merisztémak életképességének vizsgdlata a két nehézfém hatdsara tobb
kiilonbségre is fényt deritett. Réz hatdsara mindkét faj gyokércsticsanak ¢letképessége
jelentésen csokkent, ez B. napus esetén volt igazan szembe6tld, ahol mar a legalacsonyabb
alkalmazott rézkezelés (10 uM) is kozel teljes ¢életképesség-vesztést okozott (19. ébra). A réz-
indukalt sejthalal oka a redox-haztartas felborulasa, valamint az oxidativ- és nitrozativ stressz
lehet (Mullineaux ¢s Baker, 2011; Corpas és mtsai, 2011). A merisztémak életképességének

elvesztése emellett kdzvetlen szerepet jatszik a gyokérmegnytlas gatlasaban.

Ezzel szemben a cinkkezelés szinte egyaltalan nem rontotta a B. juncea gyokércsticsainak
¢letképességét, €s bar a B. napus esetén mar szignifikdns csokkenést tapasztaltam, ez
jelentdsen enyhébbnek bizonyult, mint a rézkezelt novények esetében (20. é&bra). Az
eredmények alapjan a merisztémak életképességi statusza ¢és a fogyokerek hossza
korrelacioban van egymassal, ez kivaloan lathatdo a B. juncea esetén, ahol sem az
¢letképesség, sem a fogyokerek hossza nem mutatott szadmottevd csokkenést, bizonyitva

annak cinktoleranciajat €s tAmogatva a cinktolerancia fajspecifikus voltat.

V1.6. Nehézfém-indukalt valtozasok a ROF és RNF metabolizmusaban

A két nehézfém novekedésre, sejtfalmodosulasokra és a merisztémak életképességére kifejtett
eltérd hatdsai mogott tobbek kozott a redox egyenstly megvaltozasa allhat. A ROF és RNF,
valamint az azok atalakitdsiban és semlegesitésében részt vevd enzimatikus antioxidansok

vizsgalata alapjan megallapithatd, hogy a két vizsgalt Brassica faj alapvetden hasonldoan
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reagal a réz- és cinkkezelésre, azonban a két nehézfém kiilonb6zo hatassal volt az oxidativ és

nitrozativ stressz markereire, valamint a B. juncea gyokérnovekedésére.

A rézstressz mindkét Brassica faj gyokérnovekedését erdteljesen gatolta, valamint a
gyOkércsucsi merisztéma ¢€letképességét is kozel nullara csokkentte (32. abra). A
novekedésgatlas hatterében a B. napus gyokerében erdteljesebb oxidativ stressz alakult ki,
mint B. juncea esetén (21. abra). A B. napus gyokércsticsaiban rézstressz altal indukalt
szuperoxid gyOkanion képzddéséért a kiilonboz6 NADPH oxidazok lehetnek a feleldsek
(Opdenakker ¢és mtsai, 2012); valamint hasonlo, réz-indukalt SOD aktivitast emelkedést
tapasztaltak mar masok is B. juncea gyokerekben (Singh és mtsai, 2010). A SOD intenzivebb
mitkddésének koszonhetden ndtt a hidrogén-peroxid mennyisége is a gydkércsucsban, amihez
csokkend APX aktivitas tarsult, azaz a hidrogén-peroxid semlegesitése nem tortént meg (22.
abra). Rézstressznek kitett tolgy ndvényekben szintén megfigyeltek APX aktivitas-csokkenést
(Luna és mtsai, 1994).

Az oxidativ stressz jelenlétét alatamasztja a B. napus gyokereckben minden alkalmazott
rézkoncentracio esetében tapasztalt erételjes lipidperoxidaci6 is (30.B abra). A
lipidperoxidacio az oxidativ stressz egyik kivalo indikatora (Halliwell és Gutteridge, 1992;
Corpas és mtsai, 2013). Ennek oka lehet egyrészt az APX aktivitdsanak csokkenése miatt nem
lebontott hidrogén-peroxid tovabbalakuldsa a lipidperoxidacioért nagy részben felelds
hidroxilgyokké, masrészt a réz kozvetleniil képes oxigén gyokok (hidroxil, peroxil és alkoxil)
képzésére, amik a tiolcsoportokhoz vald kotddéssel peroxidativ kéarosodast okoznak a

membranokon, igy kérositjak a sejt redox-allapotat (Dietz és mtsai, 1999).

