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Roviditések jegyzéke

AA -aszkorbat
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APX -aszkorbat peroxidaz
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(high affinity sulphate transporter)
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. Bevezetés

Bolygénk torténelme soran szamos valtozason esett at, de ennek sebessége altalaban igen
lassu volt az adott bioszféra szempontjabol. A jelenleg is tartdé folyamatok azonban gyorsuld
tendenciat mutatnak, s ennek hatterében az allhat, hogy a természetes folyamatok mellett az
antropogén tevékenységek is jelentds befolyassal birnak a kornyezetre. A kornyezetszennyezés,
ipar, mezdgazdasag hatasai mar észrevehetdek a talajokban és felszini vizekben, s ez aldl a

nehézfémszennyezés sem kivétel.

A kornyezet szelén tartalma jelentds valtozasokon esett at a természetes egyensulyhoz
képest. A szelén atlagos koncentracioja a felszini vizekben és tengerekben 0,2 mg/l, mig a
talajokban 0,4 mg/kg. A Eurépai Unidban a talajok szelén szennyezettségének hatarértéke 3 mg/
kg, mig Magyarorszdgon ez a hatarérték 1 mg/kg. Hazank talajaiban tobb alkalommal is
felmérték a szelén tartalmat. Kadar (1998) a hazai természetvédelmi termdtalajokat vizsgalta,
mely szelén tartalma 0,03-2 mg/kg kozott alakult, néhany kiugrd 4-5 mg/kg-os értéket leszamitva
a Biikk térségébdl. A magyarorszagi talajok szelén hidnyosnak tekinthetéek (Kovacs és mtsai.,
2008), de az antropogén folyamatok gyorsan megnovelhetik a szelén koncentraciot. A feldusulés
hatterében olyan tevékenységek tevékenységek allnak, mint a szén vagy olaj égetése (0,1-7
mg/kg), mezdgazdasagi foszformiitragya (300 mg/kg) és istallotragya (2-3 mg/kg) hasznalata, a
kozlekedés és a kornyezetszennyezés. A kornyezetszennyezés jelentdségére ¢€kes példa az
egykori Csepeli Vas és Fémmiivekben tortént illegalis galvaniszap lerakas, ahol a talaj felso

rétegének szelén tartalma a hatarérték szazszorosara emelkedett.

A talajok szelén tartalmanak valtozasa kihatdssal van az élélényekre. A legtdbb
nehézfémhez hasonldan, nagyobb mennyiségben a nemfémes szelén is toxikus az €16 szervezetek
szamara, s a novényekben felhalmozodva bejuthat a taplaléklancba, igy az allatokra vagy akar az
emberre is vesz€lyt jelent. A szelén toxicitasat az elmult években szamos kutatds vizsgalta mar,
de a novényekben Iétrejove jelatviteli folyamatok még kevésbé ismertek. Munkdm sordn
vizsgéaltam a szelén terhelés €s nitro-oxidativ jelatvitel kozotti Osszefiiggést, melynek feltarasa

eldsegitheti a szelénnel kapcsolatos kornyezeti problémak enyhitését a jovOben.



Il. Irodalmi attekintés

1. 1. A szelén

A szelén egy nemfémes elem, mely esszencialis a baktériumok, algadk és allatok szamara
(Schiavon és Pilon-Smits, 2017). Kémiai tulajdonsagai alapjan az oxigén csoportba tartozik,
vegyjele Se, rendszdma 34, relativ atomtdmege pedig 78,96. Oxidacios allapotai alapjan négy f6
forméja 1étezik a természetben: a szelenidek (Se?), az elemi szelén (Se?), a szelenitek (Se**) és
szelenatok (Se*®). A molekula nagyfoku hasonlésagot mutat a kénnel, igy élettani folyamatokban
versengés alakulhat ki a ketté kozott (White és mtsai., 2004), de fontos megemliteni, hogy a
kénnel ellentétben a szelén oxidalodik a biokémiai folyamatok soran. A makromolekuldkban a
kén képes diszulfid hidak kialakitdsara, melynek nagy szerepe van a proteinek strukturajaban, s

chhez hasonldan a szelén képes diszelenid hidak kialakitasara (Hondal és mtsai., 2013).

A szelén a kdrnyezet minden kozegében megtalalhatd, beleértve ebbe a talajt, felszin alatti
¢s feletti vizeket, 1égkort és az ¢l0 szervezeteket is. A talaj szeléntartalma 0,01-2,0 mg/kg kozé
esik, atlagosan 0,4 mg/kg. Léteznek tigynevezett szelenifer talajok, melyek szeléntartalma igen
magas, 1200 mg/kg is lehet. Az ilyen talajok altaldban homokkdvek €s krétakori agyagasvanyok
szarmazékai (Fordyce, 2005; Johnson és mtsai.,, 2010). A talajokban a legaltaldnosabban
eléforduld formaja az elemi szelén (Se®), mely vizoldhatatlan, igy alig hasznosithaté az é16
szervezetek szamdara (Craig, 1986). A savas kémhatdsu reduktiv tulajdonsdgu talajokban a
leggyakrabban el6forduld szelénformak a szelenid és az elemi szelén. A lugos kémhatast,
oxidativ talajokban a szelén elsésorban szelenit (SeOs?*) és szelenat (SeOs>) formajaban
megtalalhato, s mindkettd igen jo vizoldékonysaggal rendelkezik. A jo vizoldékonysaguk maga
utan vonja, hogy a vizi kornyezetekben is ez a két szelénforma domindl, de a szelenit megk&tése
talajszemcséken csokkentheti a vizben oldott mennyiséget (Martens, 2003). A szelén
kdrnyezetben 1évé mennyiségét sok tényezd befolyasolja, ilyenek a természetes (alapkdzet tipusa,

vulkanikus tevékenység) és antropogén (mezdgazdasag, ipar) faktorok.

1. 2. A szelén metabolizmusa a magasabbrendi novényekben

A szelén elérhetdségét a novények szamara a talajokban sok tényezd befolyasolja, ilyenek a

homérséklet, kémhatas, redoxpotencial, viz és szerves anyag tartalom, valamint a mikrobidlis
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folyamatok (Skinner 1999; Adriano, 2001). A felvétele a gyokerekbe szelénformatol fiiggden
tobb utvonalon tdrténhet, és mivel mas anyagcsere utak transzporterei jatszanak szerepet, igy
kompetitiv gatlasrdl beszélhetiink a szulfat és a szelenat vagy a foszfat és a szelenit kozott. A
szelenat felvétele a szulfat transzportereken keresztiil torténik, melyeket 6t csoportra oszthatunk
fel, melyek koziil az els6 csoport a legjelentdsebb (Hawkesford, 2005). A nagy affinitasu szulfat-
transzporterek (high affinity sulphate transporter, HAST), mint az Arabidopsis thaliana-ban az
AtSultr 1:1, AtSultr 1:2, AtSultr 1:3 katalizaljak a szelenat felvétel nagy részét (Kaur és mtsai.,
2014). Bizonyitott, hogy az ezt a transzporter csoportot nem tartalmazo novények szelénfelvétele
jelentésen kisebb (Shibagaki és mtsai., 2002), mig az elsé csoport HAST transzportereit
tultermeld transzgénikus novények jelentds szelénakkumulaciora képesek (Terry és mtsai., 2000).
A szelenit felvétele a foszfat-transzporterekkel torténik, melyet az irodalomban mar tobben
dokumentéltak (Li és mtsai., 2008; Zhang ¢és mtsai., 2014). Megemlitendd tovabba, hogy
szelenitre permeabilis egy Szilicium influx transzporter is, az OsNIP2;1, mely az aquaporinok
nodulin  26-szeri bels6 membranprotein alcsaladjahoz tartozik (Zhang ¢és mtsai., 2006).
Elméletileg lehetséges a szelenit nem specifikus, passziv felvétele is, de Li és mtsai. (2008)
munkajaban buzandvények gyokereit kezelték karbonil-cianid-m-klor-fenil-hidrazon (CCCP)
metabolizmus gatldszerrel és a kezelés hatdsara a szelén felhalmozddasa is jelentdsen csokkent,
mely cafolja a passziv szelenitfelvétel lehetdségét. A szerves szelénformak, mint a
szelenometionin (SeMet) ¢€s szelenocisztein (SeCys) felvétele aminosav-permeazokon keresztiil
torténik, s Osszehasonlitva a szervetlen formakkal egyes fajok, mint a durumbuza preferaljak a
szeleno-aminosavakat (Kikkert és Berkelaar, 2013), mig az indiai mustar inkabb a szervetlen

formakat akkumulalja nagyobb mértékben (Montes-Bayon €s mtsai., 2002).

A szelén transzlokacioja a hajtasban szelenat formaban gyorsabb, mint szelenit formajaban
(Arvy 1993; De Souza és mtsai., 1998; Pilon-Smits és mtsai., 1999; Cartes és mtsai., 2005), a
transzport a xilémben torténik (Zayed és mtsai., 1998). A beépités a plasztiszok kénasszimilacios
utvonalan keresztiill valésul meg. A szelenat bejutva a plasztiszba az ATP-szulfurilaz altal
adenozin-foszfoszelenatta valik, melyet az adenozin-foszfoszulfat reduktaz szelenitté bont. A
szelenit itt 1ép be a folyamatba, s tovabb redukalodik nem enzimatikusan glutation vagy
enzimatikusan szulfit-reduktaz segitségével szeleniddé (Se?). A szelenid O-acetilszerinnel (OAS)
kapcsolddva szelenociszteint (SeCys) fog eredményezni, s itt a szeleno-aminosavak (SeMet)

sorsa elagazik (Kolbert €s mtsai., 2019a). A szelenociszteinbdl 1étrejohet szelenometionin, mely a
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volatilizaciés detoxifikacios utvonal egyik fontosabb 1épése, a folyamat végén dimetil-szelenid
(DMSe) keletkezik. A szelenociszteinbdl metil-szeleno-cisztein keletkezhet, vagy a cisztein-
deszulfuraz proteinek (NifS) képesek elemi szelénre és alaninra bontani a szelenociszteint (Van
Hoewyk és mtsai., 2005). A szeleno-aminosavak képesek beépiilni fehérjékbe, igy befolyasolva
ahogy de Souza és mtsai. (1998) is bizonyitottak. Kisérleteik soran a szelenattal kezelt indiai
mustar fleg szelenatot, mig a szelenittel kezelt inkabb SeMet-t és szelenometionin-Se-oxidot
halmozott fel. A tarolt szelénforma utalhat a novény szelénakkumulécios képességére is, mivel a
hiperakkumulal6 Stanleya pinnata és Astragalus bisulcatus inkabb metilszelenociszteint és mas
szerves formakat akkumuldlnak (Freeman és mtsai.,, 2006). Az ok abban keresendd, hogy a
szerves szelénformak toxicitasa kisebb, mint a szervetlen formaké (Garousi, 2015). A szelén

metabolizmusat és transzportjat a 1. dbra foglalja dssze.
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1. abra A szelén felvétele (a) és metabolizmusa (b) a névényeken beliil (Kolbert é¢s mtsai., 2019a alapjan). Az abran
hasznalt roviditések: szelenit (SeOs%), szelenat (Se04%), foszfat transzporterek (PHT), szulfit transzporterek
(HAST), ATP szulfurilaz (APS), adenozin-foszfoszelenat (APSe), adenozin-foszfoszulfat reduktaz (APR), szelenid
(Se*), O-acetilszerin (OAS), O-acetilszerin tiol lidz (OASTL), szelenocisztein (SeCys), szelenocisztationin
(SeCysth), metilszelenocisztein (MeSeCys), dimetildiszelenid (DMDSe), szelenochomocisztein (SehomoCys),
szelenometionin (SeMet), metilszelenometionin (MeSeMet), dimetildiszelenopropionat (DMSeP), dimetilszelenid
(DMSe). Magyarazat a szovegben.

Il. 3. A szelén szerepe a nOvényekben

A szelén nem esszencidlis a magasabbrendli ndvények szamara, s altalanossagban
elmondhat6, hogy kis mennyiségben pozitiv hatassal bir, mig nagy mennyiségben toxikus (Xue
¢s mtsai. 2001; Germ ¢és mtsai.,, 2007; Malik és mtsai., 2011). A mar kordbban emlitett
hiperakkumulalé novények igen nagy mennyiségben raktarozhatnak szelént negativ hatdsok

nélkiil (Baker és mtsai., 2000); akar 1000 mg/kg felhalmozasara is képesek (Bafuelos és mtsai.,
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1997). A Se pozitiv hatasai k6z¢é soroljuk a ndvekedésszabalyozast, az antioxidans és a stresszt
enyhitd szerepét, valamint az dregedés gatlasat. A szelén novekedést eldsegitd szerepérdl eldszor
Singh és mtsai., (1980) szamoltak be, ahol 0,5 mg/kg szelén ndvelte a terméshozamot és a
biomassza-produkciot indiai mustarnal. Ma mar hasonlé eredmények szamos novényfajban
uborkaban is emelte a biomassza-produkciot (Peng és mtsai., 2001; Hawrylak-Nowak, 2015;
Haghini és da Silva, 2016). A teacserje biomassza-termelése megkétszerezddott szelenit- és
szelenatkezelés hatdsara a kontrollhoz képest (Hu és mtsai., 2001). Osszességében elmondhato,
hogy a szelén-indukalt novekedésserkentés részben az anyagcsere sebességének fokozasaval
(Malik és mitsai., 2011), részben az antioxidans kapacitds novelésével (Han és mtsai., 2013)

magyarazhato.

A szelén antioxidans tulajdonsagai is bizonyitottak (Djanaguiraman és mtsai., 2010), s ezek
hatterében részben a glutation-peroxidazok (GSH-Px) és thioredoxin reduktazok allhatnak. A
GSH-Px antioxidans szerepe mar ismert az irodalom szdmara (Liu és mtsai.,, 2010). A mar
elézéekben leirt, salatan végzett kisérletek folyaman is megnovekedett a GSH-Px enzimek
aktivitasa, bar itt a tokoferoltartalom és szuperoxid-dizmutaz (SOD) aktivitas is valtozott. Ezzel
részben ellentétes eredmények sziilettek perjében, ahol bar a GSH-Px aktivitas nétt, szamottevo
valtozas nem allt be a masik két antioxidans esetében (Hartikainen és mtsai., 2000). Han és
mtsai. (2013) szelén-indukalt lipidperoxidacio csokkenésérdl szamoltak be dohany névényekben,
ahol a kontrollhoz képest a kezelt novények malondialdehid- (MDA) tartalma 60-80% volt.
Masik lehetséges folyamat a szelén antioxiddns hatdsanak hatterében a szuperoxid gydkanion
(O27) nem enzimatikus szelén katalizalt atalakitasa hidrogén-peroxidda (H>0.) (Hartikainen és

mtsai., 2000; Cartes és mtsai., 2010), SOD enzim nélkiil.

A szelén képes abiotikus és biotikus stresszfolyamatok hatdsdnak enyhitésére. A
Szabolcsy és mtsai., 2017). A nehézfémek képesek reakcioba 1épni a szelénnel nem toxikus
szelén-fém komplexeket alkotva (Arnaud és Dael, 2018), de ezek a molekuldk még nem lettek
kimutatva a ndvényekben. A fent leirt antioxidans hatasok is hozzajarulnak az abiotikus stressz
enyhitésé¢hez. Paradicsomndvényben a szelénkezelés csokkentette a kadmium-indukalt

novekedésgatlast, valamint az aszkorbat-peroxidaz (APX) és glutation-reduktaz (GR) enzimek
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aktivitasat is novelte (Alves és mtsai., 2020). Handa és mtsai. (2019) tanulmanyaban az krom-
kezelt indiai mustarban a szelén csokkentette a Oz~ és H20. szintet az antioxidans védelmi
rendszeren keresztiil. Emelkedett a klorofill és karotinoidok mennyisége, valamint a SOD,
katalaz (KAT), GR és mas antioxidans enzimek atirodasanak mértéke. Mas abiotikus
stresszfolyamatok, mint az UV (Golob és mtsai., 2018), magas h6 (Malerba és Cerana, 2018), s6
(Elkelish és mtsai., 2019), szarazsag (Jozwiak és Politycka, 2019) esetében is kimutattak a szelén
enyhit6 hatasat. A szelén védelmi szereppel rendelkezik biotikus stresszorok ellen is. Pilon-Smits
(2019) tanulmanyaban bizonyitottak a szelénfelhalmozas novényevoket elriasztd hatasat. Leirtak,
hogy az Astragalus bisulcatus féleg a levélszérokben tarolja a szelént (Freeman és mtsai., 2006),
mely lehetséges védelmi mechanizmus (Barillas és mtsai., 2012). Olajrepcében a Sclerotinia

sclerotiorum patogén gomba ellen a szelén védelmet nyujtott Liu és mtsai (2019) kisérleteiben.

A Se antiszeneszcens hatdsa is részben az antioxidans folyamatokhoz kapcsolhato.
Kimutattak, hogy repce levelében a natrium-szelenat kezelés hatdsdra a nem fotokémiai kioltés
csokkenése elmaradt a levelekben. A szénhidrat- és fehérjetartalom szeneszcencia folyaman
csokken, de a kezelés novelte a mennyiségiiket, és a levelek megtartottdk a zold sziniiket
(Rahmat és mtsai.,, 2017). A nitrogénhiany-indukalt és fiziologias oOregedési folyamat
csokkentette a fotoszintetikus apparatus hatékonysagat, melyet a szelénkezelés képes volt
kompenzalni. A pozitiv hatas hatterében a reaktiv oxigén- és nitrogénformak szintjében, valamint
az szeneszcenciahoz kapcsolhatd gének expresszidjaban tortént valtozasok allhatnak (Hajiboland

¢s mtsai., 2019).

A szeléntobblet toxikus hatdssal bir a novények szdmara (Terry és mtsai., 2000), mely a
legfébb modellndvény Arabidopsis thaliana esetében 2mg/kg Se-koncentracional jelentkezik
(Mikkelsen ¢és mtsai., 1989). Az akkumuldci6 mértékétél fliggden a ndvény maradhat
tiinetmentes (Kabata-Pendias, 2011), amikor csupdn a biomassza-termelés csokken, vagy
jelentkezhetnek toxikus tlinetek, mint a klorozis, nekrozis és a levelek elhalasa (Terry és mtsai.,
2000). A legjellemzdbb toxikus tiinet a fogyokérhossz rovidiilése (Chen és mtsai., 2014; Lehotai
¢és mtsai., 2016a), melybdl megallapithatd a ndvényi szelén tolerancia index (Fisher és mtsai.,
2016; Tamaoki és mtsai., 2008; Van Hoewyk és mtsai., 2008). A szelén toxicitasdnak hatterében
szamos molekularis folyamat talalhatd, melyeket az 2. dbran foglaltam 6ssze Kolbert és mtsai.

