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Roviditések jegyzéke

ADHP/Ampliflu™ 10-acetyl-3,7-dihidroxifenoxazin, Amplex Red;
APX, aszkorbat peroxidaz;

Asa, aszkorbinsav;

cPTIO, 2-(4-karboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid kalium so;
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MZ, merisztematikus zona;
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Bevezetés

1. Bevezetés

A novényeket a kornyezetiikben szamos stresszhatas érheti, mint példaul a talajban
felhalmozd6dd nehézfémek okozta stressz. A réz (Cu) egy esszencidlis mikroelem a
novények szamara és mindemellett egy olyan redox-aktiv nehézfém is, mely magasabb
koncentracioban toxikus lehet. Szdmos novényi szervben képes akkumulaldédni és
irreverzibilis karosodasokat okozhat. Kozvetleniil csokkentheti a fotoszintetikus aktivitast,
karosithatja a lipideket, fehérjéket és a DNS-t, valamint sejthalalhoz is vezethet. Tovabba
ismeretes az, hogy a réz a novényi szervek novekedési ciklusanak korai szakaszaban
morfoldgiai véltozasokat idézhet eld. Ilyen lehet példaul a sziklevelek méretének
csokkenése, fogyokér megnyulas gatlas, illetve akadalyozza a gyokér apikélis merisztéma
sejtosztodasat. Csokkenti a hajtads és gyokér biomasszat, valamint a réz toxicitas tiinetei
lehetnek a klorozis és nekrozis is. Mindemellett atprogramozza a gyokérszorok fejlodését,
Uj merisztémak képzddését segitve eld. A novények képesek a nem megfeleld kornyezeti
feltételekre a szerveik novekedésének atrendezésével reagdlni. Ezt nevezziik stressz-
indukalt morfologiai valasznak (SIMV), mely kialakitasaban az auxin, etilén és a ROF-k

alapvetd szereppel birnak.

Az auxin, mint pl. az indol-3-ecetsav (IES) a névényi hormonok egyike, eldsegiti a
fejlédési folyamatokat a hajtas €s gyokérrendszerben. Nagyon alacsony IES koncentracid
érzékeny ra. Kiillonbozo stressz faktorok altal indukalt auxin homeosztazisban bekovetkezd
valtozasok szintén részben feleldsek lehetnek a morfologiai valtozasokért. A kiilsd
(kornyezeti) és belsé (hormonalis) regulacios elemek kozotti gazdag jelatviteli halozatban
szignalmolekuldk teremtenek kapcsolatot az egyes komponensek kozott, biztositva a
fejlédési és novekedési jelek Osszehangoldsat. Az auxin, mint morfogénnek alapvetd
szerepe van a réz hatisara bekovetkezd ndvekedés ujraprogramozéasaban. Mas atmeneti
fémekhez hasonléan a réz kétoxidacids allapota (Cu’ and Cu2+) kozotti redox ciklus
katalizalja a kiilonb6z6 reaktiv oxigénformak (ROF) képzdédését, melyek karosithatjak a
makromolekulakat. A réz hatasara hidrogén-peroxid (H,O,) termelédhet, a NADPH oxidaz
aktivitaisa vagy a Fenton reakcié révén termel6dé szuperoxid gydkanion (O;7)
dizmutalodasa kovetkeztében, mely szigndlmolekulaként génexpresszio szabalyozasahoz
vezethet. A nitrogén-monoxid (NO), a reaktiv nitrogénformak (RNF) egyike, egy

diffazibilis gaz jelmolekula a névényekben, mely fizioldgiai szerepe széleskorli. Részt vesz
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a normal fejlddési folyamatokban, és szerepet jatszik a biotikus és abiotikus stressz
valaszokban is. Elmondhato, hogy a RNF-k szerepét szamos fiziologiai folyamatban
felderitették novényekben, vagyis a NO ¢és reakcidtermékei nem specifikus, inkabb
altalanos, multifunkcionalis jelmolekuldknak tekinthetéek. Kutatasi eredmények engednek
arra kovetkeztetni, hogy a RNF-k, mint ltalanos jelatvivé molekuldk szerepet jatszhatnak

a stressz-indukalta morfogenetikai valaszok szabalyozaséaban is.

Irodalombol ismert volt az auxin és a ROF-k fontos szerepe a nehézfém-indukalt
SIMV jelatvitelében, de mi feltételezziik, hogy a NO, mint fejlédés szabalyozd molekula
szintén szerepel a Cu altal kivaltott stressz indukalt morfoldgiai valaszban. Ezért
vizsgalataink soran a NO képzddésére, miikodésére, szerepére, kolcsonhatdsaira

fokuszaltunk a réz stressznek kitett Arabidopsis novényekben.

Munkank soran vizsgaltuk, hogy milyen hatassal van a réz az id6 fliggvényében a
novények hajtas és gyokérzetére, valamint ezen folyamat hatterében milyen reakciok,
hormonalis és jelatviteli hattérmechanizmusok lehetnek. Megfigyeltiikk milyen kapcsolat
létezik az auxin és nitrogén-monoxid kozott, valamint a reaktiv oxigénformak és nitrogén-
monoxid kozott. Ezen kiviil vizsgaltuk milyen mechanizmusok vesznek részt a réz hatasara
létrej6vé NO metabolizmus megvaltozasaban. A kisérletek sordn a morfologiai mérések,
elemanalizis, hisztokémiai festés és fluoreszcens spektrofotométeres modszerek mellett
legfébbképpen fluoreszcens mikroszkopos technikat alkalmaztunk. Vizsgélatainkat vad
tipusu (Col-0), NO-, valamint aszkorbinsav-taltermelé és — hianyos ladfii névényeken

végeztiik el.



Irodalmi attekintés

2. Irodalmi attekintés
2.1. Aréz

2.1.1. A réz, mint esszencialis mikroelem és nehézfém

Korabban az oxigénmentes bioszféraban a vasnak nagyon fontos szerepe volt a
redox reakciokban, katalitikus folyamatokban. A cianobaktériumok és a fotoszintézis
megjelenésének kovetkeztében kialakulo oxidalo 1égkor hatasara szabadulhatott fel a réz az
oldhatatlan szulfid sokbol, és valt oldhaté Cu?* formava, mikozben a vas kevéssé elérhetd
lett az oldhatatlan vasoxidok képzddése miatt (Burkhead és mtsai., 2009). Mara a réz egy
esszencidlis mikroelem a ndvények normalis ndvekedési és fejlddési folyamataihoz.
Szamos fiziologiai folyamatban vesz részt, mint pl. a fotoszintetikus elektron transzport, a
mitokondrialis 1€gzés, a sejtfal metabolizmus és szamos hormondlis jelatviteli utvonal,
mint példaul az etilén érzékelés (Taiz és Zeiger, 2010). Mindezek mellett olyan fehérjék
fontos strukturalis eleme is, mint a plasztocianinok, a citokrom c¢ oxidaz, a Cu/Zn SOD, a
lakkaz, az aszkorbat oxidaz, az amin oxidaz, a fitocianin és a polifenol oxidaz (Burkhead
¢és mtsai., 2009; Taiz ¢s Zeiger, 2010). A réz enzimekkel kdlcsonhatasba 1€épve részt vesz
redox reakciokban, amely altal reverzibilisen képes oxidalodni Cu*-bol Cu?* formava.
Példaként emlithetjiik meg a plasztocianinokat, amelyek a fotoszintézis fény reakcidja

soran az elektron transzferben vesznek részt (Yruela 2009).

A réz ugyanakkor nehézfémnek is tekinthetd. Nehézfémnek nevezziik mindazon
elemeket, amelyek atom stlya nagyobb, mint 4 g/cm3, vagy legalabb 5-sz6r nagyobb, mint
a vizé (Nagajyoti és mtsai., 2010). Mas irodalmi adatok szerint a nehézfémek slirlisége
elemi formaban 5 g/cm3 (Lang 2002; Sarma 2011). Ezek alapjan a nehézfémek csoportjdba
53 elem tartozik, a rézen kiviil példaul az 6lom (Pb), kadmium (Cd), nikkel (Ni), vas (Fe),
krom (Cr), cink (Zn), és kobalt (Co) (Nagajyoti és mtsai., 2010; Sarma 2011). Tobb
koziiliik esszencidlis a ndvények szdmara (Zn, Fe, Mn, Mo), igy a réz is. Egy nehézfém
csak akkor képes pozitivan vagy negativan befolyasolni a ndvények fejlodését,
novekedését, ha szamukra felvehetd formaban van jelen. Atlagosan 1-191 mg/kg réz fordul
leginkébb az anyakdzet félesége hatdrozza meg, de emellett tovabbi (abiotikus és biotikus)
tényezok is befolyasoljak azt. Abiotikus tényezOok a fém vizoldékonysaga, komplexképzo

képessége (Lang 2002), mig biotikus tényezének tekintheté a ndvény hatdsa a talajra.
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Koztudott, hogy a noOvények szerves savakat képesek kibocsajtani kozvetlen
kornyezetiikbe, mellyel csokkentik a pH-t, igy egyes elemek, mint a vas felvételét segitik
eld. A réz a savanyu talajokban valik leginkébb oldhatova, és a pH emelkedésével csokken
az oldhatosaga. A réz Aaltaldban Cu®* - ion formaban van jelen, viszont reduktiv
koriilmények esetén Cu” - ionna alakul. Mivel a Cu erdsen képes a talaj szerves anyagahoz,
talajkolloidokhoz kotddni, ezért nehezen felvehetd a novények szamara, ugyanakkor
vasoxidokhoz és mas talajkolloidokhoz is kapcsolodhat (Stefanovits és mtsai., 1999).
Hidroponikus kozegben a leginkdbb hozzaférhetd a réz, de agarban is nagyobb az

elérhetésége, mint a talajban (Burkhead és mtsai., 2009).

2.1.2. Réz hiany és toxicitas

Epstein és Bloom (2005) szerint a novényi szovetek alap réz tartalma 2-50 ug/g
szdraz tOmeg. Agaros kozegben 0,05 uM alatt jelentkeznek a hidny tiinetei, mig a
toxikussag szintjét 20 uM és ezen koncentraci6 felett allapitottak meg ludfiivek esetében
agaros kozegben (Murphy ¢és Taiz, 1995). Abdel-Ghany ¢és Pilon (2008) szerint
Arabidopsis novényekben, hidroponikus kozegben 5 nM-os réz koncentracio alatt hiany,
mig a 100 nM vagy magasabb koncentraciok esetén mar toxicitas 1ép fel. Ha a szovetekben
a réz koncentracioja meghaladja a 20 pg/g-ot, az toxikus a novény szamara (Burkhead és

mtsai., 2009).

Novényekben rézhianyrol akkor beszéliink, amikor a tipikus hidnytlinetek
megjelennek. Ezek a vegetativ szovetekben szarazanyagra vonatkozolag 5 pg/g ala
csokkent réztartalom mellett jelentkeznek (Burkhead és mtsai., 2009). Rézhidny esetében
mindkét fotokémiai rendszer érintett, emellett a novények kisebb szénhidrat tartalommal
rendelkeznek, a megtermékenyités €s pollenképzddés gatolt. Legjellemzobb tiinete a gatolt
lignifikacid, amelybdl addédoan az 4gak meghajolnak, a fiatal levelek deformalddnak,
hervadhatnak. Ha a lignifikdci6 nem megfeleld6 a xilémben, akkor a transzport
hatékonysaga is csokken. A rézhidny elsd tiinetei kozott sorolhatjuk fel a sotétzold
leveleken megjelend nekrotikus foltokat is, melyek a fiatal levelek cstcsaindl jelennek meg
eldszor. Ezek a késdbbiekben tovabb terjednek a levél széleken at a levél alap felé (Taiz és

Zeiger, 2010).

Az ipari, banyaszati és mezdgazdasagi tevékenységek hozzajarulnak a réz
Okoszisztémaban egyre nagyobb koncentracioban torténd megjelenéséhez, igy a novekvd

eléfordulasa miatt jelentds kornyezetszennyezd (Pilon-Smits és Pilon, 2002; Janas és
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mtsai., 2010; Nagajyoti ¢és mtsai, 2010). A galvantechnika, vegyipar, festékek,
tintagyartas, borkezelés, gyodgyszerészet, textilgyartds, miitragyagyartas vagy kohdaszat,
papir gyartas soran jellemz6 az eldfordulasa (Nagajyoti és mtsai., 2010). Azt, hogy egy
ionnak milyen a kérosit6 hatésa, tobb tényezd befolyasolja, melyek koziil a fontosabbak az
adott ion kémiai tulajdonsagai, oldhatdsdga, mozgékonysaga és felvehetdsége. A karosito
hatast meghatdrozza tovabba a hatds idGtartama és az a koncentracio, ami a szervezetbe
keriilt. Dont6 tényezo6 lehet még magéanak a szervezetnek az allapota, kora €s nem utolséd

sorban az alkalmazkodoképessége (Stefanovits és mtsai, 1999).

c ey

vagy réz tartalmu fungicidek tobbszori alkalmazasa kovetkeztében - a ndvények szervein
toxicitasi tlinetek jelennek meg. Ilyen példaul a satnyulds, a hajtds és gyokér
novekedésének gatlasa, a levelek elszinezddése, klordzis és nekrdzis (Marschner 1995;
Reichman 2002). A réz tobblete gitolja a vas felvételét és szallitasat, igy klordzis
kovetkezhet be. A klordzis a lipidperoxidacio és az ebbdl adoddo membrandezorganizaciod
kovetkezménye is. Ez a fém képes akkumulalédni szdmos novényi szervben kozvetleniil
okozva ez éaltal a fotoszintetikus aktivitds csokkenését, vagy a szénhidrat tartalom
novekedését, esetleg lipidek, fehérjék DNS karosodasat vagy sejthalalt (Shao és mtsai.,
2010). Molekularis szinten a toxicitas oka a fehérjékben a réz SH (tiol) csoportokhoz vald
kotdédése, ami megakadalyozza a fehérjék miikodését, taplalékhianyt indukal, karosithatja a
sejt transzport folyamatokat, és a sejt redox homeosztazisdban zavart okoz (Yruela 2009).
A toxikus rézkoncentraciok oldal- és fogyokér megnyulds gatlast eredményeznek,
ugyanakkor csokken a biomassza, mindemellett lecsokken a klorofill tartalom é&s
megvaltozhat a kloroplasztiszok szerkezete is. Modosul a tilakoid membran elrendezés, a
granumok ¢és sztroma lamelldk degraddlodnak, valamint intratilakoidalis zarvanyok
jelennek meg, rdadasul zavar keletkezik a fotoszintézisben is (Yruela 2005). Szamos
novényfajban (rizs, buza, bab €s oregand, valamint spenot leveleiben) tapasztaltak réz

kitettség mellett ezeket a tiineteket (Yruela 2009).

2.1.3. A réz felvétele és transzportja a novényekben

Az utobbi évtizedben a kutatok nagy hangsulyt fektettek a fém homeosztazis
kutatasara, és céljuk volt beazonositani az eddig még csak valdszinilinek tartott olyan
molekuléris faktorokat, melyek részt vesznek a fémek transzportjaban, eloszlasaban,

kelatképzésben.
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A réz felvétele kétféleképpen torténhet a kiilonbozd ndvényekben, hiszen

cre

cres

esetében, mint amilyen a ludfii is, a FRO2 transzporter redukélja a talajban talalhaté Cu®*-t
Cu” ionnd (Bernal ¢és mtsai, 2012). A redukalt réziont a gyokérsejtek
plazmamembranjahoz kotott nagy affinitasi COPT1 transzporter bejuttatja a gyokérsejtbe
(Sancenon ¢és mtsai., 2003; Yruela 2009). A felvett réz nagy része a gyokérsejtekben, olyan
ciszteinben ¢és glutationban gazdag fémkomplexek formajaban raktarozodik el, mint a
esetén. A réz gyokérbdl hajtas felé torténd szallitdsa erdsen szabdlyozott folyamat;
nikocidnamin (NA)-komplexek forméjéban torténik a xilémben (1. &dbra, Ryan és mtsai.,

2013).

Xilém

Gyokér
Cu2+ Cu2+-NA

Grea T
Cu+—{COPT 1} Cu+—»Cu?* Cuz2+

Cu2+-NA » Cu2+-NA

COPT1 - réz szallito fehérje
FRO2 - Fe reduktaz
NA - nikocianamin

cre

modellje; forras: Ryan és mtsai (2013).

A réz sejten Dbelili szallitdisaban részt vesznek a réz chaperonok,
metallochaperonok, vagy fémchaperonok. Ezek kis molekulasulyu, citoszolikus, oldhato
fehérjék, melyek a citoplazmatol a felhasznaladsi helyre, azaz intracelluléris
kompartmentekhez transzportaljak a rezet. Hairom csoportjuk ismert: CCH, COX, CCS. Az
Arabidopsis CCH jelentds expressziot mutat a szarban, Cu’-t két, fiziologiai partnere a P-
tipusat ATP4az RANI1, vagy mas néven HMA7. A COX17 és 11 a mitokondriumokhoz

juttatja el a rezet, igy a citokrom oxiddz komplex, valamint a Cu/ZnSOD
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Osszeszerelddéséért felelés. A CCS chaperon feladatanak azt feltételezik, hogy segit

megbirkézni a sejteknek a réz hianyaval (Yruela 2005).

Réz kitettség esetén a rézfelvételért felelos COPT1 és COPT 2 alulszabalyzott, a
HMAS upregulalodik. Egy feedback mechanizmus mukodik, mely szabéalyozza a réz
feltoltést és a gyokerekbdl vald exportot. A nagy mennyiségl réz ellen a ndvények
detoxifikacios mechanizmusokat, fejlesztettek ki. Ilyen védekezési mechanizmusok a
fémfelvétel csokkentése mikorrhiza segitségével vagy extracellularis kivalasztas révén, a
csOkkentése, a vakuolumba, apoplasztba, valamint az epidermisz- és trichoma sejtekbe
torténd kompartmentalizacio, a kelatképzés fitokelatinokkal, metallotioneinekkel, hdsokk
proteinekkel vagy szerves savakkal (Sarma 2011). Ludfii névények esetében kimutattak,
hogy elsddlegesen kelationt hasznalnak a réz okozta kérosodasok elkeriilés¢hez (Burkhead
¢és mtsai., 2009). A réz tobblet toxikus hatdsainak csokkentését eldsegitik a cisztein gazdag
metallotionein (MT) proteinek, és HMAS transzporterek, melyek rezet exportalnak ki a
sejtbol. A szerves savak koziil a citrat az, amelyik felelds a réz tolerancia kialakuldsaért
Arabidopsis-ban. A szerves savak fontos detoxifikald faktorok, melyek megakadalyozzak,
hogy a szabad fémionok hosszu ideig a citoplazmaban maradjanak azaltal, hogy fém-
szerves sav kelatként a vakuolumba zarodnak. Tovabbi jelentés védelmi mechanizmus,
hogy a nehézfémeknek kitett ndvények aktivaljak a sejtjeik antioxidans rendszerét, a

fémtobblet altal okozott oxidativ stressz enyhitése érdekében (Yruela 2005).

2.1.4. A stressz-indukalt morfolégiai valasz megjelenése nehézfém kitettség hatasara
A novények egyediilalldé mddon, ndvekedésiik Ujraprogramozésa révén képesek
alkalmazkodni a szuboptimdlis kornyezeti feltételekhez, mint amilyen a réz tobblete is.
Eldszor Pasternak €s mtsai. (2005) figyelték meg a réz stressz novekedést serkentd hatasat,
hiszen a kezelt ludfii novények oldalgyokér szdma és gyokérszor slirlisége megndétt a
kontrollhoz képest. Ezt a fejlédési plaszticitast Potters és mtsai. (2007) stressz-indukalt
morfogenetikai valasznak (SIMV) nevezték el. A nehézfémek SIMV kivaltasara képesnek
bizonyultak, amit szamos kutatas igazol (2. abra, Potters €s mtsai., 2007). A réz fent
emlitett hatdsan kiviil az Pb, Zn, Cd kolibrifa fajokban, a Cr pedig buzdban okozott
morfogenetikai valaszt (Hasnai és Sabri, 1997; Yang és mtsai., 2004). A fémek elsddleges
tamadasi pontja a gyokér, hiszen itt talalkozik a novény eloszor a fémmel. Ezért a NF-

indukalt morfogenetikai valasz fenotipus els6sorban a gydkérrendszerben jelenik meg,
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aminek harom f6 tiinete van: a fogyokér merisztéma sejtek osztoddsdnak ¢és a
folyamatok eredményeképpen a stressz-indukalt morfogenetikai valaszt mutatd gyokérzet
fogyokere rovid, oldalgyokér szama emelkedett, gyokérszorei pedig a csucshoz kozelebb

jelennek meg (2. abra, Potters és mtsai., 2007).

NF stressz
Kontroll gyokér hatasara SIMV-t
mutato gyokér

Periciklus sejtek és
OGY képzddés
redifferenciacidja

Megnyulas gatlas és
gyokérszorok
cslicshoz kézelebbi
megjelenése

Gatolt sejtosztodas
a FGY
merisztémaban

2. abra. A gyokér nehézfém stressz-indukalt morfologiai valaszat bemutaté sematikus

abra; forras: Potters és mtsai (2007).

A ndvekedési reorientacidt parakvattal valamint HyO,-dal torténd kezelés hatisara
is megfigyelték, igy feltételezték a ROF-k szerepét a stressz-indukalt morfogenezis soran
(Pasternak és mitsai., 2005). Az alacsony aszkorbat tartalmt vic2 mutans megnovekedett
oldalgyokér szama szintén ezt a hipotézist tamasztja ald (Olmos €s mtsai., 2006). Potters €s
mtsai., (2007) korrelaciét taldltak a kadmium-indukélt auxin eloszlas és oldalgyokér
képzddés kozott, és megallapitottdk, hogy a SIMV fenotipus kialakuldsanak legfObb
hattérmechanizmusaként a gyokér normal auxin eloszlasanak megvaltozasat tarthatjuk

szamon (Potters és mtsai., 2007).
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2.2. Az auxin

Tobb mint 70 évvel ezelott elsOként fedezték fel és tanulmanyoztak az auxin nevi
novényi novekedés szabalyozo anyagot — fitohormont — mely nitrogén tartalm( indol
gyuris szerkezettel rendelkezik. Bar a legnagyobb mennyiségben megtalalhato természetes
auxin az indol-3- ecetsav (IES) - az IES-t tekintjiik a f6 auxinnak a magasabb rendii
novényekben (Normanly 2010) - ezen kiviil mas endogén auxinokat is azonositottak
novényekben, mint pl. a fenilecetsav (PAA), vagy 4-klorindol-3-ecetsav (4-CI-IAA) és az
indol-3-vajsav (IBA) (Taiz és Zeiger, 2010; Ljung 2013). Tovabbi indol komponenseknek
IS van auxin-szeri aktivitasa, mint példaul az indolpropionsav. A klérozott fenoxi- és
benzoesavak is auxin aktivitassal rendelkeznek (2,4 diklorfenoxiecetsav (2,4-D), vagy az
a-naftalénecetsav (a-NAA)), viszont ezeket szintetikus auxinoknak nevezziik. Azonban
egyik szintetikus auxinnak sincs olyan szerteagazo aktivitasa, mint az IES-nak (Erdei

2004).

Az auxin fizioldgiai folyamatok széles skalajat kontrollalja. Toébbnyire minden
novekedés ¢és fejlodésbeli jelenséget szabalyoz mas hormonokkal egyiittesen. A
legnyilvanvalobb hatasai kozé tartozik, hogy befolydsolja a sejtosztédast (serkenti
citokininek jelenlétében), sejt elongaciot, sejt differenciaciot, sejt expanzidt, apikalis
dominanciat, oldalgyokér képzOodést, viragzast és részt vesz a tropikus valaszokban is
(Mashiguchi és mtsai., 2011). Szabalyozza a sejtek és szovetek végsd alakjat és funkciojat
minden magasabbrendii novényben. Kontrollalja a hajtds megnyulast, valamint a gyokér-
és gyokérszOr iniciaciot is. A nagyon alacsony IES koncentracio noveli a gyokérsejt
megnyulast. Ezen kiviil szerepe van a levél és terméslevalas szabalyozasaban, a
termésérésben vagy a partenokarpia indukcidjat is befolydsolja. Leginkabb a gibberellin
hormonokkal egyiitt alakitja ki a viragok nemét (Erdei 2004).

2.2.1. Az auxin metabolizmus és szabalyozasa

Bar az IES fontos szerepet tolt be a névények novekedése és fejlédése sordn, a
képzddése nem teljesen egyértelmil, valdsziniileg az Osszetett utvonalak és a bioszintézis
enzimek milkddésbeli sokszinlisége miatt (Zhao 2010; Mashiguchi és mtsai., 2011). A
legfontosabb auxin szintézist végzd szovetek az apikélis merisztémak és a fiatal levelek
(Bartel 2001; Peer és mtsai., 2011). A shikimate utvonal termeli a kiilonb6z6 indol
komponensek bioszintézisé¢hez sziikséges prekurzorokat, az a-Triptofant, a fenilalanint és a

tirozint (3. abra). Ezek a prekurzorok aromés aminosavak, de mellettiik alkaloidok,
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ligninek, flavonoidok és mas aroméas metabolitok is képzddnek. Az IES keletkezése
triptofan (Trp) fiiggd és -fliggetlen Gtvonalon keresztiil torténhet, mégis a novényekben a
legfobb ttvonalnak az eldbbit tekintik a kutatok. A Trp-fiiggd auxin bioszintézis fontos az
embriogenezisben, a csiranovények novekedésében, viragok fejlodésében, valamint az
edénynyalab mintazat kialakuldsaban (Zhao 2012). Négy Trp-bol kiindulé Gtvonal 1étezik
(3. B abra); ezek koziil is talan a legfontosabb az indol-3-piruvat (IPA) keletkezésén
keresztiilli Gt, mely egy egyszerli, Kkétlépéses folyamat. A TRIPTOFAN
AMINOTRANSZFERAZ (TAA1) és kozeli homologjai (TAR1 és TAR2) alakitjdk at a
triptofant IPA-va, ezt kovetéen a YUCCA enzimek (YUC) szintetizalnak beldle IES-t
(Zhao ¢és mtsai., 2010; Zhao 2012). Az indol-3-acetamid képzddésén keresztiili IES
bioszintézis szamos ndvényfajban megtalalhatd, mint pl. az Arabidopsis, a kukorica, a rizs
¢s a dohany. Ezek mellett szamon tartjuk a triptamin és az indol-3-acetaldoxim tutvonalat
az IES bioszintézisében. Ez utdbbi specifikus, csak néhany névénycsalddban eléfordulod
utvonalnak tekinthetd (Erdei 2004). A ludfiiben és mas novényekben is a Trp-fiiggetlen
IES szintézis az indol-3-glicerol foszfatbol (IGP) dgazik el, azonban ezen Utvonal részletei

jelenleg még nem tisztazottak.

A gyokérrendszer endogén auxin egyensulya alapvetd fontossagu a szerkezet
kialakuladsdban. A gyokér apikalis merisztémdjaban az auxin bioszintézisében szerepld
gének fokozott kifejezddést mutatnak, ami lehetdvé teszi az IES nagymértéki, lokalis
képzddését. A gyokércsucsban fennalld auxin gradiens kialakitasdban a lokalis szintézis
mellett a polaris transzport is részt vesz. (Overvoorde €és mtsai., 2010). A polaris és a floém
alapt transzport serkenti az oldalgyokér primordiumok fejlédését, de a lokalis auxin
bioszintézis is nagy hatassal bir ezek iniciacigjara. A TAA1/TAR géncsaladban 1évd
mutaciok csokkent IES szintet és gyokérspecifikus hibakat eredményeznek. A wei8tar2
dupla mutans - mely a TAA1 és a TAR2 génben is mutalodott- hibas gravitropikus valaszt
¢és csokkent mértékii apikalis dominanciat mutat, valamint mas auxin-kapcsolt hatasok is
jelentkeznek benne (Stepanova és mtsai., 2008). Hasonloképpen, a YUCCA gének
expresszidjaban bekovetkezd valtozasok is befolydsoljak az auxin bioszintézist és a gyokér
fejlodését (Mashiguchi €s mtsai., 2011). Mas ndvényi hormonok, mint a citokinin és az
abszcizinsav is hatdssal vannak az auxin bioszintézisére, ezaltal a ndvények normal- és

stressz koriilmények kozott torténd novekedésére, fejlodésére.
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A transzkripciés faktorok PLETHORA csaladja (PLT) szerepet jatszik a
hajtascstics IES képzddésének szabalyozasdban. Az oldhatdo cukrok szabalyozzadk a
hipokotil megnyulast a csiranovények korai fejlodése soran az auxin bioszintézis
befolyasolasa révén. A jelatvitelt ebben az esetben a PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR (PIF) transzkripcids faktorok kozvetitik (Lilley és mtsai., 2012).