A B. juncea csokkent gyokérnovekedése mogott alapvetden enyhébb mértéki oxidativ stresszt
mutattam ki, a szuperoxid gyokanion mennyisége csokkent az emelkedd SOD aktivitasnak
kdszonhetden, és bar a hidrogén-peroxid mennyisége emelkedett, ez joval kisebb mértékii
volt, mint B. napus esetén; az ezt semlegesité APX aktivitasa rézkezelés hatasara csokkend
tendenciat mutatott (21-22. abra). Szintén kisebb mértékii oxidativ stresszre utal a

lipidperoxidacio alacsonyabb mértéke is (30.A abra).

Rézkezelés esetén bar B. juncea-ban a RNF koziil a NO mennyisége enyhén megemelkedett,
ezzel szemben a B. napus gyokércsucsaiban mennyisége csokkend tendenciat mutatott (25.A
abra). A réz-indukalt NO tobb forrasbol szarmazhat, példaul a nitrat reduktdz aktivitasabol,
mint ahogy azt Arabidopsis gyokerében is kimutattak (Kolbert és mtsai, 2012); ezt
tamaszthatja ala a réz szerepe a nitrat reduktdzhoz is sziikséges molibdén-kofaktor

szintézisében (Pilon és mtsai, 2006). Mas esetben, példaul Vicia faba gyokércstucsokban
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viszont a NOS-szer(i enzimaktivitas bizonyult feleldsnek a réz-indukalt NO termel6désért
(Zou és mtsai, 2012). A peroxinitrit mennyisége bar mindkét vizsgalt faj esetén szignifikdnsan
emelkedett (25.B abra), a nitro-oxidativ stressz markereként szamon tartott fehérje tirozin

nitracié mértékében ez nem okozott valtozast.

Alacs
’1L801’1y. ' S SIMV
koncentracio

Réz stressz B. juncea  B. napus
" . Lignifikécio * o
Magas Novekedés- S .
- T Kall6z depozicio nv nv
koncentraci6 —>  gatlas . ) .

Eletképesség - -

ROF mennyisége * ok

Lipid peroxidacio + +=+

RNF mennyisége F +

Tirozin nitracid nv nv

32. abra: A rézstressz mindkét Brassica faj novekedését erételjesen gatolta, valamint a gydkércsucsi
merisztéma életképességét is kozel nulldra csokkentette. A ndvekedésgatlas hatterében a B. napus
gyokerében erbteljesebb oxidativ stressz alakult ki, mint B. juncea esetén, ezt alatimasztja a
lipidperoxidaci6é intenzitasa is. A RNF mennyisége bar mindkét vizsgalt faj esetén szignifikansan
emelkedett, a nitro-oxidativ stressz markereként szamon tartott fehérje tirozin nitracié mértékében ez nem
okozott valtozast. (— = csokkenés, + = enyhébb ndvekedés, ++= nagyobb mértékii novekedés, nv= nincs
valtozas)

A cinkkezelés a rézkezeléshez hasonldan jelentdsen gétolta a B. napus gyokérndvekedését,
habar megjegyzendd, hogy a gatlas mértéke enyhébbnek bizonyult, mint rézkezelés esetén
(33. abra). Ennek hatterében megemelkedett ROF képzOdést tapasztaltam. Korabban cink-
indukalt megemelkedett ROF képzddést és az antioxidans kapacitds megvaltozdsat mar
szamos ndvényben kimutattdk, példdul cukornadban, babban, kukoricdban, vagy épp
borsoban (Chaoui és mtsai, 1997; Lozano-Rodriguez és mtsai, 1997; Jain és mtsai, 2010). A
megemelkedett ROF képzddés ¢s az APX aktivitdsdnak csokkenése Osszességében oxidativ
stresszt okozott a gyokerekben (23-24. abra), ezt a lipidperoxidacio jelenléte is alatamasztja

(31.B ébra).

A RNF koziil mind a NO, mind a peroxintrit szintje megemelkedett cink hatasara (27. 4bra).
A NO 16 forrasa a gyokérben a nitrat reduktdz, de ennek aktivitdsat a cinkstressz nem
befolyasolta a Brassica gyokereiben (Bartha és mtsai, 2005). Emellett megfigyelték az
atmeneti fémek altal kivaltott GSNO bomlast, ami feltételezésem szerint NO
felszabadulasahoz vezethet (Smith és Dasgupta, 2000) a cinkkezelt Brassica gyokerekben. A