(2016) alapjan. A legjelentdsebb makromolekula-karositd folyamat a szelenoproteinek 1étrejdtte
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(Kolbert és mtsai., 2019a). A SeCys és SeMet képes beépiilni a fehérjékbe a kéntartalmu parjaik
helyére, igy megvaltoztatva a fehérjék masodlagos szerkezetét (Hondal és mtsai., 2013), enzim
esetében az aktiv centrum miikodési kinetikéjat (Kim és Gladyshev, 2005; Hazebrouck és mtsai.,
2000) vagy kofaktor kotését (Aldag és mtsai., 2009). A tolerans novényfajok, mint a Stanleya
pinnata, rendelkeznek szelenoprotein detoxifikacidés Utvonalakkal (Sabbagh és Van Hoewyk,
2012). Olajrepcében kimutattak, hogy a SeCys kezelés megnovelte a proteoszomalis aktivitast és
az ubikvitinalt proteinek mennyiségét (Dimkovikj és mtsai., 2015). Ez jelen esetben a szelén
tartalmu proteinek 26 S proteoszomalis lebontasat jelenti, de az endoplazmatikus retikulum altal
katalizalt protein lebontasnak is szerepe lehet benne (Van Hoewyk, 2016). Az endoplazmatikus
retikulumban folyd protein lebontasban a chaperon-kotd fehérje 2 (BIP2) feladata a nem
citoszolba lebontasra. A ladfii bip2-1 mutansa nem tudott csirazni szelenocisztein kezelés

hatasara (Sabbagh ¢és Van Hoewyk, 2012), bizonyitva a proteolitikus ttvonal szerepét a

cres

A szelén felboritja a ndvények természetes hormonhaztartasat is, s akkumulacidja
jelentésen befolyasolja az auxin-, citokinin- és etilénszinteket (Lehotai és mtsai., 2012, 2016b).
Van Hoewyk és mtsai. (2008) kimutattdk, hogy a szelén indukdlja az etilén és jazmonsav
jelatvitel génjeit ludfliben, s az ezen szignalizacids folyamatokban hibds ndvények jelentds
szelénérzékenységgel birnak a vad-tipushoz képes. A makro- és mikroelemek felvétele és
asszimilacios Gtvonalai is karosodast szenvedhetnek a szelénterhelt novényben. A nyomelemek
koziil legjelentdsebben a kén- (S), foszfor- (P), kalcium- (Ca?") és cink- (Zn?*) homeosztazis

borulhat fel (Filek és mtsai., 2010; Zembala és mtsai., 2010; Hawrylak-Nowak és mtsai., 2015).

A nitro-oxidativ stressz szintén hozzajarul a Se toxicitasahoz. Mivel kutatomunkam
fokuszaban a nitro-oxidativ jelatvitel allt, e molekularis mechanizmusokat a kovetkezd

fejezetekben részletesen bemutatom.
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2. abra A szelén toxicitas hatterében allo legjelentésebb molekularis folyamatok Kolbert és mtsai. (2016) alapjan.

Il. 4. Toleranciamechanizmusok novényekben

Il 4.1. Sejtfal-kapcsolt védekezés

A novényi sejtfal jelentds szereppel rendelkezik tobb abiotikus stressz folyaman is (Zhao és
mtsai., 2019), de a szeléntdbblet altal indukalt sejtfalvalaszok még kevésbé ismertek. A szelén
nem specifikus felvétele és metabolizmusa hasonlé egyes nehézfémekhez, igy a nehézfém-
indukalt sejtfal-modosuldsok hasonloak lehetnek a szelén hatisara tapasztalt valaszokkal. A
sejtfal egy természetes védelmi vonalként miikodik a nehézfémek ellen, s a nehézfémek kizarasa
a citoplazmabol ¢és a sejtfalban torténd tarolasa mar ismert folyamat (Loix és mtsai., 2017). A
sejtfal poliszacharidjai képesek a nehézfémek megkotésére és tarolasara (Krzeslowska, 2011;
Vuletic és mtsai., 2014), de nem szabad elhanyagolni a sejtfalban 1évd proteinek, aminosavak és
fenolok hatasait sem. A lényege ennek a stratégianak a citoplazmaban taldlhaté érzékeny
folyamatok védelme (Tenhaken, 2014), valamint a sejtfalban megkotott nehézfém hatasa a

novényre jelentdsen csokken (Houston és mtsai., 2016).

A két legjelentésebb nehézfém-kotd sejtfalalkotd a pektin és a hemicellul6z (Hossain és

mtsai., 2006; Loixés mtsai., 2017). Az aluminiumtobblet hatasara a sejtfalban a bor keresztkotési
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ramnogalakuronan II tartalmu pektin mennyisége eldsegitette az aluminium komplexekben valo
tarolasat, enyhitve a novekedésgatlast és mas stresszfolyamatokat (Amenos és mtsai., 2009; Horst
és mtsai., 2010). Bizonyitott, hogy a kiils§ sziliciumkezelés megndvelte a sejtfal Zn?*-kotését
2009). A sejtfal nehézfém kotésére igen szép példa a kozonséges nad, ahol a Zn?* legnagyobb
mértékben az apoplasztban tarolédott, mig a vakélum és citoplazma Zn?*-koncentracioja
alacsonyabb volt (Jiang és Wang, 2008). A pektin metilészterifikacios allapota szamottevéen
hozzajarulhat a nehézfémkotéshez (Eticha és mtsai., 2005), de érdemes megjegyezni, hogy
endocitozissal az alacsony metilészterifikaltsagi pektin nehézfémmel kapcsolodva bejuthat a
sejtek citoplazmajaba (Krzeslowska és mtsai., 2009; Baluska és mtsai.,, 2005). A divalens
kationok kotése nagymértékben fiigg a kiilonbozo funkcids csoportok szamatol, mint a hidroxil-,
tiol-, vagy karboxil csoportok (Pelloux és mitsai., 2007). Bizonyitottak, hogy a pektin
homogalakturonan frakcioja, mely kismértékili metilészterifikacidval rendelkezik a szabad
karboxilcsoportjain képes nagymennyiségii két- és haromértékii fémion megkotésére (Willats és
mtsai., 2006). A nehézfémek képesek megndvelni a pektin szintézisét. Példaul az
aluminiumkezelés hatdsara a kiilonb6z6é aluminiumérzékenységii rozsfajtak sejtfalai mas valaszt
adtak. Az érzékeny fajta csokkentette a pektin-bioszintézist, mig ezzel ellentétben a tolerans fajta

inkabb novelte (EI-Monein és mtsai., 2014).

Masik jelentds sejtfalalkotd a nehézfémstressz szempontjabol a kalloz. A kalléz egy
gyorsan szintetizalhat6 poliszacharid, mely fizikai gatat képez patogénekkel (Luna és mtsai.,
2011) vagy épp kiilonbdzd nehézfémekkel szemben, mint az aluminium, kobalt, nikkel, cink és
réz. A kalloz gyors sejfalba épiilése képes megakadalyozni az ionok citoplazmaba jutasat, igy
enyhitve azok toxicitasat (Cumming €s Taylor, 1990; Eticha és mtsai., 2005). Megemlitend?,
hogy a sejtfalon kiviill a kalléz a nehézfémek plazmodezmékon keresztiili mobilitasat is
csokkenti. Kartusch (2003) kisérletei vOroshagyméban bizonyitottdk, hogy akar igen kis
mennyiségli nehézfém, jelen esetben 2-3 uM réz is elegendd a kall6zszintézis indukcidjahoz.

Ludfiiben 6lom hatasara is leirtak ugyanezen folyamatot (Krzeslowska és mtsai., 2010).

A harmadik, nehézfém-védelemben jelentds sejtfalalkotd a lignin, melynek szintézise
megndvekszik nehézfém tobblet hatdsdra. A réz képes volt megndvelni a lignin-bioszintézist

végzd enzimek aktivitdsat, név szerint a peroxidazok és lakkéazok aktivitasat (Claus, 2004).
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Ginzengben hasonlé folyamatokat mutattak ki réztobblet hatasara, itt a fenilalanin-ammonia-liaz
¢és fahéjsav-alkohol-dehidrogenaz aktivitasa is novekedett (Ali és mtsai., 2006). Mindkét enzim
szerepet jatszik a ligninszintézisében. Arzénkezelés hatdsara rizsndovényekben hat kiilonbozd,
ligninszintézisben szerepet jatszo enzim génjének atirddasanak novekedését mutattak ki. Mint
lathato, a lignin jelentds szereppel bir a nehézfémtoleranciaban, de a sejtfal-Osszetétel valtozasa
kihat annak rigiditasara, igy a nehézfém-indukalt novekedésgatlashoz is hozzajarul (Le Gall és

mtsai., 2015).

1.4.2. Szelénvolatilizacid

A szelénre specifikus detoxifikacids folyamat a szelénvolatilizacid, ahol a hajtasba jutéd
szelén a gazcsere-nyilasokon keresztiil tavozik kiillonbozd szerves, illékony formakban. Szdmos
novény képes szelénvolatilizaciora, de a legjelentdsebbek a keresztesviragiiak és csiidfiivek
csaladjaban vannak (Guignardi és Schiavon, 2017). A legnagyobb mért volatilizacios sebességet
Terry és mtsai., (1992) mutattak ki, ahol a rizs, brokkoli és kaposzta volatilizacids sebessége 200-
350 pg Se/m? levél teriilet volt. A tobbi vizsgalt ndvényfaj, mint a bab, saldta vagy vordshagyma
kevésbé jelentds, 15 png Se/m? alatti volatilizacios sebességgel rendelkezett. A volatilizacio
sebességére a novény kornyezetében 1évd szelénforma is kihat. de Souza és mtsai. (1999)
eredményei alapjan a szelenit- ¢és szelenatkezelés dozisa és a volatilizacio kozott
koncentraciofiiggd kapcsolat van indiai mustarban. Erdemes megemliteni, hogy a szelenittel
kezelt novények 10-15-szor tobb szelént volatilizaltak, mint a szelenattal kezeltek. A szerves
szelénformak koziil a SeMet és DMSeP ennél is jelentdsebb volatilizacios rataval birtak (Terry és
mtsai., 1992), mely hasonléan alakult, mint a szelénfelhalmozo6das a gyokerekben (El-Ramady és
mtsai., 2015). A sebességkiilonbség azzal magyarazhatd, hogy a szerves formak kozelebb allnak
az altalanosan volatilizalt DMSe formahoz, igy gyorsabb a metabolizmusuk. A hiperakkumulalé
novények esetében a szelenocisztein SeMeCys-en keresztiil atalakul DMDSe-vé, mely a
volatilizalhat6 molekula e ndvények esetében (Pilon-Smits és Quinn, 2010). A volatilizacio
szelénszennyezett teriiletek megtisztitasara alkalmas folyamat, de nem szabad elfeledni, hogy a
kornyezetben szamos tényezd befolyasolhatja a sebességét, mint példaul a magas szulfattartalom

csOkkentheti a volatilizacié mértékét (Zayed €s mtsai., 1998).
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Il. 5. Reaktiv oxigénformak (ROF)

A kornyezet hatassal van az €10 szervezetekre, s azok is formaljak élohelyiiket. A ndvények
helyhez kotott életmodjuk miatt kivaltképp érzékenyek a stresszhatasokra. A kiillonbozé abiotikus
faktorok, mint a so, szarazsag, alacsony hémérséklet, ultraibolya sugarzas, nehézfémek, biotikus
patogének és a szelén tobblete is képesek felboritani a ROF metabolizmusat (Xie és mitsai.,

2019).

Az oxigén az elektronpalyai toltottsége miatt egy relativ semleges molekula (Elstner,
1987). Az aerob szervezetekben lejatszodo anyagcsere folyamatok soran ellenben keletkezhetnek
beldle gyokos €s nem gyok jellegli reaktiv molekuldk, a ROF (Hossain és mtsai., 2015). Ezek
leggyakoribb formai a Oz", H20,, szinglet oxigén (*Oz) és hidroxilgydk (*OH) (Xie és mtsai.,
2019). Fontos hangstlyozni, hogy a sejtorganellumokban természetes koriilmények kozott is
keletkeznek ROF, s6t egyes ¢élettani folyamatokhoz elengedhetetlenek. Szinte minden
sejtszervecskében keletkezhet ROF az elektrontranszport-lancok és metabolikus aktivitas
kovetkeztében (Xia €s mtsai.,, 2015). Kettét emelnék ki ezek koziil, a kloroplasztiszt és a
peroxiszomat. A kloroplasztiszban a PSII képes szinglet oxigén képzésére az 1. fotokémiai
rendszer (PSI) pedig a Mehler reakcion keresztiil O>™-t termel (Karuppanapandian és mitsai.,
2011). A peroxiszomakban jelentds mennyiségii H2O2 keletkezik a flavin-oxidazok aktivitasa
soran (del Ri6 és mtsai, 2006; Palms és mtsai., 2009). Felmeriilhet a kérdés, hogy mi a
jelent6ségiik természetes koriilmények kozott a sejtekben. Példaképp a H202-nak szerepe van a
sztdbmamozgasban (Rodrigues és mtsai., 2017), a stresszalkalmazkodasban (Lv és mtsai., 2018), a
sejtciklusban (Pokora és mtsai., 2017), a fotoszintézisben (Exposito-Rodriguez €s mtsai., 2017), a
sejtfal-rigiditasban (Li és mtsai., 2017), a szeneszcenciaban (Jajic és mtsai., 2015) és az

antioxidans védelmi rendszerre is hatdssal van (Liu és mtsai., 2016).

A ROF termelddése és kioltasa kozott egy folyamatos egyensulyi allapot all fent, melyet az
Oket semlegesité antioxidans védelmi rendszer biztosit (Caverzan és mtsai., 2016). A kdrnyezeti
faktorok valtozasa, valamint a stresszfolyamatok felborithatjdk a ROF metabolizmusat. A
folyamatot régebben oxidativ stresszként emlitették, mivel csupan a makromolekula-karosito
hatésa volt bizonyitott. Az Gjabb eredmények alapjan Foyer és mtsai. (2017) az oxidativ jelatvitel

fogalmat javasoltak, mivel a ROF fontos szerepet tolt be a védelmi valasz jelatvitelében is.
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Novényi enzimek, mint a peroxiddzok és NADPH oxidaz szintén képesek ROF termelésre, s e

molekulak koncentracidinak gyors emelkedése az oxidativ robbanas (Sharma és mtsai., 2012).

A legtobb abiotikus stressz kivaltja az oxidativ jelatvitelt névényekben, mivel valamilyen
prooxidans vagy elektrontranszportlanc-gatlé hatassal rendelkeznek (Schiitzendiibel és Polle,
2002). A természetesen termelddé ROF egyensuly felboruldsa pedig makromolekula-karosodast
vonhat maga utan. Az oxidativ karosodas leggyakrabban vizsgalt biomarkere a lipidperoxidacio,
ami a membranlipidek zsirsavoldallancait érinti (Diezt €s mtsai., 1999). A reakci6 iniciacids
fazisaban a tObbszorosen telitetlen zsirsavoldallanc egy °*OH-el vagy O27™-al 1ép reakcioba,
zsirsav-gyokot eredményezve (Smirnoff, 1995). Ez a folyamat képes lancreakcioként
végighaladni a membranon, megvaltoztatva annak fluiditasat és permeabilitasat, valamint az
integralt membranproteinek funkcidjat. A sulyos lipidperoxidacié sejthalallal végzédik (Sharma
¢s mtsai., 2012). A lipideken kiviil mas makromolekulak is kdrosodnak az oxidativ stressz soran.
A proteinek aktiv centruma, toltése, kofaktorok redox allapota, valamint a molekula szerkezete is
jelentds valtozasokat szenvedhet el oxidativ karosodasok hatdsara. Az ilyen molekuldkat a sejtek
képesek lebontani €s Ujonnan szintetizalt proteinekkel helyettesiteni, akar a fotoszintézis DI
fehérjéje esetén, de nagyobb mennyiségben ez a karosodas igen jelentds lehet. A nukleinsavak is
kérosodhatnak a ROF altal, mely olyan szdmottevé moédositasokat okozhat, mint a baziscsere,
kettosszal-torés vagy delécid. A DNS oxidativ karosodasait nehezebb javitani, igy joval kisebb

mértékben is indukalhatja a sejthalalt (Tuteja és mtsai., 2010).

A novények helyhez kotott életmodjukbol adoddan gyakran szenvednek valamilyen
abiotikus stresszfaktor hatasait, igy nem meglepd, hogy a ndvényi sejt antioxidans védelmi
mechanizmusai komplexebbek, mint az allati sejté (Scandalios 1997). Az ROF-metabolizmus
kiegyenlitésére és az oxidativ makromolekula-karosoddsok megakadalyozasara alakult ki az
antioxidans védelmi rendszer, melyet két csoportra oszthatunk: enzimatikus és nem enzimatikus
antioxidansok. Az enzimatikus antioxidansok kozé tartozik a KAT (EC 1.11.1.6.), a GR (EC
1.6.4.2.), az APX (EC 1.11.1.11.), a SOD (EC 1.15.1.1.), a dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR,
EC 1.8.5.1.), a gvajakol-peroxidaz (GPX, EC 1.11.1.7.) és a monodehidroaszkorbat-reduktaz
(MDHAR, EC 1.6.5.4.) (De Vos ¢és mtsai., 1992; Wang ¢és mtsai., 2004; Lombardi és Sebastiani,
2005). A nem enzimatikus antioxidansokat oldékonysaguk alapjan két csoportra osztjuk:

zsiroldékony ¢€s vizoldékony antioxidansok. A legfontosabbak ezek koziil a tokoferol, azaz E-

18



vitamin ¢és a flavonoidok, melyek fontosak a membranok védelmében. A vizoldékony
antioxidansok koziil az aszkorbat, valamint a glutation a legfontosabbak (Drazkiewicz és mtsai.,
2003). Az antioxidans védelmi rendszer és ROF kapcsolatait az 3. dbran mutatom be, mig a

novényi sejtekben valo eloszlasuk a 4. abran lathaté.
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3. abra Az antioxidans védelmi rendszer kapcsolatai, valamint az altaluk katalizalt reakciok Tuteja és mtsai. 2010
alapjan. Roviditések: szuperoxid gy6kanion (O2 ), hidroxilgyok (HO®), hidrogén-peroxid (H205), oxidalt glutation
(GSSQ), redukalt glutation (GSH), glutation peroxiddz (GPX),szuperoxid-dizmutaz (SOD), aszkorbat-peroxidaz
(APX), aszkorbat (AA), monodehidroaszkorbat (MDHA), dehidroaszkorbat (DHA), monodehidroaszkorbat-
reduktaz(MDHAR), dehidroaszkorbat reduktaz (DHAR), glutation-reduktaz (GR) .
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Apoplaszt 4%
Aszkorbat; Peroxidizok

4. dbra Az antioxidans védelmi rendszer eloszlasa a novényi sejteken beliil kontroll koriillmények kozott (Scandalios
és mtsai., 2005 alapjan)

Az oxidativ jelatvitel és ROF érzekelése tobb kiilonboz6 molekularis jelatviteli
folyamaton keresztiil valosul meg, bar nemrég kimutattak egy specifikus receptor fehérjét is. A
H20,-indukalt intracellularis Ca?*-felszabadulas zardsejtekben régrol ismert (Price, 1990), de a
receptor Wu és mtsai. (2020) kutatdsdig ismeretlen volt. A kisérleteik szerint a H2O2-t a
sejtmembran extracellulris részén 1évé HPCA1 (hidrogén-peroxid indukédlt Ca?* 1) fehérje
érzékeli. A protein egy leucinban gazdag ismétlédéseket tartalmazd receptor kindz, melynek
extracellularis oldalan cisztein aminosavak talalhatdak, igy képes érzékelni a molekulat, mely a
zarosejtek Ca®" csatorna nyitasat okozza. A sejt a redox homeosztizist kiilonbozé fehérjék
tiolcsoportjain keresztiil érzékeli, melyek trankripcios faktorokon keresztiil aktivaljak a védelmi
rendszert. Az AP 1 és NF-kB trankszripcios faktorok aktivalodnak a redoxvaltozas hatasara, és
abszcizinsav-valasz elemhez (ABRE) kotédve stresszhez kapcsolt gének — atirodasat
kezdeményezik (Dalton és mtsai., 1999). Megemlitendd, hogy a redukalt glutation (GSH)/oxidalt
glutation (GSSG) is hasonldé funkcioval bir. Ennek valtozasa jo indikatora a sejt redox-

homeosztazisanak (Foyer és Noctor, 2011). Az oxidativ stressz szignalizacidja megvalosulhat
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még tovabba a mitogén-aktivalt protein-kinazok aktivator protein kindz (MAPK) kaszkadon

keresztiil is (Zhang ¢s Klessing, 2001).