Az indol-3-ecetsav szintje lecsOkkenhet a konjugacié és a degradacid altal
(Normanly 2010; Rosquete és mtsai., 2012), melyet a 3. C abra szemléltet. Az IES
konjugalodhat aminosavakkal vagy cukrokkal, elraktirozodhat a magokban, ¢és
felhasznalodhat a korai csiranovény fejlodés soran. A magok gazdag forrasai az IES-nek,
ezért alkalmasak arra, hogy kiilonbozd IES konjugatumokat azonositsanak beldliik. Ezek
raktarozott formaknak 1is tekinthetdk, melyek hidrolizalodhatnak igy szabad IES-sé
alakulnak. Az IES f6 bomlastermékei a 2-oxoindol-3-ecetsav (OXIES, vagy oxIAA),
valamint az oxIAA-gliik6z (oxIAA-Glc) metabolitok (Novak és mtsai., 2012; Ljung 2013).
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3. abra IES metabolizmus a magasabbrendli névényekben (Ljung 2013)

(A) A triptofan, mint IES prekurzor bioszintézise,; (B) Triptofan fiiggd IES bioszintézis utvonalak
(C) Az IES degradaciodja és konjugdcioja
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2.2.2. Az auxin transzportja és jelatvitele

Az auxin egy gyenge szerves sav, melynek alacsony pH-n protonalodnia kell
ahhoz, hogy atjusson a membranokon. A kiilonboz6 sejten beliili komponensek mas-mas
pH-val rendelkeznek, igy amig a sejtfal apopasztikus folyadéka koriilbeliil 5-5,5 pH-ju,
addig a citoplazma pH-ja 7 koriili. A protonalt forma (IES-H) konnyen atdiffundal a
membranokon, ellenben az IES™ csapdazodik sejten beliil, és nem képes specialis
transzporterek segitsége nélkiil kijutni a citoplazmabol. Specialis efflux szallitd proteinek
Arabidopsis-ban a PIN-FORMED (PIN) csaladhoz és az ATP Binding Cassette B
alcsaladhoz (ABCB) tartozé fehérjék. A PIN csaladba 8 tag tartozik, és ezek 2 alcsaladba
sorolhatdk be, attol fliggden, hogy milyen hosszl a kdzponti hidrofil hurok. A PINTI tipusu,
vagy hosszt fehérjék a PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 és PIN7, melyek a plazmamembranon
helyezkednek el és fontos szerepet jatszanak a polaris auxin transzport soran (Zazimalova
¢s mtsai., 2010). A masik alcsaladba a PINS, PIN6 ¢és PINS tartozik, melyeknek sokkal
rovidebb a kozponti hidrofil loop-juk (Peer és mtsai., 2011). A legfébb influx karrierek
lehetnek az AUXIN RESISTANT1/LIKE AUX1 (AUX1/LAX) csaladba tartozo fehérjék
¢s a PIN-szerli (PIN-LIKES; PILS) fehérjék; ez utobbiak a citoplazma ¢és az ER kozott
szallitjak az auxint. Az influx és efflux fehérjék a plazmamembranon helyezkednek el, és
innen iranyitjdk az auxin sejtbdl sejtbe torténd szallitdsat, melyet polaris auxin
transzportnak (PAT) hivunk. A poléris auxin transzport magaba foglalja egyrészt a
protonalt auxin forma (IES-H) egy diffuzi6 kontrollalt és pH fliggd felvételét a sejtbe vagy
H* kotranszportjan keresztiili felvételt az AUX1 szallito fehérjékkel masrészt a kozvetetten
PIN fehérjéken keresztiili auxin efflux-ot (Gupta és Sandalio, 2012). A polaris
transzportnak alapvetd szerepe van a megfeleld auxin gradiens kialakitdsaban, mely az
embriogenezist, a gyokér novekedését, és az oldalgyokér képzddést is iranyitja
(Zazimalova és mtsai., 2010; Peer €s mtsai., 2011; Rosquete és mtsai., 2012; Ljung 2013;
Krishnamurthy €s Rathinasabapathi, 2013). A laboratériumi gyakorlatban leggyakrabban
alkalmazott, poldris auxin transzportot gatld vegyiilet a naftilftalsav (NPA), vagy a 2,3,5-
trijodbenzoesav (TIBA).

A 4. é4bra szemlélteti az auxin jelatvitelét. Auxin hidnyaban az AUX/IAA
represszor gatolja az auxin indukalta gének transzkripciojat a MY C2/ARF koaktivatorhoz
vald kotddése altal, hiszen igy egy inaktiv allapot alakul ki. Megfelel6 auxin szint mellett a

hormon egy molekularis ragasztoként milkodik az AUX/IAA és a TIR1/AFB
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(TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX1) k&zott, mivel
altala tud kapcsolatba 1épni a represszor és a receptor. A TIR1/AFB receptor egy sejtmagi
hormonreceptor (Kepinski 2005; Rosquete és mtsai., 2012). Arabidopsisban 29 AUX/IAA
valasz gént talaltak, és 23 ARF-et. A represszor és a koaktivator igen nagy szama utal arra,
hogy az auxin valasz is elég komplex, mely fiigg az auxin szinttél és specificitastol, és
attol, hogy milyen erds a kapcsolat a TIR1-AUX/IAA-AUX/IAA-ARF kozott. A novényi
hormon jelatvitele soran a leucinban gazdag TIR1 F-box auxin receptor kiti meg az auxint.
Az TAA kozvetleniil 1ép kapcsolatba az F-box fehérje TIR1-gyel és elésegiti az Aux/IAA
géneket (Mockaitis 2008; Mashiguchi és mtsai., 2011). Az auxin altal aktivalt SCF'™""
komplex a kotédés utan ubiquitin molekulakat kapcsol az AUX/IAA korepresszorhoz,
mely ezutdn levalik a receptorrdl és degredalodik a 26S proteoszéman keresztiil. Ez altal a
folyamat altal a MYC2/ARF transzkripcids aktivatorok aktiv allapotba keriilnek, majd
beindul az auxin indukalt gének transzkripcidja, a gének expresszidja. A ndvényekben sok
F-box fehérje van, melyek nagyfoku specifitast biztositanak a ndovények szaméra. Az F-
box fehérje az SCF ubiquitin ligdz komplex tagja, melyek a szubsztrat degradaciot
biztositjak a proteoszoma rendszeren keresztiil. Az ubiquitin lanc altal kijelolt szubsztratot
degradaljak. Az SCF komplex tagja a TIR1/AFB F-box proteinen kiviil még a kullin
(CULI), Skpl, ASK1, RBXI1. A poliubiquitin a szubsztratot képes ubiquitinalni a 26S
proteoszoma rendszeren keresztiil (Taiz és Zeiger, 2010; Overvoorde ¢s mtsai., 2010).
RUB1 is hozzakapcsolodik a rendszerhez, hogy szabalyozza az SCF "' komplex
miikodését. TIR1-et (transport inhibitor response 1) mutans Arabidopsis-okkal végzett
kisérletek soran sikeriilt azonositani, melybdl kideriilt, hogy miikddik az auxin-fliggd
hipokotil megnyulas és oldalgyokér képzddés soran is (Taiz és Zeiger, 2010). Létezik egy
proteoszoma fliggetlen auxin jelatvitel is, melyhez a receptor (ABP1) az ER-ben és a
sejtfalban lokalizalodik, és fontos szerepe van a sejtosztodas €s a sejtmegnyulds sordn

(Scherer 2011; Ljung 2013).
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4. abra Az auxin jelatvitele (Ljung 2013).

2.2.3. Az auxin metabolizmus nehézfém stressz alatt

Az elmult években kiilonb6zé modszerek segitségével bebizonyitottdk, hogy a NF
terhelés hatdsdra a szervek auxin homeosztazisa megvaltozik. A DR5:GUS ludfli riporter
vonalat haszndlva, Lequeux és mtsai. (2010) kimutattdk, hogy a réz-indukalt fejléddésbeli
modosulasok részben az auxin metabolizmus és eloszlas megvaltozasan keresztiil jelennek
meg. Az auxin-figgd DRS expresszid a fogyokér merisztémaban lecsokkent, a felsdbb
gyokérszakaszokban viszont fokozoddott, biztositva ezzel az auxin Ujraeloszlasat a
gyokérrendszerben. Xu ¢és mtsai. (2010) Cd-kezelt Arabidopsis csiranévények
sziklevelében az auxin érzékeny DRS5::GUS promoter gatolt kifejezodését tapasztaltik.
Egy ujabb tanulmanyban a réz kitettség hatdsara a DR5::GUS kifejezédés fokozodasat
tapasztaltdk a gyokerek merisztematikus és elongécios zondjaban, valamint kimutattak,
hogy a PINL1 részt vesz a réz kozvetitette auxin Gjracloszlasban, ellenben a PIN2 és az

AUXI1 nem szabalyozza a folyamatot. A Cu-indukalt hidrogén-peroxid akkumulacié pedig
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nem jarul hozzd az auxin ujraeloszlashoz és a novekedés gatlasdhoz (Yuan és mtsai.,
2013). Retek csiranévényekben jelentés mértékben lecsokkent a szabad és kotott IES
koncentracioja Cu?* és Cr°®* stressz hatéasara, mely csokkent hajtas és gyokérndvekedéshez
vezetett (Choudhary és mtsai., 2010). Aluminium terhelésnek kitett kukorica gyokerek
megnyuldsanak gatlasa Osszefiiggésben 4all a bazipetdlis auxin transzport gatlaséval
(Kollmeier és mtsai., 2009). Arzén (ASS+) kezelést alkalmazva vad tipust €s auxin
transzporter mutansok (auxl, pinlés pin2) esetében kideriilt, hogy ez utobbiak sokkal
érzékenyebbek az arzén stresszre a vad tipusu ludfiivekhez képest. Az auxin transzport
gatlasa (naftilftalsav és naftiloxiecetsav alkalmazasaval) jelentésen csokkentette a
novények arzén tolerancidjat. Ellenben a kiils6leg a rendszerhez adott IES a vad tipussal
ellentétben javitotta az auxl mutansok tolerancidjat (Krishnamurhty és Rathinasabapathi,
2013). A NF stresszek a lebontds moddositdsan keresztiil is befolyasolhatjdk az auxin
homeosztazist. Példaul a Cd altal gatolt gydkérnovekedés megnodvekedett peroxidaz
aktivitassal jar egylitt, ami nagyobb mértékli auxin lebontast eredményez (Chaoui és

mtsai., 2005).
2.3. Reaktiv oxigénformak (ROF)

A Fold atmoszférajdban az oxigén jelentds mennyiségben 2,2 milliard évvel ezelott
jelent meg a cianobaktériumok fotoszintézise révén (Halliwell 2006, Molnar 1984). A
novényekben ¢és mas aerob szervezetekben a fotoszintetikus elektrontranszport
eredményeképpen vagy kiilonb6z6 normdl metabolikus folyamatok sordan a
sejtorganellumok reaktiv oxigénformékat termelnek, melyek a molekuldris oxigén
redukciojaval jonnek létre (5. abra). A reaktiv oxigénformak csoportjdba a molekularis
oxigénbdl szarmazo6 szabadgyokok, reaktiv molekuldk €s ionok tartoznak. A molekularis
oxigén aktivalodasa két Gton torténhet: egyrészt energia elnyeléssel, mely sordn az egyik
parositatlan elektron spinje megfordul, masrészt 1€pcsdzetes redukcidval. A reaktiv
oxigénformak kozé szabadgyokok, mint példaul a szuperoxid gydkanion (Oy7), hidroxil
gyok (OH') vagy a hidroperoxid gyok (HOy) tartozik, valamint nem szabadgyok
molekulak is, mint a hidrogén-peroxid (H20,) vagy a szinglet oxigén (*O,) tartoznak (Gill
¢és mtsai., 2010). Nagyon sokféle szabadgyok 1étezik, amelyek valtozatos mechanizmusok
révén keletkezhetnek, példdul ha egy nem szabadgyokhoz egyetlen elektron hozzdadodik.
Szabadgyoknek nevezziik az egy vagy tobb parositatlan elektront tartalmazé molekuldkat

(Halliwell és Gutteridge, 2006). Ezéltal az O, molekula is egy szabadgyok, hiszen két
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parositatlan elektront tartalmaz parallel spinekkel. Ez a legstabilabb dallapot, vagy
alapallapot, mely a levegOben Iétezik korilottiink teljesen artalmatlan molekulaként
(Halliwell 2006). A szabadgyokoknek kettOs szerepiik van, hogy karosak vagy hasznosak-
e, az a koncentraciojuktol fligg. Magas koncentracidoban karosithatnak biomolekulékat, mig
mérsékelt koncentracidban az intracelluldris jelatviteli halézatban masodlagos hirvivoként

funkciondlnak kiilonféle valaszokat kdzvetitve a ndvényi sejtekben.

Az egyes reaktiv oxigénformak eltéré kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. A
szuperoxid gyokanion (O;") mérsékelten reaktiv, rovid féléletidejii forma (kb. 1 ps), és
nem képes a membranokon keresztiili diffuziora. Egy parositatlan elektronja van; neve
ellenére kevésbé gyok, mint a molekularis oxigén. Egy elektron felvételével peroxid iont
képez (0,%), mely nem formal gyokat, valamint gyenge kotés talalhato a két oxigén atom
kozott. A szuperoxid gydkanion képes felvenni egy elektront és két protont dizmutalodasa
soran, ezaltal konnyen hidrogén peroxidot képez (Halliwell 2006). A hidrogén peroxid
(H20,) viszonylag stabil, mérsékelten reaktiv és viszonylag hosszu féléletidejii (1 ms)
molekula (Karuppanapandian és mtsai., 2011), melynek membranokon keresztiili mozgasa
az akvaporinokon keresztiil valésul meg (Pastori és Foyer, 2002). Képes hidroxilgyokot
képezni, valamint enzimeket inaktivalni a tiol csoportjaik oxidalasaval. A stressz jelatviteli
valaszokban masodlagos hirvivoként jatszik szerepet. Kicsi, diffazibilis molekula, melynek
kettds szerepe van: egyrészt alacsony koncentracido mellett jelként funkcional, miszerint
indukalja a védelmi gének expressziodjat, aktivalja a védelmi valaszokat abiotikus stresszre,
masrészt magas koncentracioban oxidativ kérosodast okozhat (Qiao és mitsai., 2014). A
hidrogén peroxid nehézfém stressz alatt gyorsan termelddik, igy valosziniileg
kulcsfontossagi molekula a jelatvitel el6idézésében é€s a nehézfém tolerancidban a
novényekben (Hossain és mtsai., 2012). A hidroxil gyok (OH’) egy nagy reaktivitast
oxigénforma, mely a legtobb szerves molekulaval (lipidek, DNS vagy mas
makromolekulaval) képes reagdlni képzddése utan akar nanomasodperceken beliil. A ROF-
k csaladjaban a legreaktivabb forma, melynek képzddése oxidativ stresszhez vezethet. A
szuperoxid gydkanionhoz hasonldan, a OH' is egy parositatlan elektronnal rendelkezik,
tehat neve ellenére szintén kevésbé szabadgyok az O, —hez képest. Tovabbi egy
elektronnal peroxid ion keletkezik. A hidroxil gyokot a legreaktivabb ROF-nak is nevezik,
mivel képes szdmos biomolekula irreverzibilis kémiai modositasara (Vranova és mtsai.,
2002). A szinglet oxigén (‘O,) az O, legreaktivabb forméja, mely pérositatlan elektron

hianya miatt nem szabadgyok. Toxikus reaktiv oxigénforma, mely karositja a
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kloroplasztiszt, mivel eldsegiti a telitetlen zsirsavakat tartalmazé lipidek oxidacigjat. A
jelatvitelben is fontos szerepet jatszik, valamint nagy reaktivitasa miatt sejthalalhoz is
vezethet. (Halliwell 2006). A hidroperoxid gyok (HO) vagy perhidroxi gyok az O,"
protonalddasaval keletkezik, difftzioval atjut a membranokon, és lipid hidroperoxidok
kialakitasaval képes a lipidek auto-oxidacidjanak indukalasara. Foleg a lipidek

peroxidaciojaban vesz részt (Karuppanapandian és mtsai., 2011).

A ROF-k f6 forrésai a kloroplasztisz, mitokondrium, peroxiszéma és apoplaszt-
sejtfal kompartmentek, melyek a redox jelatviteli halozathoz is 1ényegesen hozzéjarulnak.
Ezen kompartmentek koziil is a kloroplasztisz az elsddleges ROF forrds. A Mehler
reakcion  keresztiil szuperoxid gyokanion ¢és hidrogén-peroxid képzddhet. A
kloroplasztiszban termelddését kovetden a metilglioxdl (MG) - mint belsé kozvetité -
katalizalja az oxigén fotoredukcidjat, igy szuperoxid képzdédéséhez jarul hozza. Ezért a
MG hatékony detoxifikalasa normal fiziologiai folyamatok, vagy abiotikus stresszek soran
egyike a legfontosabb ndvényi stressz tolerancia mechanizmusoknak (Saito és mtsai.,
2011). A peroxiszémaban a glikolat oxiddz hatdsara a glikolat oxidacidja révén hidrogén-
peroxid keletkezik. A xantin oxidaz peroxiszomalis aktivitasa soran oxigénbdl szuperoxid
gyokanion képzddik, mely a szuperoxid dizmutdz (SOD) hatdsira hidrogén-peroxidda
dizmutéalodik. A glikolat oxidaz, flavin oxidaz és a P—oxidacid is HpO, keletkezéséhez
vezet. A ndvényi mitokondrium az abiotikus stressz indukalta ROF képzddés fontos
forrdsa. A mitokondridlis elektrontranszportlanc kiilonb6z6é dehidrogenaz komplexekbdl
all, melyek csokkentik az ubiquinon pool-t (Q). A plazmamembran kotott NADPH
oxidazok - csakiigy, mint a sejtfalhoz kapcsolt peroxidazok - felelések a szuperoxid
gyOkanion ¢és hidrogén-peroxid termelésért (Hossain és mtsai, 2012; Petrov és Van
Breusegem 2012). NADPH-fiiggd ROF termelést kimutattak nikkel stressznek Kkitett
buzaban, borsoéban Cd-stresszre, vagy Cd és Cu terhelés soran Arabidopsisban (Hao és

mtsai., 2006; Rodriguez-Serrano €és mtsai., 2006; Remans és mtsai., 2010).

2.3.1. A ROF-k képzédése réz stressz soran

Nehézfém stressz hatdsara dramaian megemelkedik a ROF-k képzddése, és ezek a
karos és nagyon reaktiv molekuldak mas biomolekuldkat képesek karositani. A nehézfémek
kozott kiillonbséget tehetiink aszerint, hogy redox aktivak vagy inaktivak. A redox aktiv
nehézfémek koz¢ tartozik példaul a Fe, Cu, Cr, Co, mig inaktiv fém példaul a Cd, Zn, Ni

vagy az Al is. Mindkét tipust fém képes oxidativ stresszt kivaltani, bar eltérd ttvonalon.
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Az el6bbi csoportba tartozok a Fenton és Haber-Weiss reakciokat katalizalva vezetnek el
nagyon toxikus reaktiv oxigénformak kialakulasahoz, mig a redox inaktivak kozvetett tton
megzavarjak az elektron transzportlinc miikodését, reakcioba lépnek az antioxidans

rendszer elemeivel, vagy épp lipid peroxidaciét eredményeznek (Hossain és mtsai., 2012).

A réz, mint atmeneti fémion a Fenton és Haber-Weiss reakciokon keresztiil
katalizalja a ROF-k képzddését (5. abra). A Haber-Weiss reakcid soran a hidrogén-peroxid
¢s a szuperoxid gyokanion vas vagy réz jelenlétében gyorsan hidroxil gyokot képez
(Heyno és mitsai., 2011; Karuppanapandian és mtsai., 2011). A szuperoxid gydkanion és
hidrogén-peroxid kozotti nem enzimatikus reakciok soran OH' képzddik, mely oxidativ
stresszhez vezethet (Halliwell és Gutteridge, 1984). A ndvények hajtasrendszerére
vonatkozoan a cellularis Fe ¢és Cu pool-ok a kloroplasztiszokhoz kotottek. A
fotoszintetikus elektrontranszport egy potencialis ROF termel. A nagyobb mennyiségii
ROF—k képzddése felelés a DNS, fehérjék és lipidek karosodasaért, tehat egy szigortian
szabalyozott ROF szint fenntartasa sziikséges a sejtek normalis mitkddéséhez (Opdenakker

és mtsai., 2012).

Cut/Fe3*

Haber-Weiss
Fenton reactions

Cut/Fe**

5. abra A réz szerepe a Haber-Weiss/Fenton reakcioban, valamint a molekularis oxigén univalens

redukcidja vizzé (Karuppanapandian és mtsai., 2011 nyoman).
2.3.2. A ROF-k detoxifikalasa

A novények helyhez kotott életmodjukbol kifolyolag nagyon érzékenyek a biotikus
¢és abiotikus stresszekre. Normal koriilmények kozott tobb antioxidans enzim és molekula
tartja fenn a redox egyensulyt a sejtekben. A kiilonb6z6 stresszorok viszont a ROF-k
szintbeli valtozasat idézik eld; a termelés és eliminalas kozotti egyenstly felborul,

indukalédik az antioxidans védelem annak érdekében, hogy alacsonyan tartsa a ROF-k
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szintjét. Oxidativ stressz torténik, mikor a redox egyensuly zavart szenved a reaktiv
oxigénformak nagymértékii produkcidja és/vagy az antioxidans védelmi rendszer
kimeriilése miatt. A ROF-k gyorsan inaktivaljdk az enzimeket, intracellularis
organellumokat karositanak, ¢s membrankarosodast idéznek eld. Ezen kiviil degradaljak a
pigmenteket, proteineket, lipideket vagy akar a DNS-t is, ami végiil sejthalalhoz vezet
(Karuppanapandian és mtsai., 2011; Ravet és Pilon, 2013).

A novények enzimatikus és nem enzimatikus védelmi rendszerrel rendelkeznek,
ami képes megvédeni a sejteket az oxidativ karosodastol, és eliminalja a karos ROF-kat
(Karuppanapandian és mtsai., 2011), hiszen nagy koncentracidban minden reaktiv
oxigénforma karos az €16 szervezetekre. A toxikus oxigén szabadgyokok megemelkedett
mennyisége maga utdn vonja az antioxidans valasz erdsodését is. Az antioxidans védelmi
rendszer enzimatikus komponenseinek, mint pl. az aszkorbat peroxidaznak (APX),
katalaznak (KAT), a dehidroaszkorbat reduktaznak (DHAR), guajakol-peroxidaznak,
glutation reduktiznak (GR), monodehidroaszkorbit reduktiznak (MDHAR) ¢és a
szuperoxid dizmutdznak (SOD) modosul az aktivitasa (De Vos €és mtsai., 1992; Wang és
mtsai.,, 2004; Lombardi ¢és Sebastiani, 2005; Yruela 2005). A nem-enzimatikus
antioxidansok koz¢ tartozik az aszkorbinsav (AsA), a glutation (GSH), a karotinoidok, a
tokoferol és a fenolok. Az antioxidans valaszok levélben és gyokérben fliggnek a réz
tobblet mértékétdl, idétartamatol, a novényfajtol és Okotipusatél. A magas antioxidans
kapacitas fenntartasa, mely elimindlja a karos ROF-kat, a kornyezeti stresszekkel szemben

nagyobb foku tolerancidt eredményez (Sharma 2012).

2.3.3. A ROF-k, mint jelmolekulak szerepe a stressz-indukalta morfolégiai valaszban

A réz stressz soran képz6dd ROF-knak kettds szerepiik ismert, hiszen nagy
mennyiségben karosak a sejtek életfolyamataira, ugyanakkor alacsony koncentracioban
masodlagos hirvivoként szerepelnek az intracellularis jelatviteli haldzatban, ezaltal
kozvetitve szdmos valaszt a novényi sejtekben (Dat és mtsai., 2000; Mittler és mtsai.,
2004; Sharma és mtsai., 2012). A ROF-k koziil a H,O, egy fontos messenger molekula a
novényi sejtekben (Quan és mtsai., 2008; Petrov és Van Breusegem 2012). Réz-kezelt
Arabidopsis novények gyokerében a H,O, a O, dizmutalédasa soran termelddhet a
NADPH oxidaz aktivitasa vagy a Fenton reakcio altal. A H,O, jelmolekulaként betdltott
szerepe abban nyilvanul meg, hogy aktivalja az OXI1-MAPK kaszkadot, amely

génexpresszio valtozashoz vezet, vagy a membranlipidek oxidativ karosodasat okozhatja
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az erésen toxikus OH' képzddésén keresztiil (Opdenakker és mtsai., 2012; Qiao és mtsai.,
2014). A réz vagy akar a kadmium kezelés is megemeli a H,O, szintjét, mely rovid ideji
pulzalasa kozvetleniil ugyan nem 6li meg a sejteket, viszont aktivizal 1ényeges valaszokat,
mint a sejtelongacid csokkenése (Maksymiec 2007). A kornyezeti stresszek hatdsara
kialakul6 morfologiai valaszok jelatvitelében a hormonok mellett a ROF-k is kulcs
fontossagu elemnek tekinthetdk, hiszen befolyasoljak a sejtosztodast, megnyulast, valamint
Yuan és mtsai. (2013) kutatdsai alapjan, a réz stressz hatdsara bekovetkezd auxin
ujracloszlas szabalyozasaban a képz6do H,O;, nem jatszik szerepet, vagyis ez a ROF nem
befolyasolja a réz-indukdlt gyokérmegnyulds gatlast. A tobbi reaktiv oxigénforma
novekedésben betoltott jelatvive szerepe kevéssé tanulméanyozott. Feltehetéen a hidroxil
gyok sem csak az oxidativ stressz kialakuldsdhoz jarul hozza, hanem fontos szerepe van a

gyokér és hipokotil novekedése vagy a csirazas folyamataban (Apel és Hirt, 2004).
2.4. A nitrogén-monoxid (NO)

A nitrogén-monoxidot eldszor 1772-ben Joseph Priestley egy toxikus molekulaként
irta le, mely a kozlekedés vagy az ipari tevékenység soran felszabaduld szennyezd gazok
egyik komponense. Felismerték 1987-ben, hogy a NO egy, az emberi szervezetben is
megtalalhatd vérnyomast és szivmiikddést szabalyozd jelatvivd molekula (Ignarro és
mtsai., 1987). Ekkor kertiilt a figyelem kdzéppontjaba ez a kisméretli, gdz halmazallapott
molekula, melyet 1992-ben a Science folyodirat az ,Ev Molekulaja”-ként emlitett
(Koshland 1992). Jelentdsége tovabb fokozodott, mikor 1998-ban Louis J. Ignarro, Robert
F. Furchgott ¢és Ferid Murad orvosi Nobel-dijat kapott a NO, mint jelmolekula
felfedezéséért. Novényekben vald képzodését elészor 1979-ben publikaltdk (Klepper
1979), majd az intenziv kutatdsnak koszonhetden bizonyitast nyert, hogy a NO egy sokrétii
funkcioval bir6 jelatvivé molekula, hiszen szabalyozza a novények novekedését, fejlodését
¢s biotikus valamint abiotikus stresszvalaszok szabalyozo komponense is (Corpas €s
Barroso, 2013; Ahmad és Wani, 2014).