peroxinitrit mennyiségében jelentds emelkedés volt tapasztalhaté, ami fokoz6do fehérje
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tirozin nitraciohoz vezetett (29. abra). A fehérjék kontroll allapotban is megfigyelhetd
nitraltsagat mar tobb névényben, mint példaul a napraforgoban, Citrus-ban vagy borsoban is
bizonyitottdk (Chaki és mtsai, 2009; Begara-Morales és mtsai, 2013; Corpas ¢és mtsai, 2013).
Sajat eredményeimhez hasonloan stressz hatasdra megnovekedo tirozin nitraciét megfigyeltek
mar so stressznek kitett olajfa levelekben hideg-kezelt borsd, illetve viz stressznek alavetett
Lotus japonicus esetén (Valderrama és mtsai, 2006; Corpas és mtsai, 2008; Signorelli és
mtsai, 2013). Esszencialis nehézfém altal indukalt fehérje tirozin nitraciot azonban elséként
csoportunk munkdja révén sikeriilt kimutatni. A peroxinitrit konjugalt sav koztes forman
(ONOOH) keresztiil, nitrogén-dioxidda és hidroxilgyokké is képes alakulni, igy a ROF
megemelkedett mennyisége mellett szintén hozzajarulhat a csupan B. napus gyokereiben
tapasztalt lipidperoxidacié kialakulasahoz. Mivel a B. napus esetén egy iddben volt
kimutathaté oxidativ €s nitrozativ stressz, igy ebben az esetben nitro-oxidativ stressz

kialakulasarol beszélhetink.

Alacson?y ' 5 SIMV
koncentracio
Cink stressz Nincs
Magas < B. juncea S novekedésgatlas B. juncea B. napus
koncentracio B.napus  —_ Novekedés- Lignifikacio nv nv
gatlas Kall6z depozicio + ++
Eletképesség nv
ROF mennyisége + ++
Lipid peroxidacio nv i
RNF mennyisége ++ +

Tirozin nitracio + +

33. abra: A B. juncea gyokereiben a cinkkezelés nem okozott novekedésgatlast. A ROF mennyisége joval
alacsonyabbnak bizonyult, mint a gatolt gyokémdovekedésii B. napus esetén, ahol lipidperoxidacid, azaz
oxidativ stressz is kimutathaté volt. Az oxidativ stresszel ellentétben a nitrozativ stressz mértéke
magasabbnak bizonyult, mint B. napus esetében, mind a NO, kiilondsképp pedig a peroxinitrit mennyisége
szignifikdnsan megemelkedett, mikozben a fehérje tirozin nitracidé mértéke hasonld volt mindkét vizsgalt
fajban. (— = csokkenés, + = enyhébb novekedés, ++= nagyobb mértékii névekedés, nv= nincs valtozas)

A B. juncea gyokereiben a cinkkezelés nem okozott novekedésgatlast (33. abra). Az oxidativ
stressz elemeinek vizsgalata soran kideriilt, hogy az joval gyengébbnek bizonyult, mint B.
napus esetén, a megemelkedd6 SOD aktivitas alacsonyan tartotta a szuperoxid gydkanion
mennyiségét, valamint az emelkeddé APX aktivitds alacsonyabb szinten tudta tartani a
hidrogén-peroxid mennyiségét is (23-24. abra). A fentiekkel egyetértésben lipidperoxidaciot
nem tudtam kimutatni a gyokércsucsokban (31.A é&bra). Az oxidativ stresszel ellentétben a

nitrozativ stressz mértéke magasabbnak bizonyult, mint B. napus esetében, mind a NO,
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kiilonosképp pedig a peroxinitrit mennyisége szignifikdnsan megemelkedett (27. abra), habar

a fehérje tirozin nitracié hasonldé mértékii volt, mint a B. napus gydkereiben (29. abra).

Az eredményeket Osszefoglalva elmondhatod, hogy mindkét faj képes volt életben maradni
magas réz- és cinkkoncentraciok mellett, rdadasul képesek voltak a nehézfémek felvételére is
a gyoOkeriikbe, habar a legtobb esetben ez sulyos ndvekedésgatlast okozott. Ez alol kivételt
képez a cinkkezelésnek kitett B. juncea, ahol sem a gyokércsucsi merisztéma életképessége,
sem a gyokérrendszer novekedése nem szenvedett el gatlast. Osszességében tehat mindkét
altalam vizsgalt faj mérsékelten réz és cink toleransnak nevezhetd ebben a fiatal ¢letkorukban
is. Ennek hatterében kiilonb6z6 szerv- és sejtszintli toleranciamechanizmusok allnak.
Jellemzd egyrészt a nehézfémek kizardsa a hajtdsbol a transzlokacié minimalizalasaval,
esetén, a jobb viz- és tapanyagfelvétel, azaz a talélés érdekében. Sejtszinten a gyokér sejtjel
igyekeznek kizarni a két vizsgalt nehézfémet a citoplazmajukbol, ezt rézstressz esetén
lignifikacid, mig cinkstressz esetén kallozberakodas segiti, emellett cinkkezelés esetén

kimutattam annak megkotését a sejtfalban is.