A szelén képes prooxidansként viselkedni, indukdlva az oxidativ stresszt. A citoplazmaban
a szelenit gyorsan reakcioba 1ép glutationnal, és szeleniddé alakul, s a reakcio soran O~ szabadul
fel (Chen ¢és mtsai., 2007). Ez a folyamat aktivalja az antioxidans védelmi rendszert (Dimkovikj
¢s Van Hoewyk, 2014), valamint az antioxidans védelmi rendszer transzkripcidjat (Van Hoewyk
¢s mtsai., 2008). A nagyobb mennyiségii szelénkezelés képes kimeriteni a glutationrendszert és
igy megvaltoztatni a sejt redox allapotat (Hugouvieux és mtsai., 2009; Grant €s mtsai., 2011). A
hosszl tavon okozott oxidativ karosodasok jol leirtak az irodalomban (Geoffery és mtsai., 2007;
Freeman és mtsai., 2010; Grant és mtsai., 2011), és nem kiilonboznek jelentésen mas abiotikus
stressz altal okozott gatlo hatasoktol. Vallentine és mtsai. (2014) kimutattak, hogy a szelén képes
megndvelni a mitokondrialis Oo"-tartalmat, mely kihat az els6dleges metabolizmusra, de hatassal
lehet a kloroplasztiszban taldlhatd vas-kén komplexeket tartalmazé proteinekre is (Fisher és

mtsai., 2016).

Il. 6. Reaktiv nitrogénformak (RNF)

A nitrogén-monoxid (NO) az elséként felfedezett gaz halmazallapotu jelatviteli molekula
(Palmer és mtsai., 1987). A szerepét és sokszinliségét jol bizonyitja, hogy 1992-ben a Science
folyoirat az év molekuldjava valasztotta, valamint Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro ¢és Ferid
Murad élettani és orvostudomanyi Nobel-dijat kapott 1998-ban az élettani hatasainak és

jelatvitelének felfedezéséért.

Az NO egy kétatomos szabadgyok, 30,006 g/mol-os molekulastllyal rendelkezik, mely
relative kicsi. Erésen lipofil, igy igen jo diffuziés értékekkel rendelkezik a plazmamembranokon
keresztiil (Goretski és Hollocher, 1988). Az atlagos féléletideje 2-30 s kozott valtozik (Safia és
Asif, 2011), de kis koncentracioban ez szamottevéen megndhet (Stohr és Ullrich, 2002), mely
idealis jelatviteli molekuldva teszi. A kémiai tulajdonsdgat tekintve a molekuldk kozotti kettds
kotés egy paratlan elektront eredményez a 2p- m palyan. Ezen elektron eltavolitdsaval nyerhetd a

nitrozénium kation (NO™), mig az elektronfelvétel nitroxil aniont (NO") eredményez. Az NO
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reakcidi mas molekulakkal a parositatlan elektronbol fakadnak, igy igen jol reagal maés

szabadgyokokkel (Lancaster, 2015), de méas molekuldkkal is képes reakciora.

A NO Keletkezése allati rendszereckben foként argininfiiggd NO-szintdz (NOS) izoformakkal
torténik, mely argininb6l NADPH jelenlétében képes a citrullin és a NO szintézisére (Nappi és
mtsai., 2000). Ezzel ellentétben a magasabbrendii novényeknél tobb kiilonbozé utvonalat
kiilonboztethetiink meg. Az allatihoz hasonld6 NOS enzim aktivitds jelenléte novényekben
kérdéses. Az enzimaktivitast Corpas és mtsai. (2009) kimutattdk, de a genomban mindmaig nem
talaltak meg a hozza ill6 proteint (Hancock €s Neill, 2019). Habar NOS-szeri enzimet mar
felfedeztek algakban (Foresi és mtsai.,, 2010; Correa-Aragunde ¢és mtsai.,, 2018), a
magasabbrendii novényekben valoszinlsithetden inkabb proteinek egyiittmiikodésébol
eredeztethetd az arginin-fliggd NO termelés (Corpas és Barroso, 2017). A poliaminok mint
redukalt N vegyiiletek oxidativ lebontasa is eredményezhet NO-képzddést, ennek pontos
mechanizmusa azonban még nem ismert (Wimalasekera és mtsai., 2011). Az enzimatikus
utvonalak koziil a reduktiv folyamatok a novényi nitrogén asszimilacidhoz kotottek (Sanz-Luque
¢s mtsai., 2013). A nitrat-reduktaz (NR) katalizalja a nitrit NO-va alakitasat, bar ennek aktivitasa
a nitrat redukcidohoz képest csupan 1% koriili (Rockel és mtsai., 2002). A NR indirekt szereppel
is rendelkezik az NO keletkezésében, mivel képes NAD(P)H-ro6l elektronok atvitelére egy NO-
formalo nitrit-reduktaz (NOFNiR) enzimre. Ez az enzim nitritet alakit 4t NO-va, de a szerepét
magasabbrendii novényekben még vizsgalni kell (Chamizo-Ampudia és mtsai.,, 2016). A
gyokérben a specifikus nitrit:NO reduktaz (NiNOR) enzim katalizalja az NO keletkezését
nitritbdl (Stohr és mtsai., 2001). A nem enzimatikus utvonalak specialis koriilmények kozott
johetnek létre. A karotinoidok képesek in vitro nitrogén-dioxid (NO2) redukcidjara fény hatasara,
mely NO felszabaduléssal jart (Cooney ¢€s mtsai., 1994). A nitrifikdcios €s denitrifikacios
ciklusok kozben az dinitrogén-oxid (N20) is oxidalédhat NO-t eredményezve. A nitrit kémiai
redukcidja savas kémhatdsu kornyezetben is leirt folyamat (Bethke és mtsai., 2004), de ez

lejatszodhat redukaloszer nélkiil is (Stohr és Ullrich, 2002).

Valamennyi jelmolekulénal teljesitendd kovetelmény, hogy a szintje szabalyozott legyen,
¢s sziikség esetén lebontd folyamatok aktivalodjanak. A NO lebontasi folyamatai magukba
foglaljak az oxigénnel torténd reakciot, mely eredményeképp nitrit és nitrat keletkezik.

Kiilonb6zé ROF-k szintén csokkentik a NO mennyiségét, mint példaul a O27, s a reakcid soran
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ONOQO" keletkezik. Az NO szint csokkenésében szerepet jatszhat a hugysav is (Alamillo és
Garcia-Olmedo, 2001). Az NO képes reakcioba Iépni a novényekben talalhaté nem szimbiotikus
hemoglobinokkal, mely soran nitrat keletkezik (Hebelstrup és mtsai., 2006). Az irodalom alapjan
ez a reakcid foleg anoxia és hipoxia soran jatszik fontos szerepet (Dordas 2003; 2004; Hebelstrup
¢és mtsai., 2006). Az Osszetett enzimatikus reakciok koziil az S-nitrozoglutation- (GSNO)
rendszert érdemes megemliteni, mely egy mobilis NO raktar, valamint kozvetiti az egyik

biokémiai jelatviteli folyamatot (Corpas és mtsai., 2013).

A ndvényi sejtekben a NO nem rendelkezik specifikus receptorral, igy a jeltovabbitasért
mas folyamatok felelések. Az RNF kozvetlen reakciéi makromolekuldkkal poszttranszlacios
modositasokat eredményeznek, melyek haromféle folyamatra oszthatoak fel: a fém-nitrozilacio,
az S-nitrozilacid ¢€és a nitracio. A makromolekula-nitrdcié a nitro-oxidativ stressz egyik
legéltalanosabb folyamata, igy ennek targyalasa a kovetkezd fejezetrészben torténik meg. A
protein S-nitrozilacio soran a GSNO specifikus cisztein aminosavak tiol oldallancaira -NO
csoportot kapcsol. A reakci6 reverzibilis és széleskoriien elterjed a magasabbrendii ndvényekben,
folyamatosan zajlik, de elmondhatd, hogy mind fizioldgids, mind stressszhelyzetben jelentds
folyamatrol van sz6 (Lindenmayr és mtsai., 2005; Fares és mtsai., 2011; Puyaubert és mtsai.,
2014; Sehrawat és Deswal, 2014; Gietler és mtsai., 2016; Kolbert és mtsai., 2019¢). Hu és mtsai.,
(2015) 926 S-nitrozilaciora érzékeny proteint mutattak ki ludfiiben, melyek 28.96%-a a
metabolizmushoz volt kothetd. A kimutatott proteinek kozo6tt vannak a redox homeosztazisban
fontos szerepiiek, mint példaul a CAT 1-3, APX 1, DHAR 1 és 2, SOD 2. Erdemes tovabba
megemliteni, hogy a reakcid reverzibilitdsa miatt az S-nitrozilaciot elszenvedett proteinek
képesek NO felszabaditasara (Begara-Morales és mtsai., 2018). A NO masik jeltovabbito
reakcigja a fém nitrozilacid, mely soran az NO molekula metalloproteinek atmeneti fémjével hoz
létre komplexet. A novényeknél ez a jelatvitelt modositdé mechanizmus még nem bizonyitott, de
allati rendszerekben hemproteinekben, mint a guanilat-cikldz vagy citokroém-c-oxiddz mar
bizonyitott a Szerepe (Henry and Guissani 1999, Zhang et al. 2016). A novényi sejtre az NO két,
altalinosabb jelatviteli tutvonalon keresztiil is hat. Kimutattak az NO és Ca®" jelatvitel
kolcsonhatasait is. A Ca?'-szint ndvekedését indukalhatja az NO, valamint a Ca?* is képes

eldsegiteni az NO termelést (Jeandroz és mtsai., 2013). Leirtdk tovabba az NO és a MAPK
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kaszkad kapcsolatat uborkédban (Pagnussat és mtsai., 2004), ahol az NO kezelés aktivalta az
MAPK kaszkadot.

Az NO keletkezése, kioltasa és jelatviteli kapcsolatai 6sszefoglalasra kertiiltek a 5. abran.

NO,/NO; L-arginin L.
Noveényi sejt

GSNOR
ONOO- GSNO —> GSSG+NH;
NO-zsirsavak 3-nitrotirozin Transzkripcios faktorok Protein S-nitrozilacio

~ - | e ==

1
1
1

=

-

S~~ - 1 -
1
1

" - - 1

N~ a2l

Nitro-oxidativ stressz Sejt jelatvitel

5. abra Az NO metabolizmus sematikus dsszefoglalasa a novényi sejtekben Corpas és mtsai., 2018 alapjan.
Roviditések: nitrit (NOy), nitrat (NO3’), nitrat reduktaz (NR), nitrogén-dioxid (NO2), dinitrogén-trioxid (N2Os3), L-
arginin dependens nitrogén-monoxid szintaz szer(i aktivitas (NOS?), nitrogén-monoxid (NO), peroxinitrit (ONOQ) ,
S-nitrozoglutation (GSNO), S-nitrozoglutation reduktaz (GSNOR), oxidalt glutation (GSSG).

Az RNF ¢s a szelén tobblet kapcsolatat jelenleg is aktivan vizsgaljdk, igy az irodalom
gyérebb, mint az oxidativ stresszel kapcsolatban. Kutatocsoportunk az elsék kozott kezdte meg a
RNF szerepének vizsgalatat szelén terhelt novényekben. Lehotai és mtsai. (2012) munkéjaban a
NO szint ladfii csirandvényekben a rovidtava szelén kezelés hatdsara egy koncentraciofiiggd
csokkenést mutatott, mig hosszabb tavon a toxikus szelén koncentraciok megnovelték a NO
szintet. Az NR mutans nialnia2 vonal érzékenynek bizonyult a szelénnel szemben, mig a GSNO

tiltermelé gsnorl-3 tolerans volt a vad-tipushoz képest. Mivel mindkét vonalban csokkent
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endogén NO szint van, igy feltételezhetd, hogy az NO/GSNO arany jatszhat szerepet a
tolerancidban. Mas kisérletekben a ludfii gyokerek NO tartalma szelén hatdsara jelentsen
csOkkent (Lehotai és mtsai., 2016a), de a szelén itt a citokinin jelatvitelen keresztiil csokkentette
az NO-szintet. Brassica rapa gyokerekben (Chen és mtsai., 2014) egy szeléntoxicitassal
Osszefiiggd NO-akkumulacidt irtak le, mely oxidativ robbanast is eredményezett. Az endogén NO
szint emelése natrium nitroprusszid (SNP) donorral rizsben foszfat és szulfat transzporterek
tultermelését eredményezte, mely megemelte a novények SeCys és SeMet szintjét (Xiao és
mtsai., 2017). Igy feltételezhetd, hogy a szelén képes hatni az NO metabolizmusara, az NO pedig
hat a szelén felvételére, mely egy Osszetett jelatviteli kapcsolatrol tantiskodik a Se és a NO

kozott.

Il. 7. A nitro-oxidativ stressz

A nitro-oxidativ stressz a novénybiologiai szakirodalomban egy Gjabb kifejezés, melyet
Corpas és Barroso (2013) javasolt eldszor. A ROF és RNF metabolizmus nagymértékben kihat
egymasra, ¢s altalanossagban a legtobb stresszfolyamat mindkét jelatvitelt modositja. A
kiilonboz6 stresszfolyamatok hatdsara egyszerre 1étrejovo nitrozativ és oxidativ stresszt szamos
abiotikus stresszornal leirtdk, mint a s6 (Valderrama és mtsai., 2007), szarazsag (Signorelli és
mtsai, 2013), szelén (Lehotai és mtsai, 2016b), cink (Feigl és mtsai., 2015), alacsony hémérséklet
(Airaki €és mtsai., 2012). Néhany kisérlet soran a hatashoz a ROF ¢s NO megfelel6 egyensulyban
valtottak ki csupéan hatast: szoja sejtszuszpenzidban nagymértékii NO-termelddés mellett oxidativ

robbands nélkiil a sejthaldl elmaradt (Delledonne és mtsai., 2001).

A két molekulacsoport kdlcsonhatasat legjobban az GSNO-n keresztiil lehet szemléltetni.
Az GSNO egy mobilis NO raktarként viselkedik a névényekben, melyet az NO és GSH kozvetett
reakcidja hoz létre. A reakcid folyaman vagy N2Os és GSH vagy glutionilgyok és NO reagal
(Keszler és mtsai., 2010; Broniowska és mtsai., 2013). A kutatasok szerint a GSNO szint
Osszemérhetd az oxidalt glutation mennyiségével (Airaki és mtsai., 2011), mely igy szintén kihat
a sejt redox homeosztazisara. A bontasaért a GSNO-reduktaz (GSNOR) felelds, mely NADPH-
fiiggd uton a GSNO-t GSSG-re és ammonidra bontja (Jahnova és mtsai., 2019). Ez a reakcio

kozvetleniil befolyasolja az NO szintet és a GSH/GSSG ardnyt, igy a sejt redox homeosztazisat
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(Chaki és mtsai., 2009; Yun ¢és mtsai.,, 2011; Espunya és mtsai.,, 2012). Az enzim egy gén
(At5g43940) altal kodolt ludfiiben, és kimutattak a citoplazmaban és a sejtmagban (Xu és mtsai.,
2013). Bablevelekben jelen van a citoplazméaban, mitokondriumban, kloroplasztiszban ¢és
peroxiszomakban is (Barroso és mtsai.,, 2013). Felépitése szerint a proteinben sok cisztein
talalhato, melyekhez két Zn?* atom kapcsolodik (Lindermayr, 2018). Az enzim a Katalitikus
helyén 1évo cisztein aminosavakkal képes reakcioba l1épni a H202-dal, mely inaktivalodassal és
Zn?* felszabaditassal jar (Kovacs és mtsai., 2016). Megfigyelték tovabbd a GSNOR S-
nitrozilaciojat, mely szintén inaktivalta az enzimet (Guerra és mtsai., 2016). A GSNO/GSNOR
rendszer valdszintileg a kulcsa a ROF és RNF metabolizmus kapcsolatanak, s a szoros

kdlcsonhatasuk részben ezen a molekulan keresztiil valosul meg.

A mésik jelentds kapcsolat a molekulacsaladok k6zott a ONOO™ képzddése, ami az NO és
O;" reakcidjanak az eredménye, és képes mas molekuldk kovalens moddositasara. Az altala
katalizalt reakcié a nitracid, mely soran kiilonb6z6 makromolekula-oldallancokat nitro (—NO3)
csoporttal lat el. Ez 1étrejohet lipidekben, nukleinsavakban, de a novényekben leginkabb vizsgalt
a fehérjenitraci6. A fehérjék nitracidja tobb aminosavon johet 1étre, ilyen a tirozin, metionin,
cisztein ¢és triptofan (Kolbert és mtsai., 2017). A legnagyobb fizioldgiai jelentdségli ezek koziil a
proteintirozin-nitracio (PTN), melyet régdta a nitrozativ jelatvitel markereként alkalmaznak
(Corpas és mtsai., 2007). A PTN-t el6szor Ichiropoulos és mtsai. (1992) mutattak ki in vivo. A
makromolekula-modositas biokémiailag két 1épésre oszthatod: az elsé 1épésben a Tyr ortho allast
szénatomjan oxidacid torténik, és a molekula tirozilgyokké valik. Ez a tirozilgyok a
peroxinitritb6l szarmazo nitrald agenssel egy addicios reakcion keresztiil 3-nitrotirozint alkot
(Kolbert és mtsai., 2017)(6. abra). A modositas a fehérjén megvaltoztathatja annak térbeli
bizonyitott, hogy a nitracié inaktivalja Oket, mig a GR aktivitasara a PTN-nak nem volt

szamottevo hatasa (Begara-Morales és mtsai., 2014,2015).
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6. abra A proteintirozin-nitracio biokémiai mechanizmusa Kolbert és mtsai. (2017) alapjan. A tirozil-gy6k
kialakitasaban direkt oxidansok vesznek részt, mig a végtermék kialakitasa egy addicids reakcion keresztiil torténik.
Roviditések: hidroxilgyok (*OH), peroxinitrites sav (ONOOH), karbonat gyékanion (CO37), nitrogén-monoxid
(NO), nitrogén-dioxid (NO2), szuperoxid gydkanion (O2~), peroxinitrit (ONOO"), nitrozo-peroxikarbonsav
(ONOOCOy).