A NO jelatvivé funkci6 betoltéséhez elengedhetetlen tulajdonsagokkal rendelkezik,
hiszen kisméretti, toltés nélkiili, lipidoldékony és nagy a diffuzibilitasa, ami lehetové teszi
a membranokon keresztiili gyors mozgésat, igy nem kotddik receptorhoz. Féléletideje a
legtobb reaktiv oxigénformdhoz képest hosszi (3-6 s), ugyanakkor szabadgyok

tulajdonsagu és redox aktiv is. Harom, biologiai rendszerekben gyorsan egymasba alakuld
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forméja a nitrozénium kation (NO™), a nitroxil anion (NO") és a nitrogén-monoxid gydk
(NO).

Bioldgiai rendszerekben a NO' gyorsan reagal a molekularis oxigénnel (Oy), a
szuperoxid gyOkanionnal (O;7) és atmeneti fémekkel. A NO' reakcidja oxigénnel
kiilonb6z6 NOy komponenseket eredményez, mint példaul a nitrogén-dioxid (NOy), a
dinitrogén-trioxid (N,O3) és a dinitrogén-tetraoxid (N,O4), melyek reagalhatnak aminokkal
vagy tiolokkal, vagy hidrolizdlédnak nitrit (NO3') és nitrat (NO3") végii metabolitokka. A
NO' és O, kozotti reakcid eredménye a peroxinitrit (ONOQO) egy erds oxidaloszer, mely
sejt karosodasokat okozhat magasabb koncentracioban (Delledonne és mitsai., 2001).
Fiziologiai pH-n gyorsan peroxinitrites savva (ONOOH) alakul, mely hamar NO3z™ -ta és a
nagyon reaktiv hidroxil gyokké (OH) bomlik. A NO atmeneti fémeket tartalmazé
enzimekkel komplexeket képezhet, igy képzddik példaul a vas-nitrozil komplex. A
folyamat altal megvaltozik a célfehérjék szerkezete és miikodése (Hayat és mtsai., 2010).
nitrogénforma (RNF) kifejezés, ami a nitrogén-monoxidot (NO) és reakciotermékeit
foglalja magaba. A molekulacsoport legjellemzébb tagjai a N,Os, NO,, a peroxinitrit
(ONOQ"), az S-nitrozotiolok (RSNO) és az S-nitrozoglutation (GSNO) (Molassiotis ¢és
Fotopoulos, 2011). A reaktiv nitrogénformak lehetnek gyok jellegliek, mint a NO' és a
NOy, vagy nem gyokos molekulak, mint a salétromos sav (HNOy), a N2Os, a N,O4, a
nitrénium ion (NO,"), a ONOO™ vagy a ONOOH. Ezen kiviil ide sorolhatok még az alkil
peroxinitritek (ROONO), a nitroxil anion, valamint a nitrozénium kation (Hayat és mtsai.,

2010).

2.4.1. A NO metabolizmusa a novényi sejtekben

Ellentétben az 4&llati rendszerekkel, ahol a NO bioszintézisének utvonalai jol
ismertek, a novényekben ez sokkal Osszetettebb, és csak részben felderitett. A névényi
sejtekben képzddhet NO enzimaktivitas révén vagy nem enzimatikus utakon keresztiil

(Saldago és mtsai., 2013).

A nem enzimatikus folyamat sordn a nitrit spontdn redukalédik NO-d4 az

apoplasztban, savanyu pH mellett illetve aszkorbinsav vagy fenol jelenlétében. Ez az

crer

allo ismeretek szerint hét kiilonb6z6 enzimatikus utvonalon képzédhet NO a novényekben

(6. abra), melyek kozott oxidativ és reduktiv folyamatokat is megkiilonboztetiink (Gupta és
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mtsai., 2011). Az oxidativ utvonal elegend6 O, mellett, reduktiv Gtvonal csokkent O, szint

mellett torténik.
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6. abra A kiilonbozé NO bioszintézis
utvonalak sejten beliili elhelyezkedése

(Gupta és mtsai., 2011).

(NO = nitrogén monoxid, PM-NR =
Plazmamembran kotott nitrat reduktdz, PM
NINOR = Plazmamembran kotott
nitrit:nitrogén-monoxid reduktdz, NR = Nitrat
reduktaz, NOS-like = Nitrogén-monoxid
szintdz szer(i enzim, HB1 = hemoglobin 1,
GSNO = S-nitrozoglutation, GSNOR = S-
nitrozoglutation  reduktaz, curtv. - =
mitokondrialis elektrontranszportlanc Ill-as és
IV-es komplexe), NOA = NO tarsult protein,
XOR = xantin oxidoreduktaz, ROS = reaktiv

oxigénformak)

A reduktiv enzimatikus utvonalak soran nitritbdl (NO;') képzddik NO. Ide tartozik

a plazmamembran kotott nitrat reduktdz (PM-NR) enzim ¢€s a szintén a membranban

lokalizalt nitrit:NO reduktaz (Ni:NOR) gyokerekben (Stohr és mtsai., 2001). Ez utobbi

gyokérspecifikus enzim fontos feladata a talajban a nitrat elérhetdség érzékelése. Azonban

a citoszolikus NR (cNR) is gyorsan megjelenik, mint {6 forrdsa a NO-nak (Xu és Zhao,

2003), mely elegendé O; szint mellett miikodik. A NR nagy affinitassal rendelkezik a

nitrathoz, katalizalja a nitradt NADP(H)-fiiggd redukcidjat nitritté, majd a nitrit képes

tovabb redukalodni ammoniava a nitrit reduktaz (NiR) segitségével. Maga a NR képes a

nitritet NO-da tovabb alakitani (Xu és Zhao, 2003). Ez viszont limitalt folyamat, mert csak

akkor miikddik, ha a nitrat koncentracidja magasabb, mint a nitrité (Bellin és mtsai., 2013).

28



Irodalmi attekintés

A NO,-bdl torténd NO szintézis reduktiv enzimatikus utvonala a mitokondrialis
elektron transzportlancon keresztiill is megvalosulhat a mitokondrium bels6
membranjaban, anoxids koriilmények kozott. Ilyen oxigénhianyos koriilmények kozott a
mitokondriumok jelentds mennyiségli NO-ot képeznek a nitrit redukcidja altal. A
peroxiszomalis xantin oxidoreduktaz (XOR) is nitritbdl képez NO-t kimondottan anaerob
koriilmények mellett NADH felhasznalasaval (Mur és mtsai., 2012). Az oxidativ NO
bioszintézis egyik lehet6sége a nitrogén-monoxid szintaz (NOS) - szer(i enzim aktivitasa,
bar ennek az enzimnek a 1étezését a magasabbrendii novényekben az eréfeszitések ellenére
még nem sikeriilt azonositani. Legujabban Foresi és mtsai. (2010) az allati NOS kozeli
homolodgjat azonositottdk az egysejtli zold alga Osterococcus tauri-bol, mely 42%-0S
hasonldsagot mutat a human NOS szerkezetével. A NO-szintaz allati sejtekben L-arginint
oxidal L-citrullinnd mikozben NO-t general (Saldago és mtsai., 2013). Az emlésdkben 3
kiilonb6z6 NOS izoforma létezik: a neuronalis nNOS, endothelidlis eNOS és az
indukalhat6 iINOS, melyeket 3 kiilonb6zd gén kodol. A harom izoformanak kiilonbozik a
lokalizacioja, szabalyozasa és katalitikus tulajdonsaga is. A poliaminok (PA), mint pl. a
spermin és a spermidin NO képzOodést okoznak, €s a hatds gyors megjelenése miatt
kozvetlen kapcsolat feltételezhetd a PA és a NO kozott, bar a pontos mechanizmus jelenleg
még ismeretlen (Gupta és mtsai., 2011). Arabidopsis-ban a réz amino oxidaz (CuAO)
enzim kozvetiti az abszcizinsav altal indukalt NO poliaminokbdl torténd felszabaduldsat
(Wimalasekera és mtsai 2011; Saldago és mtsai, 2013, Bellin €s mtsai, 2013). Tovabba NO
képzddhet a hidroxilamin oxidécidja révén is, bar ennek a vegyiiletnek a ndvényekben vald

természetes eléforduldsa nem bizonyitott (Gupta €s mtsai., 2011).

A NO keletkezése mellett az eltavolitasa is hozzédjarul az intracellularis NO szint
preciz szabalyozasahoz. A NO reakcidja szuperoxid gydkanionnal, oxigénnel, glutationnal
¢s hemoglobinnal a NO eliminéciojahoz vezet. A NO bioszintézise és degradacidja révén
alakulhat ki egy NO egyensuly vagy homeosztazis a novényekben (He és mtsai., 2012;
Saldago és mtsai., 2013; Freschi 2013).

2.4.2. A NO kimutatasanak lehetoségei novényekben

Napjainkban kilenc kiilonbozé specifitdsu eljards ismeretes a NO szint
novényekben torténd meghatarozasara (Tarpey és mtsai., 2004; Mur és mtsai., 2012). Egy
nagyon népszerii modszer ezek koziil a kemilumineszcencia, mely a NO-t gaz fazisban

képes detektalni. Szintén gaz fazisban vizsgalhato a NO a 1ézer-fotoakusztikus

29



Irodalmi attekintés

spektroszkopia (LPAD) vagy a hangolhatdo diddas lézer abszorpcids spektroszkdpia
(TDLAS) segitségével. Az EPR (elektro paramagneses rezonancia) spektroszkdpia talan a
legrugalmasabb mddszer. Egyike azoknak, melyet mar a 90-es évek el6tt is hasznaltak a
NO metabolizmus tanulméanyozasara ndvényekben. F6 elonye a valos idejii meghatarozas,
¢s gyenge specifitasa javithato gyokfogok hasznalataval (Pagnussat és mtsai., 2002; Hayat
¢s mtsai., 2010). A NO koncentracid6 meghatarozasara hasznalhaté a hemoglobin modszer
¢s kiilonb6zé NO-szenzitiv elektrodok (amperometria) is. A szamos mddszer koziil mégis
a fluoreszcens festékek felhasznaldséval torténd NO detektalas a legkedveltebb (Mur és
mtsai., 2012), hiszen nem invaziv, egyszeri, és lehetévé teszi a NO in situ detektalasat a
szOvetekben, sejtekben. A diaminofluoreszcein (DAF) festékcsaldd tagjain kiviil manapsag
mar mas NO-specifikus fluoroforok is rendelkezésre allnak. A rodamin B alapu festék a
NO mellett a ONOOQO™ -t és a OH" -t is kimutatja (Mur és mtsai., 2012). Egy masik NO
fluoreszcens proba az Europium(IIl) keldt, mely specifitdsanak bizonyitdsa még varat

magara (Chen és mtsai., 2011).

2.4.3. A NO szint modositasanak lehetdségei

Ahhoz, hogy tanulméanyozni tudjuk a NO részvételét bizonyos fiziologiai
folyamatokban, sziikséges a ndvény endogén NO szintjének modositasa. Bevett modszer a
NO enzimatikus forrasainak gatlasa, ami cs6kkent NO szintet eredményez. A nitrat
reduktdz enzim gatloszereként ismeretes a wolframat, melyet széleskorlien hasznalnak a
ndvénybiologiai kutatdsokban. Bar fontos szem el6tt tartani, azt a tényt, hogy a wolframat
nem specifikus NR inhibitor, hiszen szdmos mas hatasa is ismert, melyek nem kothetdk a
NR aktivitasdnak gatldsdhoz (Xiong €s mtsai., 2012). A NOS-szerli enzimek gatolhatok
arginin anal6gokkal, mint a N®-monometil-l-arginin (L-NMMA; Kolbert és mtsai., 2008a)
vagy a NC-nitro-L-arginin-metilészter (L-NAME, Neill 2003), melyek az éallati
rendszerekben gyakran alkalmazott inhibitorok. Viszont a NOS enzimek Iétezése a
magasabbrendii novényekben még vitatott, ezért dvatos kovetkeztetéseket kell levonni
ezen gatloszerek hasznalataval szerzett eredményekbdl. A leggyakoribb, NO szintet
modosito kisérleti eljaras a kémiai NO donorok és gyokfogok alkalmazasa. A NO donor
vegyiiletek koz¢ tartoznak az ugy nevezett NONOat-ok (Keefer és mtsai., 1996; spermidin
vagy dietilamin-NONOat (1,1-dietil-2-hidroxi-2-nitrozohidrazin /DEANOY/)), a S-nitro-N-
acetilpenicillamin (SNAP), a natrium nitroprusszid (SNP) és S-nitrozoglutation (GSNO)
(Mur ¢és mtsai., 2012). Ezenkiviil a NO szintézis kivaltasara hasznalhatd az apocinin nevii

gyulladas-csokkentd tulajdonsagii ndvényi vegyiilet is (Tossi és mtsai., 2009; Hermes és
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mtsai., 2013). A legtobb kutatdsban az SNP-t hasznaljak a NO felszabaditdsara, mely egy
vas-nitrozil vegylilet (He és mtsai., 2004; Dong és mtsai., 2013; Liu és mtsai., 2013). A
donor vegyiilet fény altali bomlasanak terméke a NO®, de melléktermékként kalium
ferricianid és kalium ferrocianid is képzddik, mely befolyasolhatja tobbek kozott a ndvény
fotoszintetikus elektrontranszportjanak miikodését (Wodala 2009). Fontos koriiltekintden
donteni arrol, hogy melyik kémiai NO donorral dolgozunk, hisz mindegyik mas NO
képzddést és melléktermékeket eredményez, melyeknek mas-mas hatasai lehetnek
(Wodala 2009, Mur és mtsai., 2012). A kalium-2-fenil-4,4,5,5-tetranetilimidazolin-1-oxil-
3-oxid (PTIO) és karboxilalt formaja (karboxi-PTIO) a leggyakrabban hasznalt NO
gyokfogd molekulak, melyek a nitronil-nitroxidok koz¢ tartoznak (Neill és mtsai., 2003).
A PTIO vagy cPTIO reakcidba 1ép a NO gyokkel, mely reakci6 soran PTI illetve cPTI és
NO; keletkezik, vagyis a NO eliminalodik (Goldstein és mtsai., 2003). Egy ritkdbban
alkalmazott NO gyokfogo6 a hemoglobin (Hb), mely képes modositani a NO szintet mind a
novényi-, allati-, és baktérium sejtekben. Az Arabidopsis AtHb1 oxigén jelenlétében reagal

a NO-dal, ami methemoglobin és nitrat keletkezéséhez vezet. (Crawford és Guo, 2005).

A biokémiai, farmakologiai vizsgalatokat célszeri genetikai megkdzelitéssel
kombinalni. Léteznek a NO-ot a vad tipusndl nagyobb mértékben termelé mutans
Arabidopsis novények, mint pl. a nox1/cuel (Crawford és Guo, 2005), a gsnorl-3/hot5-2
(Feechan és mtsai, 2005) vagy a rcdl (Ahlfors és mtsai.,, 2009). Tovabba elterjedt a
csokkent endogén NO tartalommal birdo Arabidopsis névények hasznélata, mint pl. a
nialnia2 (Wilkinson és Crawford, 1993; Kolbert és mtsai., 2008a) vagy a nialnia2noal-2
(Lozano-Juste és Léon., 2010).

2.4.4. A NO jelatvitele

A NO-ot kis mérete, valamint lipidoldékony tulajdonsaga kivaldéan alkalmassa teszi
jelatviteli folyamatok szabalyozéaséara. Napjainkban szdmos kutatocsoport foglalkozik a NO
szignalizacid6 novényi novekedés-fejlddésben, valamint abiotikus és  biotikus
stresszvalaszokban betdltott szerepének tanulmanyozéasaval, mégis sok még a nyitott

kérdés ezzel kapcsolatban.

Az allati rendszerekben legjobban ismert NO szignalizaciés utvonal a cGMP-n
keresztiil valosul meg. A NO reakcioba 1ép a szolubilis guanilat cikldz (sGC) enzimben
talalhato hem vassal, és a vas-hisztidin kotés felbomlasa az enzim szerkezetésnek és

funkcidjanak megvaltozasat okozza; az enzim aktivalodik és cGMP képzddik. Sokaig
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kérdéses volt a sGC enzimek 1étezése a novényekben, de mara vilagossa valt, hogy a
novényi sejtekben szamos ilyen enzim miikodik. Mulaudzi és mtsai., (2011) Arabidopsis
thaliana-ban azonositottak egy fehérjét (AtNOGC1), mely NO altal befolyasolt sGC

aktivitassal rendelkezik.

Szamos fizioldgiai folyamatban (pl. biotikus stressz valaszok) bizonyitottdk a NO
és a Ca®" kozotti jelatviteli kapcsolat 1étezését a novényekben. A NO felszabadulasa
szamos esetben Ca2+-f1'igg6 folyamat, ugyanakkor a NO is képes szabalyozni a Ca**
intracellularis raktarakbol torténd felszabadulasat illetve a sejtbe torténd influxat. Tovabba

a NO modulalja a Ca*" szignalizacidban szerepld gének expresszijat (Jeandroz és mtsai.,
2013).

A NO jelatvitel a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) kaszkadon keresztiil is
megvalosulhat. A kaszkdd elemei szerepelnek tobbek kozott abiotikus és biotikus
stresszekben, a sejtciklus szabalyozasaban és az egyedfejlodésben. NO kezelést kdvetden
dohanyban a MAPK kaszkad aktivaciojat figyelték meg (Clarke és mtsai., 2000; Capone és
mtsai., 2004; Kumar és Klessig, 2000), valamint uborka jarulékos gyokérfejlodése soran

szintén NO-altal kivaltott MAPK kaszkad aktivaciot irtak le (Pagnussat és mtsai., 2004).

A leginkabb tanulmanyozott jelatvitel folyamatok a NO-fiiggé poszttranszlacios
modosulasok (PTM), melyek altal a NO moddositja a fehérjék aktivitdsat €s sejtbeli
funkcigjat. Jelenleg a NO-fiiggé PTM-eknek harom utvonala ismert: az S-nitrozilacio, a

tirozin nitracid és a fém nitrozilacié (Freschi 2013, 7. abra).

A S-nitrosylation

G— CH,—S"
/“G— CH,—S—NO
NO —>\

0,
e @-en-(y-or

Q " 7. abra A NO-fiigg poszttranszlaciés modositasok
Q@ Q- Q il harom f6 Gtvonala (Freschi 2013)
C Metal- e
nitrosylation B Tyrosine nitration

Az S-nitrozilacié, vagyis a célfehérjék cisztein aminosavanak kovalens modositasa
a fizioldgiai szempontbdl egyik legjelentésebb folyamat. Az S-nitrozilacidé soran a NO

reverzibilisen kotddik a célfehérje ciszteinjében levo tiol (SH) csoporthoz, igy S-nitrozotiol
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képzdédik (SNO). Az S-nitrozilacidé szerepét leirtak a szalicilsav, etilén, abszcizinsav,
citokinin ¢és auxin altal kozvetitett jelatvitelben (Freschi 2013; Paris és mtsai., 2013). Az S-
nitrozilalt fehérjék azonositasa in situ és in vitro egyarant lehetséges a biotin switch
technologiaval. Az els6ként beazonositott S-nitrozilalt fehérje az Arabidopsis thaliana
hemoglobinja (AHb1) volt. Megfigyelték, hogy a reakcio eredményeként csokkent az NO
szint és nott az S-nitrozohemoglobin termelés (Perazzolli és mtsai., 2004; Romero-Puertas
¢s mtsai., 2013). Az S-nitrozilacié soran kialakulé S-NO kotés nagyon labilis, és ez
lehetdséget biztosit a denitrozilaciora (Begara-Morales 2013). A denitrozilaci6 az S-
nitrozilacidos jel megsziintetését eredményezi, igy szabalyozza a jelatvitel ,ki/be
kapcsolasat”. Ilyen denitrozildz aktivitdst mutattak ki két f6 enzimatikus rendszernél: a
glutation/S-nitrozoglutation reduktaz (GSH/GSNOR) és a tioredoxin/tioredoxin reduktaz
(Trx/TrxR) (Paris és mtsai., 2013). A NO S-nitrozilacio altal szabalyoz szamos olyan
fehérjét, melyek aktivitasa alapvetéen fontos a cellularis miikodésekben (Astier és mtsai.,
2012). Ilyen fehérje példaul a NON-EXPRESSER OF PATHOGENESIS-RELATED
GENEI (NPR1), mely kulcs szabalyzoként milkodik a szalicilsav jelatvitelében
patogéntamadas esetén (Leitner és mtsai., 2009; Astier ¢s mtsai., 2012). A NADPH-oxidaz
S-nitrozilacidja soran a novények képesek szabalyozni az oxidativ stressz kdvetkeztében

fellépd sejthalalt (Yun és mtsai., 2011; Mur és mtsai., 2012).

A tirozin nitracio egy peroxinitrit-fiiggé folyamat, mely a szuperoxid gyokanion
¢s a nitrogén-monoxid reakcidja soran keletkezik. A ONOO" egy erdsen toxikus molekula,
mely hidroxil gyokot képes képezni, ami mds makromolekuldk karosodéasat vagy akéar
sejthalalt is okozhat (Mur és mtsai., 2012). A tirozin nitracié folyamata soran egy NO,
csoport adddik a tirozin aromds aminosav gytriijében az egyik ortho allasu szénatomhoz,
mely végiil 3-nitrotirozin képzddéséhez vezet. Kordbban irreverzibilis folyamatnak
tartottdk a nitracids reakciot, ijabban azonban felmertilt a tirozin denitralas lehetdsége, ami
torténhet akar enzimatikusan akar nem-enzimatikusan is (Astier és Lindermayr, 2012). A
legtobb, eddig azonositott, nitracion atesett fehérje a fotoszintézishez és a nitrogén
metabolizmushoz kapcsolodik (Molassiotis és Fotopoulos, 2011). Kimutatidsuk torténhet
kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézissel, immunoblottal vagy
immunoprecipitacioval, MALDI-TOF MS és LC-MS/MS technikakkal. Ez utobbi eljarast
felhasznalva 127 db, nitralodott fehérjét azonositottak Arabidopsis thaliana-ban (Lozano-
Juste és mitsai.,, 2011). A nitracion atesett fehérjék szdma novényfajonként, és akar

szervenként is valtozoé lehet.
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A tirozin nitracio egy fehérje mukdodését haromféleképpen moddosithatja:
funkcionyeréssel (pl. citokrom-c esetében), funkciovesztéssel (pl. ferredoxin NADP
reduktdz esetében) vagy ugy, hogy nincs hatassal a fehérjére. A leggyakoribb
kovetkezmény a miikodésbeli gatlas (Corpas és Barroso, 2013; Corpas és mtsai., 2013). A
tirozin nitracidt leginkabb stressz koriilmények kozott tanulmanyoztak ndvényekben és
megallapitottak, hogy stressz hatdsara megnd a nitralodott fehérjék mennyisége, vagyis

fokozodik a triozin nitracio, ami a nitrozativ stressz biomarkere (Corpas és mtsai., 2013).

Az un. fém nitrozilacio soran a NO képes kolcsonhatasba 1épni olyan fehérjékkel,
melyek atmeneti fémeket (pl. Zn, Cu, Fe) tartalmaznak. A reverzibilis reakcio soran fém-
nitrozil komplexek képzddnek. Ez a PTM kimutathat6 infravords spektroszkopiaval, EPR-
rel vagy krisztallografids modszerrel. Célfehérjék lehetnek a hem tartalmu fehérjék, mint a
mar fentebb emlitett sGC vagy a citokrom P450 vagy Fe-S kluszter fehérjék, mint pl. a

mitokondrialis akonitaz (Hayat és mtsai., 2010; Kovacs és Lindermayr, 2013).
2.4.5. A NO keletkezése és szerepe nehézfém stressz soran

A kiilonb6z6 nehézfémek NO képzddésre gyakorolt hatdsa eltérd, hiszen szamos
esetben NF-indukalt NO akkumulaciot tapasztaltak, mig masok a NO tartalom csokkenését
detektaltak. In vitro rendszerekben (szodja és ludfii sejtszuszpenzio) a Fe és a Cd indukalta
a NO produkciojat (Gould és mtsai., 2003; Arnaud és mtsai., 2006). In vivo, Bartha és
mtsai. (2005) Cd, Cu valamint Zn altal kivaltott NO képzddést detektaltak borséd €s indiai
mustar gyokércsucsaban. Tovabba NO képzddést okozott Cd kezelés ludfli, buza és arpa
gyokerében, réz kitettség Panax ginseng jarulékos gyokereiben vagy Clamidomonas
algdban. Ezzel ellentétben azonban NO csdkkenés volt megfigyelhetd tobbek kozott Al
kezelés hatasara Arabidopsis-ban, Cd hatasara borsoban és rizsben ( lasd referenciak Xiong
¢és mtsai., 2010-es cikkébdl). Ezek a latszolag ellentmond6 eredmények arra utalnak, hogy
a hehézfémek NO metabolizmusra gyakorolt hatdsa fligg a fémek koncentracigjatol, a

kezelés idOtartamatol, a novény koratdl és fajatol (Groppa €s mtsai, 2008).

A NO nehézfém tolerancidban betdltott szerepének tanulmanyozasa soran Yu és
mtsai. (2005) igazoltdk a NO réz stresszre gyakorolt enyhitd hatdsat rizs levelekben.
Tovabbd a NO javitja a réz toleranciat paradicsom csirandvények esetében (Dong és
mtsai., 2013). A kiils6leg alkalmazott NO (SNP formdjaban) védo hatassal rendelkezett a
toxikus Pb szintnek kitett ladfii novényeken (Phang €s mtsai., 2011).
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Manapsag ugy gondoljak, hogy NO elsésorban a nehézfém-indukalt oxidativ
stressz mérséklésével jarul hozzd a toleranciahoz. A NO oxidativ stresszt csokkentd
hatdsa harom modon valosulhat meg: (1) a NO eliminélja a Fenton-reakcidoban szerepld
vasat (Laspina €és mtsai., 2005) (2) szabalyozza az antioxidansok aktivitasat valamint (3)
kozvetleniil reakcidba 1ép a ROF-kal. Kopyra és mtsai. (2003) azt tapasztaltdk, hogy
exogén NO (SNP formajaban) enyhitette a nehézfémek okozta gyokérnovekedés gatlast
részben a megnovelt SOD aktivitasnak koszonhetéen. Rizs levelekben az exogén NO
megakadalyozta a H,O; és a lipid peroxidacios termék, a malondialdehid felhalmozodasat,
csOkkentette az aszkorbat és glutation szinteket, és fokozta az antioxidans enzimek
aktivitasat (Hsu és Kao, 2004). Valamint nehézfém Kkitettség alatt a NO indukalja a SOD,
APX, DHAR, GPX, KAT aktivitasat (lasd referencidk Saxena ¢és Shekhawat, 2013-as
cikkébol). Az oxidativ stressz csokkentése mellett a nehézfémek fehalmozédasanak
limitalasaban is fontos szerepe van a nitrogén-monoxidnak. Az akkumulaciét csokkentd
mechanizmusok egyike soran a NO fokozza a kalloz sejtfalba rakodasat, valamint a pektin
¢s hemicellul6z szinteket, amelyek poligalakturonsav tartalmukbdl adéddéan megkotik a
fémeket, igy elzarjak azt a sejtek érzékenyebb régidjatol, a citoszoltoél (Ernst és mtsai.,
1992). A NO masik fém szintet csokkentd stratégidja a vakudlumba torténd elzaras, amit a
fém metallotioneinekhez és fitokelatinokhoz vald kotddése eléz meg. A NO a sztomak
zarodasat is indukalja, ezaltal csdkken a transzspiracio, gatlodik a fémek transzlokacidja a
gyokerekbdl a szenzitivebb hajtasba (Garcia-Mata €s mtsai., 2001). A NO képes a
fémtoleranciat okozd gének expresszidjanak indukalasara is (Griin és mtsai., 2006). Az
egyik legfontosabb antioxiddns, a glutation génexpresszidjanak stimulédlésa altal kétféle
utvonalon is csdkkenteni tudja a nehézfém stresszt, hiszen a glutation amellett, hogy fontos
antioxidans, a fémmegkotd tulajdonsagardl ismert fitokelatinok prekurzora is (Hossain és
mtsai., 2012). A ferritin génexpressziojat pozitivan befolyasolva pedig a NO segiti a vas
homeosztazis helyreallasat a nehézfém kezelt novényekben (Murgia és mtsai., 2002).
Tovabbad a NO-r6l bebizonyosodott, hogy az IES-oxiddz enzim aktivitdsat gatolva
hozzajarul egy optimalis auxin szint fenntartdsdhoz a kadmium terhelt ndvényekben (Xu

¢és mtsai., 2010).