Bar a két fém altal B. juncea gyokereiben okozott valtozasok a ROF és RNF mennyiségében
hasonld tendenciat mutattak, fontos kiilonbség, hogy cink hatasara nem alakul ki
lipidperoxidacio, azaz oxidativ stressz. Ezzel szemben minden egyéb esetben (rézstressz
hatasara mindkét fajban, valamint cinkstressz alatt B. napus esetén) megfigyelhet6 valamilyen
mértékll lipidperoxidacio, és igy oxidativ stressz, ez pedig a gyokérndvekedés gatlasaval
parosul. A RNF mennyiségének valtozasa alapvetéen fajspecifikusnak bizonyult (B. juncea
esetén erdsebb, mig B. napus esetén gyengébb emelkedés); ez rézstressz hatasara nem okozta
a fehérje tirozin nitracid6 fokozdodasat, mikézben cink hatdsara mindkét fajban jelentds

emelkedést tapasztaltam.

Az eredmények alapjan az is feltételezhetd, hogy a két faj réz- és cink-érzékenysége inkabb
fligg az oxidativ stressz mértékétdl illetve meglététdl, mint a nitrozativ stressz folyamatokétol,
ennek oka pedig az lehet, hogy az oxidativ stressz szélesebb korti, tobb makromolekulat érint,

mig a nitrozativ stressz kevesebbet.
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VII. Osszefoglalas

Ph.D. munkam soran a réz és a cink hatdsat hasonlitottam Ossze két, gazdasagilag nagy
jelentdséggel bird haszonndvényben, Brassica juncea-ban és Brassica napus-ban. Kutatasaim
soran e két faj nehézfémstresszre adott valaszait vizsgaltam morfoldgiai, biokémiai €s
molekularis szinten. Elvégeztem a nehézfémstressznek kitett novények fémfelvételének és
mikroelem-haztartasanak vizsgalatat, tanulmanyoztam a stressz-indukalt morfogenetikai
valaszok kialakuldsat, az ezek hatterében huzodd egyes folyamatokat, mint a
sejtfalmodosulasokat, az életképesség valtozasat és a ROF és RNF metabolizmusaban

bekovetkezett valtozasokat, azok viszonyat.

A munkdm sordn kapott eredményeim alapjan megallapithato, hogy:

1. A rézzel és cinkkel kezelt ndvények elemtartalmdnak vizsgélata alapjan mindkét
nehézfémre igaz, hogy a vizsgalt fajok jo hatasfokkal képesek azokat felvenni,
emellett ezek a gyokérben akkumuldlodnak. A hajtdsba torténd transzportrol
elmondhatd, hogy a cink egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségben transzlokalodott
a fajok hajtasaiba, mint a réz; valamint mind a réz-, mind a cinkkezelés megzavarta a

két vizsgalt faj gyokereinek Cu/Zn, Fe és Mn-haztartasat.

legenyhébb cinkkezelés csak a B. napus esetén valtotta ki a stressz-indukalt
morfogenetikai valasz dsszes tiinetének megjelenését. Ezen kiviil megallapithato, hogy
a rézstresszre mindkét faj, mig cinkstresszre csak a B. napus gyokérrendszerének
novekedése bizonyult érzékenynek.

3. A réz és a cink eltérd sejtfalmodosulasokat okozott a két vizsgalt faj gydkereiben. A
rézstressz ligninberakodast indukalt az oldalgyokerek eredési zondjaban, ami
hidrogén-peroxid- asszocialtnak bizonyult, mikozben cink hatasara nagy mennyiségii
kalloz adodott a gyoOkércsucsokat alkotd sejtek sejtfalaihoz. A gyOkércsucsi
merisztéma életképességének vizsgéalata alapjan elmondhatd, hogy a réz és a cink
eltérd mértékben csokkenti azok életképességét. Réz hatdsara ez mindkét faj esetében

jelentésen csokkent, mig a cinkstressz nem befolyasolta érdemben a B. juncea
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gyOkércsucsainak ¢€letképességét, és a B. napus esetén tapasztalt csokkenés is joval
enyhébbnek bizonyult, mint amit rézstressz esetén tapasztaltam.