A PTN fiziologias koriilmények kozott is lejatszodik a ndvényekben (Kolbert és mtsai.,
2017), de a nitraciés mintazat megvaltozik kiilonb6z6 abiotikus és biotikus stresszek hatasara,
mint a s6 (Valderrama és mtsai.,, 2007), patogének (Cecconi €s mtsai., 2009), szarazsag
(Signorelli és mtsai., 2013), Zn?" (Feigl és mtsai., 2015), szelén (Lehotai és mtsai., 2016b). Az
igy modosulo aktiv fehérje-pool szamottevd toxicitast jelenthet a ndvények szédmara. Az
irodalomban mar tobb tanulmanyban is azonositottak a nitracié hatasara modosulé proteineket
(Castillo és mtsai., 2015; Szuba és mtsai., 2015; Takahasi és mtsai., 2015; Begara-morales ¢s
mtsai., 2019; Signorelli és mtsai., 2019), de a vizsgéalatok még jelen pillanatban is folyamatban
vannak. Fontos megemliteni, hogy jelentds anyagcsereutak fehérjéi, mint a szén homeosztazisban
szerepet jatszo ferredoxin-NADPH reduktaz és szénsav andhidraz is inaktivalodik nitracio

hatasara (Chaki és mtsai., 2011, 2013). A nitraci6 az inaktivalason kiviil megzavarhatja a fehérjék
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foszforilacigjat is, igy a két poszttranszlaciés modositas kozotti kompeticiot sem szabad kizarni

(Souza és mtsai., 2008).

A nitralt fehérjék hosszatavi sorsa a ndvényekben néhany folyamatot foglal magaba. A
nitro csoport redukalodhat amino-tirozin gyokké, de ezt még nem sikeriilt azonositani
noévényekben. Allati rendszerekben beszamoltak mar a denitraciordl, de ezt novényekben szintén
nem sikeriilt azonositani. A legaltalanosabb és ndvényekben is kimutatott a nitralt proteinek

poliubikvitinacidja és proteoszémalis degradacidja (Castillo és mtsai., 2015).

A peroxinitrit €s nukleotidok reakcidja két terméket eredményezhet a 8-oxoguanint és a 8-
nitroguanint (Sodum és Fiala, 2001; Jena és Mishra, 2007). A 8-nitroguanin megjelenését a RNS
¢s mRNS-ban dokumentaltak mar Phytophtora infestans fert6zott burgonyaban (Izbianska és
mtsai., 2018). A feldasuldsa az mRNS poolban tranziens volt a programozott sejthalal
kezdetekor, igy feltételezhetd, hogy a biotikus stressz soran miikodo jeldtvitelben volt szerepe.
Alma csirandvényekben szintén detektalhatd volt az RNS nitraciéo ndvekedése a nyugalmi allapot
elhagyasakor (Andryka-Dudek és mtsai., 2019). A folyamat teljes megértésétdl még messze
vagyunk, de a kutatasok alapjan valosziniisithetd, hogy a nukleinsav nitracionak fontos szerepe

van a sejt jelatvitelének finomhangolésaban.

A fentieken kiviil 0j kisérletek kimutattak a novényekben a nitralt zsirsavakat is. A
lipidnitracié folyaman a zsirsav-oldallancokhoz kapcsolodik a nitrocsoport. Ezidédig ladfiiben
Mata-Pérez és mtsai. (2016a) nitro-linolénsavat, mig repce csirandévényekben Vollar és mtsai.
(2020) nitro-olajsavat mutattak ki. Erdemes megemliteni, hogy mindkét molekula képes NO
felszabaditasra (Mata-Pérez és mtsai., 2016b; Vollar és mtsai., 2020), de a pontos hatasuk még

nem ismert.
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1. Célkitiizés

A fentebb leirtak alapjan a korabbi kutatasi eredmények bebizonyitottak, hogy a szelén
terhelés és a nitro-oxidativ jelatvitel egymassal kapcsolt folyamatok. A kutatds kezdetekor
viszont nem volt még ismert a nitro-oxidativ stressz €s szelén tolerancia kapcsolatanak hattere €s
mértéke, valamint a reaktiv nitrogénformak metabolizmusanak valtozasai szelén stressz esetén.
Ebbdl adédéan munkdm sordn a szelén terhelés hattérfolyamatait vizsgéaltam tobb, egymastol
kiilonb6z6é  kisérleti elrendezésben. A kutatdmunka sordn megvizsgaltam a kiilonb6z6
szelénformdk hatdsara az eltérd szeléntoleranciaji novényekben kialakuld toxicitas
hattérfolyamatait. Megvizsgéaltam a biomasszaprodukcid valtozasait, a kialakuld nitro-oxidativ
jelatvitel kiilonbségeit és a ndvényfajok altal alkalmazott toleranciamechanizmusokat is. Kisérleti
rendszereimben a modellndvény ludfiivet (Arabidopsis thaliana), a fitoremediacios és
mezogazdasagi szempontbol jelentds indiai mustart (Brassica juncea), a gyogyaszatban hasznalt
kinai csiidfiivet (Astragalus membranaceus) és a szelén hiperakkumulalo Astragalus bisulcatus-t

alkalmaztam.
Kisérleteimmel a kdvetkezd kérdésekre kivantam fényt deriteni:

1. A ndvények szelénfelvétele milyen mértékdi, milyen a transzlokacié hatékonysaga a
szervek kozott a kiillonbozd kisérleti rendszerekben, valamint milyen mértékii
akkumulaci6 johet 1étre egyes ndvényfajokban?
biomassza-produkcidjara?

3. Milyen mértékben képesek a vizsgéalt novényfajok tlirni a szeléntobblet karos
hatasait, s ehhez milyen toleranciamechanizmusokat alkalmaznak?

4. A szelénformdk alkalmazott koncentracidéi hogyan valtoztatjdk meg a novények
ROF- és RNF-metabolizmusat, kialakul-e oxidativ robbanas, nitrozativ robbanas és
nitro-oxidativ stressz?

5. Milyen 0Osszefiiggést lehet feltételezni a nitro-oxidativ stressz mértéke ¢és a

szeléntolerancia/-érzékenység kozott?
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IV. Anyagok és modszerek

IV. 1. Novényi anvag és nevelési koriilmények a kiillonboz6 rendszerekben

1V 1.1. Kiilonboz6 szelénformdkat 6sszehasonlitd kisérletek

Az elso kisérleti rendszerben a nehézfémek irant tolerans indiai mustart (Brassica juncea
L. Czern. cv. Negro Caballo) vizsgaltuk. A magok felszinét 5 (v/v) %-os natrium-hipoklorit
oldattal fertétlenitettiik, majd a novények perlittel toltdtt Eppendorf csovek felszinére keriiltek. A
csovek a Hoagland tapoldat felszinén lebegtek, melynek Osszetétele: 5 mM Ca(NO3z)2, 5 mM
KNO3z, 2 mM MgSOs, 1 mM KH2PQOg4, 0,01 mM Fe-EDTA, 10 uM H3BO3, 1 uM MnSOs, 5 uM
ZnS04, 0,5 uM CuSOg4, 0,1 uM (NH4)sM07024 és 10 uM AICl3. A ndvények hidroponikusan egy
9 napos eldnevelési periddussal rendelkeztek, majd atkeriiltek a levegdztetett kezeldoldat
felszinére. A novények szelénkezelése a tapoldaton keresztiil tortént, mely O (kontroll), 20, 50
vagy 100 uM natrium-szelenitet (Na;SeOs) vagy natrium-szelenatot (Na>SeOs) tartalmazott. A
mintavétel minden kezelés esetében két hét mulva tortént. A névények ellenérzott koriilmények
kozott nevelkedtek: 150 pmol m s fényintenzitas, 12 6ras nappali és 12 6ras sotét periddus, 55-

60% paratartalom, 25+2 °C homérséklet (7. abra a).

IV 1.2. Kilonbo6z6 szelénérzékenyséell novénvfajok osszehasonlitasa

IV. 1.2.1. Keresztesviraguak csaladjaban

A keresztesviraguak csaladjaba szamos mezOgazdasagilag és tudoméanyosan is fontos
novény tartozik. A kisérleti rendszerben a szelénterhelés hatasat vizsgaltuk a nehézfémtolerans
indiai mustaron (Brassica juncea L. Czern, cv. Negro Caballo) és a névénybioldgia legfontosabb
modellnévényén, a ladfiin (Arabidopsis thaliana L. Heynh, Columbia-0). A ladfimagokat tiltetés
elott sterileztiik, majd 0,7 (w/v) % agart tartalmazo, feles er6sségli Murashige-Skoog taptalajt
tartalmazo Eppendorf csovek felszinére kertiltek, melyek a tapoldaton lebegtek. Kisérleteinkben
az el6zéekhez hasonléan hidroponikus rendszerben neveltiik a névényeket. Az indiai mustar 9
napos eldnevelési periodus utan keriilt kezelésre, mig a ladfiinek tobb id6 kellett, hogy elérje a
hasonld biomassza méretet, igy itt az eldénevelés 21 napig folyt. Mindkét novényfaj egy hét

kezelési periodussal rendelkezett, a kezelés jelen esetben O (kontroll), 20, 50 vagy 100 uM
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natrium-szelenittel tortént (Na2SeOs). A nodvények allando tépoldat-levegdztetés mellett

nevelkedtek a mintavétel napjaig, a fent leirt ellendrzott koriilmények kozott (7. abra b).

1V. 1.2.2. Csudfiivek csaladjaban

A csidfaifélék csaladjaban szamos kiilonleges szelénmetabolizmussal bird novényfajjal
talalkozhatunk. Szeretném kiemelni ezek koziil a kisérleteinkhez hasznalt szelénérzékeny
Astragalus membranaceus L. Fisch, Bunge ¢és a szelén-hiperakkumulalé Astragalus bisulcatus L.
Hook, A. Gray fajokat. A magok felszine 20 (v/v) %-os natrium-hipoklorit oldatban lett
sterilezve, melyet négyszeri steril desztillalt vizes Oblités kovetett. A magok felszine steril
fémracsokon kertilt szaritasra, majd P400-as dorzspapirral a felsé maghéj egy része eltavolitasra
kerlilt a csirazas lehetové tételéhez. A magok ezutan 0,8 (W/v) % agar tartalmu feles erdsségii
Murashige-Skoog taptalajra keriiltek 12x12 cm oldalu, szogletes, milanyag Petri-csészékben,
melyet a kovetkez6 kezelésekkel lattunk el: O (kontroll), 50 vagy 100 uM natrium-szelenat
(Na2Se0s). Mindkét novényfaj két hétig nevelkedett a fent leirt, ellendrzott koriilmények kozott
(7. abrac).

7. dbra A névénynevelés koriilményei kiilonboz6 kisérleti rendszereinkben. Indiai mustar (Brassica juncea)
novények a hidroponikus nevelésiik kozben (a). Arabidopsis thaliana novények a 21 napos elénevelési periddusuk
végén (b). Astragalus bisulcatus ndvények kontroll taptalajon ndvekedve a mintavétel napjan (c).

IV. 2. Csirazas, biomassza-produkcio és sztomamukodés vizsgalata

A csiidfiivek csirdzasi szazalékanak megallapitdsahoz minden Petri-csészében
Osszeszamoltuk a csirazott magok szamat, majd elosztottuk az dsszes kiiiltetett mag szamaval. Az
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eredményt szazalékban abrazoltuk. (A kisérleti mintaszama a harmadik kisérleti rendszerben

n(II)=15 volt, 3 biologiai ismétléssel).

A gyokér és szar friss tomegének megallapitasa analitikai mérleggel tortént minden
esetben. A szdraz tomeg meghatarozasahoz a mérés eldtt a minta 70 °C-on szaradt 72 6ran
keresztiil, majd a mérés ezutan tortént ugyanazzal az analitikai mérleggel, mint a friss tomegnél.

A novények biomassza produkcidjat milligrammban abrazoltuk (n(l,111)=15, n(11)=20, 3 ism.).

A fégyokérhosszmérés minden alkalommal vonalzoval tortént, a toleranciaindex

kiszdmitasdhoz pedig a kdvetkezd képletet hasznaltuk:

Kezelt fogyokérhossz
Tolerancia index (%)= x100
Atlagos kontroll f6gyokérhossz

(n(1)=15, n(11)=20, n(I11)=10, 3 ism.)

A lathat6 oldalgyokérszam meghatarozdsa mustar és ludfli ndvényeknél a fogyokér teljes
hosszaban tortént, ahol manualisan megszamoltuk a lathaté oldalgyokereket. Az adatokat
db/gyokér egységben fejeztiik ki (n(1)=15, n(11)=20, n(111)=10, 3 ism.).

Novényiszovet-keresztmetszethez a gyokér vagy sziklevél darabokat 4 (w/v) %-0s
paraformaldehid oldatban fixaltuk Barroso és mtsai. (2006) alapjan. A mintak mosasa desztillalt
vizzel tortént, majd 5 (w/v) %-os bakterioldgiai agarba lettek dgyazva, Zelko és mtsai. (2012)
modszerét enyhén modositva. A mintakbol 100 pm vastagsagii metszetek vibratémmal (VT

1000S, Leica) késziiltek.

Vizsgaltuk tovabba csiidfii keresztmetszeteken a sztéle, kortex és maga a teljes gyokér
sz€lességét is. A vizsgalatok fénymikroszkopos felvételeken torténtek és minden esetben

mikrométerben adtam meg az adatokat (n(111)=6, 2 ism.).

Sztomak slriiségének ¢€s nyitottsagdnak meghatdrozasdhoz epidermisz nytzatot
készitettiink 1dfli és indiai mustar fonakjarol, melyet 10 mM 2-(N-Morfolino)-etan-szulfonsav
(MES)/ 50 mM kalium-klorid KCI (pH 6,15) pufferrel targylemezre helyeztem. A ndvényi

mintar6l 10- ¢és 40-szeres nagyitassal mikroszkdpos felvételeket készitettlink a tovabbi
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vizsgalatokhoz. A 10-es nagyitasu képeken o6t 200 um atmérdjii kort helyeztem el egyenld
tavolsagra, s ezekben szdmoltam meg a sztdmakat. A stiriiséget darab/mm? egységben fejeztem ki
A 40-szeres nagyitasu fotokon a sztomanyilds méretét vizsgaltam, s az eredményeket

mikrométerben abrazoltam (n(11)=200, 3 ism.).

IV. 3. Elemtartalom-analizis

A gyokér- és hajtasmintakat a vizsgalat napjan el6szor lemostuk desztillalt vizzel, amit 70
°C-on torténd 72 oOras szaritas kovetett. A szaraz novényi anyagbol 100 mg-ot poritottunk és 65
(V/V) %-os salétromsavval két 6ran at inkubaltunk. Az inkubacios id6 utan 30 (w/v) %-0s H20:
oldattal kezeltiik a mintat és 200 °C-on 1600W-on 15 percig roncsolasra keriiltek (Mars Xpress
CEM zart mikrohullamu roncsolod késziilék). A roncsolas befejeztével a mintdkat megfeleld
térfogatra higitottuk ki desztillalt vizzel, és induktiv csatolt plazma tomegspektrometriaval
megallapitasra keriilt az elemtartalom. A Brassica és Arabidopsis mintdk a Szegedi
Tudomanyegyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén lettek vizsgalva (Agilent 7700
Series, Santa Clara, Egyesiilt Allamok), mig az Astragalus mintak a Névénybioldgiai Tanszéken
keriiltek elemzésre (Thermo Scientific XSeries 11, Asheville, USA) (n(l,11,111)=3, 2 ism.).

IV. 4. Mikroszkopos vizsgalatok

IV 4.1. Nem fluoreszcens mikroszkodpos technikak

A gyokerek pektintartalmat ruténium vords festékkel mutattuk ki Durand és mtsai. (2009)
nyoman. A gyokereket 0,1 (w/v) %-os desztillalt vizben késziilt festékoldatba helyeztiik 15
percre, majd ezt egy mosasi 1épés kovette. A targylemezekre szintén desztillalt vizzel tortént a

kirakas, a vizsgalatot pedig fénymikroszkoppal végeztiik(n(11)=20, 3 ism.).

A ndvényi sejtfalban talalhatd peroxidazok aktivitasat 0,2 (w/v) %-0s pirogallol oldattal
mutattuk ki. Az oldat 10 mM-os foszfat pufferben késziilt (pH 7,0) és tartalmazott 0,03% (w/v)
H202 is. 15 perc festési id6 utan barnés elszinezddés jelentkezett az enzimaktivitas hatdsara,

melyet fénymikroszkoppal vizsgaltunk (Eleftheriou és mtsai., 2015) (n(I11)=10, 3 ism.).

A lipidperoxidacié soran keletkezett reaktiv aldehideket Arasimowicz-Jelonek és mtsai.

(2009) nyoman mutattuk ki. A gyokereket 20 percre Schiff-reagens oldatba helyeztiik, majd ezt
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cseréltik le ismét 20 percre 0,5 (v/v) %-0s K2S20s oldatra a lilasrozsaszin szin stabilizalasa
érdekében (n(11)=10, 3 ism.).

A novények sziklevelében a Oz detektalasa nitro-kék-tetrazolium (NBT) festéssel tortént.
A sziklevelek 5 ml NBT oldatban (1 mg/ml, 10 mM foszfat pufferben, pH 7,4) 30 percig lettek
festve fényen, majd ezutan 80 (v/v) %-os etanolban 30 percig 70 °C-on kivonasra keriiltek a

pigmentek, lathatova téve a lilas elszinezédést (n(111)=10, 2 ism.).

IV 4.2. Fluoreszcens mikroszkédpos technikak

A gyokérszovetek életképességét fluoreszcein-diacetat (FDA) fluoroforral mutattuk Ki
Lehotai ¢és mtsai. (2011) alapjan. A gydkércsucsokat 10 uM-os festékoldatban (10/50 mM
MES/KCI puffer, pH 6,15) fél oraig inkubaltuk sotétben, szobahdmérsékleten, majd négyszeri

mosas utan targylemezre helyeztiik és mikroszkop alatt fotoztam (n(l,111)=15, n(11)=10, 3 ism.).

A ndvényi sejtfal kalloz tartalmanak kimutatasara anilinkék festékanyagot hasznaltunk. A
gyokércsucsokat 0,1 (w/v) %-0s festékoldatba (desztillalt vizben készitve, tartalmazott 1 M
glicint) inkubaltuk 5 percig szobahémérsékleten (Cao és mtsai., 2011), majd egyszer mostam
desztillalt vizzel. A targylemezekre desztillalt vizzel tortént a kirakas, majd fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltuk a mintakat (n(11)=10, 3 ism.).

A cstidfiigyokér-keresztmetszeteket egy csepp vizzel targylemezre helyeztiink, majd a vizet
0,5 (W/v) %-os anilinkék oldatra cseréltiik. A névényi metszeteket 6t perc utan mostuk desztillalt
vizzel. A metszeteket fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltunk a kalloztartalom detektalasahoz,
valamint l4athatd fényben is késziiltek képek, melyeken a sztéle és egyéb sejtsorok szélességét

mértiink Arduini és mtsai. (1995) alapjan (n(I111)=6, 2 ism.).

A csiidfiigyokér-szovetek lignin- és szuberinberakodasat 0,01 (w/v) % Auramin O festékkel
(10 mM Tris-HCI pufferben készitve, pH 7,4) vizsgaltuk (Rahoui és mtsai., 2017). A metszetek a
festékoldattal lettek kezelve 10 percig, majd a zold fluoreszcenciat mikroszkop alatt detektaltuk.
(n(111)=6, 3 ism.)