A NO kozvetleniil képes reakcioba lépni a ROF-k egyes képvisel6ivel, ezaltal
befolyasolva azok metabolizmusat a nehézfém stressz alatt. Azonos szoveti lokalizacio
esetén a NO ¢és a O, egymassal reagalva peroxinitritet képeznek (Qiao és mtsai., 2014). Ez

a reakcidé amellett, hogy a kevésbé karos peroxinitrit keletkezik végsé soron a Oy”
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kioltasdhoz vezet. A ONOO- szint novekedése azonban maga utan vonja a lipid és a
fehérje nitraci6 fokozodasat, ami masodlagos, un. nitrozativ stressz kialakulasat indukalja
(Corpas és mtsai., 2011; Arasimowicz-Jelonek és Floryszak-Wieczorek, 2011). A ROF és
NO kozotti masik Iényeges kolcsonhatds soran kis moélsulyu antioxidans, a glutation S-
nitrozilaciot szenved, aminek kovetkeztében S-nitrozoglutation képzddik. A GSNO-t egy
korfolyamat soran a GSNO-reduktaz alakitja GSSG-vé, ami a glutation reduktaz aktivitasa
révén GSH-va redukalodik vissza (Corpas és Barroso, 2013). A GSNO S-nitrozilacios
folyamatokat indukal, melyek megvaltoztatjdk az enzimek szerkezetét és mikodését, igy
hozzajarulhatnak a nitrozativ stressz kialakuldsdhoz. A legujabb nomenklatira szerint
nitro-oxidativ stesszrél beszéliink, hiszen a két masodlagos stressz hatas egymassal

szorosan kolcsonhatva jelentkezik (8. dbra, Corpas és Barroso, 2013).

(ot \
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» @ P —— »| Lipid peroxidation
v Protein carbonylation »
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,’ Protein tyrosine nitration |- ¥
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8. abra Az abiotikus és biotikus stressz hatasara képzddé reaktiv oxigén- és

nitrogénformak kozotti kolesonhatds, azaz a nitro-oxidativ stressz (Corpas €s Barroso,
2013).

2.4.6. A NO szerepe a novények fejlodése soran

Elmondhat6, hogy a NO szerepét szamos fiziologiai folyamatban felderitették
novényekben, vagyis a NO nem specifikus, sokkal inkabb altalanos, multifunkcionalis

jelmolekulanak tekinthetd.

A magasabbrendii novényekben a NO alapvetd szerepet tolt be a novekedés és

fejlodés soran (Astier €s mtsai., 2012). Szabalyozza a magvak csirazasat (Bethke ¢és mtsai.,
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crer

mtsai., 2005), az oldal- és jarulékos gyOkerek iniciaciojat (Correa-Aragunde és mitsai.,
2004; Zhao és mtsai., 2007), a gyokérszOrok képzddését (Lombardo és mtsai., 2006), a
sztomazarodast (Neill és mtsai., 2002), valamint a viragzast (He és mtsai., 2004). Ezeken
kiviil a pollentomlé novekedése (Prado és mtsai., 2004), a gylimolcsérés, és az oregedés
(Leshem ¢és mtsai., 1998; Corpas és mtsai., 2004) szintén a NO altal szabalyozott fejlodési
folyamatok. Tovabba a NO egy lényeges komponens szdmos abiotikus stressz soran is

(Corpas ¢s mtsai., 2011).

A novekedési-fejlodési folyamatok egyik f6 iranyitdja az auxin, melynek hatasa sok
esetben a NO kozvetitésével nyilvanul meg. Pagnussat és mtsai (2002, 2003) korai
munkaikban megallapitottak, hogy a NO elengedhetetlen a gyokér fejlédéséhez, valamint
auxin-indukalt NO szint novekedést figyeltek meg a jarulékos gyokerek fejlédése soran.
Szintén az els6 NO-auxin Kapcsolattal foglalkoz6 munkak egyikében felismerték a nem-
szimbionta hemoglobin (ns Hb) szabdlyozo szerepét (Hunt és mitsai., 2002). A szerzok
nagymértékben modosult auxin altal iranyitott gyokérfejlodést tapasztaltak egy ns Hb-t
taltermeld transzgenikus ludfii vonalban, ¢és eredményeiket a Hb altal csokkentett NO szint
kovetkezményeként magyaraztak. Késobb paradicsom ndvényekben bizonyitottdk a NO
részvételét az auxin altal kivaltott oldalgyokérfejlédés soran (Correa-Aragunde és mtsai.,
2004). A NO eldsegiti az auxin altal szabalyozott sejtosztodas aktivaciot, de nem
befolyasolja a sejtciklus folyamatat lucerna ndvényekben (Otvos és mtsai., 2005). Az
Arabidopsis oldalgydkér primordiumaiban az exogén auxin kezelés hatasara NO produkciod
tortént, mely a nitrat reduktaz enzim aktivitasatol fiiggdnek bizonyult (Kolbert és mtsai.,
2008a). Tovabba a NO szerepet jatszik az ozmotikus stressz, mint kiilsé faktor, és az indol-
3-vajsav, mint belsé faktor éaltal szabalyozott gyokérfejlédési folyamatokban (Kolbert és
mtsai., 2008b).

Az auxin NO képzddésre gyakorolt hatdsai mellett maga a NO is befolyasolja az
auxin metabolizmusat, transzportjat ¢&s jelatvitelét. Kadmium terhelésnek kitett
gyokerekben a NO csokkenti az indol-3-ecetsav (IES) oxiddz aktivitasat, ezaltal segit
fenntartani a gyokér auxin homeosztazisat (Xu és mtsai., 2010). A NO képes gatolni az
akropetalis auxin transzportot Arabidopsis novények gyokerében az auxin efflux fehérje
PIN-FORMED 1 (PIN1) csokkentésével a proteoszoma-fiiggetlen poszt transzkripcios

mechanizmusok révén (Fernandez-Marcos és mtsai., 2011). A legjabb eredmények
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bizonyitékot szolgaltattak a NO auxin jelatvitelt befolyasolod szerepére. Terrile és mtsai.
(2012) kimutattak ugyanis, hogy a TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1)
auxin receptor fehérje 140-¢s és 480-as cisztein aminosava S-nitrozilalédni képes. Ez a NO
altali poszttranszlacios modosulas eldsegiti a TIR1 AUX/IAA (AUXIN/INDOLE-3-
ACETIC ACID) fehérjékkel valo interakciojat. Ez utobbi molekulacsoport az auxin
jelatvitel represszora, mely a TIR1-gyel valo kolcsonhatas kovetkeztében proteoszomalis
degradaciot szenved el. Az S-nitrozilacio kovetkeztében tehat a represszor lebomlik, igy az

auxin-fiiggé génexpresszio elindul.

A fentiekbdl is lathatd, hogy a réz tobblete morfogenetikai valasz kialakuldsat idézi
eld elsdsorban a gyokérrendszerben. A SIMV jelatvitel azonositott szabalyoz6 molekulai
az auxin és a ROF. Mivel a NO, mint multifunkcionalis szignal szamos gyokérfejlédési
folyamatot szabalyoz €s szorosan egylittmiikddik az auxinnal és a reaktiv oxigénformakkal
is, feltételezhetjiik, hogy a stressz-indukalt morfogenetikai valasz szabalyozasdban is részt

vesz. A Ph.D. munkam soran ennek a hipotézisnek a tesztelésére vallalkoztam.
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3. Célkituzés

Kisérleteink  fokuszpontjdban a NO molekula allt. Vizsgéltuk  képzddését,
szignaltranszdukcids utvonalban betoltott szerepét €s mas reaktiv molekulakkal (ROF)

vald kapcsolatat réz terhelés hatdsara megjelené morfoldgiai véalasz soran.
Munkénk soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

o Az id6 fliggvényében (rovid €és hosszabbtavu kisérletek) hogyan alakul a réz-
indukalt morfoldgiai valasz, hajtasra és gyokérre nézve?

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

e Milyen jellegti kdlcsonhatas mitkodik az auxin és a NO kozott réz stressz alatt?

e Milyen mechanizmusokkal magyaradzhatéak a réz hatdsara a NO metabolizmusban
bekovetkez6 valtozasok?

e Milyen kapcsolat all fenn a NO és a ROF-k kozott a réz tolerancia
mechanizmusdban, illetve hogyan vesznek részt a ROF-ok a stressz indukalt

morfoldgiai valasz kialakuldsaban?

Kisérleteinket Arabidopsis thaliana L. novények felhasznalasaval végeztiik, melyekben a
gyokérrendszer fejlddése mikroszkop alatt jol tanulmanyozhaté. A NO szerepének,
valamint enzimatikus forrasanak felderitése céljabol a vad tipus (Col-0) mellett, NO-

valamint aszkorbinsav-tiltermel6 €s -hianyos novényeket is hasznaltunk.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Novénynevelés, alkalmazott kezelések
4.1.1. A felhasznalt névényi anyag

A kisérletek soran Col-0 vad tipusu, nialnia2 dupla- és nialnia2noal-2 tripla
mutans, valamint nox1 (cuel) és gsnorl-3 novényeket hasznaltunk. Ezek mellett vic2-1 és
vtc2-3 és miox4 Arabidopsis thaliana L. novényekkel dolgoztunk. Az auxin fliggd
génexpresszid vizsgalatdhoz DRS5::GUS transzgenikus ladfii novényeket alkalmaztunk.

Minden felhasznalt Arabidopsis vonal Kolumbia dkotipusu hattérrel rendelkezik.

Arabidopsis-ban a nitrat-reduktaz (NR) enzimet két gén kodolja: NIA1 és a NIA2.
A nialnia2, dupla mutans esetén a NIA1 génben egy pont mutaciéo van, mig a NIA2
génben delécio talalhatod, igy a mutans a vad tipusu novény NR enzimaktivitasanak csak
0,5%-at mutatja (Wilkinson és Crawford, 1993). A nialnia2 novények amellett, hogy
csokkent NO tartalommal birnak, a vad tipushoz képest kevesebb arginint és nitritet
tartalmaznak (Modolo és mtsai., 2006). Losano-Juste és Léon 2010-es kozleményilikben
mutattdk be a nialnia2-noal-2 tripla mutans ladfiivet, melyet a nialnia2 és a noal
Arabidopsis-ok keresztezésével hoztak létre, igy ebben a NOS (AtNOAI)- és a NR
(NIA/NR) altal kozvetitett NO bioszintézis is hibas, ezért a vad tipus gyokerét tekintve
alacsonyabb NO szinttel rendelkezik. A nox1(cuel) egy olyan NO-taltermel6 mutans,
amely magassabb L-arginin, L-citrullin és NO tartalommal rendelkezik a vad tipushoz
képest. A CUE1 (chlorophyll a/b binding protein underexpressed 1) gén, a kloroplasztisz
bels6 membranjaban talalhatd foszfoenolpiruvat/foszfat transzlokatort koédolja (He és
mtsai., 2004; Crawford ¢és Guo, 2005). A gsnorl-3 Arabidopsis ndvények S-
nitrozoglutation reduktaz (GSNOR) aktivitdsa 80%-kal alacsonyabb, mint a vad tipusu
ndvényeké. Magasabb 0ssz S-nitrozotiol, nitrat és NO szintekkel rendelkezik (Feechan és
mtsai., 2005; Rustérucci és mtsai., 2007; Lee és mtsai., 2008). A vtc2-1 és vtc2-3 tipusu
mutdns ludfiivek alacsonyabb aszkorbinsav tartalommal rendelkeznek a vad tipushoz
képest (Conklin és mtsai, 2000). A vtc2-1 ndvények a vad tipus aszkorbinsav szintjének
25-30%-at, mig a vtc2-3 novények annak 40-50%-at tartalmazzak (Conklin 2001). A mio-
inozitol oxigenaz (MIOX4) gén tulexpresszalt a miox4 transzgenikus Arabidopsis-okban,
ami igy 2-3-szoros aszkorbinsav akkumulaciot eredményez a leveleikben (Lorence ¢és

mtsai., 2004). A DR5::GUS transzgenikus ludfii ndvényekben a nagy auxin érzékenységii
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DR5 vélaszelemet fuzionaltattdk a [B-glikoroniddaz génnel, igy a novények
szubsztratfestésével az auxin-fliggd génexpresszid in situ vizsgalhatdé (Ulmasov és mtsai.,

1997). A mintavételek minden esetben a névények 7 és 17 napos koraban torténtek.
4.1.2. Novénynevelési koriillmények

Az Arabidopsis magokat 1 percig 70%-0s etanollal (Reanal, Budapest,
Magyarorszag), majd 20 percen at 30%-os (v/v) natrium hipoklorit oldattal torténd mosas
utan steril desztillalt vizzel oblitettiik 6t alkalommal. Ezt kovetden a steril magokat szilard
Y5 er6sségli MS (Murashige ¢és Skoog, 1962) taptalajra iltettiik ki. A taptalaj pH-jat 5.7-
5.8-ra allitottuk be. A 7 napos kisérletekhez a Petri csészéket 24 o6raig 4°C-on tartottuk,
majd fiiggélegesen egy nevelokamraban (FITOCLIMA S66PLH; Aralab, Portugalia)
néttek a novények ellendrzott koriilmények kozott 150 pmol m%s?t fényintenzitas, 16/8

nappal és é&jjel periodus, 55-60% relativ paratartalom és 25+2°C homérséklet mellett.
4.1.3. Alkalmazott kezelések

Réz kezelésként 5, 25 és 50 uM réz-szulfat (CuSO, Reanal, Budapest,
Magyarorszag) oldatot adtunk a taptalajokhoz. Ezek mellett ImM NC®-nitro-L-arginin-
metilésztert (L-NAME) NOS inhibitorként, 1mM Na-wolframatot (Reanal, Budapest;
Magyarorszdg) NR gatloszereként alkalmaztunk. NO donorként 10 illetve 100 pM
natrium-nitroprusszidot (SNP), NO gyokfogoként 50 illetve 100 uM 2-(4-karboxifenil)-
4,45 5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxidot (cPTIO) adtunk a taptalajhoz. A polaris auxin
transzport gatloszereként 10 uM naftilftalsavat (NPA) alkalmaztunk. A magokat a mar
bekezelt taptalajokra helyeztiik el, vagyis a kezelések minden esetben 7 illetve 17 napig

tartottak.

A legtobb esetben a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) altal forgalmazott

vegyszereket haszndltunk, az ettdl eltérd eseteket feltiintettem.
4.2. Alkalmazott modszerek
4.2.1 Morfologiai mérések

A morfologiai méréseket manudlisan egy mérce segitségével végeztik el a
fogyokerek hossza esetén. A FGY-k hosszat mm-ben fejeztiik ki. A hipokotil hossz, a

levélnyél hossz, a sziklevél atmérd és a levélszam megallapitdsdhoz a laborunkban
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taldlhatd Zeiss Axiowert 200M tipusu (Carl Zeiss, Jena, Németorszadg) mikroszkop 5-
sz0rds objektivét hasznaltuk, és az adatokat szintén mm-ben fejeztiik ki. A legoregebb
valodi levelek és a sziklevelek teriiletét Analyzing Digital Images program hasznalataval
mértiik, valamint a 7 napos Arabidopsis-ok sziklevél teriiletének becsléséhez a kor
teriiletére vonatkozé r’m képletet alkalmaztuk, mivel azok kor alaka szerveknek
tekintheték. Mindkét szerv adatait mm?-ben fejeztiik ki. Az OGY-k szdmolasat DR5::GUS
transzgenikus 17 napos novényeken végeztik el. Az OGY-k fejlettségi allapotahoz
Malamy és Benfey (1997) altal leirt stadiumokat vettiik alapul (9. dbra; A-H<VII. staddium;
I=VII. stadium; J-L>VII. stadium; az abra anyaga 2-6 hetes novényeken késziilt). A friss
tomeg mérésé¢hez egész csirandvényeket hasznaltunk fel, és minden esetben 10 ndvényt
mértiink le kezelésenként. A morfologiai megfigyelésekhez az elébb emlitett
mikroszképon kiviil a Zeiss Axioskope 2000-C (Carl Zeiss, Jena, Németorszag)

sztereomikroszkdpot is hasznaltuk.

9. abra Az OGY -k fejlodési stadiumai Malamy és Benfey (1997) szerint.
4.2.2. Hisztokémiai festés

A DRS5::GUS transzgenikus csiranévényeket 15 oran keresztiil 37°C-on Eppendorf-
csovekben inkubaltuk 1,5 ml 1 mM-0s X-Gluc festékben, mely lathatova teszi a ndvények
B-gliikuronidaz aktivitasat. A festéshez 0,1 M-os natrium fosztat puffert (NaH,POq4; pH
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7,0; Reanal, Budapest, Magyarorszag), 10 mM EDTA-t (etilén-diamin-tetraecetsav), 0,1%
(v/v) Triton X-100-at (LOBA-Chemie) és ImM kalium-ferricianidot (KsFe(CN)g)
hasznaltunk Jefferson és mtsai. (1987) modszere alapjan. A mintakat 70% -0S (V/v)

etanollal mostuk, majd mikroszkdp targylemezre helyeztiik Oket.
4.2.3. Elemanalizis

A 2 hetes vad tipusu (Col-0) Arabidopsis novények elemtartalom meghatarozasa a
tanszékiinkon talalhaté induktiv csatolasu plazma tomegspektrométer (ICP-MS, Thermo
Scientific XSeries II, Asheville, USA) segitségével tortént. A 14 napos csirandvények
gyokerét és hajtasat szeparaltuk és desztillalt vizzel mostuk. Megkozelitéleg minden
kezelésnél 1000 csirandvényt hasznaltunk fel a megfeleld széraztomeg elérésé¢hez. A 72
ords 70°C-on torténd szaritds utdn salétromsavat (65%, w/v; Carlo Erba) és hidrogén-
peroxidot (30%, w/v; Reanal, Budapest, Magyarorszag) adtunk a mintdkhoz, ezt kovetden
pedig egy mikrohulldmt roncsolé (MarsXpress CEM, Matthews, USA) segitségével
200°C-on, 1600 W teljesitmény mellett, 15 percen keresztiil roncsoltuk a ndvényi részeket.
A mintakat - miutan kihiiltek - kihigitottuk desztillalt vizzel és elvégeztiik az elemanalizist
ICP-MS késziilékkel. A réz ¢és mas mikroelemek, mint példaul Fe, Zn, Mn, Mo, B
koncentracioit pg g'1 szaraz tomegben (SZT) fejeztiik ki; és mindemellett hajtas: gyokér

aranyt szamoltunk.
4.2.4. Fluoreszcens spektrofotométer

A DAF-FM, DCF és APF fluoroférok specifitasanak vizsgalatara in vitro a
fluoreszcens spektrofotométer (Hitachi F-4500, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) szolgilt.
Minden esetben az exciticios hullamhossz 490 nm volt. Az emisszi6 DAF-FM ¢és APF

esetében 515 nm, mig a DCF fluoreszcens emisszidja 525 nm-en vettiik fel.
4.2.5. Fluoreszcens mikroszkopia

A RNF ¢és ROF molekulak detektalasat specifikus, fluoreszcens mikroszkopos
technikaval (Zeiss Axiowert 200M tipusi mikroszkop) végeztik el. A sziklevelek
vizsgalata esetén Otszorés (FLUAR x5/0.12 NA) nagyitast alkalmaztunk, mig a gyokér
kiilonb6zé zonait tizszeres objektivvel (FLUAR x10/0.25) vizsgaltuk. A kiilonb6zd
festékekhez kiilonbozo filter szetteket alkalmaztunk: 9-es sziiré (exc.: 450-490 nm; em.:
515-c0 nm); 10-es filter (exc.: 450-495 nm; em.: 515-565 nm); 20HE sziir6 (exc.: 535-585
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nm; em.: 600-655 nm). A mintdkrdl nagy felbontasu (1300*1030 dpi) felvételeket
készitettink a mikroszkophoz csatlakoztatott CCD kamera (Axiocam HR, HQ)
segitségével. A gyokér merisztéma, elongacios zona ¢€s differencidcidos zéna esetében
egységesen 45 um-es sugaru kort alkalmaztunk a pixel intenzitds meghatarozasahoz. A
szikleveleknél kozépen helyeztiink el egy 600 pm sugara kort, mellyel koriilbeliil lefedtiik
a teljes feliiletet, és igy vizsgaltuk a fluoreszcens emisszid intenzitdsat. A fluoreszcencia
intenzitdsanak megallapitdsat az Axiovision Rel. 4.8 nevii szoftver (Carl Zeiss Inc.,
Miinchen, Németorszag) segitségével végeztik. Kezelésenként 15-20 ndvénnyel

dolgoztunk.
NO detektalasa

A ludfiivek sziklevelének ¢és gyokerének NO szintjét egy NO-specifikus
fluoreszcens  festékkel, a pH- és  fotostabil  4-amino-5-metilamino-2°,7’-
difluorofluoreszcein diacetattal (DAF-FM DA) tettiik lathatova (Corpas és mtsai., 2009). A
festék membran permedbilis, melynek az acetil csoportjait az intracellularis észterazok
hasitjak le. Az igy keletkez6 molekula konnyen reagal a NoO3-dal, amely a NO oxidécios
terméke. A reakcid sordn egy fluoreszcens benzotriazol molekula (excitacio A=495 nm,
emisszio 515 nm) képzddik (10. abra). A z6ld szinll fluoreszcencia intenzitdsa aranyos a

szovetek NO tartalmaval.

o} 0]
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F 0 F észteraz F F NO* F F
[¢] = > C o0 > c o
o (¢}
NH2 NH2 ! N
NHCH, NHCH, HC N
DAF FM diacetat Sejt membrén DAF FM Benzotriazol szdrmazék
Nem fluoreszcens, sejt permeabilis Gyengeén fluoreszkald Fluoreszkalo

10. abra Reakci6 séma a NO detektalasara DAF FM DA-val
Forras: http://probes.invitrogen.com/media/pis/mp23841.pdf

Egész csirandvényeket vakuum infiltrdltunk 10 percen keresztiil, a festék
szovetekbe torténd bejutasanak eldsegitése érdekében, és 30 percen at inkubalodtak 10 uM
DAF-FM DA festékoldatban, sotétben, 25+2°C-on. Mindig annyi festék oldatot
hasznaltunk, amennyi jol ellepi a novényeket a Petri csészékben (1,5-2 ml). A festék

torzsoldatat 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) pufferben higitottuk ki. A festést kovetden kétszer
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mostuk a novényeket 30 perc alatt Tris-HCI pufferrel, majd mikroszkép targylemezre
tettiik azokat szintén Tris-HCl pufferben. A kisérletek soran a 10-es sziird szettet

hasznaltuk.
O, detektalasa

A szuperoxid gyokanion vizualizalasara a dihidroetidium (DHE) festék szolgal. A
szuperoxid oxidalja a DHE-t, amelybdl egy specifikus fluoreszcens termék az oxyetidium
(oxy-E) keletkezik. A folyamathoz két O," sziikséges és intermedierként etidium gyok
keletkezik. Az oxy-E elég stabil molekula, nem redukalodik glutation, aszkorbat vagy
NADPH hatasara sem (Sandalio és mtsai., 2008). A DHE-t 10 uM-os koncentraciéban
hasznaltuk 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) pufferben felvéve (Sandalio és mtsai., 2008). A
festék narancssarga szinnel jelzi a O; jelenlétét. Egész csirandvényeket sotétben
inkubaltunk fél oran keresztiil 37°C-on 2 ml festékoldatban, majd Tris-HCI pufferrel
kétszer mostuk le 6ket. Megfigyeléseinkhez 9-es filtert hasznaltunk.

A H0; fluoreszcens meghatarozasa

A H,0; in situ detektalasara 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin (ADHP, Amplex Red
(AR) vagy Ampiflu™) fluoreszcens festéket alkalmaztunk. Ez a festék a H,0, jelenlétét
piros szinnel jelzi. Az AR egy nem fluoreszcens molekula, mely HRP (tormaperoxidaz,
horse radish peroxidase) jelenlétében H,O, altal oxidalodik. A folyamat eredményeként
resorufin keletkezik, mely mar egy erdsen fluoreszkalod termék (exc.: 563 nm; em.: 587
nm). Ha a resorufin tovabb oxidalddik, akkor egy nem fluoreszkald resazurin keletkezik

(11. abra).

(0]

COCH, 2

| 2H0,  2H,0+0,
\ N
Y e/ S 5
—_— P
HO 0 ou ! HO 0 o HO o o
Amplex Red Resorufin Resazurin
(nem fluoreszkalo) (erésen fluoreszkalo) (nem fluoreszkalo)

11. abra. Reakci6 séma a

hexciticio = 563 nm
Hemisszio — 587 nm

H,0, detektalasara
) Amplex Red-del (Gomes
¢és mtsai., 2005).

Ismeretlen
fluoreszkalo
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Ez a tovabbi oxidacio akkor johet 1étre, ha a H,O, koncentracidja joval magasabb az
Amplex Red koncentracidjanal (Gomes és mtsai., 2005). A novények kis Petri-csészékben,
2 ml 50 uM ADHP festékoldatban inkubalodtak 30 percen keresztiil szobahdmérsékleten,
sOtétben. A festéket S0 mM natrium-fosztaf pufferben (pH 7,5) vettiik fel. A mintainkat az
inkubacids 1d6 lejarta utan egyszer mostuk pufferrel (Gomes és mitsai.,, 2005). A

mikroszkdpos felvételekhez 20HE sziir6t hasznaltunk.

A ONOQO" vizsgdlata

A peroxinitrit (ONOO") a NO és O, reakcidja soran keletkezik (Gaupels és mtsai.,
2011), mely aminofenil fluoreszcein (APF) festékkel detektalhatd. A festék fluoreszcencia
intenzitasa a nagy reaktivitast oxigénformakkal (hidroxil gyok, peroxinitrit €s hypoklorit)
torténd reakcid soran jelentésen megemelkedik (12. dbra). Az APF nem reagél sem NO-
dal, sem O," -dal sem pedig H,0,-dal (Gomes és mtsai., 2005). Egy oran keresztiil 10 mM-
mintainkat, majd kétszer mostuk le 6ket 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) pufferrel (Corpas és
mtsai., 2009). A megfigyeléseket 10-es filter szettel végeztiik.

XH

12. abra APF reakciésémaja nagy
reaktivitasi oxigénformakkal

alig fluoreszkdlo erdsen fluoreszkdlo

X o= 500nm (Setsukinai és mtsai., 2003).

N em=520 nm

Az intracellularis ROF tartalom in situ detektdlasa

Ahhoz, hogy megfigyelhessiik a novények intracellularis ROF tartalmat 2’-7’-
dikloro-dihidro-fluoreszcein  diacetatot ~ (H,DCF-DA)  alkalmaztunk 10 uM

koncentracioban. Az inkubalas 37°C-on tortént 15 percig 2 ml festékoldatban, majd a
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mintakat 4-szer mostuk le 20 percen beliil 2-N-morfolin-etanszulfon sav/kalium-klorid
pufferrel (10° M MES/KCL, pH 6,15). A fluoreszcencia emisszié detektalasdhoz a 10-es
szird szettet hasznaltuk. A DCF-DA molekula képes bejutni a sejtekbe, ahol az
intracellularis észterazok hidrolizaljak, igy felszabadul a DCF (2°,7’-diklorofluoreszcein)
(13. ébra). Ez a molekula pedig a sejten beliil csapdazdodik. A peroxidokkal, kiillondsen a
hidroperoxidokkal valo reakcidja soran egy fluoreszcens DCF szarmazék jon létre (exc.:
480 nm, em.: 530 nm) (Sandalio és mtsai., 2008). A H;DCF-DA az intracellularis
oxigéngyokok széles korben elterjedt markere, mind éllati, mind ndvényi szdvetekben.
Korabban H,0, specifikusnak tartottdk, jelenleg inkédbb egy altalanos oxidativ stressz
indikatornak vélik, hiszen szamos ROF-val reakcioba 1ép, mint pl. a HyO,, hidroxil gyok,

szuperoxid gyok vagy a peroxinitrit (Karlsson és mtsai., 2010).