4. Eredményeim fényt deritettek a réz- ¢és a cinkstressz hatasara bekdvetkezd
valtozasokra a ROF ¢s RNF homeosztazisaban. Réz hatdsara a gyodkércsticsokban
talalhato NO mennyisége B. juncea esetén enyhén megemelkedett, mig B. napus
esetén csokkent, és bar a peroxinitrit mennyisége minkét faj esetén szignifikdnsan
emelkedett, a fehérje tirozin nitracid mértékében nem tapasztaltam emelkedést, azaz a
nagymértékii oxidativ stressz jelenléte ellenére nem beszélhetiink nitro-oxidativ
stresszrol.

Ezzel szemben cink hatasara mindkét vizsgalt faj gyokerében megemelkedett mind a

NO mind a peroxinitrit mennyisége, €s benniik tapasztalhatd oxidativ stressz eltérd

mértéke ellenére mindkét esetben fokozodott a fehérje tirozin nitracid mértéke.

5. Kutatdsaim alapjan elmondhato, hogy az oxidativ stressz meghatarozo6 szerepet jatszik
a két vizsgalt Brassica faj nehézfém-érzékenységében. Ahol nem alakult ki oxidativ
stressz, ott a gyokér ndovekedésének gatlasa elmaradt, azaz a n6vény jobban toleralta a
nehézfémstresszt (jelen esetben a B. juncea a cinkstresszt). Az eredmények alapjan az
is feltételezhetd, hogy a két faj réz- és cink-érzékenysége inkdbb fligg az oxidativ

stressz mértékétdl illetve meglététdl, mint a nitrozativ stressz folyamatokétol.

A kutatasaim soran elért eredményekbdl jol latszik, hogy a nehézfémstressz hatdsara
bekovetkezd morfologiai véltozasok mogott szertedgazd valtozasok allnak, kezdve az

elemtartalom megvaltozasatol egészen a nitrozativ valamint oxidativ stressz kialakulasaig.

Véleményem szerint az elvégzett kisérleti munkammal hozza tudtam jarulni az abiotikus
stressz (nehézfém stressz) hatasara kialakuld nitro-oxidativ stressz Osszefiiggéseinek jobb

megismeréséhez.
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VIII. Summary

During my Ph.D. studies, | compared the effect of copper and zinc on two economically
important plant crop species: Brassica juncea and Brassica napus. | investigated their
responses to heavy metal stress by analysis of changes in their morphology, biochemistry and
molecular levels. I performed the investigation of the two species’ heavy metal uptake and
changes in their microelement homeostasis. Furthermore, | studied the stress-induced
morphogenetic responses, as well as the underlying background processes such as changes in
the cell walls, loss of root apical meristem viability, changes in the levels of reactive oxygen

and nitrogen species and their interconnections.

Based on my results, | can summarise:

1. According to the element content analysis of the two species grown in excess copper
or zinc, it can be stated that the two species have demonstrable metal uptake capacity,
accumulating the two metals primarily in their root systems. The root-to-shoot
transport is more effective with that of zinc than that of copper stress: the plants
translocate zinc in an order of magnitude better into their leaves. Both copper and zinc
stress caused alterations in the Cu/Zn, Fe and Mn homeostasis in the roots of the two
investigated species.

2. The lowest applied copper treatment caused the development of the symptoms of
stress-induced morphogenetic responses in both species, while the lowest zinc
treatment caused a similar effect only on B. napus. It was also found that the root
growth of both species is sensitive to copper stress, while only the root growth of B.
napus proved to be sensitive to excess zinc.

3. The copper and zinc resulted in different cell wall alterations in the roots of the two
species. Copper caused lignin formation at the base of the lateral roots, which was
proved to be hydrogen peroxide-dependent, while zinc resulted in callose deposition in
the cell walls of the root tips. The two applied heavy metals affected the viability of
the root apical meristems in different ways. Copper caused significant viability-loss in

both species, while zinc excess did not affect the viability of the root tips of B. juncea.
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Moreover, the decrease in viability experienced in B. napus was significantly smaller
than in case of copper excess.