A NO molekula jel6lésére DAF-FM DA (4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein
diacetat) oldatot hasznaltunk 10 uM-os koncentracioban 10 mM-o0s Tris-HCI pufferben (pH 7,4)
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készitve (Kolbert és mtsai., 2012). A gyokércsticsokat 30 percen at sdtétben festettiik az oldatban,

majd kétszeri mosas utan targylemezen vizsgaltuk éket (n(I,II)=10, 3 ism.; n(Il1)=10, 2 ism.).

A ONOO" detektalasara dihidrorodamin (DHR) 123 festéket alkalmaztunk. A
gyokércsucsokat 10 uM-os festékoldatban (10 mM Tris-HCI puffer, pH 7,4) inkubaltuk. A 30
perces inkubacio sotétben tortént, ezt kovetden kétszeri mosas kovetkezett pufferrel, majd a
mintat mikroszkop alatt vizsgaltunk (Sarkar és mitsai., 2014) (n(l,11)=10, 3 ism.; n(l11)=10, 2

ism.).

A gyokerek Oz -szintjének kimutatasara dihidroetidium (DHE) fluorofort hasznaltunk
Kolbert és mtsai. (2012) alapjan. A gyokércsucsokat 30 percre 10 puM-os festékoldatba
meritettiik, amelyet 10 mM-os Tris-HCI pufferben (pH 7,4) készitettiink. A festési 1épés utan
kétszer mostuk pufferrel a mintat, majd targylemezen vizsgaltuk (n(l,11)=10, 3 ism.; n(111)=10, 2

ism.).

A H202 jelolésére Amplex Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin) reagenst hasznaltunk
(Lehotai és mitsai.,, 2012). A festékanyagot 50 uM-os koncentracioban oldottuk 50 mM-os
natrium foszfat pufferben (pH 7,5), majd a gyokereket 30 percig festettiik benne. Ezt egyszeri

mosasi 1épés és mikroszkopos vizsgalat kovette (n(11)=10, 3 ism.; n(111)=10, 2 ism.).

A novényi gyokércsucsi merisztéma glutationtartalmat mono-bromo-biman (MBB)
festékmolekulaval hataroztuk meg. A 100 uM-0s, desztillalt vizben késziilt festékoldat egy oran
keresztiil volt a novényi gyokereken, majd egyszeri desztillalt vizes mosas utan a gyokereket

fluoreszcens mikroszkop alatt fotoztuk (Lehotai és mtsai., 2016a) (n(l,11)=10, 3 ism.).

IV 4.3. Immunjeldlési technikak

A fentiekben leirt novényi metszeteket hasznaltuk a kovetkezd két immunjeldléshez is. A
GSNO tartalmat Corpas és mtsai. (2008) modszerét kovetve mutattuk ki, kisebb modositasokkal.
A metszeteket 1:2500 aranyban higitott patkanybol szarmazé GSNO elleni antitesttel (VWR
Chemicals, Poole, Anglia) jeloltik egy éjszakan at. Az antitestet TBSA-BSAT pufferben (pH
7,2) higitottuk ki, mely tartalmazott: 5 mM Tris, 0,9 (w/v) % natrium-Kklorid, 0,05 (w/v) %
natrium-azid, 0,1 (w/v) % borji szérum albumin, 0,1 (v/v) % Triton X-100. A metszeteket 3-szor

mostuk TBSA-BSAT pufferben 5 percig mosasi 1épésenként, majd 1:1000 higitasi nyulbol
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szarmazo, patkany elleni fluoreszcein-izotiocianat kapcsolt antitesttel (Agrisera, Vannis,
Svédorszag) inkubaltuk egy oran keresztiil. A mintak ezutan fluoreszcens mikroszkop alatt lettek

fotozva (n(I111)=5-6, 2 ism.).

A proteintirozin-nitraci6 lathatova tételére szintén immunjelolést hasznaltun Valderrama és
mtsai. (2007) alapjan. A metszeteket 3 napon keresztiil 4 °C-on inkubaltuk 1:300-as higitasu,
nytlban termelt 3-nitrotirozin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Amerikai Egyesiilt Allamok) elleni
antitesttel. Ezt haromszor 6t perces mosasi 1épés kovette TBSA-BSAT pufferben, mely utan
1:1000 higitastt kecskében termelt nyul elleni FITC kapcsolt masodlagos antitest (Agrisera,
Vinnds, Svédorszag) oldatot mértiink a metszetekre. A metszetek egy 6ra szobahdmérsékleten
tortént inkubacié utan targylemezre keriiltek, és mikroszkop alatt vizsgaltuk 6ket (n(111)=5-6, 2

ism.).

IV 4.4. A festési technikak mikroszkdpos hattere

A gyokércsticsok vizsgalata minden esetben ~0,5 cm hossz gyokérszegmenseken tortént,
amelyekbdl modszerenként legalabb 10 keriilt festésre. A mikroszkopos vizsgalatok minden
esetben Zeiss Axiowert 200M inverz mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) torténtek,
amihez egy digitalis kamera csatlakozik (Axiocam HR, HQ CCD, Carl Zeiss, Jena,
Németorszag). A mikroszkop kiilonbozd sziirdkombinacidi kiilonbdzd excitacidos €s emisszios
tartomannyal rendelkeznek, igy minden fluoreszcens molekulahoz a megfelelét alkalmaztuk. A
49-es filterszett (excitacid: 365 nm, emisszio: 445/50 nm) az anilinkék és MBB emisszio
kimutatdsra volt alkalmas. A filter 9 (excitacios hullamhossz tartomanya: 450-490 nm, emisszios
tartomany: 515-0 nm) végtelenitett emisszios tartomany a DHE és Auramin O festésekhez volt
idealis. A filter 10 (excitacids hulldmhossz tartoméanya: 450-490 nm, emisszids tartomany: 515-
565 nm), mely a filter 9-hez képest végpontositott emisszids tartomannyal rendelkezik az FDA,
DAF-FM DA, DHR 123 és FITC kapcsolt immunjeloléseknek felelt meg. A filter 20 HE
(excitacios hulldmhossz tartomdnya: 546/12 nm, emisszids tartomany: 607/80 nm) pedig a
vorosen fluoreszkalo Amplex red reagenshez volt kivalo. Az gyokércsucsok osztodasi zonajarol
készitett fluoreszcens felvételeken az Axiovision Rel. 4.8 szoftverrel detektaltuk a
pixelintenzitast. Minden mérésnél 100 mikrométer atmérdjii korokben hataroztuk meg a

pixelintenzitast, mely egyenesen aranyos a jelolt molekula mennyiségével.
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A festési modszereket az 1. tablazatban foglaltam Gssze.

Vizsgalt Mikroszkopos Irodalmi
Festékanyag Puffer ] .
molekula filter hivatkozas
. Durand és mtsai.,
Pektin Ruténium voros Desztillalt viz fénymikroszkopia 2009
] 10 mM foszfat Eleftheriou és
Sejtfali peroxidazok Pirogallol fénymikroszkopia .
puffer mtsai., 2015
Arasimowicz-
Lipid peroxidacio Schiff reagens K2S20s fénymikroszkopia Jelonek és mtsai.,
2009
, 10/50 mM . Lehotai és mtsai.,
Eletképesség FDA Zeiss Filter 10
MES/KCI 2011
Kalloz Anilinkék Desztillalt viz Zeiss Filter 49 Cao és mtsai., 2011
] . o Rahoui és mtsai.,
Lignin és szuberin Auramin O 10 mM Tris-HCI Zeiss Filter 9 2017
] o Kolbert és mtsai.,
NO DAF-FM DA 10 mM Tris-HCI Zeiss Filter 10
2012
. L Sarkar és mtsai.,
ONOOr DHR 123 10 mM Tris-HCI Zeiss Filter 10
2014
. o Kolbert és mtsai.,
Oz~ DHE 10 mM Tris-HCI Zeiss Filter 9

2012
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50 mM Na-foszfat L Lehotai és mtsai.,
H202 Amplex Red Zeiss Filter 20
puffer 2012
. - Lehotai és mtsai.,
Glutation MBB Desztillalt viz Zeiss Filter 49
2016
. . Corpas ¢és mtsai.,
GSNO Antitest TBSA-BSAT Zeiss Filter 10
2008
L . o Valderrama ¢és
3-nitrotirozin Antitest TBSA-BSAT Zeiss Filter 10 .
mtsai., 2007

1. tablazat A munkam soran hasznalt kiilonboz6 festési technikak 6sszefoglald bemutatasa.

IV. 5. Proteintirozin-nitracid vizsgalata western blot analizissel

A novényi proteinkivonat készitéséhez 250 mg gyokér- vagy hajtasminta lett
homogenizalva 500 pl extrakcios pufferrel (50 mM Tris-HCI puffer pH 7,6-7,8, mely
tartalmazott: 0,1 mM EDTA, 0,1 (v/v) % Triton X-100, 10 (v/v) % glicerol), majd a
homogenizatumot 9300 g-n 20 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A feliiliszéhoz 1 (v/V) % novényi
protedzinhibitor-koktélt (Sigma-Aldrich, katalogus szam: P9599) mértiink, majd felhasznaltuk a
nativ és denaturald gélelektroforézishez. A mintdk fehérjetartalmat Bradford (1976) modszere

alapjan hataroztuk meg borju szérum albumint hasznalva kontrollként.

A proteintirozin-nitracié vizsgalatahoz western blot analizist alkalmaztunk. 25 ug fehérjét
tartalmazé hajtas- vagy gyokérkivonatot 12 (w/v) %-os denaturald poliakrilamid
gélelektroforézisnek vetettem ald. Az igy szeparalt fehérjéket az akrilamid gélbdl tank transzfer
segitségével transzfereltiik PVDF membranra (16 h, 25 mA). Az igy kapott PVDF membréanok
elészor 5 (w/v) %-os tejfehérje oldatban blokkolva lettek, mely TBST pufferben késziilt (20 mM
Tris, 178 mM NacCl, 0,05% Triton X-100, pH 7,8), a nem specifikus antitest kotés elkeriilése
végett, majd 1:2000 aranyban higitott nyal 3-nitrotirozin elleni antitesttel (Sigma-Aldrich,
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katalogus szam: N0409) jeloltiik 6ket. Harom mosasi 1€pés utan 1:10000 aranyban higitott kecske
nyul IgG elleni antitestet (Sigma-Aldrich, katalogus szam: A3687) alkalmaztunk, mely alkalikus
foszfatazt hordozott detektalashoz. A nitralt fehérjék lathatova tételére BCPIP/NBT reakciot
hasznaltunk, ahol az antitesttel jelolt fehérjéknél fekete szinti formazan keletkezik. A reakcio
pozitiv kontrolljaként nitralt borju szérum albumint vittiink fel a gélre (Sigma-Aldrich, katalogus

szam: N8159) (n(1,11,111)=3, 2 ism.).

Loading kontrollként a membranokat Coomassie R 250 festéssel vizsgaltuk Welinder és
Ekblad (2011) alapjan, kisebb modositasokkal. A membranokat kétszer mostuk TBST pufferben,
majd festékoldatba (0,1 (w/v) % Coomaisse R 250, 50 (v/v)% metanol) meritettiik 1 percig. A
membranok mosasa 10 (v/v) % ecetsavat és 50 (v/v) % etanolt tartalmaz6 oldattal tortént 10

percig.

A denaturdld ¢és nativ gélekben a fehérjék megfeleld futdsanak vizsgdlatira eziistfestést
alkalmaztiink Blum ¢és mtsai. (1987) modszerét hasznalva, kisebb modositasokkal. A gélek egy
¢jszakan at fixaléban (10 (w/v) % ecetsav, 50 (v/v) % metanol) voltak, majd harom desztillalt
vizes mosds utan szenzitizalo oldatba (0,00216 (w/v) % natrium-tioszulfat desztillalt vizben
oldva) keriiltek. A kovetkez6 1épés az eziist oldat (0,2 (w/v) % eziist-nitrat, 0,075 (v/v) %
formaldehid) majd egy moséas utan az el6hivas (5 (w/v) % natrium-karbonat, 0,05 (v/v) %

formaldehid, 0,000048 (w/v) % natrium-tioszulfat) kovetkezett.

IV. 6. Nativ gélelektroforézishez kapcsolhatd modszerek

A NADPH-oxidaz izoenzimek vizsgalata Lopez-Huertas és mtsai. 1999-es modszere
alapjan tortént, kisebb modositasokkal. A novényi fehérjekivonatot 10 (w/v) %-0S nativ
poliakrilamid gélelektroforézissel elvalasztottuk, majd a gélt reakcio pufferbe helyeztiik (10 mM
Tris-HCI, mely tartalmazott 0,2 mM NADPH és 0,2 NBT) 20 percre, s6tétben. A NAPDH-oxidaz
enzim aktivitdsa lila szin formdjaban detektdlodott a gélen. A NADPH-oxidaz aktivitas
specifitasanak igazolasara az enzimre specifikus gatloszert, difenilén-jodoniumot hasznaltunk

(n(111)=3, 2 ism.).

A SOD enzim aktivitasat és izoformait a fentickhez hasonléan 10 (w/v) %-0S nem

denaturalo, nativ gélelektroforézis utan hataroztuk meg (Beauchamp and Fridovich, 1971). Az
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clvalasztott géleket el6szor kalium-foszfat pufferben kétszer mostuk (50 mM, pH 7,5) majd
sotétben 20 percig 2,45 mM-os NBT oldatban inkubaltuk. Ezt az oldatot cseréltiik egy foszfat
pufferben elkészitett 28 mM TEMED ¢és 2,92 uM riboflavint tartalmazé oldalra, melyben 15
percet inkubalodtak. A gélek ismételt kétszeri mosasa utan fény hatésara lathatova valtak a SOD
enzimek. Az izoformak detektalasdra az els0 mosasi lépések utdn a géleket gatloszerekkel
kezeltem: a kalium-cianid csak a réz/cink SOD gétlaséara képes, mig a H20 a réz/cink, valamint a
vas kofaktorral rendelkez6 SOD izoformékat is inaktivalja, igy csupan a mangan SOD lesz

detektalhaté. (N(111)=3, 2 ism.)

A GSNO-reduktaz enzim aktivitasat Seymour ¢és Lazarus 1989-es moddszere nyoman
hataroztuk meg, kisebb modositasokkal. A novényi mintat 6 (w/v) %-0s Tris-borat-EDTA (8,9
mM Tris, 8,9 mM bdrsav, 0,2 mM NaEDTA, pH 8) géleken valasztottam el, majd 15 percre 100
MM-os natrium-foszfat pufferben (pH 7,4) készitett 2 mM-os NADH oldatba meritettiik. Ezutan
3 mM-o0s GSNO oldatot vittiink fel a gélekre, majd géldokumentacios rendszerrel (Image System
Felix 1000/2000, Biostep, Burkhardtsdorf, Németorszag) detektaltuk a NADH autofluoreszcencia

eltinését az enzimaktivitas fiiggvényében (n(111)=3, 2 ism.).

V. 7. Spektrofotometriai vizsgalatok

A Brassica levelek antociantartalmanak vizsgalatahoz 25 mg névényi mintat 100 (v/v) %-
os acetonnal eldorzsoltiink, majd 4 °C-on inkubaltuk 24 6ran keresztiil. Az inkubacidé utan a
mintat centrifugaltam 9300 g-n, 4 °C-on 10 percig, majd a feliiliszot leszivtuk rola. A maradék
novényi anyagra 80 (v/v) %-os acetont mértiink és ismét extrahaltuk 24 o6ran keresztiil. A
fentiekhez hasonloan ismét egy centrifugalasi 1épés kovetkezett, majd a feliiluszot hozzaadtuk az
el6zo feliilluszohoz €és fotométerrel meghatdroztam a pigmentkivonat abszorpcidjat 534, 634 és
661 nm-en. Az antocianintartalmat a kovetkezé képlettel hataroztuk meg és mg/ml-ben
abrazoltuk (n(11)=6, 2 ism.).

Antocianin = 0,0821*Asz4 - 0,00687*Asas - 0,002423* Ase1

A SOD enzim aktivitasanak fotometrids vizsgalatara Dhindsa és mtsai. (1981) altal leirt
modszert alkalmaztuk. A felhasznalt enzimkivonathoz 250 mg ndvényi mintat dorzsoltiink el 1

ml extrahald pufferben (50 mM foszfat puffer pH 7,0, 1 mM EDTA hozzaadasaval) 10 mg
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polivinil-polipirrolidonnal. A homogenizalt novényi anyagot 9300 g-n 4 °C-on 20 percig
centrifugaltuk és a méréshez a feliiliszot hasznaltuk fel. A modszer alapjaul szolgal, hogy a SOD
enzim képes gatolni az NBT fotokémiai redukcidjat formazanna. Az enzimaktivitast
aktivitasegység/gramm friss tomegben abrazoltuk, ahol egy egység az NBT fotokémiai

redukcidjanak felét akadalyozza meg (n(111)=3, 3 ism.).

IV. 8. Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai elemzése Microsoft Excel 2010, Systat Sigmaplot 12 és
Statistica 9 programokkal tortént. A szignifikancia megallapitasara tobbek kozott Student-féle T
probat alkalmaztunk, ahol a statisztikailag jelentds eltéréseket * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <
0,001 jelolésekkel mutattuk be. Az adatok elemzése torténhetett ezen kiviil Duncant teszttel (P <
0,05), Kruskal-Wallis ANOVA segitségével (P < 0,05) és Mann-Whitney U-teszttel tortént
(*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). A grafikonokon az atlageredményeket abrazoltuk a

mintacsoportok standard hibajanak dbrazoldsaval.
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V. Eredmények

V. 1. Kiilonb6z0 szelénformakat 6sszehasonlitod kisérletek

A szelénstressz hatdsdnak elemzéséhez eldszor a felvételét kellett bizonyitani. ICP-MS
miiszerrel vizsgaltuk a B. juncea szervek szelénmennyiségét a kiilonb6z6 szelénformakkal
torténd kezelések hatasara. A szelenatkezelés koncentracio-fiiggdé modon, jelentésen novelte
minden kezelési koncentracioban a gyokér, valamint kimagasldan a hajtas szeléntartalmat. Ezzel
Osszehasonlitva, a szelenit szintén megnovelte a gyokér szeléntartalmat, de a hajtasba torténd

transzlokacioja joval gyengébb volt (8. dbra).
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8. abra Szelénkoncentraciok kiilonb6z6 szelénformakkal kezelt Brassica juncea szervekben 14 nap kezelési periodus
utan. A hajtas (a) és gyokér (b) szeléntartalma ng/g szaraz tomegben abrazolva. A kiilonb6z6 betiik szignifikansan
kiilonb6z6 adatsorokat jelentenek a Duncan teszt alapjan (n=3, P<0,05).
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A felvett szelénformak hatassal voltak a novényi novekedésre és biomassza produkciora.
A szelenatkezelés 20 uM-os koncentracioban szignifikans ndvekedést indukalt a novényi friss és
szaraz biomasszaban mindkét szervben. Ezzel szemben a két magasabb kezelési koncentracio
jelentdsen csokkentette a novények biomasszdjat gyokérben ¢és hajtasban egyarant. A
szelenitkezelés koncentracio-fiiggden csokkentette mindkét szerv friss €s szaraz tomegét, de itt

nem volt mérhetd pozitiv ndvekedési valasz a szelenattal ellentétben (9. dbra).
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9. 4bra Kiilonb6z6 koncentracidju szelénformakkal 14 napig kezelt Brassica juncea névények novekedési
paraméterei. A hajtasokrol késziilt reprezentativ fotdk (a, mérce=3 cm) hajtas (b,c) és gyokér friss tomeg (d,e),

valamint a hajtas (f,g) és gyokér szaraz tomegei (h,i). A kiillonb6z0 betiik statisztikailag szignifikansan kiilonb6z6

adatsorokat jelolnek a Duncan teszt alapjan (n=15, P<0,05).
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A ndvények toleranciaindexe - mely a fogyokér kezelés hatdsara bekovetkezd
rovidiilésébdl szamolandd - csokkent minden kezelés hatdsdra a kontrollhoz képest, bar a
csOkkenés mértéke jelentdsen kisebb mértékli szelendtkezelés esetén (10. 4bra a). A
gyOkérmerisztéma ¢letképessége hasonldan alakult, hiszen a szelenatkezelés a merisztéma
¢letképességének 17-22%-o0s csokkenését vonta maga utan, de ez nem bizonyult szignifikans
kiilonbségnek a kontrollhoz képest egyik kezelési koncentracioban sem. A szelenitkezelés 50 és

100 puM-os koncentracidoban szignifikdnsan csokkentette a novények életképességét. (10. abra
b,c).
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10. abra Kiilonb6z6 szelénformakkal, 14 napig kezelt Brassica juncea ndvények toleranciaindexe (%, a), valamint a
gyokérmerisztéma életképessége (kontroll %, b). A kiilonbdzo betiik statisztikailag szignifikansan kiilonb6z6
adatsorokat jelolnek a Duncan teszt alapjan (n=15, P<0,05). (c) Reprezentativ mikroszkopos felvételek FDA-jelolt,
kontroll és szelénkezelt Brassica juncea gyokércsucsokrol. Mérce=200 pm.