—_—

DCFH DCF

(nem fluoreszkald) (fluoreszkald)

észteraz ::emmm : ;gg :::
vagy HO— EmISsZI0

DCFH-DA
(nem fluoreszkald)

13. abra A H,DCF-DA reakcidsémaja (Gomes €s mtsai., 2005).
Az életképesség fluoreszcens meghatarozasa

Fluoreszcein diacetat (FDA) festéket alkalmaztunk a sejtek életképességének
meghatdrozasara. A fluoreszcein diacetat egy membran permedbilis fluorofor, amit a sejten

beliili észterazok alakitanak fluoreszkdldo forméava. Csak azok a sejtek mutatnak
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fluoreszcenciat, melyekben az észterazok jol mikodnek, vagyis az FDA az €16 sejteket
festi meg (Vankova és mtsai., 2001). A csiranévényeket sotétben 25+2°C-on 2 ml-ben
inkubaltuk 30 percen keresztiil, majd 20 perc alatt 4-szer MES/KCI (10° M, pH 6,15)
pufferrel tortént a mintdk lemosasa. A festékbdl szarmazd fluoreszcencia emisszio

megjelenitéséhez a 10-es sziirdt alkalmaztunk.
4.3. Statisztikai analizis

A feltiintetett adatok minden esetben minimum két biologiai ismétlés atlag és
szorasértékei (SE). A statisztikai kiértékeléshez SigmaStat 11. szoftvert és Duncan-tesztet
(p<0,05) hasznaltuk. Ez esetben a statisztikailag szignifikans kiillonbségeket eltérd betiikkel
jeloltiik a diagrammokon. Néhany esetben Student-féle paros t-probat végeztiink Microsoft
Excel szoftver segitségével. A statisztikailag szignifikdns kiilonbségeket egy, kettd illetve

harom csillaggal jeléltik (p<0,05%, p<0,01%*,p<0,001%*%*).
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5. Eredmények

5.1. Az altalunk alkalmazott festékek specifitasanak in vivo és in vitro vizsgalata

Az in vivo és in situ mikroszkopia az utobbi évtizedekben széleskorben elterjedt
hatékony, egyszerli mddszer, mely gyors eredményekkel szolgél. Sejten belill lathatova
tehetiink molekulakat, és a térbeli informacid mellett pontos képet kaphatunk az adott
pillanatbeli allapotrél. Az altalunk vizsgélni kivant reaktiv oxigén- €s nitrogénformak
fluoreszcens festékekkel detektalhatdak, melyek specifitasat in vivo és in vitro is

ellendriztik.

A DAF-FM fest¢k NO-specifitdsat spektrofluoriméteren ¢és fluoreszcens
mikroszkopos modszerrel is ellenériztiik. Az in vitro mérések soran 50, 500, 1000 uM NO
donort (SNP) pozitiv kontrollként és 200 uM NO gydkfogot (cPTIO) negativ kontrollként
alkalmaztunk. Az SNP DAF-FM fluoreszcenciara gyakorolt hatasa koncentraciofiiggd volt,
a cPTIO pedig szignifikansan csokkentette az SNP-indukalt DAF-FM fluoreszcenciat. A
H,O2 (5, 50 és 100 uM) festékoldathoz vald hozzdaddsa nem befolyasolta a DAF
fluoreszcenciat (14. abra). A fluoreszcens mikroszkopos eljaras soran az SNP (100 uM)
fokozta a DAF-FM fluoreszcenciajat Arabidopsis FGY cstucsokban, a ¢cPTIO (100 uM)
pedig jelentds mértékben lecsdkkentette (1. tablazat).

1000

800
5
€
§ 600
g 14. abra A fluoreszcencia emisszid
v , , .
§ 0 valtozasai DAF-FM oldatokban SNP,
z cPTIO vagy H;O, hozzaadasanak
Z w0 hatasara (n=6, *p<0,05; **p<0,01;
= « - **%p<0,001).
) I—— ) | A e pom e p=0,001)
s 2 5 ¢ & o & o § 8 3§
g v g » g % g % I I %
< 8§ & - & cT

DAF-FM
fluoreszcencia (A.U.)
Kontroll 11,12+ 1,02 1. tablazat Fluoreszcens fotokon mért
cPTIO 8,41 +0,58 o DAF-FM fluoreszcencia értékek (n=20, £
SNP 50,83 +2,21 Hok SD, **p=<0,01; ***p<0,001).
SNP+cPTIO 15,97 £ 1,05 *x
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Az APF fest¢k mikddésének bizonyitdsdhoz peroxinitrit donorként a 3-
morfolinoszidnonimin N-etilkarbamidot (SIN-1) hasznaltuk 0,5; 1 és 1.5 mM -0s
koncentracioban; emellett pedig SNP-t (50, 500 és 1000 uM) és H,O,-t (5, 50 és 100 uM)
adtunk a festékoldatokhoz. A SIN-1 alkalmazasa mellett 1ényegesen megemelkedett a
festék fluoreszcencia intenzitasa, mig az SNP és a H;O, nem befolyasolta az APF

fluoreszcencidjat (15. ébra).

5000

*k

4000 " —}
3000 4

2000 -

APF fluoreszcencia (RFU)

15. abra A relativ fluoreszcencia
1000 | értékek valtozasa APF oldatokban
SIN-1, SNP vagy H,0,-hozzdadasa
utan  (n=6, *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001).

Kontroll
500 SIN
1000 SIN
1500 SIN
50 SNP
500 SNP
1000 SNP
5 H202
50 H202
100 H202

A H,DCFDA-t az intracellularis ROF-k vizsgélatara kivantuk hasznalni, ezért a festék
specifitasanak vizsgalata céljabol peroxinitrit donort - (SIN-1), SNP-t, cPTIO-t, katalazt és
hidrogén-peroxidot alkalmaztunk a rendszerben. A hidrogén-peroxid koncentracio-fiiggd
modon novelte az in vitro mérések soran a DCF fluoreszcenciajat, viszont katalaz
hozzaadasaval fluoreszcencia intenzitas csokkenést tapasztaltunk. Az NO-donor (50, 500,
1000 uM SNP) és/vagy gyokfogd (200 uM cPTIO) hasznélata nem okozott szignifikéns
valtozast. A peroxinitrit donor (0,5; 1 és 1.5 mM SIN-1) mérsékelten ndvelte meg a DCF

fluoreszcencidjat, bar nem koncentracio-fiiggé modon (16. abra).

2500

ok ek
*k % =
2000 4
5
=
,g 1500 o o e * &
§ S = = = + Ea B =
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S
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16. abra Relativ fluoreszcencia
0 . “
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100 SNP+cPTIO
500 SNP+cPTIO
1000 SNP+cPTIO
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Az Amplex Red fluoreszcens festék H,O;-specifitasat pozitiv és negativ kontroll
hasznalataval igazoltuk. Az Arabidopsis csiranovényeket 10mM H,0O,—dal kezeltiik,
negativ kontrollként 200 U/ml katalazt (KAT) hasznaltunk, valamint megvizsgaltuk a
H,0, ¢és katalaz egyiittes hatasat is. A H,O, megemelte az Amplex Red fluoreszcencidjat a

FGY csucsokban, a KAT viszont erételjesen csokkentette (2. tablazat).

Rezorufin
fluoreszcencia
Kontroll 24,67 £ 5,77
H,0, 236,71 +£8,95 Fkk
KAT 25,44 £3,12
H,O,+KAT 23,59 + 2,86

2. tablazat Fluoreszcens fotokon mért rezorufin fluoreszcencia értékek
(n=20, + SD, ***p<0,001).

A gyokér- és sziklevél sejtek életképességét FDA festékkel detektalhatjuk, mig a
nem életképes sejtek Evans Blue-val, Trypan blue-val (TB), vagy propidium jodid (PI)
festékkel vizsgalhatok (Vankova és mtsai., 2001; Rounds és mtsai., 2011 Davey és mtsai.,
2011). A nem ¢letképes sejtek detektalasdra mi a PI-t alkalmaztuk (17. abra). Jol lathato,
hogy a réz okozta stressz kovetkeztében a sejtek elvesztik életképességiiket, membran
integritdsuk lecsokken. A PI fluoreszcens festék narancs-vords szinnel jelzi a nem

életképes sejteket.

50 Cu FDA

50Cu PI

17. abra FDA-val (zold), propidium jodiddal
(voros) jelolt kontroll és réz kezelt (50 uM Cu)
Arabidopsis gyokerekr6l készitett mikroszkdpos
felvételek (mérce = 150 um)
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5.2. Az altalunk hasznalt mutans Arabidopsis vonalak NO és ROF szintjeinek

vizsgalata

Az altalunk alkalmazott mutans Arabidopsis novények FGY cstcsaiban kimutattuk
a NO, H;0, és a teljes intracellularis ROF szinteket. A nox1 és gsnorl-3 novényekben
megkozelitdleg 2-szeres NO akkumulacié figyelhetd meg vad tipushoz viszonyitva, és a
NR-deficiens nialnia2 gyokerek, valamint a tripla mutans nialnia2noal-2 gyokerek csak
~40% illetve ~33%-at tartalmaztak a vad tipus NO szintjének (3.a tablazat). A csokkent
aszkorbinsav tartalmu vtc2-1 mutdns H,O, és 6ssz ROF tartalma kissé nagyobbnak
bizonyult a vad tipuséhoz képest, mig a vic2-3 gyokerei nyilvanvalébb ROF akkumuléciot
mutattak. Ezen mutansokkal ellentétben a miox4 névények kissé alacsonyabb H,0, és 6ssz

ROF —fiiggd fluoreszcenciaval rendelkeztek, mint a vad tipus (3.b tablazat).

A NO (vad tipus%) intracelluléris ROF
WT 100 + 3,04 B H,0, (vad tipus%) (vad tipus%)
nox1 215,7£2,15 *%** WT 100 + 6,97 100 +£6,17

gsnorl-3 170,20 + 2,32 **x* vtc2-1 111,64 + 8,09 n.s. 119,07 £ 12,49 n.s.
nialnia2 39,45+ (0,99 *** vtc2-3 133,87 £6,73 * 138,2+9,03 n.s.
nialnia2noal-2 32,91 £ 0,71 *** miox4 90,17 + 3,83 n.s. 90,69 + 13,64 n.s.

3. tablazat (A) Nitrogén-monoxid tartalom (DAF-FM fluoreszcencia pixel intenzitas a vad tipus
%-ban kifejezve) a kezelést nem kapott vad tipusu és mutans (nox1, gsnorl-3 és nialnia2,
nialnia2noal-2) Arabidopsis csirandvények FGY csucsaiban. (B) H,O, és 6ssz ROF szintek
(rezorufin és DCF fluoreszcencia pixel intenzitasa a vad tipus %-ban kifejezve) a kezeletlen vad
tipusu, vic2-1, vtc2-3 és miox4 FGY csucsaiban. A szignifikancia hianyat (n.s.) és a szignifikans
kiilonbségeket jeloltiik (n=10; *P<0.05, ** P<0.01, ***P <(.001).

5.3. Réz felvétel, transzlokacio és mikroelem homeosztazis vad tipusa Arabidopsis-

okban

ICP-MS alkalmazéasaval meghataroztuk a vad tipusu kontroll és réz kezelt (5, 25, 50

crer

mangan, molibdén €s bor koncentraciojat is kimutattuk.
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Hajtas

Cuso, 0 uM 5 uM 25 uM 50 uM

Cu 17,39+ 0,43  82,23+0,70  ***  2345+196  ***  5142+127 F
Fe 628,7+331  438,6+143  ***  4946+320  ***  4312+235 @ F
Zn 204+505  169,8+095  **  1685+136  **  196,6+045 NS
Mn 12924026  136,9+035  ***  113,9+0,60 ***  1202+011
Mo 12,91 £0,02  9,68+0,03  ***  9604+0,01 ***  7563+004
B 80,31 0,15  66,2+0,58  ***  40,19+0,32  ***  5587+036

Gyokér

Cuso, 0 uM 5uM 25 uM 50 uM

Cu 26,14+0,54  7893+0,91  ***  1941+16,51 ***  280,8+599
Fe 1860+ 6,52  2151+18,99  *** 3409+ 10,55 ***  2692+941  *F
Zn 269,3 + 1,31 144 + 0,88 *x 121,5+40,07  ***  160,1+0,89
Mn 146,4+094  173,1+0,66  ***  1245+094  ***  1295+024
Mo 13,7£0,04  16,92+0,04 ***  1478+0,10 ***  1386+0,09 NS
B 123,94+ 0,89  79,95+0,69  ***  258+039  ***  7]187+1,18

Hajtas: Gyokér

CuSO, 0 uM 5uM 25 uM 50 uM

Cu 0,665 1,041 bl 1,208 *x 1,831 e
Fe 0,338 0,203 i 0,145 i 0,160 e
Zn 0,757 1,179 ok 1,386 ok 1,227 e
Mn 0,882 0,790 Fak 0,914 bk 0,928 *
Mo 0,942 0,572 Fak 0,649 bk 0,545 e
B 0,648 0,828 ok 1,557 Fek 0,777 *

4. tablazat A kontroll és rézkezelt (5, 25 és 50 uM) Arabidopsisok mikroelem koncentracidi (ug g
' DW) és hajtas:gyokér aranyai. A szignifikancia hianyat (n.s.) jeloli, a csillagok pedig a
szignifikans kiilonbségeket mutatjak (*P<0.05, ** P<0.01, ***P < 0.001).

Kontroll novényekben a gyokér mutatott magasabb réz koncentraciot hajtashoz
viszonyitva, viszont a fémkezelés hatasaként a réz akkumulacid jelentésebb volt a hajtas

rendszeren beliill. A kezelt ndvények hajtds rendszerében vas tartalom csdkkenés volt
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megfigyelhetd, bar a vas mikroelem koncentracidja a gyokérben szignifikdns mértékben
emelkedett. Megallapithatd, hogy a hajtas: gyokér arany réz hatasara moédosult. A réz
kezelés gyokérben befolyasolta a cink homeosztazisat is, mivel kontroll névények cink
tartalmahoz viszonyitva a réz terhelés hatdsara lecsokkent a koncentracidja és a hajtas:
gyokér arany szignifikdnsan megnétt. Enyhe réz kitettség (5 uM) a mangan és molibdén

tartalom gyokérbeli emelkedését valtotta ki, mig a hajtasban csokkenést tapasztaltunk.

crer

5.4. A réz hatasa a ladfii novények hajtasanak és fogyokérének novekedésére

A réz hajtas- illetve gyokérnovekedést modositd hatdsanak idébeli alakulasat
szandékoztuk feltérképezni, ezért rovidebb (7 napos) és hosszabb tava (17 napos)
kisérleteket allitottunk be Arabidopsis noévényekkel. A rovid tava vizsgalatoknal
Osszehasonlitva a kontroll koriilmények kozott novekedett ndvényeket az alacsony
rézkoncentracié (5 puM) mellett nott csiranovényekkel, azt tapasztaltuk, hogy
kismértékben, statisztikailag nem szignifikdns modon nétt a sziklevél teriilete, mig az 50
uM Cu jelentds csokkenést eredményezett ezen paraméternél. A 25 uM réz esetében a
sziklevél méretének szignifikans novekedése volt megfigyelhetd (18. a dbra). A hipokotil
megnyulas fokozodott alacsony réz koncentracio mellett, de a 25 uM Cu nem befolyasolta
a sziklevél alatti szarrész megnyualdsat. A 17 napos vizsgalataink soran az alacsony
az Arabidopsis-ok levelének szamat ¢s a levélnyél hosszat, viszont szignifikansan gatolta a
levelek kiterjedését €s a hipokotil elongaciot (19. a-d abra). Az éltalunk legmagasabb
koncentracioban alkalmazott réz kezelés rovid €s hosszl tavon egyarant jelentés mértékii
valtozasokat okozott. Tobbek kozott erdteljesen lecsokkentette a hipokotil hosszat a 7
napos csirandvények esetén (18. b abra), mig a 25- és 50 uM rézzel kezelt 17 napos

crer

jelentdsen csokkent a levelek teriilete is (19. b abra).
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12

a 7. nap

1.0 4 b

8 8

Sziklevé| teriilet {(mm?)
=
™

Hipokotil hossz (mm)

FGy hossz (mm)

Hontrell 5 Cu 25Cu 50Cu

18. abra. (A) Hét napos 0, 5, 25, 50 uM réz jelenlétében nétt vad tipusi Arabidopsis
csiranovények sziklevél teriilete, (B) hipokotil hossza és (C) fogyokeér hossza. Az értékek 20
novény atlagait mutatjak + S.E. A kiilonboz6 betiik a szignifikans kiilonbségeket jelolik (p<0.05).
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19. 4bra A 0, 5, 25 és 50 uM réz-szulfat jelenlétében nétt 17 napos Arabidopsis-ok levél szama (a),
levél teriilete (b), levélnyél hossz (c) és hipokotil hossza (d). Az értékek 20 névény atlagait
mutatjak + S.E. A kiilonb6z6 betiik, a szignifikans kiilonbséget jelolik ( p<0.05).

A gyokérnovekedést vizsgdlva elmondhatd, hogy egy hetes, 25 ¢és 50 puM

crer

crer

oldalgyokerek inicidcios folyamatai szignifikans mértékben gatlodtak (20. b dbra), azonban
az OGY fejlodés késdbbi fazisat a 25 uM Cu enyhén indukalta, de az 50 uM-os kezelési

koncentraci6 kismértékben gatolta (20. ¢ abra).
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20. abra 17 napos kontroll és réz kezelt (5-, 25-, 50 uM Cu®") ludfii ndvények FGY hossza (a) és
oldalgyokér szama (b, ¢). Az OGY-k fejlettségi allapotait Malamy és Benfey (1997) szerint
hataroztuk meg. Az értékek 20 novény atlagait mutatjak = S.E. A kiilonboz6 betilk, a szignifikans
kiilonbséget jelolik a Duncan-féle teszt alapjan (P<0.05).

A 21. 4dbra szemlélteti a hajtas novekedés réz-indukalt gatlasat, a gyokérszorok hosszanak
¢s szamanak csokkenését. A FGY hossz redukcidjanak egyik kovetkezménye, hogy a

gyokérszorok a gyokércsucshoz kozelebb helyezkednek el.

57



Eredmények

Kontroll’

21. abra Kontroll (A, B, E) és 25 (C) vagy 50 uM ( D, F) Cu-kezelt Arabidopsis-ok
hajtasrendszerérdl, gyokérszoreirdl és FGY csucsairdl késziilt reprezentativ sztereomikroszkopos
és fénymikroszkopos felvételek. Mérce= 5 (A); 1 (B, C) és 0,5 (E, F) mm.

5.5. A réz hatasa az auxin és NO metabolizmusara

Az Arabidopsis novények hajtas- és gyokérrendszerében tanulmanyoztuk az auxin
indukalhatdé DRS5::GUS gén expressziojat rovid és hosszu tavu rézkezelések soran. A 7
napos kontroll ndvények sziklevelében, a DRS expresszid6 csak a levélcsucsra

korlatozddott. (22. dbra A, E).

22. abra Hét napos X-Gluc-kal festett DR5::GUS Arabidopsis ndvények hajtasrendszere (A-D),
sziklevele (E-H) és FGY csucsa (I-L). A, E, I=kontroll, B, F, J=5 uM Cu, C, G, K= 25 uM Cu, D,
H, L=50 uM Cu. Mérce=1 mm (A-H), 0,5 mm (I-L).
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Ugyanezt a mintazatot tapasztaltuk a 17 napos névényeknél is, vagyis hogy kontroll
koriilmények kozott a riporter gén fzid expresszidja a hajtas apikalis merisztémajaban, a
levél primordiumokban ¢és az idésebb levelek cstucsainal volt lathatdo (23. a 4bra). A rovid
tava rézkezelésnek kitett novényeknél a sziklevélben fokozodott a DRS5::GUS expresszid
(22.b-d, f-h abra). Hosszatav soran az alacsonyabb réz koncentraciok kis mértékben
befolyasoltdk az auxin indukalt génexpressziot (23. b,c abra), amig az 50 uM Cu hatésara a

DRS5::GUS expresszids szintje lecsokkent vagy az szinte el is tlint a hajtasbol (23. d dbra).

23. abra 17 napos DR5::GUS Arabidopsis-ok X-Gluc fest6dési mintazata a hajtasrendszerben (a-d)
és a gyokércsucsokban (e-h). a,e= kontroll, b,f= 5 uM Cu, c,g= 25 pM Cu, d,h= 50 uM Cu.
Meérce= 1 illetve 0,5 mm.

A 7 napos ndvények fogyokér csticsaiban a réz kitettség magasabb DRS5::GUS
expressziot eredményezett (22. abra i-1). A 17 napos gyokerek auxin szintjeit a réz épp
ellentétes modon befolyasolta. A kontroll gyokércsticsokban az auxin valasz DR5 gén a
gyokérsiivegben €s a merisztémaban expresszalodott és ezt a mintdzatot az 5 uM réz nem
komolyabb gén kifejez6dés csokkenéshez jarultak hozza a FGY cslicsaban (23. g, h 4bra).
A DR5::GUS expressziot az OGY-k kiilonbozo fejlettségi allapotaiban is megvizsgaltuk a
17 napos novények esetében. Az auxin érzékeny génexpressziod kontroll novények esetében

minden fejlettségi allapotit OGY primordiumban bizonyitottan jelen volt, az 50 uM Cu
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kezelés hatasara viszont erdteljes csokkenés mutatkozott. Megallapithato, a VIL

stadiumnal nagyobb, azaz, iddsebb OGY csticsokban a DRS expresszié megmaradt, mely

igy tovabbi novekedést tesz lehetoveé (24. dbra).

Kontroll

< VII. stadium

= VII. stadium

> VII. stadium '

24, abra Kontroll vagy 50 uM
rézkezelt 17 napos DR5::GUS
Arabidopsis-ok X-Gluc festédése a
kiilonb6z6 stadiumu oldalgydkerekben.
Az OGY-k fejlodési stadiumait
Malamy ¢és Benfey (1997) szerint
hataroztuk meg. Mérce = 0,5 mm.

Az auxin jelatvitel egyik lehetséges komponense a NO, ezért ezen molekula szintjét

is tanulmanyoztuk csirandvények esetében sziklevelekben és fégyokérben, a 17 napos

noévényeknél pedig levelekben, fogyokerekben és oldalgyokerekben. Erdekes modon rovid

tavu kisérleteknél az alacsony Cu koncentracié (5 uM) szignifikdns ndvekedést okozott a

NO-specifikus fluoreszcenciaban sziklevél esetén, mig az erdteljesebb réz kitettség (25 és

50 uM) lényegesen nem csokkentette le a NO szinteket a kontrollhoz viszonyitva (25. a,b

abra). A hosszabb tava eredmények alapjan elmondhatd, hogy a réz kezelt novények

leveleiben nem volt detektalhatd 1ényeges valtozas a NO tartalomban a kontroll mintdkhoz

hasonlitva (nem ko6zolt adat).
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Megvizsgalva a 7 napos csirandvények fogyokér merisztémajat, elmondhato, hogy
a novények NO szintje nem modosult a 25 és 50 uM kezelések hatasara, de az elongécios
zona nitrogén-monoxid tartalma lényegesen lecsokkent (25. c,d abra). A 17 napos
novények vizsgalatanal azt is megallapitottuk, hogy a NO szintje a rézkezelt ludfiivek
kiilonboz6 fejlédési allapotu oldalgyokereiben hasonld volt a vad tipusi novényekéhez
képest (26. a abra). Az 50 uM rézkezelés a gyokér merisztematikus zéndjaban (MZ)
szignifikdns NO tartalom ndvekedést eredményezett (26. b és 27. abra). Kontroll
koriilmények mellett a FGY elongacids zénaja (EZ) kissé magasabb NO fluoreszcenciat
mutatott, mint a MZ, viszont az 50 uM réz hatasara lényegesen megemelkedett az EZ NO
szintje (26. b és 27. abra). A nialnia2 mutans névények FGY-nek mindkét zonajaban a
NO tartalom alacsonyabb volt vadtipushoz hasonlitva, és ezen ndvények gyokerei nem

mutattak réz-indukalt NO képzodést.
A C

50 180

[—
? 801 | scu

40 4 . 25 Cu
140 ] S0Cu
¢ 120
30 1 o
100

c
20 4 80 c

b 60

i B NN N

Kontroll S5Cu 25Cu 50 Cu

DAF fluoreszcencia (A.U.)
DAF fluoreszcencia (A.U.)

MZ

25. abra NO szintek (DAF-FM fluoreszcencia intenzitdsa) 7 napos, kontroll és rézzel kezelt vad
tipusi Arabidopsis sziklevelében (A) és fogyokerének merisztematikus €és elongacids zonajaban
(D). A kiilonb6zo betiik, a szignifikdns kiilonbséget jeldlik (n=10; p<0.05). Reprezentativ
floreszcens mikroszkopos felvételek a kontroll és réz kezelésnek kitett névények sziklevelérdl (B)
és fogyokércstcsarol (D). MZ=merisztematikus zona, EZ=elongacids zona Mérce=1mm.
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26. abra (a) DAF-FM-mel jelolt
kontroll és 50 pM rézzel kezelt
Arabidopsis-ok kiilonboz6 fejlédési
allapota  (<VIL, =VIL, >VIL
stadium) OGY-ei. Az OGY-k
fejlédési staddiumait Malamy és
Benfey (1997) szerint hataroztuk
meg. Mérce= 0.5 mm. (b)
Reprezentativ fotok a DAF-FM-fel
festett kontroll (i) és 5 (i), 25 (iii)
valamint 50 pM (iv) rézzel kezelt
Arabidopsis-ok f6gyokércsucsairol.
Meérce= 1 mm.

14000
K
12000 - s 5Cu
25Cu
o 50 Cu
‘S 10000
& :
9 be b be e 27. 4bra NO szintek
@ 80007 be (DAF-FM fluoreszcencia)
§ T a vad tipusu és nialnia2
= 60007 o mutans gyokerek
" de merisztematikus (MZ) és
S 4000 - de elongacios (EZ) zonajaban
e ef A kilonboz6é betik, a
2000 - szignifikans  kiilonbséget
jelolik a Duncan-féle teszt
0 alapjan (P<0.05).
WT (M2) WT (EZ) nia1nia2 (M2)

A hét napos csirandvények szikleveleiben megjelend 5 uM réz-indukalt NO

lehetséges enzimatikus forrasat biokémiai és genetikai modszerekkel vizsgaltuk (25. b

abra). A biokémiai vizsgalatok soran vad tipusu ladfii novényeket kezeltiink L-NAME-val,
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a NOS enzim inhibitoraval valamint wolframattal, mint a NR gatloszerével. Ezen
kisérletek mellett a genetikai vizsgalatokhoz NO hianyos dupla (nialnia2) és tripla mutans
(nialnia2noal-2) novényeket hasznaltunk fel. Az L-arginin analdég L-NAME és a NR
gatloszer wolframat kezelés is szignifikansan lecsokkentette a NO szinteket a csak Cu
kezelt novényekhez képest (28. a abra). A kezeletlen nialnia2 ¢és nialnia2noal-2
Arabidopsis-ok szikleveleiben alacsonyabb nitrogén-monoxid szinteket figyelhettiink meg,
¢és a vad tipussal ellentétben réz-indukalt, NO akkumuléacié nem volt detektalhat6 a mutans

vonalak szikleveleiben (28. b abra).
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28. abra (A) NO szintek (DAF-FM fluoreszcencia) hét napos, vad tipust kontroll és kiilonbdz6
inhibitorokkal kezelt Arabidopsis-ok szikleveleiben. (B) Kontroll és 5 uM Cu-kezelt vad tipusa és
mutans novények szikleveleiben mért NO-kapcsolt fluoreszcencia. A kiilonboz6 betik, a
szignifikans kiilonbséget jelolik a Duncan-féle teszt alapjan (n=10, p<0.05).
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Festési eljarasokkal megvizsgaltuk annak a lehetdségét is, hogy vajon a réz
kitettség hatasara szuperoxid gyokanion képzodik-e, mely a NO-dal reagalva és
peroxinitritet képezve, hozzajarulhat a NO szintek gyokércsucsban észlelt csokkenéséhez.
A O,  -fiiggd fluoreszcencia maximalis intenzitdst mutatott a FGY merisztematikus
zO6ndjadban, mig az elongacids zdna teriiletén nem detektaltunk O, akkumulaciét réz
kezelés alatt (29. a dbra). A ONOO" jelenléte pedig a differenciacidés zonaban (DZ) volt
megfigyelhetd, azaz a gyOkérszorok megjelenésének teriiletén (29.b abra). A kiilonbozo

molekulak szoveti eloszlasat az 29. ¢ dbra mutatja be.