4. My results highlighted the copper- and zinc-induced changes in the homeostasis of the
reactive oxygen and nitrogen species. Copper caused a slight increase in the NO
content of B. juncea root tips, whereas the levels decreased in the case of B. napus
Moreover, while the peroxynitrite level in both species’ root tips increased
significantly, increase in the protein tyrosine nitration was undetectable. Therefore,
despite the strong oxidative stress, no comment can be made regarding nitro-oxidative

stress.

Conversely, zinc increased both the NO and peroxynitrite levels of both species’ root
tips, and despite the different level of oxidative stress detected, protein tyrosine

nitration increased in both species.

5. According to my results, oxidative stress plays a predominant role in the heavy metal
sensitivity of the two Brassica species. Where oxidative stress was undetectable, the
growth of the root was not inhibited, thus the plant tolerated heavy metal stress better
(in this case B. juncea zinc excess). The results also suggest that the sensitivity of the
two species to copper or zinc stress is determined by the level of oxidative stress,

rather than by the nitrosative stress processes.

Based on the results obtained during my research, it is clear that behind the morphological
changes due to heavy metal stress there is a complicated network of changes, from the

alterations in the element content to the development of nitrosative and oxidative stress.

In my opinion, with the work that | have done, | have contributed to the better understanding

of the development of nitro-oxidative stress due to abiotic (heavy metal) stress.
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Xl. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt héalds koszonettel tartozom témavezetéimnek, Dr. Ordogné Dr. Kolbert
Zsuzsannanak ¢és Prof. Dr. Erdei Laszlonak a doktoranduszi éveim alatt nyujtott
nélkiilozhetetlen segitségiikért. Latdsmodjuk €s iranymutatasaik segitségével elindulhattam a
kutatéi palyan, szdmos lehetéséget kaptam nemzetkdzi és hazai konferencidkon vald
részvételre, magam kiprobalasara. Hatalmas szakmai tapasztalatuknak, tudasuknak
koszonhetden eredményeinket szinvonalas publikdciokként tudtuk megjelentetni. K6szonom

felbecsiilhetetlen munkéjukat, tiirelmiiket és odafigyelésiiket!

Ko6szondm Dr. Gorgényi Miklosné Dr. Tari Irma Tanszékvezetd egyetemi docensnek a
kedves tamogatasat és a belém vetett hitét, amik lehetové tették a Ph.D. tanulmanyaim
elvégzését és a dolgozatom megirasat, valamint a Novénybiologiai Tanszék munkéjaban valo

tovabbi részvételemet.

Koszonettel tartozom munkacsoportom két, azota mar a két blivos betiivel gazdagabb
tagjanak, Megyeriné¢ Dr. Petd Andreanak és Dr. Lehotai Noranak az évek soran nyujtott
szakmai és emberi tdmogatast. A Hercegndnek koszondm tovabba feltétlen baratsagat és

szeretetét, na meg a szdmtalan helybéli és kiilfoldi kalandot!

Kosz6nom szakdolgozoinknak, Tugyi Noéranak, Kods Agnesnek, Réacz Evanak, Molnar
Arpadnak, Szilagyi Kristofnak és Bordé Adamnak a kisérletek megvaldsitisiban nyujtott
segitségiiket, és hogy egylitt dolgozhattunk.

Koszonettel tartozom a Tanszék valamennyi volt és jelenlegi dolgozodjanak, akik barmilyen
formaban segitették munkdmat; kiilon halaval tartozom a technikai €s adminisztrativ
munkatarsaknak, akik faradhatatlanul segitettek eligazodni a biirokracia €s a laboratériumok

utvesztoiben.

Orok halaval tartozom szeretteimnek és barataimnak, akik kételkedés nélkiil timogattak az

1daig vezetd, nem mindig sima uton.

I would like to express my gratitude to José Manuel Palma Martinez, Francisco Javier Corpas,
Marta Rodriguez Ruiz and Carmelo Ruiz at the Estacion Experimental del Zaidin in Granada,
for all their help, supervision, theoretical support, and also to the entire group for their kidness

and hospitality.
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Végezetiil szeretném megkdszonni a Nemzeti Kivalosag Programnak (Apaczai Csere Janos
Osztondij), a Balassi Intézetnek (Campus Hungary Osztondij Program), az OTKA PD100504,
a HURO/0901/147/2.2.2 SZETISA 1. valamint a HUSRB/1203/221/173 ,,PLANTTRAIN”
palyazatoknak, hogy anyagi és infrastrukturalis tamogatasukkal lehetové tették kisérleteim
korszerti eszkdzokon valo elvégzését, j modszerek elsajatitasat és nemzetkdzi kapcsolatok

kiépitését.
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