A nitro-oxidativ jelatvitel endogén molekulai kozil a NO szintje nem valtozott
statisztikailag szignifikans modon a gyokércsucsokban egyik kezelés hatasara sem (11. abra a,b).
A O7-szint szelenatkezelés hatasara szintén nem valtozott, de a 100 uM szelenitkezelés egy

jelentds novekedést okozott a Oz~ szintjében (11. abra c,d). A két molekula reakciojabol johet
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létre a ONOO", mely szelenat hatasara 50 és 100 pM-os kezelési koncentracidok esetén
statisztikailag szignifikdns modon csokkent a kontrollhoz képest, mig a szelenit terhelés
koncentraciofiiggd novekedést okozott és a két nagyobb kezelési koncentracid szignifikdnsan

megnovelte a ONOO" szintet a kontrollhoz képest (11. abra e,f,g).
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11. abra A nitrogén-monoxid (a,b), szuperoxid gydkanion (c,d), peroxinitrit (e,f) szintjének alakulasa 14 napos
szelenit- és szelenatkezelések hatasara Brassica juncea gyokerekben. A kiilonb6z6 betlik statisztikailag
szignifikansan kiilonb6z6 adatsorokat jeldlnek a Duncan teszt alapjan, mig az n.s. nem szignifikans kiilonbséget jelol
(n=10, P<0,05). (g) Reprezentativ mikroszkopos felvételek a DHR-jeldlt Brassica juncea gyokércsucsokrol.
Mérce=200 pm.

A gyokérmerisztéma glutationszintje megvaltozott a ROF metabolizmusanak valtozasaval. A

szelenatkezelés statisztikailag nem szignifikans csokkenést okozott a glutationszintben, mig a
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szelenitkezelés esetében minden kezelési koncentracidé csokkentette az antioxidans szintjét,

melyek koziil az 50 és 100 pM-os kezelés esetén statisztikailag szignifikans csokkenés volt

detektalhat6 kontroll értékekhez képest (12. abra).
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12. abra A szelenat (a) és szelenit (b) kezelést kapott Brassica juncea novények gyokér merisztémajaban detektalt
glutation mennyisége monobromobiman (MBB) festéssel kimutatva. A kiilonb6zo betiik statisztikailag
szignifikansan kiilonb6z6 adatsorokat jelolnek a Duncan teszt alapjan (n=10, P<0,05).

A nitro-oxidativ jelatvitel leggyakrabban vizsgalt fehérje szintii kovetkezménye a
proteintirozin-nitraci6 (PTN). A PTN mintazat levélben szelenat hatdsara nem valtozott
jelentdsen a nagymennyiségli akkumulalt szelén ellenére sem, mig a szelenitkezelés jelentésen
megnovekedett nitraciét okozott a kezeletlen novényekhez képest. Megvaltozott tovabba a
nitracids mintazat is, mivel két fehérjesav nitracioja csokkent, melyet fehér nyillal jeldltiink, mig
100 uM-os kezelés hatasiara egy megkdzelitéleg 60 kDa méretli ) fehérjesav is megjelent.
Gyokérben a szelenatkezelés csupan a két nagyobb kezelési koncentracio esetében novelte meg a
PTN-t a kontrollhoz képest, itt az 50 uM-os kezelés bizonyult jelentésebbnek. Szelenit esetében

minden kezelési koncentracio megndvelte a nitralt fehérjék mennyiségét (13. abra).
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13. abra Kiilonb6z6 Brassica juncea szervek proteintirozin-nitracios mintazata 14 nap, kiilonb6z6 mennyiségii és
tipust szelénnel végzett kezelés utan. A sziirke nyilak a kezelés hatdsara megnovekedett immunopozitivitast mutato
nitralt fehérjesavokat jeldlnek, mig a fehér nyilak a kezelés hatasara csdkkend nitraciot mutatd fehérjesavokat
jelolnek. A fekete nyil egy Gjonnan nitralodott fehérjesavot mutat. Kontrollként kereskedelmi nitralt borji szérum
albumint alkalmaztunk, aminek segitségével megfigyelhetd, hogy az el6hivasi reakcid hatdsara a nitralt fehérjék
kornyezetében fekete formazan rakodott le a membranon.
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V. 2. Kiilonboz06 szelénérzékenységli novénvyek 0sszehasonlitasa a

keresztesviraguak csaladjaban

Az alkalmazott masodik kisérleti rendszerben célunk volt Osszevetni két, eltéré szelén
érzékenységii, Brassicaceae csaladba tartozo novényfaj, az Arabidopsis thaliana modell, és a
Brassica juncea szelénre (7 napos szelenat kezelés) adott valaszait, kiilonos tekintettel a nitro-

oxidativ jelatvitelre.

A szelén nem esszencidlis mikroelem a magasabbrendii novények szamara, igy az el6zd
kisérleti rendszerhez hasonldan az elsd fontos vizsgdlandd paraméter a novények szelénfelvétele
volt. Az Arabidopsis thaliana és a Brassica juncea is képes volt nagy mennyiségii szelént
felvenni a gyokerébe minden kezelési koncentracid esetében, de a hajtasba torténd
transzlokacidjuk gyenge volt. Megemlitendd, hogy a legtobb szelént a 100 uM szelenittel kezelt

mustar raktarozta a gyokerében (14. abra).
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14. abra Arabidopsis thaliana (a) és Brassica juncea (b) névények hajtasanak és gyokerének szeléntartalma 7 nap
szelenitkezelés hatasara. A Duncan teszt alapjan statisztikailag kiilonb6z6 adatokat kiilon betiivel jeldltem (n=6,
P<0,05).

A felvett szelén hatéssal volt a ndvények biomassza-termelésére. A modellndvény esetében
(15. abra a,c,e) a 20 uM-0s szelenit kezelés nem okozott szamottevo valtozast egyik szervben
sem, ezzel szemben az 50 és 100 uM-0s kezelés csokkentette a hajtas és gyokeér friss tomegét, bar
statisztikailag csupan a gyokérnél volt szignifikans a valtozas. A hajtasban, bar a friss tomeg nem

mutatott szignifikdns valtozast, a levelek szaraztomege csokkent a nagyobb kezelések hatdsara.
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Indiai mustarban a hajtas esetében sem a 20 uM-0s, sem az 50 uM-o0s szelenitkezelés nem
okozott jelentds valtozast, alatimasztva a novény erdsebb stressztiirését. A gyokérrendszerben a
két nagyobb dozisu kezelés csokkentette szamottevien a biomasszat, s a szadraztomeg is csokkent

a 100 uM-os kezelés hatasara (15. abra b,d,e).
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15. abra A vizsgalt névényfajok (Arabidopsis thaliana és Brassica juncea) hajtas (a,b) valamint gyokér (c,d) friss- és

szaraztdmege 7 nap szelenit kezelés hatasara, valamint a novények hajtasarol késziilt reprezentativ fotok (mérce=2,5

cm ,e). A statisztikailag szignifikansan kiilonb6z6 adatokat kiilon bettivel jeldltiik, az alkalmazott vizsgalat a Duncan
teszt. (n=20, P<0,05)
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Ludfi esetében az fogyokérhossz koncentraciofiiggéen csokkent a kezelés hatasara, melyhez a

nagyobb kezeléseknél csokkent oldalgyokérszam is tarsult, jol dabrazolva a ndvényfaj

szelénérzékenységét (16. abra a). Ezzel szemben indiai mustarnal a 20 pM-0s kezelési

koncentraci6 pozitiv hatdsinak bizonyult, megnovelve a novények fogyokér hosszat az

oldalgyokérszam valtozasa nélkiill. A két nagyobb kezelési koncentracido csokkentette a

fogyokérhosszt és az oldalgyokerek szama enyhén megnétt (16. abra b). A gyokérmerisztéma

¢letképessége mindkét novénynél csokkent a kezelések hatdsara, kivéve az indiai mustar 20 uM-

0s kezelési koncentracidjanal, ahol kontroll kézeli maradt. Megemlitendd, hogy a 100 uM-0s

kezelés csak 50% koriili életképesség csokkenéssel jart a mustarnal, mig a 1udfii ennél

szamottevobb csokkenést szenvedett el (16. abra c,d,e).
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16. abra A vizsgalt novényfajok (Arabidopsis thaliana, Brassica juncea) fégyokérhossza, valamint az
oldalgyokérszama (a,b) 7 nap szelenitkezelés hatasara. Duncan teszttel bizonyitott statisztikailag szignifikans
adatsorokat kiilonb6z6 betiivel jeldltem (n=20, P<0,05). A gyokerek cstcsi merisztémajanak életképessége
(kontroll%, c), valamint az ezekhez tartoz6 reprezentativ, mikroszkopos fotok az FDA-festett gyokércsticsokrol
(mérce=200 pm, d,e). Az adatok Student féle T-probaval lettek elemezve, melynél a statisztikailag szignifikdnsan
kiilonb6z6 adatokat csillaggal jeldltem (n=10, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001).

A sztomamiikodés kiilonosen fontos szelénstressz esetén, hiszen nemcsak a fotoszintézishez

szlikséges gazokat biztositja, de a volatilizacioval a szeléndetoxifikacio egyik utvonala is lehet.

Ludfiiben a sztdbmaszam minden kezelési koncentracio hatdsara csokkent, mig a gazcserenyilasok
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nyitottsdga ezzel parhuzamosan jelentésen nétt (17. dbra a,c). Ezzel szemben indiai mustarnal
mind a sztdbmaszadm, mind a gazcserenyilasok nyitottsdga megndtt a kontrollhoz képest, foként a
20 és 100 uM-o0s kezelési koncentraciok esetében, ahol a kontrolltdl valo eltérés statisztikailag
szignifikans volt (17. abra b,d). A Brassica levelek esetében megfigyelt rozsaszin levélfonak is
elemzésre keriilt, s adataink alapjan ezt antocian feldusulas okozhatta (17. 4bra i,j), mely foleg az

epidermiszsejtekben volt megfigyelheto.
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17. abra Szelenittel kezelt Arabidopsis thaliana és Brassica juncea névények sztomasiiriisége (a,b) és a sztomanyilas
mérete (c,d). Bemutatd felvételek a kontroll (e) és 100 pM szelenittel kezelt Arabidopsis thaliana (f), valamint
kontroll (0 uM) (g) és 100 uM (h) kezelést kapott mustarnévények epidermisz nyuzatair6l. Az indiai mustar
leveleinek antociantartalma (i), valamint egy reprezentativ fotd, mely bemutatja a rozsaszin antocianfeldsulast a
levélepidermiszben (j). A kiilonb6z6 betiik Duncan teszt alapjan statisztikailag kiilonboz6 adatokat jeldlnek, mig az
n.s. jelolés statisztikailag nem szignifikans kiilonbségeket mutat (n=20 (a-d), n=6(i), P<0,05, mérce=50 pm).
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A novényi sejtfalnak jelentds szerepe van a nehézfémek megkdtésében, igy Osszetételét
illetve abban bealld valtozasokat megvizsgaltuk a szelénstressz hatasara. Ludfiilben a
gyokércsticsok pektintartalma csupan az 50 uM-0s kezelési koncentracional valtozott meg, ahol a
gyOkérsiiveg- €s merisztémazonakban volt egy kisebb felhalmozddas, amit a rozsaszin
elszinez6dés jelez (18. abra a). Ezzel szemben indiai mustarnal a 20 uM-0s kezelés minden
gyokérzonaban jelentésen megnovelte a pektintartalmat, de ez az 50 és 100 pM-0s kezelésnél
inkdbb az elongaciés zonara korlatozodott (18. dbra b). A ludfligyokerek kalldztartalma minden
kezelés hatasara jelentdsen megndvekedett, ezzel szemben az indiai mustar csupan a legnagyobb

kezelési koncentracio hatasara novelte meg e sejtfalalkotdé mennyiségét (18. abra c).
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18. abra Pektinakkumulacié Arabidopsis thaliana (a) és Brassica juncea (b) névények gyokércsucsaban Ruténium
vorossel kimutatva. A fehér nyilak kontroll névényekhez mérten jelentds pektin akkumulaciot jeldlnek (mérce= 150
um). A ndvényi gyokérmerisztéma kalloztartalma (c) anilinkék festékkel kimutatva. A kiilonb6z6 betiik Duncan
teszt alapjan szignifikansan kiilonboz6 adatsorokat jeldlnek (n=10, P<0,05).

A ROF és az oxidativ stresszjelatvitel jelentOs sejtélettani valtozasokat okozhat, igy ez is
vizsgalataink targyat képezte. A Oy -szint szignifikansan nétt a ludfii esetében minden kezelési

koncentracio esetében, ezzel ellentétben a mustarnal csupan a 100 uM-0s kezelés okozott jelentds

56



emelkedést (19. dbra a,b). A H20: szint szintén megvaltozott a kezelések hatasdra. Mindkét
novényfajban minden koncentracid6 H202-szint-emelkedést indukalt, mely statisztikailag
szignifikdnsnak csupdn a nagyobb kezelési koncentracioknal bizonyult (19. abra c,d). A
novények glutationtartalma ludfiinél csak a legnagyobb, mig indiai mustarnal mar az 50 uM-0s
kezelés hatdsara is csokkent, sugallva a jelentds oxidativ stresszt, mely a szelén hatasara kialakult
(19. abra e,f). A peroxidazok szerepe sokrétii a sejtfal Osszetételének befolyasolasanal, de
képesek nagy mennyiségli ROF elbontasara, igy fontos szerepiik van az oxidativ stressz esetében
is. A peroxidaz aktivitds mindkét ndvényfajban jelentdsen nott, foleg a nagyobb kezelési
koncentracioknal. Megemlitendd, hogy indiai mustarban az aktivalédas sokkal intenzivebb volt,
mint ladfiiben (20. abra ab). A lipid peroxidaci6 mindkét ndvényfajban minden kezelési
koncentracié hatdsara létrejott, ezzel is bizonyitva a novényekben lezajlo jelentds oxidativ

stresszt (20. abra c,d).
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19. abra Szuperoxid gy6kanion- (a,b), hidrogén-peroxid- (c,d) és glutationszint (e,f) Arabidopsis thaliana és
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Brassica juncea gyokerekben 7 napos szelenitkezelést kovetden. A statisztikailag szignifikans adatsorokat Duncan
teszttel vizsgaltam, és a kiilonboz6 adatsorokat kiilonboz6 bettivel jeldltem (n=10, P<0,05).
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20. abra Sejtfali peroxidazaktivitis kimutatasa pirogallollal Arabidopsis thaliana (a) és Brassica juncea (b)
gyokércsucsokban. Lipidperoxidacidé Arabidopsis thaliana (c) és Brassica juncea (d) gyokércsucsokban. Mércék=
150 um.

A RNF jelatvitele és a PTN is fontos, am szelénterhelés hatasara eddig ismeretlenek a
masodlagos stresszfolyamatok, igy vizsgaltuk az ezekben bealld valtozasokat. A NO-szint ladfi
esetében 20 és 50 pM-0s szelenitkezelés hatasara szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest,
mig a legnagyobb kezelési koncentracio kontroll kdzeli szintet eredményezett. Mustar esetében
nem voltak jelentdsebb valtozasok a NO-szintben egyik kezelési koncentracional sem (21. dbra
a,b). A ONOO-szint minden kezelési koncentracidé hatasara mindkét novényben emelkedett, s
legjelentdsebb mennyiségben mustarban volt (21. dbra c,d). A ONOO" 4ltal okozott PTN a
kontrollnovényekhez viszonyitva mindkét fajban megvaltozott. Ludfli levelében két proteinsav
nitracidja novekedett, mely legjelentdsebb az 50 uM szelenitkezelés hatasara volt. Indiai mustar
esetében hét ilyen proteinsdv volt detektalhatd, valamint Osszességében is egy jelentdsebb

nitraciorol beszélhetiink kontrollhoz képest. A ladfli és mustar gyokerében is hat proteinsav
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intenzitadsa nétt meg a kezelések hatasara, de itt is elmondhato, hogy a mustar szelenit-indukalt

fehérje nitracidja jelentdsebb volt, mint a l0dfié (22. abra).
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21. abra A nitrogén-monoxid (a,b) és peroxinitrit szint (¢,d) Arabidopsis thaliana és Brassica juncea névényekben 7
napos szelenitkezelés hatasara. A statisztikailag szignifikinsan kiilonb6z6 adatsorok mas betiivel kertiltek jelolésre

Duncan teszt alapjan (n=10, P<0,05).
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22. abra A proteintirozin-nitracié kimutatasa western blot analizissel, ahol az eléhivas soran fekete formazan
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keletkezett a 3- nitrotirozin elleni antitesttel jelolt fehérjék kozelében a membranon. A sziirke nyilak a kontrollhoz

képest er6sodo fehérjesavokat jelolnek, valamint pozitiv kontrollként nitralt borju szérum albumint hasznaltunk.
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V. 3. Kiilonboz06 szelénérzékenységli novénvyek osszehasonlitasa a csudfivek

csaladjaban

Kisérleteinket egy olyan rendszerben folytattuk, melyben szelén-hiperakkumulald
Astragalus bisulcatus és nem akkumulalo Astragalus membranaceus fajok szelenatterhelésre

adott nitro-oxidativ valaszait hasonlitottuk Ossze.