100

Kontroll
5Cu
25Cu
50 Cu

Jaun

80 +

60 -

40

DHE fluoreszcencia(A.U.)

20 4 c ¢ ¢

Mz EZ

25

20

APF fluoreszcencia(A.U.)

29. abra (A) Szuperoxid szintek (DHE fluoreszcencia) és (B) peroxinitrit szintek (APF
fluoreszcencia) a kontroll és réz kezelt Arabidopsis-ok merisztematikus (MZ), elongacios (EZ) és
differenciacios (DZ) fogyokér zonaiban. A kiilonboz6 betiik, a szignifikans kiilonbséget jelolik a
Duncan-féle teszt alapjan (n=10; p<0.05). (C) a NO, O," é ONOO kiilonbozd szoveti
lokalizacioja a fogyokérben. Baloldalon a kontroll, jobb oldalon az 50 pM rézzel kezelt
gyokércsucsok lathatok. Mérce= 1 mm (O, és ONOO’), 0.5 mm (NO).
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5.6. A NO és auxin kapcsolata a réz altal szabalyozott szervfejlodés soran

Ezek utan arra voltunk kivancsiak, hogy a réz stressznek van-e hatasa az auxin és
NO kapcsolatara a szervfejlodés soran. Sziklevelekben az auxin transzportjat gatlo
naftilftalsav (NPA) lecsokkentette az 5 uM réz indukalt NO akkumulaciét, de a magasabb
rézkoncentraciok esetén az NPA kezelés szignifikansan megemelte a NO szinteket (30.a
abra). A csirandvények CuSOy-tal és NPA-val torténd egyiittes kezelése a fogyokerek EZ-
jaban jelentés mértékli NO szint emelkedést okozott (30.b abra).
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30. abra NO szintek (DAF-FM fluoreszcencia) a 7 napos kontroll és rézkezelt Arabidopsis-ok (A)
sziklevelében és (B) FGY-ében 10 uM NPA kezeléssel vagy anélkiil. A kiilonbozd betiik, a
szignifikans kiilonbséget jeldlik a Duncan-féle teszt alapjan (n=10; p<0.05).

Az SNP formdjaban kiilséleg alkalmazott NO kezelés meglehetdsen lecsokkentette
a Cu-indukalt DRS gén expressziot a sziklevelekben és FGY-ben is. A rézkezelések mellett
alkalmazott NO gyokfogoé cPTIO kiterjedtebb X-Gluc festddési mintdzat alakitott ki a
FGY-ek cstucsaiban, illetve kontrollszerii mintazat volt megfigyelhetd a szikleveleknél (31.

a-1 abra).
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P>
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31. abra A DRS5::GUS auxin érzékeny riporter gén expresszidja a 7 napos kontroll és réz
jelenlétében nétt Arabidopsis sziklevelében (A-F) és fégyokér csticsaiban (G-L). Kontroll: A,G;
100 pM SNP: B,H; 100 uM cPTIO: C,I; 50 uM Cu: D,J; 50 uM Cu+SNP: E,K; 50 uM Cu+cPTIO:
F, L. Mérce=1 mm.

5.7. A NO mutansok (nox1, nialnia2, nialnia2noal-2) morfologiaja réz stressz alatt

Annak felderitése érdekében, hogy vajon van-e szerepe a NO-nak a réz-indukalt
morfoldgiai vélaszok jelatvitelében, mutansokkal torténd vizsgalatokat végeztiink el. A
NO-ot taltermel6 nox1, és a csokkent NO tartalommal biré nialnia2, illetve nialnia2noal-
2 vonalakban hasonlitottuk Gssze a réz hatasara megjelend ndvekedési valtozasokat. A
kontroll koriilmények kozott nevelkedett csirandvények sziklevél tertiletét tekintve
szignifikans kiilonbségek voltak tapasztalhatoak a mutansok kozott, de ezek a kiilonbségek
nem bizonyultak jelentdsnek a vad tipushoz képest. A noxl noévényeknél az 50 uM Cu
okozott jelentdsebb sziklevélteriilet csokkenést, és a NO-hianyos ludfiivek esetében a réz-
indukalt csokkenés mérsékeltebb volt (32. a dbra). A kontroll noxl és tripla mutdns
csiranovények hipokotil hosszai a vad tipuséndl jelentdsen rovidebbek voltak, mig a
nialnia2 hipokotilok esetében nem volt kimutathaté szignifikans eltérés. A csékkent NO
szintet mutatd mutansokban minden altalunk alkalmazott réz koncentracido rovidebb
hipokotilt eredményezett, habar a nox1-nél a réznek nem volt hatdsa a sziklevél alatti
szarrész megnyuldsara (32.b abra). Kontroll koriilményeket tekintve minden mutans
vonalnal 1ényegesen rovidebb FGY hosszak voltak megfigyelhetok a vad tipushoz képest,
azonban a kiilonb6z6 mutdnsok gyokérhosszai kézott nem volt szignifikans kiillonbség. A
vad tipus €s az NO-hianyos dupla mutans (nialnia2) csiranovények esetében réz kezelés
hatdsdra egy jelentés FGY hossz csokkenés volt mérhetd, viszont a noxl és a

nialnia2noal-2 esetében réz-indukalt FGY rovidiilést nem tapasztaltunk (32.c abra).

66



18

16 -

1.4

1.2 -

1.0 4

0.8 4

06 +

Sziklevél tertlete (mm?)

0.4 4

02 -

5Cu
25 Cu
50 Cu

il [

ig

0.0

1B

Hipokotil hossz {mm)

FGY hossz (mm)
= (] E-% i
—
—
_ 12

nialnia2 niainia2noal-2

Eredmények

32. abra Hét napos kontroll és rézkezelt vad tipusti és NO mutans Arabidopsis novények sziklevél
teriilete (A), hipokotil (B) és fogydkér hossza (C).A kiilonb6z6 betiik, a szignifikans kiilonbséget

jelolik a Duncan-féle teszt alapjan (n=10; p<0.05).
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5.8. NO (nox1, gsnorl-3, nialnia2) — és aszkorbat mutans (vtc2-1, vtc2-3, miox4)

Arabidopsis-ok réz érzékenysége és novekedési valaszai

A kovetkezdekben azt szerettilkk volna megtudni, hogy a megvaltozott NO ¢s
aszkorbat (ezaltal megvaltozott ROF) tartalmii mutans ludfiivek milyen mértékli réz
érzékenységet mutatnak a vad tipusu novényekhez képest. A csirandvények friss tomege és
a gyokérmerisztéma életképessége alapjan kovetkeztettiink a réz tiir6képességre. Kontroll
koriilmények kozott a NO-taltermeld és NO-hianyos mutansok sziklevél és gyokér méretei
kisebbek voltak, mint a vad tipust névényeké, viszont a vic2-1, vtc2-3 és miox4 hajtas, és
gyokér méreteik tekintetében Col-0-hoz hasonlonak mutatkoztak (33. abra). Vad tipussal
ellentétben, a NO taltermeld nox1 és gsnorl-3 frisstomege enyhe ndvekedést mutatott 5
novényekhez hasonld mértékil frisstomeg csokkenést eredményezett. Az 50 uM rézkezelt
nialnia2 novényekben Col-0-hoz viszonyitva a tomegvesztés erbteljesebb volt. A két vtc
mutans esetében az alacsony réz koncentraci6é kismértékii frisstomeg gyarapodast valtott
ki, mig a magasabb koncentraciok a vad tipushoz hasonl6 friss tomeg cs6kkenést okoztak.
A miox4 mutans friss tomeg csokkenése is hasonloképpen alakult, mint a Col-0-é de a
nialnia2 novényekénél enyhébbnek bizonyult (33. b abra). Megvizsgalva a gyodkerek
¢letképességét réz kezelés hatasara, azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusi ndvények
merisztéma sejtjeiben csak az altalunk legnagyobb koncentracioban alkalmazott réz
kezelés esetén tortént szignifikans csokkenés, mig nox1 novényekben az életképesség az 5
uM kezelést kovetden lecsokkent, €s a magasabb koncentraciok mellett kisebb mértékii
csokkenés figyelheté meg. A gsnorl-3 csirandvények gyokereiben hasonl6 tendencia volt
tapasztalhat6, bar a magasabb koncentraciok nem befolyasoltdk a MZ sejtjeinek
¢letképességét jelentés mértékben. Erdteljesebb érzékenység volt megfigyelhetd a
nialnia2 novényeknél, mert az Osszes altalunk alkalmazott réz koncentracio a
gyokércsucsok ¢életképesség vesztéséhez vezetett. Az aszkorbinsav hidnyos Vvt
mutansokban 25 és 50 uM CuSO, hatésara jelentés mértékli volt a sejtek életképesség
vesztése. A réz kitettség nem csokkentette le az alacsonyabb ROF tartalmu ndvények

(miox4) életképességét, st az 5 uM réz még javitott is rajta (33. ¢ abra).
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33. abra (a) Hét napos kontroll és rézkezelt vadtipusu, valamint mutans Arabidopsis
csirandvényekrol késziilt reprezentativ sztereomikroszkopos felvételek. Mérce= 1 mm. Kontroll és
réz terhelésnek kitett vad tipust és mutans (nox1, gsnorl-3, nialnia2, vtc2-1, vic2-3 és miox4)
csirandvények atlagos friss tomegei kontroll %-ban kifejezve (b) valamint életképessége a
gyokérmerisztémaban (c). A szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeldltiik a Student-féle T-
proba alapjan (n = 10, *P<0.05, **P<0.01, ***P < (0.001). n.s.=nincs szignifikans kiilonbség a
kontrollhoz képest.
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5.9. A NO kozvetlen részvétele a réz tolerancia kialakitasaban

Ahhoz, hogy meg tudjuk allapitani, vajon a mutansok eltéré rézérzékenysége a
megvaltozott NO szintjeik kdvetkezménye-e, a vad tipusu €s mutans ndvények gyokerének
endogén NO tartalmat NO donor (SNP) és NO gydkfogd (cPTIO) hasznalatadval vizsgaltuk
meg. A kiilséleg alkalmazott NO meggatolta a réz-indukalt életképesség csokkenést Col-0
gyokércsucsokban, mig a gyokfogoval torténd kezelés ¢letképesség csokkenést
eredményezett (34.a éabra). A NO tultermeld noxl-ben a NO eltavolitisa jobb
¢letképességet eredményezett, kiilondsen az 5 és 50 uM réz-kezelt gyokerekben (34.b
abra). A gsnorl-3 mutansokban az 50 uM réz és a cPTIO egyiittes alkalmazasa
¢letképesség javulashoz vezetett, de a gsnorl-3 ludfiivek cPTIO-val lecsokkentett NO
tartalma nem okozott életképesség javulast az 5 uM réz kezelés esetében (34.c abra). A
rézkezelt nialnia2 mutansokban a hozzaadott SNP megndvelte a merisztéma sejtek

¢letképességét (34. d abra).
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34. abra Hét napos vad tipusi (A), noxl (B), gsnorl-3 (C) és nialnia2 (D) Arabidopsis
csirandvények gyokércsucsainak életképessége. A szignifikancia hidnyat ,,n.s.” felirattal jeloltiik, a
csillagokkal jelolt oszlopok pedig szignifikansan kiillonboznek egymastol a Student-féle T-proba
alapjan (n= 10, *P<0.05, **P<0.01, ***P < 0.001).
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5.10. NO és ROF-k kozotti kolcsonhatas Arabidopsis gyokerekben réz stressz soran

A NO-ROF kolcsonhatas vizsgalata céljabdl tanulmanyoztuk a kiilonb6z6 ROF-k
(027 és Hy0,) szintjeit a NO taltermel6 és csokkent NO tartalmi mutansok gyokereiben,
valamint detektaltuk a NO jelmolekula szintjét az aszkorbat thltermeld és —hidnyos
(csokkent és megndvelt ROF tartalommal bird) mutansokban. Stresszmentes koriilmények
kozott a NO taltermelé, noxl ¢és gsnorl-3, mutansok gyokereinek Oy szintjei
alacsonyabbak, mig a NO hidnyos mutansé (nialnia2) magasabb volt a vad tipusé¢hoz
képest. Réz kezelés mellett a szuperoxid gyokanion szintek megemelkedtek a vad tipusu
gyokerekben és lecsokkentek a NO taltermeld (nox1) és NO hianyos (nialnia2) ndovények

esetén (35. a abra).

Tovabba a gsnorl-3 gyokerekben nem volt megfigyelhet6 szignifikans O, fejlodés
vagy eliminacido (35.a abra). Csupan a nialnia2 mutansok gyokereiben detektaltunk
szuperoxid szint redukcidval egyideju réz-indukalt H,O, felhalmozodast. A vad tipusu és
a NO taltermeld novényeknél a hidrogén-peroxid szint lecsokkent réz kezelés hatasara (35.

b abra).

A nem Kkezelt vtc2-1, vtc2-3 és miox4 ludfiivek gyokerében szignifikdnsan
alacsonyabb NO szinteket mértiink a vad tipushoz viszonyitva, bar a mutansok kozott nem
volt jelentds kiilonbség. A réz NO metabolizmusra gyakorolt hatdsa pedig nem bizonyult

jelentdsnek a megvaltozott aszkorbat szintekkel rendelkezd mutansokban (35. ¢ abra).
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35. abra Szuperoxid gyOkanion szint (A, DHE fluoreszcencia pixel intenzitasa) és hidrogén-
peroxid szint (B, resorufin fluoreszcencia pixel intenzitasa) vad tipusti és NO mutans Arabidopsis-
okban. (C) NO szintek (DAF-FM fluoreszcencia pixel intenzitasa) a 0, 5, 25 és 50 uM
rézkezelésnek kitett vad tipust és Asa mutans ludfiivek gyokér merisztémaiban. A kiilonb6z6
betiikkel jelolt oszlopok szignifikdnsan kiillonbdznek egymastol a Duncan-féle teszt alapjan (n = 10,
p=<0.05).
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6. Eredmények értékelése

Kornyezeti stressz feltételek mellett, mint amilyen a réz kitettség is, a ndvények
tulélésének alap feltétele, hogy a ndvekedés €s fejlodésrdl erdforrasaikat képesek legyenek
atcsoportositani a védekezési mechanizmusokra. Igy a nehézfém kitettség, mint stresszor
legjellemzObb hatasa a legtobb ndvényi szerv ndvekedésének gatlasa. Emellett azonban
bizonyos esetekben fejlodési indukcid is megfigyelhetd, hiszen Gjabb merisztémak is
kialakulhatnak, amelynek kovetkeztében megvaltozik a stressz kezelt ndvények
gyoOkérarchitekturaja, ami a tliroképesség fokozodasat eredményezheti. Munkank soran, a
réz, mint kornyezetszennyezd nehézfém gyokérfejlodésre gyakorolt hatdsat, és annak
hormonalis ¢és jelatviteli mechanizmusait tanulményoztuk. Elsdsorban mikroszkopias
modszerekkel dolgoztunk, melyek soran az Arabidopsis csirandvényeinket kiilonb6zo
fluoreszcens festékekkel jeloltiik. Az alkalmazott fluoroforok specifitasat illetden meriiltek

fel kritikak, ezért els6ként in vivo és in vitro ellendriztiik azokat.

Kisérleteink alapjan a DAF-FM DA megfeleld indik4tornak bizonyult a NO
szintjének in situ vizsgalatara. Az aminofenil-fluoreszcein festék érzékeny a peroxinitritre,
de nem 1ép reakcioba NO-dal vagy H,O,-dal. A peroxinitriten kiviil az APF a OH" és
hipoklorit szintek kimutatasara is alkalmazhato (Cohn és mitsai., 2009). Eredményeink
alapjan a DCF nem hasznalhat6 a H,O, detektalasra, mint ahogy azt mas irodalom allitja,
viszont érzékenynek mondhaté ONOO™ -re. A festék széleskorben elterjedt; az oxidativ
stressz mindségi markereként és az intracellularis oxidansok markereként is hasznalhato
allati és novényi szovetekben egyarant (Sandalio és mtsai., 2008). Tovabba az Amplex Red
érzékenynek, ezaltal hasznalhatonak bizonyult a H,O; szint kimutatasara. A FDA a sejtek
¢letképességének megfeleld indikatora, hiszen a festék fluoreszcencia intenzitdsanak
csokkenése azonos szoveti lokalizaciot mutatott az elhalt sejteket jelzd propidium jodid
festddéssel. Vagyis Osszességében elmondhatd, hogy a fent emlitett fluoroforok nagy
biztonsaggal alkalmazhatéak a NO, a kiilonb6z6 ROF molekuldk valamint az életképesség

detektalasara a kisérleti rendszeriinkben.

A festékek specifitisanak ellendrzését kovetden megvizsgaltuk a NO és ROF
szinteket a mutans Arabidopsis-ok gyokércsucsaiban, annak érdekében, hogy igazoljuk a
mutaciok ezen molekuldk szintjeire gyakorolt hatasat (3.a tablazat). A noxl

gyOkércsiicsokban a vad tipushoz képest jelentdsen megemelkedett NO szinteket
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detektaltunk, ami a magasabb L-arginin koncentracionak koszonhetd oxidativ NO szintézis
eredménye lehet (He és mtsai., 2004). A gsnorl-3 névények a GSNO reduktaz enzimben
deficiensek, igy nem miikodik benniik az enzim altal kozvetitett NO eliminécio (Feechan
¢s mtsai., 2005), mely egy nagyon magas NO szintet eredményez (vad tipus NO szintjének
170%-a). A nitrat reduktdz hianyos nialnia2 dupla mutans novények Iényegesen
alacsonyabb NO tartalommal rendelkeznek a vad tipushoz képest, mely a NR enzim NO
szintézisben vald részvételére utal a nem stresszelt ludfiivekben. A nialnia2noal-2
novényekben a NO szintézis oxidativ és reduktiv utvonala is hibas, ami a nialnia2
mutansban tapasztaltnal kissé jelentésebb mértéki NO szint redukcidt eredményezett a
gyokerekben. Feltételezhetjiik tehat, hogy az oxidativ NO bioszintézis is hozzdjarul a
gyokerek bazélis, endogén NO szintjének kialakitdsdhoz. Lozano-Juste és Leon (2010)
hasonld6 moddon csokkent NO szinteket detektdltak a nialnia? és nialnia2noal-2
gyokerekben. A vitc2-3 mutans nagyobb aszkorbat koncentracioval rendelkezik, mint a
vtc2-1 (Conklin 2001), mégis — hasonléan Barth és mtsai., (2010) munkajahoz - a vtc2-1
mutacié okozott nagyobb mértékii H,O, - és 6ssz ROF-tartalom ndvekedést a Col-0-hoz
képest. Ellenben a miox4 gyokerekben a megemelkedett aszkorbinsav tartalmak mellett
alacsonyabb H,O; és intracellularis ROF szintek voltak kimutathatéak (3. b tablazat). A
statisztikailag nem szignifikans kiilonbségeket tekintetbe véve, arra lehet kovetkeztetni,
hogy a nem stresszelt Arabidopsis-ok gyokerében az aszkorbinsav részt vesz a ROF-k
szintjének szabalyozasidban, de emellett az antioxidans rendszer mas elemei (pl. glutation

¢és enzimek) is szabalyozzéak a folyamatot.

Vad tipusit novényeket felhasznalva meghataroztuk a hajtds és gyokérrendszer
mikroelem koncentraciéit (Cu, Fe, Zn, Mn, Mo, B) és azok szdveti eloszldsat agaron nott
ludfiivekben (4. tdblazat). Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a csirandvények
képesek felvenni és akkumulalni a taptalajban levd réz egy részét és elszallitani azt a
hajtasrendszeriikbe. Feltételezhetéen a réz a nikocidnaminnal komplexet képez és a
xilémen keresztiil szallitodik a hajtdsba (Burkhead és mtsai.,, 2009). A réz kitettség
jelentdsen moddositja a csirandvények mikroelem homeosztdzisat is. A  hajtas
vastartalméanak réz-indukalt csokkenése a két fémion kozotti kompeticionak koszonhetd
(Lequeux ¢és mtsai., 2010). A gyokerek cink tartalmat a rézkezelés negativan befolyasolja,
hiszen mindkét ion ugyanazokat a transzporter molekuldkat, a ZINC-REGULATED
TRANSPORTERS, IRON-REGULATED TRANSPORTER-LIKE PROTEINS (ZIP,
Wintz és mtsai., 2003) hasznalja. A réz terhelésnek kitett ndvények Mn, Mo ¢és B tartalma
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alacsonyabbnak mutatkozott, mint a kontroll esetében. Ennek az lehet az oka, hogy a réz
képes befolydsolni ezen elemek felvételének mértékét (Lidon és Henriques, 1993).
Altalanossagban elmondhatd, hogy a réz Kkitettség jelentésen modositja a vizsgalt
mikroelemek hajtas-gyokér eloszlasat a csirandvényekben, felboritva ezdltal a szervek

elemhomeosztazisat.

A réz kitettség gyokér- ¢és hajtasfejlodésre gyakorolt hatasait a kezelési id6tartam
fliggvényében, 7 és 17 napos Arabidopsis novények felhasznalasaval hataroztuk meg. A
rovidebb iddtartamu kisérleteinkben a legalacsonyabb (5 uM-os) rézkoncentracio kissé
megnovelt sziklevél teriiletet, hipokotil- és FGY hossznovekedést eredményezett, mig a
komolyabb rézkitettség (50 pM) szignifikdns gatlast okozott a hajtas és gyokérfejlodésben
(18. abra). Hosszabb tavon (17 nap) a hajtasrendszeren beliil a levelek szama, teriilete, a
levélnyél hossz és hipokotil hossz lecsokkent (19. abra), amely jelentds réz-indukalt
sejtosztodas, sejt expanzid €s sejt elongacio gatlasra utal (Jiang és mtsai., 2000; Alaoui—
Sossé és mtsai., 2004). A réz altal kivaltott erdteljes hajtasnovekedés gatlas feltehetéen a
szénhidrat tartalom novekedésének ¢€s a fotoszintetikus aktivitds csokkenésének eredménye
lehet (Maksymiec €s Baszynski, 1998). A rovid tavu kisérleteinkben a gyokérrendszer a
hajtasnal érzékenyebbnek bizonyult a rézkitettségre, mivel a ndvekedését a 25 pM Cu?®
gatolta, mig a hajtas paraméterei esetében ez a rézkoncentracié nem rendelkezett ilyen
hatassal. Pasternak és mtsai. (2005) munkajaban a réznek szintén kismértékli gatlo hatasa
volt a sziklevél expanzidjara. A gyokér nagyobb érzékenységének az oka az, hogy a felvett
réz nagy része a gyokérben akkumuldlodik (Lequeux és mitsai., 2010). Erdekes modon
hosszi tavu réz tobblet esetén a FGY novekedése csak kis mértékben gatlodott, annak
ellenére, hogy nagy mennyiségli réz halmozodott fel benne (4. téblazat). A
gyokérmegnytlas gatlasanak elmaradésa egy akklimatizacidos folyamat aktivalodasat
sugallja hosszabb iddtartamt réz Kkitettség esetén. Ellentétben az elongacidval, az
oldalgyokér iniciacidt lehetdve tevo sejtosztodas rézkitettségre érzékenynek bizonyult (20.
b abra). A 25 uM rézkezelt novények gyokérrendszerében a stressz-indukalt morfologiai
valasz (Pasternak ¢s mtsai., 2005; Potters és mtsai., 2009) tiinetei voltak lathatéak, mint
példaul megnyuléds gatlas, gyokérszor képzddés csticshoz kozelebbi megjelenése, és az
oldalgyokerek szdmanak kis mértekii novekedése (20. ¢ abra és 21. abra). Lequeux és
mtsai. (2010) hasonlé eredményeket kozoltek, miszerint az Arabidopsis-ok teljes
oldalgyokér siiriisége rézkezelés hatasdra megemelkedett. Azonban fontos megemliteni,

hogy ebben a tanulmanyban nem vizsgaltak elkiiloniilten a kiilonboz6 oldalgyokér
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fejlodési stadiumokat. Kisérleteinkbdl nyilvanvalova valt, hogy az OGY-ek fejlédésének
korai Iépései, melyek sejtosztddas altal vezéreltek (20. b abra), érzékenyebbek rézre, mint a
foként sejt megnyulds irdnyitotta késobbi események (20. ¢ dbra). A SIMV fejlddése fiigg
a rézkezelés koncentraciojatol és idotartamatol, hiszen csak hosszabb iddtartamu, kdzepes
erésségll (25 uM) stressz valtotta ki a megjelenését. A SIMV megjelenése feltehetden az
akklimatizacios folyamat alap eleme, mivel a kisebb levél méretek €s a tobb oldalgyokeér

hozzajarulhat a jobb vizellatashoz, ezaltal pedig a novény taléléséhez.

Az auxin metabolizmusanak és transzportjanak megvaltozdsa nagyon fontos
szerepet jatszik a nehézfémek altal eldidézett fejlodési valaszokban (Potters és mitsai.,
2009). Mivel a fejlodési folyamatok féleg olyan morfogének altal vezéreltek, mint példaul
az auxin, ezért vizsgaltuk in vivo az auxin indukalhato DR5 promoter expresszidjat a

DR5::GUS transzgenikus Arabidopsis-okban.

A rovidebb idétartami réz kezelés esetén a kontrollhoz képest fokozottabb auxin-
fliggd génexpresszidt tapasztaltunk a csirandvények szikleveleiben és gyokerében is.
Lequeux ¢és mtsai. (2010) eredményeihez hasonloan a rézkezelést kapott csirandvényekben
a DRS promoter aktivitdsa nyilvanvalobb volt a meriszéma feletti gyokérrégioban. A
nagyobb nagyitasu mikroszkdpos felvételeinken azonban az is lathatd, hogy az auxin-
fliggd génexpresszid a merisztéma teriiletén is fokozodik, hasonloan a NaCl-dal kezelt
ludfii gyokéréhez (Wang és mtsai., 2009). A réz altal szabalyozott gének transzkriptom
analizise feltarta, hogy az auxin bioszintetikus gének (pl. IAA amid szintdz, triptofan
szintaz) expresszioja réz kezelésre adott valaszokban indukalodik (Zhao CR és mtsai.,
2009), mely felelds lehet a réz tobblet alatti auxin szint novekedésért. Hosszabb tavon (17
nap), a réz mas kornyezeti stresszfaktorokhoz (pl. s6, Cd) hasonléan a DRS expresszio
csokkenését valtja ki az Arabidopsis levelekben (Xu és mtsai., 2009). Hasonléan Lequeux
¢s mtsai. (2010) eredményeihez, az auxin-fliggd génkifejezddés csokkenése jellemzo a réz-
kezelt novények FGY merisztémajaban is, mely az auxin szint csokkenésére utal (23.
abra). Hasonléan a fogyokér csucsokhoz, a réz kezelés erdteljes DRS expresszio
csokkenést okozott a kiilonbozo fejlettségli OGY-kben is (24. 4dbra). A réz stressz auxin
szignal transzdukcios utvonallal vald kapcsolatat bizonyitja az auxin altal szabalyozott

SHY2/IAA3 gének réz okozta down-reguldcioja (Zhao CR és mtsai., 2009).