A hiperakkumulal6 ¢€s szelénérzékeny ndvények 6sszehasonlitdsdhoz elsoként sziikség volt
a szelénakkumulaciés képesség tanulmanyozasara. Mindkét ndvény képes volt felvenni a nem
esszencialis nemfémes elemet, de az A. membranaceus inkabb a gyokerében raktarozta, kevésbé
transzlokalta a sziklevelekbe, mint a tolerans hiperakkumulalé A. bisulcatus (23. abra). A szelén
képes befolydsolni mas mikroelemek felvételét. A vizsgalatok kimutattdk, hogy az A.
membranaceus-ban jelentdsen csokkent a B, Fe, Zn és Mn mennyisége a szelén kezelés hatasara,
mig A. bisulcatus-ban a mikroelem-homeosztazist kevésbé befolyasolta a szelenat. A szovetek
molibdéntartalma A. membranaceus mindkét szervében és A. bisulcatus sziklevélben is

megnovekedett a kontrollhoz képest (2. tablazat).
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23. abra Szelénkoncentraciok kiilonbozo szelénérzékenységl cstidfiifajok (Astragalus membranaceus és Astragalus
bisulcatus) gyokerében (a) és sziklevelében (b). A kiilonb6z6 betiivel jelolt adatsorok statisztikailag szignifikansan

kiiléonboz6 adatsorokat jelolnek Duncan teszt alapjan (n=3, P<0,05).
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A. membranaceus A. bisulcatus
sziklevél ayoker sziklevel gyoker
v Kontroll | 13320+ 19° | 503,80 +83° 108,23 +2.4° | 96360+257°
astartalom
'iugt-*'g szé]raz 50pMSe | 6535+0,6° | 338,81+11,3° 105,80 £ 3.4° | 1234,00 £ 14,7°
dmeg
100 pM Se | 59.81+1,6° | 358,90+ 16,3" 95,47 + 0.4° 811,70 +5,0°
. Kontroll | 10150+1.27 | 152,10 + 1,6° 73,97 £0,7° 336,00 £ 5,2°
inktartalom
(ng/g széraz | SO0pPMSe | 7218+14° | 14551 +21° 74,98 +0,6° 344,62 + 5,0°
tameg)
100 pM Se | 6554+03% | 166,93 + 6,6 7358 07" 20528 +0.4°
Mangan- Kontroll | 106,61 +0,4° | 129,63 +1,8° 102,88 + 4,0° 147,3 +2,3°
e
enaem 199l s0uMSe | 8594+07" | 7641+09° 107,86+ 0,6° | 90,08 +56°
tomeg) | 100 UM Se | 6822+11° | 60,57 +1,1° 99,92 +0,2° 96,65 + 1,8
55 Kontroll | 113,84 +07° | 5162+02° 46,26 +1,9° 4735+ 47°
Grtartalom
'iugt-*'g szé]raz 50pMSe | 5322+05° | 5155+13° 4777+0,2° 3168+21°
dmeg
100 M Se | 3961+10° | 4427+10° 4353+ 0,5° 4063 +15°
Malibdgen- | Konfrell | 587+ 008" | 2,88+0,1° 1,63+04° 3,08 +0,02°
taralom 19/ S0 uMSe | 6,80+ 0.1° | 513+0,00° 213+02° 2,24 +0,09°
tomeg) 1100 uMSe | 688 +0,09° | 502 +02° 1,04+02° 221+01°

2. tablazat Astragalus membranaceus és Astragalus bisulcatus szervenkénti Fe, Zn, Mn, B, Mo tartalma. Az adatok
ug/g szaraz tomegben vannak kifejezve, a kiillonb6z6 betiik pedig statisztikailag kiilonb6z6 adatsorokat jelentenek a
Duncan teszt alapjan. (n=3, P<0,05)

A felvett szelén és a mikroelemek homeosztazisanak valtozasa befolyasolta a ndvények

fiziologias életmikodését. A nem akkumulaldo A. membranaceus csirazasa, valamint a hajtas és

gyokeér friss tomege is szignifikdnsan csokkent a kontrollndvényekhez képest szelenatkezelés

hatasara. Ezzel szemben az A. bisulcatus csirazasa és a sziklevelek friss tomege nem valtozott

jelentdsen a kezelések hatasara. A gyokerek friss tomege csokken a kezelések hatdsara, de sokkal

kisebb mértékben, mint az A. membranaceus esetén (24. abra).
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24. abra A vizsgalt Astragalus fajok csirazasa (a), hajtas (b) és gyokér (c) friss tomege a 14 napos szelenatkezelés
hatasara. Az adatsorok 0sszehasonlitasa statisztikailag Duncan teszttel tortént, ahol a szignifikans kiilonbségeket
eltérd betiikkel jeloltik (n=15, P<0,05). (d) A 14 napos kontroll és szelenat-kezelt Astragalus membranaceus és

cre s

A novények szeléntiirésére utald toleranciaindex A. membranaceus-nal igen jelent6sen
csokkent minden kezelési koncentracid hatdsara, bizonyitva a ndvény szelénérzékenységét, mig a
tolerans A. bisulcatus statisztikailag nem szignifikdnsan, de a kontrollnal nagyobb értékeket
mutatott (25. abra a). A gyokérmerisztéma-sejtek életképessége jelentésen csokkent mindkét
kezelési koncentracidé hatasara A. membranaceus-nal, mig a tolerans ndvényfaj csak a nagyobb
dozist szelenatkezelés hatdsara szenvedett szignifikdns csokkenést. Megemlitendd, hogy a két
moddon, és mindkét kezelési koncentracional a tolerans faj mutatott magasabb életképességet (25.

abra b,c).
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25. abra A kontroll és szelén-kezelt Astragalus membranaceus és Astragalus bisulcatus szelén toleranciaindexe (a)
mely a szelén-indukalt f6gyokér rovidiilésbol szamolhatd. A kiilonbdzo betiik statisztikailag kiilonb6z6 adatsorokat
jeldlnek Duncan teszt alapjan (n=10, P<0,05). A merisztémasejtek életképessége (kontroll %, b) és reprezentativ
fotok (c) az FDA-jelolt gyokércsucsokrol (mérce=500 pm). Az adatsorok elemzése Student féle T-probaval tortént,
n.s.-el pedig a nem szignifikans kiilonbségeket jeldltiink (n=15, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001,).

A tapasztalt morfologiai és novekedési valtozasok egylitt jarhatnak a gyokér szoveti
szerkezetében és a sejtfalak Osszetételében bealld valtozasokkal. A gyokér atmérdje az €rzékeny
fajnal nem valtozott a kezelések hatisara, mig a tolerans fajnal a nagyobb kezelési koncentracid
hatdsara gyokérvastagodast figyeltem meg (26. dbra a). A fobb régiok a gydkéren beliil
kiilonbozoképp alakultak a két fajban. 50 pM-0s kezelés hatasara A. membranaceus-ban a kortex
és sztéle vastagsaga is megndtt kontrollhoz képest, érdemes megfigyelni, hogy a gyokér
Osszesitett atmérdjét ez nem ndvelte meg annyira, hogy a teljes atmérd is szignifikdnsan
novekedjen, mig 100 pM-0s kezelés hatdsara a kortex vastagsidga enyhén novekedett a sztéle

atméréje pedig szignifikansan csokkent. A. bisulcatus-ban a kisebb kezelési koncentracio
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hatdsara a kortex vastagsaga enyhén megnovekedett, mig a sztéle ezzel parhuzamosan kissé
csOkkent atmérében, mig a nagyobb kezelés mindkét gyokér régid vastagsaganak novekedését
indukalta (26. abra b,c). Az érzékenyebb faj sejtfalaiba jelentds mennyiségii kall6z rakodott be a
szelénkezelések hatasara, ezzel szemben a tolerans fajban ez statisztikailag szignifikans modon
csokkent a kontrollhoz képest (26. abra d). A lignin €s szuberin berakddasa a sejtfalban szintén
védelmi szerepet lathat el. Festéssel lathatova téve mindkét faj szallitoedényeiben volt jelentds
mennyiségl lignin, valamint a kezelések hatasara A. membranaceus-ban az exodermiszben, mig
A. bisulcatus-ban az exo- és endodermiszben is jelentésen megndvekedett a lignin és szuberin

mennyisége (26. abra e).
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26. abra Az Astragalus fajok (Astragalus membranaceus és Astragalaus bisulcatus) teljes gyokér- (a) és kozponti
henger atmérdje (c) valamint a kortex szélessége (b). A kallézberakodas anilinkék festékkel lett vizsgalva és kontroll
szazalékban keriilt abrazolasra (d). Az azonos fajon beliili adatsorok statisztikai kiilonbségeit Kruskal-Wallis
ANOVA segitségével mutattunk ki (n=6, P<0,05), mig az azonos szelén koncentracidval kezelt, kiillonb6z6
novényfajok adatainak 6sszehasonlitisa Mann-Whitney U-teszttel tortént (n=6, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001,
n.s.- nem szignifikans). A gydkerek lignin- és szuberinszintjének vizsgalata Auramin O festéssel tortént (e), ahol a
fehér nyilak xilém nyalabokat, mig a vords nyilak az endo- vagy exodermiszt jelolik (mérce=100 um).
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A Oz mennyisége az ¢érzékeny faj gyokerében és hajtasdban is igen jelentdsen
megemelkedett a kontrollhoz képest, mig ezzel szemben a tolerans faj sziklevelei mutattak csak
Oz -akkumulaciot a legnagyobb kezelési koncentracid hatasara (27. ébra a,b,c). A NAPDH-
oxidaz aktivitaisa mindkét novényfajban minden kezelés hatasara megnodvekedett a kontrollhoz
képest, de megemlitendd, hogy 1) izoenzimek aktivalédasa csupan az érzékeny faj gyokerére volt
jellemz6 (27. dbra d). A SOD-aktivitas az érzékeny ndvényfajban mindkét szervben novekedést
mutatott a kezelések hatasara, ezzel ellentétben a hiperakkumulald fajnal csupan a gyokérben
lathattunk aktivalodast a kontrollhoz képest (27. abra e,f). Az érzékenyebb faj szikleveleiben 6
kiilonbozé SOD izoformat detektaltunk (MnSOD I, Fe SOD LII, Cu/Zn SOD I-11I), melyek koziil
a kisebb kezelési koncentracié jelentdsen megemelte 6t izoforma aktivitasat. Ezzel szemben a
tolerans faj szikleveleiben két Cu/Zn SOD izoforma aktivitdsdt nem lehetett kimutatni, és a
szelén hatasara is csak enyhe aktivitas novekedést mutattak. A gyokérben A. membranaceus-nal
¢és A. bisulcatus-nal is négy izoformat kiilonboztethettink meg, melyeknek emelkedett az

aktivitasa a kezelések hatasara (27. dbra g).
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27. abra A szuperoxid gyokanion metabolizmusa Astragalus fajokban 14 nap szelenatkezelés hatasara. Szuperoxid
gyokanion szint a gyokérben (a,b) DHE festéssel vizualizalva (n=10, mérce= 500 um), hajtasban (c) NBT festéssel
kimutatva, mely a molekulaval reagéalva kékes szinné valik (mérce =1 cm). A Oy keletkezésért felelés NADPH-
oxidaz enzim aktivitasa nativ gélben vizsgalva (d), ahol a fekete nyilak jel6lik a kiilonb6z6 izoenzimeket, csillaggal
kiemelve az jonnan megjelent izoenzimeket. A teljes SOD aktivitas gyokérben (e) és sziklevélben (f) (n=3). Minden
adatsort Duncan teszttel hasonlitottunk 6ssze és a statisztikailag szignifikansan kiilonb6z6 adatokat kiilonb6z6
betiikkel jelsltiik (P<0,05). A SOD enzim kiilonb6z6 izoenzimeinek aktivitasa nativ gélben (g).

Az érzékenyebb A. membranaceus gyokerében és szikleveleiben is megnétt a NO szint,
ezzel szemben a tolerans ndvényfajban csupan a sziklevelekben volt kimutathato szelén-indukalt
novekedés (28. abra a,b,c,d). A ONOO" tartalom a kisebb kezelési koncentraci6 hatdsara megndtt
az érzékeny novényfaj gyokerében, valamint mindkét szelénkoncentracié nagymértékben novelte
a ONOO" szintet a sziklevélben. Ezzel szemben a tolerans A. bisulcatus gyokerében és hajtasaban
is inkabb enyhén csokkent, vagy kontroll kdzeli ONOO" szintrdl beszélhetiink (29. abra a,b,c,d).

A novények GSNO-szintje mind gyokérben, mind sziklevélben csokkent, kivéve az érzékeny
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novényfaj szikleveleit ahol koncentraciofiiggd novekedést lathatunk (30. abra a,b,c,d). A GSNOR

enzim felelés a GSNO bontasaért, mely a tolerans novényfaj mindkét szervében csokkent

aktivitast mutatott a szelenat hatdsara, mig az érzékeny gyokerekben kontroll kozeli aktivitassal

rendelkezett. Erdemes megemliteni, hogy 50 pM-0s szelenat kezelés indukélta az enzimet A.

membranaceus esetén a kontrollhoz képest (30. abra €).
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28. abra A nitrogén-monoxidszint kontroll és szelenatkezelt Astragalus membranaceus és Astragalus bisulcatus
gyokerében (a) és sziklevelében (c). Minden adatsort Duncan teszttel hasonlitottunk ssze és a statisztikailag
szignifikansan kiilonb6z6 adatokat kiilonbozé betiikkel jeloltem (P<0,05). DAF-FM DA-val jelolt gyokércsucsok

(b) és sziklevél keresztmetszetek (d) (mérce= 500 pm).
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29. abra Peroxinitrit-szint kontroll és szelenatkezelt Astragalus membranaceus és Astragalus bisulcatus gyokerében
(a.) és sziklevelében (c). Minden adatsort Duncan teszttel hasonlitottunk Gssze és a statisztikailag szignifikdnsan
kiilonboz6 adatokat kiilonb6z6 betiikkel jeloltiik (P<0,05). DHR fluoroforral jelolt gyokércsticsok (b) és sziklevél

keresztmetszetek (d) (mérce= 500 pm).
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30. abra A GSNO-szint kontroll és szelenat-kezelt Astragalus membranaceus és Astragalus bisulcatus gyokerében
(a) és sziklevelében (c). Minden pixel intenzitas érzéket Duncan teszttel hasonlitottunk Gssze a statisztika
kiilonbségek megallapitasahoz, melyet kiilonboz6 betiivel jeloltiink (n=5-6, P<0,05). Anti-GSNO immunjeldlt
gyokércsucsok (b) és sziklevél keresztmetszetek (d) (mérce=200 um). (€) A GSNO-reduktaz enzim aktivitasa nativ
gélben.

Immunfluoreszcencidval kimutatisra keriilt a nitrdlt proteinek gyokéren beliili
lokalizacidja. Az érzékenyebb A. membranaceus esetén jelent6s nitraciot lathatunk, mely
gyOkérben és hajtasban is intenziv minden szdvetben, bar ki kell emelni a szallitonyaldbok igen
erds jelét mindkét szervben. Ezzel szemben a tolerans A. bisulcatus gyokerében lathatdo csak
intenzitasnovekedés a szelenatterhelés hatasara, azon beliil is a kdzponti henger és exodermisz
régiokban, mig a sziklevelek csokkent nitracidoval rendelkeznek a kontrollhoz képest (31. dbra

a,b,c,d).
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31. abra In situ proteintirozin-nitraci6é gyokérben (a) és sziklevélben (c) 14 napig szelenattalkezelt Astragalus
membranaceus és Astragalus bisulcatus névények esetében. Az adatsorok dsszehasonlitasara Duncan tesztet
hasznaltunk, a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket pedig kiilonb6z6 betiikkel jeldltiik (n=5-6, P<0,05) A
szoveti metszeteket bemutatd példafotokon (c,d) is megfigyelhetd a szallitonyalabok kitiintetett szerepe mindkét
szervben.

Western blot analizissel tanulméanyozhaté a ndvényi szervek nitracidés mintdzata. Az
érzékenyebb novényfaj esetében a sziklevélben 6t jol elkiilonithetd savban, valamint
Osszességében is megnd a nitralt proteinek mennyisége, mig ezzel szemben a tolerans
novényfajban egy Uj nitralt fehérjesavtol eltekintve nincs jelentds valtozas. A gyokérben a
tolerans novényfajban ismét enyhe valtozast tapasztalhatunk néhany csokkend nitracioji
fehérjesav képében, ezzel ellentétben az érzékeny novényfajban 2 sdvnak erdsodik a nitracioja,
valamint tobb Gjonnan megjelend fehérjesavot is lathatunk, mely jelentds nitrozativ stresszre utal

(32. abra).
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32. abra Proteintirozin-nitracio kimutatasa western blot analizissel 14 napig szelenattal kezelt Astragalus
membranaceus és Astragalus bisulcatus novényekben. A membranon az el6hivaskor fekete szinii formazan

keletkezik minden 3-nitrotirozin elleni antitesttel jelolt fehérjesavnal, amit a pozitiv kontrollként alkalmazott nitralt
borju szérum albumin jol szemléltet. A sziirke nyilak a kezelés hatadsara megndvekedo nitracios intenzitasti savokat, a

feketék Gjonnan megjelent sdvokat, mig a fehérek csokkend nitracioji savokat jeldlnek.
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V1. Ertékelés

V1. 1. Kiilonboz6 szelénformakat 6sszehasonlitd kisérletek

Az irodalmi adatokhoz hasonléan (Sharma és mtsai., 2010) az indiai mustar képes volt
felvenni és felhalmozni szoveteiben a szelént mindkét szelénformaval torténd kezelés esetén. A
szelén akkumulécioja a gyokérben magas volt, mig a hajtasba torténd transzlokacié gyér volt,
hasonléan a mar leirt eredményekhez (Hawrylak-Nowak és mtsai., 2015). Az egyik lehetséges
magyarazata a kismértéki transzportnak a szerves szelénformak keletkezésében keresendd. A
szelenit konnyen beépiil szerves molekulakba, melyek gyors keletkezése mar jol dokumentalt (de
Souza és mtsai., 1998; Zayed és mtsai.,1998). A szelendt ezzel szemben jO transzlokdcios

értékekkel rendelkezett a hajtds irdnydba, mely enyhén csokkentette a gyokér

crer

A szeléntobblet kihatott a novények biomassza-termelésére. A szelenatkezelés esetében a
20 pM-os koncentracié pozitiv hatdssal birt a novekedésre, mely az irodalom alapjan
valdszintileg a szelén stresszenyhitd tulajdonsagainak tudhat6 be (Djanaguiraman és mtsai., 2010;
Garcia-Banuelos és mtsai., 2011; Kaur és mtsai.,, 2014; Hawrylak- Nowak és mtsai., 2015;
Ebrahimi ¢és mtsai., 2015; Hajiboland ¢és Keivanafar, 2012). Pozitiv hatast ellenben nem lehetett
megfigyelni a szelenitkezelés esetében. A nagyobb kezelési koncentracid hajtas- és
gyokérnovekedés-gatlasa mindkét szelénformanal 1étrejott, de a szelenit toxikusabbnak bizonyult
mind a hajtasban, mind a gyokérben, bizonyitva az irodalmilag is igazolt jelentdsebb toxicitasat
(Hawrylak-Nowak és mtsai., 2015). A toleranciaindex és biomassza-csokkenés hatterében
részben a gyOkérmerisztéma életképességének csokkenése allt, mely hasonléan az irodalmi
adatokhoz (Smith és Watkinson, 1984) jelentésebben csokkent a toxikus szelenit hatasara, mint a
kevésbeé toxikus szelenat kezelés esetében. A toxicitasbeli igen jelentds kiilonbségek hatterében
részben az all, hogy a szelenit sokkal gyorsabban 1ép reakcioba aminosavakkal és épiil be a

fehérjékbe, mint a szelenat (Lyons és mtsai., 2005).