A nitrogén-monoxid, mint az auxin jelatvitel alapvetd komponense, kiilonb6zo

fejlédési folyamatokat szabalyoz a novényekben. Tobbek kozt megemlithetjiik a
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hajtasnovekedést, FGY megnyulast, OGY vagy jarulékos gyokérképzodést, gravitropikus
elhajlast (He és mtsai., 2004; Pagnussat ¢s mtsai., 2002; Correa-Aragunde és mtsai., 2004;
Lombardo és mtsai., 2006).

A rovid tava kisérleteink soran megallapitottuk, hogy Cu®* hatasaként a NO
szintekben is torténnek valtozasok mindkét szervben. Sziklevelekben az 5 pM Cu®*
okozott jelentés NO akkumuldciot, mig a nagyobb mértékii nehézfém terhelés
lecsokkentette az NO tartalmat (25. dbra). Eredményeinkez hasonléan, réz-indukalt NO
képzddést talaltak a Chlamydomonas reinhardtii sejt szuszpenzioban, Brassica juncea,
Pisum sativum és Panax ginseng gyokerekben is (Bartha és mtsai., 2005; Tewari és mtsai.,
2008; Zhang és mtsai., 2008; Xiong és mtsai., 2010). Kontroll koriilmények kozott a NO-
kapcsolt fluoreszcencia jelentds szoveti specifitast mutat a FGY-ekben, mivel sokkal
magasabb NO szintek detektalhatok az EZ-ben a MZ-hoz viszonyitva. I11¢§ és mtsai.
(2006) is a MZ-hoz képest magasabb NO-fiiggd fluoreszcencat mértek az atmeneti zona
disztalis részében. A FGY elongacids zondjaban a réz kezelés lényeges NO csokkenést
okozott, mig a merisztematikus zéna NO tartalmat nem befolyasolta (25. ¢ &bra).
Nehézfém okozta NO szint csokkenés figyelhetd meg tobbek kozott a borso leveleiben és
gyokerében is (Rodriguez-Serrano és mtsai.,, 2009), habar meg kell jegyezni, hogy az
vizsgalt szovetek fajtdjanak fliggvényében mas és mas lehet a NO képzddésére gyakorolt
hatas (Xiong és mtsai., 2010). A nitrogén-monoxid szintekben bekovetkezd valtozasok
lehetséges mechanizmusait genetikai és biokémiai modszerekkel is megvizsgaltuk. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a sziklevelekben az L-arginin és NR-fliggd bioszintetikus
utvonal is felelds lehet a réz indukalta NO akkumulécioért. Ezt tAmasztja ald az is, hogy a
vad tipussal Osszehasonlitva a nialnia2noal-2 sziklevelek — melyekben mindkét NO
szintetikus Gtvonal hibas - csokkent NO tartalmat mutattak (28.b abra). Ambar a nitrat
reduktaz fOként a gyokerekben miikddik, a NR-fiiggd NO szintézisre a novények fold
feletti részeiben is van bizonyiték (Bright és mtsai., 2006; Sang és mtsai., 2008; Xu és

mtsai., 2010).

A gyokér megnyulasi zéndjdnak NO tartalom csokkenése kapcsan azt feltételeztiik,
hogy a Cu?*-indukélt szuperoxid gydkanion elimindlja a NO-t a peroxinitrit képzédését
eredményezd reakcion keresztiil. Hasonlé diffiizios rataval rendelkezik a két molekula, igy

Yamasaki és mtsai.,, (2011) szerint nagy valosziniiséggel reakcidoba lépnek egymaéssal,
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amennyiben a szoveti lokalizacidjuk megegyezik. Eredményeink viszont nem tadmasztjak
ald ezt a hipotézis, mivel az elongacidés zonaban sem a Oy szint emelkedés, sem a harom
molekula kolokalizacidja nem volt megfigyelhetd a réz-kezelt novények fogyokerében (29.
abra). A réz-indukalt NO szint csokkenés hattérmechanizmusa feltehetéen egyik vagy
mindkét NO bioszintetikus utvonal (L-argnin-és/vagy nitrat fliggd) alulszabalyozottsaga
lehet, amit példaul aluminium kitettség alatt mar megfigyeltek (Tian és mtsai., 2007; Wang
HH ¢és mtsai., 2010). A rdévid tavon tapasztalt réz-indukéalt NO szint csokkenéssel
ellentétben, a hosszabb idétartama Cu kitettség (17 napig tartd), jelentés novekedést
eredményezett (26. b abra). Ez a jelenség azzal a ténnyel magyarazhatd, hogy a nehézfém
terhelés koncentracigja mellett a kezelés id6tartama is befolydsolja annak NO képzddésre
gyakorolt hatdsat (Xiong és mtsai., 2010). Fernandez- Marcos és mtsai. (2011) szerint a
NO negativan szabalyozza a FGY megnyulasat, igy ezen jelmolekula réz hatdsara
megemelkedett szintje hozzdjarulhat a gyokérndvekedés gatlasdhoz a PIN FORMED 1

(PIN1)-kozvetitett auxin transzport és a DR5 expresszidjanak csokkentése altal.

Gyokerekben a NO {6 enzimatikus forrasa a nitrat reduktaz, és ez az enzim termeli
a NO-t stressz koriilmények kozott, mint pl. aluminium kitettség, ozmotikus stressz vagy
patogén tamadas (Wang HH ¢és mtsai., 2010; Kolbert és mtsai., 2010; Oliveira és mtsai.,
2010). Emiatt megvizsgaltuk genetikai modszert felhasznalva ezen enzim lehetséges
részvételét a réz-indukalt NO felszabadulas kapcsan. A vad tipussal ellentétben a NR-
deficiens dupla mutans, nialnia2 FGY-ében nem figyelhettik meg a réz okozta NO
produkcidt, ami a NR réz-indukalt NO szintézisben betoltott alapvetd szerepére utal (27.

abra).

Tovabbi kisérleteinkkel célunk volt feltdrni a hormonalis (auxin) és szignalizacios
komponensek (NO) kozotti kapesolatot a réz-indukalt morfologiai valaszok jelatvitelében.
Rovid tava kisérleteinkben els6ként az auxin NO szintekre gyakorolt hatasat
tanulmanyoztuk. Ehhez az auxin transzport gatloszerét (NPA) alkalmaztuk a réz kezelések
mellett és mindkét szervben kimutattuk a NO szinteket. Az eredmények alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az auxin transzport sziikséges az 5 pM réz altal kivaltott
NO akkumuléiciohoz sziklevelekben, vagyis az auxin pozitivan szabalyozza az NO
szintézisét enyhe rézkitettség mellett. Ellenben a magasabb réz koncentraciok esetében az
auxin hidnya okozott NO szint novekedést. Azok a ndvények, amelyekben a NPA

lecsokkentette az auxin szintet, szignifikdnsan magasabb NO fluoreszcenciat mutattak a
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gyokérben, Osszehasonlitva azokkal a ndvényekkel, amelyeket csak rézzel kezeltiink. Ez
azt sugallja, hogy az auxin negativan szabalyozza a NO szintet a FGY-ben (30. 4abra). Ezen
megallapitasok latszolag ellentmondanak a legtobb publikalt eredménnyel, melyek a NO-t
az auxin szignal transzdukcié egy pozitiv szabalyozé komponensének irjék le (Correa-
Aragunde és mtsai.,, 2007 hivatkozasai). Habar az emlitett publikdciok mas fizioldgiai
folyamatokra vonatkoznak, mint példaul a jarulékos vagy oldalgyokerek fejlodésére.
Kisérleti rendszeriinkben a kiilsdleg hozzaadott indol-3-ecetsav (10'6 M) nem valtott ki NO
képzodést sem a sziklevelekben sem a FGY-kben. A NO auxin-fiiggd génexpressziora
gyakorolt hatdsat biokémiai uton, kémiai NO donor vagy gyokfogd hozzaadasaval
vizsgaltuk a réz-kezelt Arabidopsis névények hajtasaban és gyokerében. Amikor az
endogén NO szinteket donor alkalmazasaval noveltiik, az auxin- érzékeny génexpresszio
jelentésen lecsokkent a sziklevelekben és a fogyokerek csticsaiban egyarant. Ez a réz-
indukalt morfoldgiai valtozasok hormonalis (auxin) és jelatviteli komponensei (NO) kozott
fennalld6 gatld kapcsolatot feltételez (31. abra). Ezen eredményeket genetikai
vizsgélatokkal is alatdmasztottuk, melyek soran a Cu altal okozott ndvekedési valaszt
hasonlitottuk 06ssze vad tipus, NO-taltermelé (noxl) és NO hianyos (nialnia2 és
nialnia2noal-2) ludfii csirandovényekben. A vizsgalt fejlodési események citologiai
hattérmechanizmusai eltérdek, hiszen a sejtosztodas féként a sziklevél kiterjedéséért illetve
novekedéséért, a sejt megnyulds pedig a hipokotil és fogyokér novekedéséért felelds. A
NO tobblet esetén kisebb sziklevél méretek figyelhetok meg, a NO hianyos mutansok
pedig kissé nagyobb sziklevelekkel rendelkeznek a vad tipushoz képest. Réaadasul a
sziklevél méretének csokkenése NO tobblet esetén kifejezett. Ellentétben ezzel, a hipokotil
sejtek megnytldsa a NO hidnyos mutdnsokban nagyobb érzékenységet mutatott a vad
tipushoz képest, mig noxl-ben nem volt rézre adott morfoldgiai valasz. Azonban
hasonldéan Lee €és mtsai. (2008) eredményeihez, a nox1 rovidebb hipokotillal rendelkezik,
mint a vad tipus (32. 4dbra). A FGY elongaciot tekintve a mutansok viselkedése nem
egyértelmii. Kontroll feltételek mellett a NO-tultermeld és NO-hidnyos novények FGY
hossza rovidebb, mint a vad tipusuaké, melyet az irodalmi adatok is alatimasztanak (He és
mtsai., 2004; Lozano-Juste és Léon, 2010). A rézkezelés nem okozott FGY rovidiilést a
noxl és a nialnia2noal-2 mutansban, ambar egy erbteljes csokkenést eredményezett a
NO-hidnyos dupla mutidns FGY hosszaban. A rézre adott kiilonb6zd gyokér ndvekedési
valaszok a NO-deficiens vonalak esetén azzal a hipotézissel magyardzhatéak, hogy egy

kontrollhoz kozeli NO statusz sziikséges a gyokér architektura szabalyzasahoz. A NO
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tartalom optimalis szintt6l vald eltérése a réz altal eldidézett gyokér morfologiai valasz

gatlasat eredményezi.

A tovabbi kisérleteink soran a megvaltozott NO anyagcserével rendelkez6 muténs
csirandvények (nox1, gsnorl-3 és nialnia2) réz toleranciajat tanulmanyoztuk. Ezek a
novények kisebb hajtas és gyokér méreteket valamint friss tdmeget mutattak a vad tipushoz
képest, ami egy optimalis NO szint sziikségességét feltételezi a megfeleld novekedéshez
(33. abra). Tovabba a gsnorl-3 mutans torpe fenotipusa arra utal, hogy a GSNOR-fiiggd
NO eltavolitas sziikséges az optimalis fejlodéshez (Lee és mtsai., 2008). He és mtsai.
(2004) munkdja igazolja ezen eredményeket, mivel 0k azt tapasztaltak, hogy a magas NO
szint - amit SNP kezeléssel értek el - novekedés gatlast eredményezett Arabidopsis-okban
¢és egy optimalis SNP koncentracio az, ami a hajtdsndvekedést eldsegiti. Borso levelekben
is az NO aktualis szoveti koncentracidjatol fiiggd ellentétes hatasokat figyeltek meg
(Leshem és Haramaty, 1996). A gyokérrendszerben szintén koncentracio-fiiggd a NO
novekedést indukald hatasa, mivel a kémiai NO donorral eldidézett magas NO szintek
novekedés gatlast okoztak (Gouvéa és mtsai., 1997; Pagnussat és mtsai., 2002). Dowdle és
mtsai. 2007-ben k6zolt eredményeivel egybehangzdan a vtc2-3 novények vad tipus-szeri
hajtas és gyokér méreteket mutattak kontroll feltételek mellett. A nem kezelt miox4
novények is vad tipushoz hasonlé méretekkel rendelkeztek, ami Alford (2009)
eredményeivel 0sszhangban van. Ez arra utal, hogy a mddositott aszkorbat tartalmak és az
ebbdl kovetkez6 enyhén megvaltozott ROF szintek nem befolyasoljak jelentds mértékben a
ludfii csiranovények korai fejlodését. Epstein €és Bloom (2005) szerint, az alap réz tartalom
a novényekben 2-50 pg g_l széaraz tomeg, €s az agaros kozegben a réz koncentracié 20 uM
(1.27 ppm) felett tekinthetd toxikusnak (Murphy és Taiz, 1995). Ezeket alapul véve, az
altalunk alkalmazott legalacsonyabb CuSO, koncentracio (5 uM) csak enyhe réz
tartalombeli novekedést eredményezett (~ 80 pg gf1 DW; 4. tdblazat), és nem bizonyult
toxikusnak a Col-0 csiranovények szamara. S6t, az 5 puM réz kezelésnek enyhe
novekedésserkentd hatasa volt (a friss tomegek nem-szignifikdns ndvekedése), bar ehhez a
hatashoz a novényekben megemelkedett NO és ROF szintek voltak sziikségesek. Az NO
hidnyos novények esetén a réznek erdteljesebb ndvekedést gatlod hatasat figyeltiik meg vad
tipushoz képest, mely a NO novekedés fenntartdsa soran jatszott szerepét tiikrozi abiotikus
stressz koriilmények kozott. Ezt tamasztja ala az is, hogy a nialnia2 csirandvények

fokozott réz-indukalt sejtmegnyulas gatlast mutattak a FGY novekedésiik soran (32. abra).
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Ezt kovetden megvizsgaltuk a gyokér merisztéma sejtek életképességét, amibdl a
réz toleranciara kovetkeztettiink. Enyhe stressz soran a magas NO szintek fokoztdk az
érzékenységet, mig nagyobb réz koncentraciok esetén a toleranciat segitették eld. Ez azt
jelenti, hogy a NO szignalizacios szerepe fiigg a stressz erGsségétol. Kismértéki
rézkitettség soran a noxl novényekben a NO életképességre gyakorolt negativ hatasa
visszafordithatd a magas NO tartalom climinalasaval (34.b abra). A nitrogén-monoxid
hozzajarulasa az abiotikus €s biotikus stressz tolerancidhoz szamos kutatdcsoport altal
bizonyitott. Tobbek kozott a gsnorl-3 ndvényekben a magas S-nitrozotiol szint hozzajarult
a ho- ¢és szelenit tolerancidhoz (Lee ¢és mtsai., 2008; Lehotai és mtsai., 2012), tovabba a
nialnia2 mutansok kevésbé ellenalloak olyan stresszorokkal szemben, mint a vizhiany,
fagyas vagy szelenit kitettség (Zhao MG ¢és mtsai, 2009; Lozano-Juste és Leon 2010;
Lehotai és mtsai., 2012). Nemrégiben izolaltak egy NO taltermeld paradicsom mutanst
(shr), amelyben a betegségellenallosag megemelkedett NO képzodéssel tarsult (Negi és
mtsai., 2010). A vitc2-1 és vic2-3 ludfiivek esetén a sejtéletképesség lecsokkent a
rézkitettség hatasara, viszont a miox4 gyokerek sejtjei ¢letképesebbnek bizonyultak. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a csokkent aszkorbat tartalom kdvetkeztében kialakult
magasabb ROF szint rézérzékenységhez vezet, mig az aszkorbinsav taltermelés
eredményeképp létrejott kisebb ROF tartalom a réz tolerancidnak kedvez. A magasabb
ROF szintek megzavarjak a sejt redox allapotat, mely oxidativ karosodashoz vezet (Potters
¢s mtsai., 2010). Ez valosziniisitheten fokozza a réz érzékenységet. A vic2 mutansok
érzékenyebbnek bizonyultak a kornyezeti stresszekre, mint a hé-, s6- vagy fotooxidativ

stressz (Smirnoft 2000; Miiller-Moulé és mtsai., 2004; Larkindale ¢és mtsai., 2005).

Biokémiai kisérleteket végeztiink annak igazoldsara, hogy a NO részt vesz-€ a
réztolerancia kialakitadsaban. Ezek sordn a ndvények NO szintjét exogén NO donor (SNP)
¢s NO gyokfogo (cPTIO) alkalmazéasaval modositottuk, és detektaltuk a vad tipust és NO
mutans novények ¢Eletképességét a gyokér merisztémaban. Az eredmények alapjan
elmondhat6, hogy a NO javitja a réz okozta sejtkarosodasokat erds réz stressz esetén,
mivel a NO-kezelt vad tipusi ndvények jobb életképességet mutattak (34. abra). A NO
tultermeld mutans nagyfoku réztiirése és a nialnia2 Arabidopsis fokozott érzékenysége
szintén alatamasztja a NO stresszt enyhitd hatasat (39. abra). Cui és mtsai. (2010) hasonlo
eredményei szerint, a NO kezelés csokkentette a lipid peroxidacido mértékét €s novelte a
gyokerek friss tomegét a réz-kezelt paradicsom novényekben. Egy masik tanulméany

szerint az SNP-vel ¢és rézzel egyidejilleg kezelt Panax ginseng névények kisebb mértéki
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sejthalalt szenvedtek el, és a membranok oxidativ kdrosodasa is enyhébb volt (Tewari és
mtsai., 2008). Dong ¢s mtsai. 2013-ban publikalt eredményei szerint a kiilsOleg
alkalmazott NO kezelés novelte a réz toleranciat paradicsom novényekben. Sajat
eredményeink arra is rimutatnak, hogy a gyokérsejtek életképessége alapjan meghatarozott
réztiirés kialakuldsdhoz szigoruan szabdlyozott NO balansz sziikséges, mivel az optimalis

szintnél kisebb vagy annal nagyobb NO tartalom sejtkarosodast idézhet elo.

Tovabbi kisérleteinkben a lehetséges kapcsolatot vizsgaltuk a NO és a ROF-k
kozott réz stressz alatt mikroszkopos moddszerrel. Magasabb NO szinthez csokkent
szuperoxid gyokanion szint tarsult a kontroll allapota Arabidopsis gyokércsticsokban, és ez
forditva is igaznak bizonyult, vagyis a csokkent NO tartalmat mutaté nialnia2
gyokérmerisztémajaban a vad tipusnal magasabb szuperoxid szint volt mérhetd. Ez arra
utal, hogy stressz mentes koriilmények kozott a NO képes negativan szabalyozni a O”
szintjét, feltehetden a ONOO™ képzddéséhez vezetd kémiai reakcid altal (Koppenol és
mtsai., 1992) vagy az antioxiddnsok, mint példaul a szuperoxid dizmutdz aktivitasanak
modositasan keresztiil (Wang L és mtsai., 2010). Opdenakker és mtsai. (2012) szerint a
NADPH oxidaz felelés a réz-indukalt O, akkumulacidjaért vad tipusu Arabidopsis
gyokerekben. NO tobblet esetén (noxl, gsnorl-3), a réz nem képes megemelni a
szuperoxid szintet, valoszintileg azért, mert a NADPH oxidéaz inaktivalodik NO-fiiggd S-
nitrozilacié kovetkeztében (Yun és mitsai.,, 2011). A réz hatasaként a H,O, szintek
lecsokkentek NO tobblet jelenlétében, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
megemelkedett NO szint hatdsara az antioxidans gének (pl. glutation peroxiddz vagy a
glutation transzferaz) expresszioja fokozodott, igy ROF detoxifikacio tortént (Polverari és
mtsai., 2003). Az elébb emlitett antioxiddns enzimek a NO-fiiggd S-nitrozilacié altal is
szabalyozottak (Lyndermayr és mtsai, 2005). Tovabb4a, a NO hidny esetében, a szuperoxid
szint csokkenése HyO, képzddéssel jart egyiitt, ami lehetséges SOD-fliggd detoxifikaciot
feltételez. A megvaltozott aszkorbat metabolizmus és ennélfogva a megvaltozott reaktiv
oxigénforma tartalom (a vtc2-1, vic2-3 és miox4 mutansok) a vad tipusnal alacsonyabb
nitrogén-monoxid szintet eredményezett, mely arra utal, hogy a ROF-k szigortian
szabalyozott szintje hat a NO metabolizmusra stressz mentes koriilmények kozott. A réz-
indukalt, nem szignifikdns véltozasokat figyelembe véve a ROF-k hatiasa a NO

metabolizmusra réz stressz alatt elhanyagolhatonak mondhaté (35.d 4bra).
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7. Kovetkeztetések

A gyokérzet novekedésének fenntartasa a kiilonbozo stresszhatasok soran alapvetd
fontossdgi a ndvény tulélése szempontjabol. Ezért munkank célja az volt, hogy
megvizsgaljuk a réz, mint kornyezeti stresszor gyoOkérfejlédésre gyakorolt hatésait,
valamint ezen folyamat hormonalis és jelatviteli hattérmechanizmusait, kiilonos tekintettel

a nitrogén-monoxid jelmolekula képzddésére, szerepére, kdlcsonhatasaira.
Munkénk soran kapott eredményeinkbdl a kovetkezd fobb kdvetkeztetések vonhatok le:

e A réz-indukalt morfologiai valasz megjelenése az Arabidopsis novényekben fligg a
fémterhelés idétartamatol és koncentracidjatol. Hossz tavon az Arabidopsis réz

stressz altal kivaltott fejlodési indukciot (OGY szdm gyarapodast) mutat.

e A rovid és a hosszabb id6tartamu réz terhelés egyarant megvaltoztatja az auxin és a
NO metabolizmusat. Rovid tdvon a réz tobblet auxin szint névekedést, ugyanakkor
NO szint csokkenést okoz a csirandvények gyokerében, mig hosszabb tavon ezzel

ellentétes irdnyt valtozas torténik.

e A réz-indukdlt SIMV szigndl transzdukcidjaban szerepld hormonalis- és
jelkomponens, azaz az auxin és a NO kozott kdlcsondsen negativ kapcsolat all

fenn.

e Sziklevelekben a réz-indukalt NO akkumulacioért mindkeét feltételezett enzimatikus
NO bioszintézis utvonallal (L-arginin és NR-fiiggd) felelds, mig a NO csokkenés a
FGY-ben a peroxinitrittdl és szuperoxid gyokanion képzddésétdl fliggetlentil
torténik. Hosszabb tavon a rézkezelt gyokerekben bekovetkezd NO szintézisért a

NR enzim aktivitasa a felelOs.

e A NO részt vesz a tolerancia kialakitdsdban nagyobb mértékii réz terhelés esetén,
azaltal, hogy szabalyozza a szuperoxid gyokanion és a H,O;, réz stressz soran
torténd képzodését. A NO-dal ellentétben a ROF-k fokozzak a réz érzékenységet az

Arabidopsis csiranvényekben.
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PhD-s éveimet. K6szonom a bizalmat, a tamogatast és megértést, valamint a Kutatas,

eredmények publikalasa és e doktori disszertacid mogott huzodo rengeteg segitséget.

Szeretném megkoszonni tanszékvezetdnknek, Dr. Gorgényi Miklosné Dr. Tari
Irma Tanarndnek a lehetdségeket, kedvességét, amiket munkdm befejezéséhez kaptam.
Ko6szondm Mainé Dr. Csiszar Jolannak, hogy helyet biztositott palyazataban, ezaltal

tamogatta munkam befejezését.

Ko6szondom munkacsoportunk tagjainak, Lehotai Nordanak és Feigl Gabornak
minden segitségét, egymds tamogatasat, lelkesitését. Koszondm szakdolgozdinknak a
kisérletek kivitelezése soran nyujtott segitséget.

K6sz6nom Addmné Meszlényi Mdridnak, Hegyesiné Tandari Maridnak, Kapdsné
Torok Evanak, Kispalné Szabé Ibolydnak és Porkolab Erzsébetnek a hasznos tanacsokat és

a vidam hangulatot a laboratériumokban.

Meg szeretném koszonni a PhD szoba minden egykori és jelenlegi lelkes
dolgozoinak, barataimnak a kellemes 1égkort, a timogatast és segitséget, amiket az elmult

évek soran kaptam.

Ko6sz6ndm a Novénybiologiai Tanszék egykori €s jelenlegi munkatarsanak minden

segitségét.

A kutatss a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azonosité szamii Nemzeti Kivalosag Program —
Hazai hallgatdi, illetve kutatoi személyi tamogatast biztositd rendszer kidolgozasa és miikodtetése
orszagos program ciml kiemelt projekt altal nyujtott személyi tamogatassal valdsult meg. A
projekt az Eurdpai Unid tamogatasaval, az Europai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul

meg. A kutatashoz az infrastruktara tdmogatasaval az OTKA PD100504 palyazat jarult hozza.
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11. Osszefoglalas

A novényeket a kornyezetiikben szamos stresszhatas érheti, mint példaul a talajban
felhalmozddoé nehézfémek (NF) okozta stressz. A fémek elsddleges tamadasi pontja a
gyokér, hiszen itt taldlkozik a novény eloszor a fémmel. Ezért a NF-indukalt
morfogenetikai valasz fenotipus elsésorban a gyokérrendszerben jelenik meg. Tehat a
novények képesek a nem megfeleld kornyezeti feltételekre a szerveik novekedésének

atrendezésével reagalni, amit stressz-indukalt morfologiai valasznak (SIMV) neveziink.

Irodalombdl ismert az auxin és a ROF-k fontos szerepe a NF-indukalt SIMV
jelatvitelében, és mivel a nitrogén-monoxid (NO), mint multifunkcionalis szignal szamos
gyokérfejlodési folyamatot szabélyoz €s szorosan egyiittmiikodik az auxinnal és a reaktiv
oxigénformakkal is, feltételezhetjiik, hogy a NO, mint fejlédés szabalyoz6 molekula
szintén szerepel a Cu altal kivaltott stressz indukalt morfoldgiai valaszban. A Ph.D.
munkam soran ennek a hipotézisnek a tesztelésére vallalkoztam. Kisérleteink
fokuszpontjdban a NO molekula allt. Vizsgaltuk képzddését, szignaltranszdukcids
utvonalban betdltott szerepét €és mas reaktiv molekulakkal (ROF) vald kapcsolatat réz
terhelés (5, 25, 50 uM) hatasara megjelené morfologiai valasz soran vad tipust és mutans
(nox1, gsnorl-3, nialnia2, nialnia2noal-2, vtc2-1, vtc2-3, miox4) valamint DR5::GUS
transzgenikus Arabidopsis novényekben. Kisérleteink kivitelezéséhez morfologiai
méréseket, hisztokémiai festést, elemanalizist, fluoreszcens spektrofotométeres ¢és

fluoreszcens mikroszkdpids modszert alkalmaztunk.

Munkank sordn a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Az 1d6 fliggvényében (rovid és hosszabbtavu kisérletek) hogyan alakul a réz-
indukalt morfoldgiai valasz, hajtasra €s gyokérre nézve?

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

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

e Milyen mechanizmusokkal magyarazhatdak a réz hatasara a NO metabolizmusban
bekovetkezd valtozasok?

e Milyen kapcsolat all fenn a NO ¢és a ROF-k kozott a réz tolerancia
mechanizmusaban, illetve hogyan vesznek részt a ROF-ok a stressz indukalt

morfoldgiai valasz kialakuldsaban?
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Vizsgalataink soran a kovetkezo eredményeket kaptuk:

Vad tipusu novényeket felhasznalva meghataroztuk a hajtds és gyokérrendszer
mikroelem koncentraciéit (Cu, Fe, Zn, Mn, Mo, B) és azok szdveti eloszlasat agaron nott
ludfiivekben. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a csirandvények képesek felvenni
¢s akkumulélni a taptalajban levo réz egy részét €s elszallitani azt a hajtasrendszeriikbe. A
réz kitettség jelentésen modositja a csirandvények mikroelem homeosztazisat és a vizsgalt

mikroelemek hajtas-gyokér eloszlasat.

A réz kitettség gyokér- és hajtasfejlodésre gyakorolt hatdsait a kezelési id6tartam
fliggvényében, 7 és 17 napos Arabidopsis novények felhasznalasaval hataroztuk meg. A
rovidebb idotartamu kisérleteinkben a legalacsonyabb (5 uM-os) rézkoncentraci6 kissé
megnovelt sziklevél teriiletet, hipokotil- és FGY hosszndvekedést eredményezett, mig a
komolyabb rézkitettség (50 uM) szignifikans gatlast okozott a hajtas és gyokérfejlodésben
az akkumulalodott réz miatt. Hosszabb tavon (17 nap) a réz altal kivaltott erételjes
hajtasnovekedés gatlas, valamint a gyokérmegnyulas gatlasanak elmaradasa figyelhetd
meg, mely egy akklimatizicios folyamat aktivalodasat sugallja hosszabb iddtartami réz
kitettség esetén. Az oldalgyokér inicidcidt lehetdvé tevd sejtosztodds rézkitettségre
érzekenynek bizonyult. A 25 uM rézkezelt novények gyokérrendszerében a SIMV tiinetei
voltak lathatéak. A SIMV kialakulasa fligg a rézkezelés koncentraciojatol €s idotartamatol,
hiszen csak hosszabb iddtartamt, kozepes erdsségli (25 puM) stressz valtotta ki a

megjelenését.

A hormonok metabolizmusanak és transzportjanak megvaltozasa nagyon fontos
szerepet jatszik a NF-k altal eléidézett fejlodési valaszokban. Mivel a fejlodési folyamatok
foleg olyan morfogének altal vezéreltek, mint példaul az auxin, ezért vizsgaltuk in vivo az
auxin indukalhato DRS prométer expresszidjat a DRS5::GUS transzgenikus Arabidopsis-
okban. A rovidebb idétartamu réz kezelés esetén a kontrollhoz képest fokozottabb auxin-
fliggd génexpresszidt tapasztaltunk a csiranovények szikleveleiben és gyokerében is.
Hosszabb tavon (17 nap), a réz mas kornyezeti stresszfaktorokhoz (pl. s6, Cd) hasonloan a

DRS expresszio csokkenését valtja ki az Arabidopsis levelekben.

A nitrogén-monoxid, mint az auxin jelatvitel alapvetd komponense, kiilonbdzo
fejlodési folyamatokat szabalyoz a novényekben. A rovid tava kisérleteink soran
megallapitottuk, hogy Cu hatdsaként a NO szintekben is torténnek valtozasok mindkét

szervben. Sziklevelekben az 5 uM Cu okozott jelentds NO akkumulaciot, mig a nagyobb
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mértékit NF terhelés lecsokkentette az NO tartalmat. Kontroll koriilmények kozott a NO-
kapcsolt fluoreszcencia jelentds szoveti specifitast mutat a FGY-ekben, mivel sokkal
magasabb NO szintek detektalhatok az EZ-ban az MZ-hez viszonyitva. A FGY EZ-ban a
réz kezelés 1ényeges NO csokkenést okozott, mig a MZ NO tartalmat nem befolyasolta. A
NO szintekben bekovetkezd valtozasok lehetséges mechanizmusait genetikai és biokémiai
modszerekkel megvizsgalva azt az eredményt kaptuk, hogy a sziklevelekben az L-arginin

és NR-fiiggd bioszintetikus utvonal is felelds lehet a réz indukalta NO akkumulacioért.

A gyokér megnyulasi zéndjanak NO tartalom csokkenése kapcsan azt feltételeztiik,
hogy a Cu-indukalt O, eliminalja a NO-t a peroxinitrit képz6dését eredményez6 reakcion
keresztiil. Eredményeink viszont nem tamasztjak ala ezt a hipotézis. A réz-indukalt NO
szint csokkenés hattérmechanizmusa feltehetéen egyik vagy mindkét NO bioszintetikus
utvonal (L-argnin-és/vagy nitrat fiiggd) alulszabalyozottsaga lehet. A hosszabb
idotartama Cu Kkitettség (17 napig tartd), jelentés ndvekedést eredményezett a NO
tartalmat tekintve. A NF terhelés koncentracioja mellett a kezelés id6étartama is

befolyasolja annak NO képzddésre gyakorolt hatasat.

Gyokerekben a NO {6 enzimatikus forrdsa a NR, és ez az enzim termeli a NO-t
stressz korlilmények kozott. Emiatt megvizsgaltuk genetikai modszert felhaszndlva ezen
enzim lehetséges részvételét a réz-indukalt NO felszabadulds kapcsan. A vad tipussal
ellentétben a NR-deficiens dupla mutans, nialnia2 FGY-ében nem figyelhettilk meg a réz
okozta NO produkciot, ami a NR réz-indukalt NO szintézisben betoltott alapvetd szerepére

utal.

Tovabbi kisérleteinkkel célunk volt feltarni a hormonalis (auxin) €s szignalizacids
komponensek (NO) kozotti kapesolatot a réz-indukalt morfoldgiai valaszok jelatvitelében.
Rovid tava Kkisérleteinkben els6ként az auxin NO szintekre gyakorolt hatdsat
tanulmanyoztuk NPA alkalmazédsaval a réz kezelések mellett és mindkét szervben
kimutattuk a NO szinteket. Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
az auxin transzport sziikkséges az 5 puM réz Aaltal kivaltott NO akkumuldcidhoz
sziklevelekben, vagyis az auxin pozitivan szabalyozza az NO szintézisét enyhe rézkitettség
mellett. Ellenben a magasabb Cu koncentraciok esetében az auxin hidnya okozott NO szint
novekedést. Azok a novények, amelyekben a NPA lecsokkentette az auxin szintet,
szignifikansan magasabb NO fluoreszcenciat mutattak a gyokérben, Osszehasonlitva
azokkal a novényekkel, amelyeket csak rézzel kezeltiink. Ez azt sugallja, hogy az auxin

negativan szabalyozza a NO szintet a FGY-ben. Kisérleti rendszerlinkben a kiilséleg
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hozzaadott indol-3-ecetsav (10° M) nem valtott ki NO képzédést sem a sziklevelekben
sem a FGY-kben. A NO auxin-fliggd génexpressziora gyakorolt hatasat biokémiai tton is
megvizsgaltuk. Amikor az endogén NO szinteket donor alkalmazasaval noveltiik, az auxin-
érzékeny génexpresszid jelentdsen lecsokkent a sziklevelekben és a FGY-k cstcsaiban
egyarant. Ez a réz-indukalt morfologiai valtozasok hormondlis (auxin) és jelatviteli
komponensei (NO) kozott fennalld gatld kapcsolatot feltételez. Ezen eredményeket
genetikai vizsgalatokkal is alatamasztottuk, melyek sordn a Cu altal okozott novekedési
valaszt hasonlitottuk 6ssze vad tipust, NO-taltermel6 (nox1) és NO hidnyos (nialnia2 és
nialnia2noal-2) csirandvényekben. A NO tdbblet esetén kisebb sziklevél méretek
figyelheték meg, a NO hidnyos mutansok pedig kissé nagyobb sziklevelekkel
rendelkeznek a vad tipushoz képest. Raadasul a sziklevél méretének csokkenése NO
tobblet esetén kifejezett. Ellentétben ezzel, a hipokotil sejtek megnyuldsa a NO hidnyos
mutansokban nagyobb érzékenységet mutatott a vad tipushoz képest, mig nox1-ben nem
volt rézre adott morfologiai véalasz. Azonban a nox1l révidebb hipokotillal rendelkezik,
mint a vad tipus. A FGY elongaciot tekintve a mutansok viselkedése nem egyértelmi.
Kontroll feltételek mellett a NO-taltermeld és NO-hidnyos ndvények FGY hossza
rovidebb, mint a vad tipustaké. A rézkezelés nem okozott FGY rovidiilést a nox1 és a
nialnia2noal-2 mutansban, habar egy erételjes csokkenést eredményezett a NO-hianyos
dupla mutans FGY hosszaban. A rézre adott kiilonb6z6 gyokér ndvekedési valaszok a NO-
deficiens vonalak esetén azzal a hipotézissel magyarazhatdak, hogy egy kontrollhoz kozeli
NO statusz sziikséges a gyokér architektira szabdlyzasdhoz. A NO tartalom optimalis

szinttdl valo eltérése a réz altal eldidézett gyokér morfologiai valasz gatlasat eredményezi.

A tovabbi kisérleteink sordn a megvaltozott NO anyagcserével rendelkezé mutans
csirandovények (noxl, gsnorl-3 és nialnia2) réz toleranciajat tanulmanyoztuk. Ezek a
novények kisebb hajtas és gyokér méreteket valamint friss tomeget (FT) mutattak a vad
tipushoz képest, ami egy optimalis NO szint sziikségességét feltételezi a megfeleld
novekedéshez. A vitc2-3 és miox4 novények vad tipus-szerli hajtas és gyokér méreteket
mutattak kontroll feltételek mellett. Tehat a modositott aszkorbat tartalmak és az ebbdl
kovetkezd enyhén megvaltozott ROF szintek nem befolydsoljak jelentdés mértékben az
Arabidopsis-ok korai fejlodését. Az altalunk alkalmazott legalacsonyabb CuSOq
koncentracid (5 pM) csak enyhe réz tartalombeli ndvekedést eredményezett (~80 pg g *
SZT), és nem bizonyult toxikusnak a Col-0 csirandvények szdmara. SOt, az 5 uM réz

kezelésnek enyhe novekedésserkentd hatasa volt (a FT-k nem-szignifikans novekedése),
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bar ehhez a hatdshoz a ndvényekben megemelkedett NO és ROF szintek voltak
sziikségesek. A NO hianyos novények esetén a réznek erdteljesebb novekedést gatld
hatasat figyeltilk meg vad tipushoz képest, mely a NO novekedés fenntartasa sordn jatszott

szerepét tlikrozi abiotikus stressz koriilmények kozott.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk a gyokér MZ sejtjeinek életképességét, amibdl a réz
tolerancidra kovetkeztettiink. Enyhe stressz sordan a magas NO szintek fokoztak az
érzékenységet, mig nagyobb réz koncentraciok esetén a toleranciat segitették eld. Ez azt
jelenti, hogy a NO szignalizacidos szerepe fligg a stressz erdsségétdl. Kismértéki
rézkitettség soran a noxl novényekben a NO életképességre gyakorolt negativ hatasa
visszafordithaté a magas NO tartalom eliminalasaval. A vtc2-1 és vtc2-3 ludfiivek esetén a
sejtéletképesség lecsokkent a rézkitettség hatasara, viszont a miox4 gyokerek sejtjei
¢letképesebbnek bizonyultak. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a csokkent aszkorbat
tartalom kovetkeztében kialakult magasabb ROF szint rézérzékenységhez vezet, mig az
aszkorbinsav tultermelés eredményeképp 1étrejott kisebb ROF tartalom a réz tolerancianak
kedvez. A magasabb ROF szintek megzavarjak a sejt redox allapotat, mely oxidativ

karosodashoz vezet. Ez valdszinlisithetéen fokozza a réz érzékenységet.

Biokémiai kisérleteket végeztiink annak igazolasara, hogy a NO részt vesz-e a
réztolerancia kialakitdsaban. Ezek soran a novények NO szintjét exogén NO donor (SNP)
és NO gyokfogd (cPTIO) alkalmazéasaval modositottuk, és detektaltuk a vad tipusti és NO
mutans novények életképességét a gyokér MZ-ban. Az eredmények alapjan elmondhato,
hogy a NO javitja a réz okozta sejtkarosodasokat erds réz stressz esetén, mivel a NO-kezelt
Col-0 novények jobb életképességet mutattak. A NO taltermelé mutans nagyfoku réztlirése
¢s a nialnia2 Arabidopsis fokozott érzékenysége szintén aldtamasztja a NO stresszt
enyhitd hatasat. A réztiirés kialakulasdhoz szigortian szabalyozott NO balansz sziikséges,
mivel az optimalis szintnél kisebb vagy annal nagyobb NO tartalom sejtkarosodast idézhet

elo.

Ezt kovetden a lehetséges kapcsolatot vizsgaltuk a NO és a ROF-k kozott réz
stressz alatt mikroszkdpos modszerrel. Magasabb NO szinthez csokkent Oy szint tarsult a
kontroll allapotu Arabidopsis gyokércsucsokban, és ez forditva is igaznak bizonyult,
vagyis a csokkent NO tartalmat mutaté nialnia2 MZ-ban a vad tipusnal magasabb O;~
szint volt mérhetd. Ez arra utal, hogy stressz mentes koriilmények kozott a NO képes
negativan szabalyozni a O;" szintjét, feltehetéen a ONOO™ képzddéséhez vezetdé kémiai

reakcid 4altal vagy az antioxidansok, mint példaul a szuperoxid dizmutaz (SOD)
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aktivitdsanak modositasan keresztiil. A Cu hatasaként a H,O, szintek lecsokkentek NO
tobblet jelenlétében, ami alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a megemelkedett NO szint
hatdsara az antioxidans gének (pl. glutation peroxiddz vagy a glutation transzferaz)
expresszioja fokozodott, igy valdsziniileg ROF detoxifikacid tortént. Tovabba, a NO hiany
esetében, a O, szint csokkenése HyO, képzddéssel jart egylitt, ami lehetséges SOD-fiiggd
detoxifikaciot feltételez. A megvaltozott aszkorbat metabolizmus és ennélfogva a
megvaltozott ROF tartalom (a vtc2-1, vic2-3 és miox4 mutansok) a Col-0-nal alacsonyabb
NO szintet eredményez, mely arra utal, hogy a ROF-k szigoruan szabalyozott szintje hat a
NO metabolizmusra stressz mentes koriilmények kozott. A réz-indukalt, nem szignifikans
valtozasokat figyelembe véve a ROF-k hatisa a NO metabolizmusra réz stressz alatt

elhanyagolhatonak mondhato.

Munkank soran kapott eredményeinkbdl a kovetkezo fobb kovetkeztetések vonhatok le:

e A réz-indukalt morfologiai valasz megjelenése az Arabidopsis novényekben fligg a
fémterhelés id6étartamatol és koncentracidjatol. Hossz tavon az Arabidopsis réz
stressz altal kivaltott fejlodési indukciot (OGY szam gyarapodast) mutat.

e A rovid és a hosszabb id6tartamu réz terhelés egyarant megvaltoztatja az auxin és a
NO metabolizmusat. Rovid tavon a réz tobblet auxin szint ndvekedést, ugyanakkor
NO szint csokkenést okoz a csiranovények gyokerében, mig hosszabb tavon
ezekkel ellentétes iranyt valtozasok torténnek.

e A réz-indukdlt SIMV szignal transzdukcidjdban szerepld hormonalis- ¢és
jelkomponens, azaz az auxin és a NO kozott kolcsondsen negativ kapesolat all
fenn.

e Sziklevelekben a réz-indukalt NO akkumulacidért mindkét feltételezett enzimatikus
NO bioszintézis utvonal (L-arginin- és NR-fiigg6) felelds, mig a NO csokkenés a
FGY-ben a peroxinitrittdl és szuperoxid gyokanion képzodésétol fliggetleniil
torténik. Hosszabb tavon a rézkezelt gyokerekben bekdvetkezd NO szintézisért a
NR enzim aktivitasa a felel6s.

e A NO részt vesz a tolerancia kialakitdsdban nagyobb mértékli réz terhelés esetén,
azaltal, hogy szabdlyozza a szuperoxid gyoOkanion és a H,O; réz stressz soran
torténd képzodését. A NO-dal ellentétben a ROF-k fokozzak a réz érzékenységet az

Arabidopsis csirangvényekben.
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12. Summary

Introduction

Plants are exposed to a number of stress factors in their environment, such as stress
caused by accumulated heavy metals (HMs) in the soil. The primary point of attack of
metals is the root, as this is where the plant first encounters the metal. That is why HM-
induced morphogenetic response phenotype appears primarily in the root system.
Consequently, plants are able to react to unfavourable environmental conditions by
rearranging their organ development, which is called stress-induced morphological

response (SIMR).

The important role of auxin and ROSs in heavy metal induced SIMR signal transduction is
already known, and as NO, being a multifunctional signal, regulates a number of root
developmental processes and acts closely together with auxin and reactive oxygen species,
it can be assumed that NO as a development regulating molecule also appears in the stress-
induced morphological response triggered by Cu. In my PhD work, | set out to test this
hypothesis. Consequently, it was the NO molecule that was in the focal point of the
experiments. Its generation, its role played in the signal transduction pathway and its
relationship with other reactive molecules (ROS) were examined in the course of
morphological responses appearing as a result of copper stress (5, 25, 50 uM ) in wild-type
and mutant (nox1, gsnorl-3, nialnia2, nialnia2noal-2, vitc2-1, vtc2-3, miox4) and
DR5::GUS transgenic Arabidopsis. For carrying out our experiments we applied
morphological measurements, histochemical staining, element analysis, fluorescence

spectrometer and fluorescence microscopy methods.
During our work, we were looking for the answers to the following questions:

e With relation to time (short and long term experiments), how does the copper-
induced morphological response appear with respect to shoot and root?

e Do auxin and nitric oxide play a role in the signal transduction of copper-induced
morphological responses?

e What kind of interactions appear between auxin and NO under copper stress?

e What mechanisms can explain the changes appearing in the NO metabolism due to

the effect of copper?
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e What relationship is there between NO and ROSs in the copper tolerance
mechanism, and how do ROSs contribute to the appearance of stress-induced

morphological responses?
Results

With the usage of wild-type plants, the microelement concentrations (Cu, Fe, Zn,
Mn, Mo, B) of the shoot- and the root system and their tissue distribution were determined
in case of Arabidopsis growing on agar. Based on the results, it can be stated that seedlings
are capable of absorbing and accumulating part of the copper present in soil and transfer it
to their shoot systems. Exposure to copper significantly modifies the microelement

homeostasis of seedlings and the shoot-root distribution of the examined microelements.

The effect of copper exposure on root and shoot development was determined with
relation to treatment time, using 7- and 17-day Arabidopsis plants. In the shorter term
experiments, the lowest copper concentration (5 uM) resulted in increased cotyledon area
and increased hypocotyls and PR length, while higher copper exposure (50 uM) caused
significant inhibition on shoot and root development because of the accumulated copper. In
the longer term (17 days), it was observed that copper-induced strong shoot growth
inhibition and root elongation inhibition did not occur, which suggests the activation of the
acclimatization process in the case of longer term copper exposure. Cell division enabling
lateral root initiation proves to be sensitive to copper exposure. In the root systems of 25
uM copper-treated plants, symptoms of SIMR were detected. The appearance of SIMR
depends on the concentration and length of time of copper treatment, as it was only longer

term, medium-strength (25 uM) stress that generated its appearance.

The change in hormone metabolism and transport plays an essential role in HM-
induced developmental responses. As developmental processes are mainly controlled by
morphogenes like auxin, we examined in vivo the inducible DR5 promoter expression of
auxin in DR5::GUS transgenic Arabidopsis. In case of shorter term copper treatment,
compared to the control, a more intense auxin dependent gene expression was found in
both the cotyledons and the root of seedlings. In the longer term (17 days), copper —
similarly to other environmental stress factors (e.g. salt, Cd) — triggered the decrease of

DR5 expression in Arabidopsis leaves.
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Nitric oxide, as a basic component of auxin signal transduction, controls various
developmental processes in plants. In our shorter term experiments, it was found that as a
result of Cu, certain changes also took place in NO levels in both organs. In cotyledons, 5
uM Cu caused significant NO accumulation, while the higher HM load decreased the NO
content. In the control situation, the NO-specific fluorescence shows significant tissue
specificity in PRs, as much higher NO levels can be detected in the EZ compared to the
MZ. In the EZ of the PR, the copper treatment caused a significant NO decrease, while the
NO content of the MZ was not affected. The possible mechanisms of changes happening in
NO levels were examined with genetic and biochemical methods, and it was found that in
cotyledons both the L-arginine and NR dependent biosynthetic pathways can be

responsible for copper-induced NO accumulation.

Based on the NO content decrease in the elongation zone of the root, it was
hypothesized that Cu-induced O"eliminates NO through the peroxynitrite generating
reaction. Our results, however, do not support this hypothesis. The background mechanism
of the copper-induced NO level decrease is assumed to be the down-regulation of either or
both biosynthetic pathways (L-arginine and/or nitrate dependent). The longer term Cu
exposure (for 17 days) resulted in a significant growth regarding the NO content. Apart
from the concentration of HM stress, the length of treatment also has an effect on NO

generation.

In roots, the main enzymatic source of NO is NR, and this is the enzyme that
produces NO under stress conditions. Therefore, the possible participation of this enzyme
in copper-induced NO release was examined by genetic method. Contrary to the wild type,
in the PR of the NR deficient double mutant nialnia2, copper-induced NO production
could not be detected, which refers to the basic role that NR plays in copper-induced NO

synthesis.

In our further studies, the objective was to explore the relationship between
hormonal (auxin) and signal (NO) components in the signal transduction of copper-
induced morphological responses. In the short term experiments, it was the effect of auxin
on NO levels that was first studied with the application of NPA besides copper treatment
and NO levels were detected in both organs. Based on the results, it was concluded that
auxin transport is necessary for 5 uM copper-induced NO accumulation in cotyledons, that
is auxin controls the NO synthesis positively in case of low copper exposure. However, in
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case of higher Cu concentration, it was the lack of auxin that caused NO level increase.
Those plants in which NPA decreased the auxin level showed a significantly higher NO
fluorescence in the root, compared to those plants that were only treated with copper. This
suggests that auxin controls the NO level in the PR negatively. In our experiment,
exogenous indol-3-acetic acid (10° M) induced NO generation neither in cotyledons, nor
in the PR. The effect of NO on auxin-dependent gene expression was examined through
biochemical methods as well. When the endogenous NO level was enhanced by donor
application, auxin sensitive gene expression decreased significantly in cotyledons and PR
tips alike. This implies an inhibitory link between the hormonal (auxin) and signal (NO)
components of copper-induced morphological changes. These findings were confirmed
with genetic examination as well, during which Cu-induced growth response was
compared in wild-type, NO over-producer (noxl) and NO deficient (nialnia2 and
nialnia2noal-2) seedlings. In case of NO excess, smaller cotyledon sizes can be
measured, while NO deficient mutants have slightly bigger cotyledons compared to the
wild type. What is more, the decrease in the size of cotyledons is more pronounced in case
of NO excess. Contrary to this, the elongation of hypocotyl cells in NO deficient mutants
shows greater sensitivity compared to wild type, while in noxl, there was no
morphological response given to copper. However, nox1 has shorter hypocotyl than the
wild type. Regarding PR elongation, the behaviour of mutants is not obvious. Under
control conditions, the PR length of NO over-producer and NO deficient plants is shorter
than that of the wild type. Copper treatment did not induce PR shortening in the nox1 and
nialnia2noal-2 mutants, however, it caused an expressed reduction in the PR length of the
NO deficient double mutant. The various root growth responses given to copper in case of
NO deficient lines can be explained by the hypothesis that close control NO status is
necessary for the regulation of the root architecture. The deviation of NO content from the
optimal level results in the inhibition of copper-induced root morphological response.

In our further experiment, the copper tolerance of mutant seedlings (nox1, gsnorl-3
and nialnia2) with altered NO metabolism was studied. These plants showed smaller shoot
and root sizes and fresh weight (FW) when compared to the wild type, which supposes the
necessity of an optimal NO level for proper growth. The vtc2-3 and miox4 plants showed
wild type-like shoot and root sizes under control conditions. Consequently, the modified
ascorbate content and the slightly modified ROS levels resulting from this do not influence

significantly the early development of Arabidopsis. The lowest CuSQO, concentration (5
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uM) that was applied resulted only in a slight growth in copper content (~80 ug g ‘DW),
and it did not prove to be toxic for the Col-0 seedlings. On the contrary, the 5 uM copper
treatment had a slight growth enhancing effect (non-significant increase of FWSs), however,
for this effect to manifest, increased NO and ROS levels were necessary in the plants. In
case of NO deficient plants, a stronger growth inhibitory effect of copper was observed,
compared to the wild type, which reflects its role played in the maintenance of NO growth

under abiotic stress conditions.

After that, the vitality of the MZ cells of the root was examined, from which
conclusions for copper tolerance could be drawn. In case of mild stress, high NO levels
enhanced sensitivity, while in case of higher copper concentration, tolerance was fostered.
This means that the signalling function of NO depends on the strength of stress. Under
slight copper exposure in nox1 plants, the negative effect of NO on vitality can be reversed
by eliminating high NO content. In case of vtc2-1 and vtc2-3 Arabidopsis, cell vitality
decreased as a result of copper exposure, however, miox4 root cells proved to be more
vital. Based on this, it can be assumed that the higher ROS level, having formed as a result
of decreased ascorbate content, leads to copper sensitivity, while the lower ROS content,
caused by ascorbic acid overproduction, favours copper tolerance. Higher ROS levels
disturb the redox state of cells, which leads to oxidative damage. This presumably

increases copper sensitivity.

Biochemical experiments were conducted in order to prove whether NO
participates in the formation of copper tolerance. In the course of this, the NO level of
plants was modified by applying exogenous NO donor (SNP) and NO scavenger (cPTIO),
and the vitality of wild type and NO mutant plants in the root MZ was detected. Based on
the results, it can be stated that NO improves copper-induced cell damage under strong
copper stress, as NO treated Col-0 plants showed better vitality. The high degree of copper
tolerance of the NO over-producer mutant and the increased sensitivity of the nialnia2
Arabidopsis also prove the stress mitigating effect of NO. In order for copper tolerance to
be formed, a rigidly regulated NO balance is required, as NO content that is higher or

lower than the optimal level may lead to cell damage.

As the next step, the possible relationship between NO and ROSs under copper
stress was examined by microscopic observation. Higher NO level was accompanied by
lower O, level in the control state Arabidopsis root tips, and this proved to be true the
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other way round as well, i.e. in the nialnia2 MZ that showed lower NO content, higher O,"
level could be detected than in the wild type. This refers to the fact that under stress free
conditions NO is capable of controlling the O," level negatively, presumably through the
chemical reaction leading to ONOO" generation or through the modification of the activity
of antioxidants such as superoxide dismutase (SOD). As a result of Cu, the H,O, levels
reduced in the presence of NO excess, based on which it can be assumed that, as a
consequence of higher NO level, the expression of antioxidant genes (e.g. glutathione
peroxidase or glutathione transferase) increased, so probably it was ROS detoxification
that took place. Furthermore, in case of NO deficiency, the O," level reduction was
accompanied by H,O, generation, which supposes a possible SOD-dependent
detoxification. The altered ascorbate metabolism and, therefore, the altered ROS content
(vtc2-1, vtc2-3 and miox4 mutants) resulted in lower NO content than in the Col-0, which
refers to the fact that a rigidly regulated level of ROSs has an effect on the NO metabolism
under stress free conditions. Considering the copper-induced, non-significant changes, the

effect of ROSs on NO metabolism under copper stress is inessential.

The following conclusions can be drawn from the findings of our work:

e The appearance of copper-induced morphological response in Arabidopsis plants
depends on the duration and concentration of metal stress. In the long term, the
Arabidopsis shows copper stress induced developmental induction (increased
number of LR).

e Both shorter and longer term copper stress alters the auxin and NO metabolism. In
the short term, copper causes excess auxin level increase, while the NO level
decreases in seedling roots; in the longer term, the changes are opposite to this.

e The hormonal and signal component in copper-induced SIMR signal transduction,
I.e. auxin and NO, are in a mutually negative relationship.

e In cotyledons, both assumed enzymatic NO biosynthetic pathways (L-argninine and
NR dependent) are responsible, while NO decrease happens in the PR
independently from the generation of peroxynitrite and superoxide radicals. In the
longer term, the activity of the NR enzyme is responsible for NO synthesis
generated in copper-treated roots.

e In case of stronger copper stress, NO participates in forming the tolerance by
regulating the generation of superoxide radicals and H,O, during copper stress. In
contrast with NO, ROSs increase copper sensitivity in Arabidopsis seedlings.
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