A ndvekedésen kiviil a szelénkezelés hatassal van a metabolizmusra, melybdl kiemelten
fontos a ROF- és RNF-metabolizmus esetiinkben. Munkacsoportunk mar igazolta a szeléntobblet
indukald hatasat a nitro-oxidativ stresszre (diszkutalva Kolbert és mtsai., 2016 altal), melynek
egyik kozponti molekuldja a NO. A NO-szint emelkedését mar dokumentaltak szelénkezelés

75



hatasara borsoban (Lehotai és mtsai., 2016b) és mezei mustarban (Chen és mtsai., 2014), mig
szelenitkezelés ludfii gyokerekben nitrat-reduktaz-fiiggetlen NO csokkenést eredményezett
(Lehotai és mtsai., 2016a). Kisérleteim folyaman az indiai mustarban egyik kezelés sem okozott
jelentésebb NO szint valtozast, mely igazolja a NO metabolizmus fajszintli kiilonbségeit
szelénstressz esetében. A Oz mennyisége irodalmi adatok szerint emelkedik szeléntobblet
hatdsdra (Tamaoki és mtsai., 2008; Freeman ¢és mtsai., 2010), melyet a jelenlegi kisérleti
rendszereinkben csupan a magasabb szelenitkezelés igazolt. A szelén egyik pozitiv hatdsa, az
antioxidans kapacitas, jol megfigyelhet6 a 20 pM-os kezelési koncentracié esetében, melyet az
irodalom is széleskortien dokumentalt (Xue €s mtsai., 2001; Djanaguiraman és mtsai., 2010;
Ekanayake és mtsai., 2015; Bachiega és mtsai., 2016). A ONOO", mely a O2~ és NO reakciojabol
keletkezik, igen er6s makromolekula modositd hatassal bir (Arasimowicz-Jelonek és Floryszak-
Wieczorek, 2011), igy mennyisége utal a nitro-oxidativ stressz erdsségére. A szelenatkezelés
hatasara csokkent a mennyisége a gyOkérmerisztémaban, melynek hatterében az aktivalddo
lebonto folyamatok allnak. A szelenit nagyobb koncentracioi emelték a ONOO"™ szintet, mely
szintén igazolja a toxicitasbeli kiilonbséget a két szelénforma kozott. A ndvényi fejlodés és
abiotikus stressz rezisztencia egyik kozponti molekuldja a glutation (Gill és mtsai., 2013). A
szelén-indukalt redukaltglutation-csokkenés széleskorlien leirt az irodalomban (Van Hoewyk és
mtsai., 2008; Tamaoki és mtsai., 2008; Hugouvieux €s mtsai., 2009; Freeman ¢és mtsai., 2010;
Dimkovikj és Van Hoewyk, 2014). A mustar esetében a szelenat egy enyhe csokkenést
eredményezett csak, mig a szelenit jelent6sen csokkentette a redukalt glutation szintet. A szelenit
képes reakcioba 1épni a redukalt glutationnal szeleno-diglutationt létrehozva, mely kozben az
oxidativ robbanashoz hozzéajarulé O~ gydkanion keletkezik (Wallenberg és mtsai., 2010). A
proteintirozin-nitracido egyike a legaltalanosabb nitro-oxidativ makromolekula modositasoknak,
mely fiziologias koriilmények kozatt is jelen van (Corpas és mtsai., 2009; Chaki és mtsai., 2009,
2015). A ndvényi szervek kozott jelentds kiilonbségek vannak a nitraciés mintazatban (Corpas és
mtsai., 2009, Lehotai és mtsai., 2016a), mely a kisérletek folyaman is megfigyelheté volt. A
szelenatkezelés enyhe nitraciosmintazat-erdsodést okozott mindkét szervben, s bar ez hatassal
lehetett az aktiv protein poolra, a novények szamara kevésbé volt hatranyos. A szelenitkezelés
ezzel ellentétben hajtasban megvaltoztatta a ndvények nitracids mintazatat (0j nitralt fehérjesavok
jelentek meg), mely hozzéjarulhat e szelénforma jelentdsebb toxicitasahoz. A gyokérben, bar a

nitracidosmintazat nem valtozott, de a nitracié mértéke jelentdsen emelkedett. A ndvényi proteinek
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inaktivacidja nitracion keresztiil egy igen érzékeny folyamat, igy ennek jelentds valtozasai, akar a

szelenit esetében, erds toxicitasra engednek kdvetkeztetni.

V1. 2. Kiillonboz6 szelénérzékenységil novények osszehasonlitasa a

keresztesviraguak csaladjaban

A szelenitkezelés hatasara mind a Brassica juncea, mind pedig az Arabidopsis thaliana
felvette és akkumulalta szoveteiben a szelént, de ebben jelentds kiilonbségek mutatkoztak a két
faj kozott. Ludfithajtasban a szelén mennyisége a kontroll kb. 28-szorosa, 125 szorosa és 300-
szorosa volt a 20, 50 és 100 uM-0s kezelések esetén. Ez igen jelentés novekedés, mely
gyokérben is jellemzd volt, hiszen a kontroll gyokerek szelén tartalmanak 70-szeres, 128-szoros
¢s 220-szoros értékei alakultak ki ugyanezen kezelések hatasara. Ezzel Osszehasonlitva, a
fiatalabb mustarnovények a hajtasukban kisebb (19-szeres, 26-szoros és 68-szoros), gyokeriikben
pedig a ludfiiénél kissé magasabb (57-szeres, 133-szoros és 264-szeres) akkumulécios értékeket
mutattak. A rossz transzlokacio mindkét fajban magyarazhat6 a szelén aminosavakba, névlegesen
szelenometioninba torténé beépiilésével (Zayed és mtsai., 1998). A felvett szelenit a legkisebb
kezelési koncentracid esetében egyik novénynél sem okozott kontrolltol statisztikailag
szignifikansan eltérd biomassza-produkciot. Ludfiinél az 50 és 100 pM-os kezelések is jelentds
friss és szaraz tomeg csOkkenést okoztak mind a hajtasban, mind a gyokérben, mig ezzel
szemben az irodalom szerint (Zhang és mtsai., 2006; Harris és mtsai., 2014) toleransabb
ndvényfaj csupan a nagyobb kezelés hatdsara mutatott szamottevé csokkenést. A f6gydkérhossz
50%-o0s csokkenéséhez 120 ng/g szaraz tomeg szelén kellett Iudfiinél, mig az indiai mustar,
bizonyitva toleranciajat, 250 pg/g szaraz tomeg mellett mutatta ugyanezt a valaszt. A
gyokérmorfologia is megvaltozott. Az Arabidopsis gyokerei 20 pM kezelés hatasara tobb
oldalgyokeret novesztettek, ellensilyozva a kissé csokkent f6gydkérhosszt, mig a nagyobb doézist
kezelések hatdsara az oldalgyokérszam és fogyokérhossz is jelentdsen csokkent. A magyarazat
erre a gyokérmerisztéma életképességében keresendd, hiszen minden kezelés jelentdsen
csokkentette azt, bizonyitva a ndvény érzékenységét a szelénstresszel szemben, melyet mas
munkak is dokumentéltak mar (Lehotai és mtsai., 2016a). A mustar fdgyokérhossza megnétt a

kontrollhoz képest a 20 uM szelenit hatasara, melyhez a kontrollhoz viszonyitva valtozatlan
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¢letképesség tartozott, alatamasztva a szelenit pozitiv hatasat kis mennyiségben. A f6gyokérhossz
csOkkenését csupan a 100 uM-os kezelés esetén figyeltilk meg, de mindkét magasabb kezelési
koncentraci6é novelte az oldalgydkerek szamat, a ndvény igy probalta toleralni a szelénstresszt
(Zhang és mtsai.,, 2007; Tamaoki és mtsai., 2008; Freeman és mtsai., 2010). A fogyokér
merisztémajanak ¢életképessége jelentdsen csupan a két nagyobb kezelési koncentracid hatasara
csokkent, de a redukcié mértéke elmaradt a ludfii életképesség-csokkenésétdl. A novekedési
adatok és a merisztéma-¢letképesség jelentdsen csokkent a ndvényekben a szelenitkezelés

hatasara, s jol példazza a két faj kozotti relativ toleranciakiilonbséget (Schiavon és Pilon-Smits,
2017).

A fajok kozotti szeléntolerancia kiillonbségében az eltérd szovet- és sejtszintli detoxifikacids
mechanizmusok lehetnek felelosek. A szelénvolatilizacid bizonyitott a keresztesviraguak
csaladjaban, s az indiai mustar képes 60 pg/g friss tdmeg szelén volatilizasara naponta 40 uM
szelenitkezelés hatasara (Van Huysen és mitsai., 2003). Ez a jo hatékonysagu volatilizacios
képesség a kisérleteimben is igazolhato volt a 20 és 100 uM kezelések hatasara megndvekedd
sztomaszammal és nyitottsaggal. Az érzékenyebbnek bizonyuld6 modellnvény bar fokozta a
gazcserenyildsok nyitottsdgdt, de a szamuk jelentdsen csokkent, igy az Osszesitett
sztdmakonduktancia feltehetéleg nem valtozott sokat. Az irodalomban talalhato adatok szerint is
novényfaj-fliggd a volatilizacios képesség, hiszen szelénkezelés hatdsira a sztdmakonduktancia
megndtt dohdnyban (Jiang €és mtsai., 2015) €és takarmanylucerndban (Hajiboland és mtsai., 2015),
mig csokkent uborkaban (Haghigi és mtsai., 2016) és kukoricaban (Jiang és mtsai., 2017). Terry
¢és mtsai. (1992) kimutattak, hogy a levél szeléntartalma és a volatilizacidé kozott kapcsolat van,
de a szerves szelénformak hatdsmechanizmusa a sztbmamozgasra mindmaig ismeretlen. A hajtas
szeléntarolasdban szerepet jatszanak az epidermiszben 1év0 raktarozo sejtek (Freeman €s mtsai.,
2006, 2010), melyekben a kisérletemben antocianakkumulaciot tapasztaltam. Az irodalom
szintén beszamol antocianfelhalmozddasrél (Hawrylak-Nowak, 2008; Liu és mtsai., 2017), de a
hattérben két folyamat is lehet: az antocianmolekulak képesek fémek vagy a szelén megkdotésére,
igy védelmi szerepiik lehet (Winkel-Shirley, 2002). A masik magyarazat pedig az, hogy a szelén
megzavarja a foszfor metabolizmusat a ndvényeken beliil (Li és mtsai., 2008), melynek hidnya
antocianfelhalmozddassal, igy lilulassal jar. A masik jelentds szeléndetoxifikalasi ut a sejtfalban
torténd megkdotés és kompartmentalizacio. A sejtfalak pektintartalma képes fémek megkotésére,

igy megeldzve a citoplazméba jutdsukat (Polec-Powlak ¢€s mtsai., 2007; Douchiche és mtsai.,
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2010; Hossain és mtsai., 2006). Az érzékenyebb ludfiibben a pektintartalom csupan egyetlen
kezelésnél novekedett meg, mig ezzel szemben a tolerans novényfaj mindhdrom kezelésnél
jelentdsebb novekedést mutatott, mely alatdmasztja a pektin nehézfémek és nemfémek elleni
tolerancidban betoltott szerepét (El-Moneim és mtsai., 2014). Erzékeny novényfajokban
dokumentaltak a nehézfémek hatasara akkumulalodo kallozt a gyokerekben (Llugany €s mtsai.,
1994; Pirselova és mitsai., 2012), melyhez hasonléan a ludfii is jelentds kall6zmennyiséget
halmozott fel. A kall6z megvastagitva a sejtfalat képes géatolni a fémek citoplazméba jutasat
(Kartusch, 2003), de akkumulacioja gatolhatja a plazmodezmak miikodését megzavarva a sejtek

kozotti kommunikaciot, igy hozzajarulva a ndvekedésgatlashoz (Zavaliev €és mtsai., 2011).

A szeléntobblet prooxidansként viselkedhet és felborithatja a ROF természetes
metabolizmusat (Van Hoewyk, 2013). Kisérleteink soran mind a Oz7-szint, mind a H20-szint
jelentdsen valtozott a két novényfajban, kivaltképp a 100 uM-os kezelési koncentracio hatdsara.
Az irodalmi adatoknak ezek megfelelnek, hiszen kiilonb6z6 ndvényfajokban és szervekben
leirtdk mar ezt a folyamatot (Tamaoki és mtsai., 2008; Freeman ¢és mtsai., 2010; Lehotai és
mtsai., 2012, 2016a, 2016b; Chen és mtsai., 2014; Dimkovikj és Van Hoewyk, 2014). Az egyik
legfobb antioxidans, a glutation mennyisége is megvaltozott a kezelések hatasara, mely az
irodalomban is jol dokumentélt (Tamaoki és mtsai., 2008; Freeman és mtsai., 2010; Lehotai ¢€s
mtsai., 2011; Dimkovikj és Van Hoewyk, 2014). Az el6zdéekben leirt reakcio, miszerint a
szelénnel szeleno-diglutationt (Terry és mtsai., 2000; Schiavon és Pilon-Smits, 2017) alkot, itt is
fontos szerepet jatszhat, kivaltképp hogy a redukaltglutation-csokkenés jellemzdbb a tolerdns
fajra. A sejtfali peroxidazok szerepe sokrétli, de legtobbszor a sejtfali oxidacios reakcidkért
feleldsek. A tolerans mustar minden kezelés hatdsara aktivalta a sejtfal-asszocialt peroxidazokat,
ezzel szemben az érzékeny novényfajban csak a két nagyobb dozis okozott valtozast. Az altaluk
szintetizalt hosszu szerves fenolok hozzdjarulnak a sejtfal rigiditdsdhoz (Cosgrove, 1997), mely
részben felelds lehet a gyokérnovekedés gatlasaért. A lipidperoxidacio az egyik legelfogadottabb
markere az oxidativ stressznek (Pompella és mtsai., 1987), amely soran az ROF-k karositjak a
membranok tobbszordsen telitetlen zsirsav-oldallancait, reaktiv aldehideket eredményezve
(Hartley és mtsai., 1999). A specifikus festés alapjan kijelenthetd, hogy a ludfiiben mar a kisebb
koncentracioju kezelések is jelentds oxidativ stresszt eredményeztek, mig a tolerdns

ndvényfajban csak a legnagyobb kezelési dozis okozott lipidperoxidaciot a gyokerekben.
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A ROF mellett a szeléntdbblet hatassal van az RNF metabolizmusra is. A NO-szint
novényfajonként eltéréen alakul szelénterhelés hatdsdra, mivel a bors6 és mezei mustar
novényekben ndvekvd mennyiséget mutattak ki (Lehotai és mtsai., 2016b; Chen és mtsai., 2014),
mig a ladfii csirandvényeknél lecsokkent a molekula szintje (Lehotai és mtsai., 2016a). A
ludfiiben a két kisebb kezelési koncentracid az irodalom alapjan vart eredményt adta, mig a
tolerans novényfajban nem valtozott jelentésen az NO-szintje. A csdkkenés hatterében Lehotai és
mtsai. (2016a) szerint feltehetden a citokininakkumuléaci6 allhat, de kisérleteink soran ezt nem
vizsgaltuk. A ONOO™-szint megemelkedett mindkét faj gyokerében, de érdemes megemliteni,
hogy a kontrollhoz viszonyitott novekedés jelentésebb volt az érzékeny ndvényfajban, igy
feltételezhetd, hogy a toxicitdsi mechanizmusok koz¢ tartozik. A ONOO™ PTN-t okoz, mely bar
mindkét novényfajban létrejott, a toleransabb mustarnovények jelentGsebb nitraciosmintazat-
erésodést szenvedtek el, mint a ladfli. Mivel a nitrozativ stressz sok egyéb makromolekula-
modositast is magaba foglal, valamint a nitracidval inaktivalt fehérjék sem ismertek esetiinkben,
igy adataink alapjan kijelenthetd, hogy a nitracio, bar kapcsolodik a szelénstresszhez, de a szelén

toxicitasaért nem Onalldan felelOs.

V1. 3. Kiillonboz6 szelénérzékenységil novények osszehasonlitasa csudfiivek

csaladjaban

Az Astragalus membranaceus és az Astragalus bisulcatus is képes volt nagymennyiségi
szikleveleiben bar megnétt a szelén mennyisége minden alkalmazott szelenatkezelés hatasara, de
az A. bisulcatus szikleveleiben az akkumulacio tobb, mint hétszerese volt a masik fajnak. Az A.
bisulcatus szelén-hiperakkumulalé tulajdonsaga igy kiséreteinkben is bizonyitast nyert,
kivaltképp, ha megfigyeljik az igen jonak mondhaté 3.,8-szoros hajtas/gyokér szelén-aranyt
(Freeman ¢és mtsai., 2010). Az A. bisulcatus alap szeléntartalma is magasabb volt a kinai
csiidfithoz képest, valamint a sziklevelekben felhalmozott 1800 pg/g szaraz tomeg is alatimasztja
felboritja méas nyomelemek homeosztazisat (Pazurkiewicz-Kocot €s mtsai., 2003; Filek és mtsai.,
2010; Zembala ¢és mitsai,, 2010), mely itt is megtortént. Az érzékenyebbnek bizonyuld
novényfajban a Mn, Fe, Zn és B koncentracidja is csokkent a kontrollhoz képest, mig ilyet a

tolerans novényfajban nem tapasztalhatunk. A felvett szelén csokkentette az A. membranaceus
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csirazasat, fogyokérmegnyulasat és gyokér biomassza-termelését koncentracio-fiiggdé modon,
mely hasonlé az irodalmi adatokhoz (Tamaoki és mitsai., 2008). A csokkent fogyokérhossz €s
biomassza-produkcid hatterében részben egy jelentdsen csokkent gyokérmerisztéma-életképesség
all, mely alatamasztja a novény jelentds szelén-érzékenységét. Ezzel ellentétben az A. bisulcatus
csupan a 100 pM-os kezelés hatdsara szenvedett enyhe gyokérbiomassza- és merisztéma-
¢letképesség csokkenést, de ezek messze elmaradtak az érzékeny ndvényfaj valaszaitdl. Az
eredményeink is aldtdmasztjdk, hogy a hiperakkumuldlé novényfajok jelentds toleranciaval
rendelkeznek, de ez nem a felvett elem kizarasan alapul (Mehdawi és Pilon-Smits, 2012). Az A.
bisulcatus esetében, a szelenocisztein-metiltranszferaz (SMT) enzim igen jelentésen hozzajarul a
tolerancidhoz, mivel képes annak megel6zésére, hogy a keletkezd szelenocisztein fehérjékbe
¢épiiljon be (Neuhierl és Bock, 1996). Irodalmi adatok alapjan a fémek akkumulécioja kihat a
gyokerek vastagsagara (Arduini és mtsai., 1995; Maksimovi¢ és mtsai., 2007; Potters és mtsai.,
2007). Az érzékeny novényfaj gydkere vastagabb volt, mint a tolerdns ndvényé, melyet részben a
vastagabb kortex magyaraz. Az A. bisulcatus a 100 uM-os kezelés hatasara megnovelte mind a
kortex mind a sztéle vastagsagat, s ezt a toleranciamechanizmust mar megfigyelték mas
hiperakkumulalé névényeknél is (Li és mtsai., 2009). A sejtfalosszetétel megvaltozasa klasszikus
stresszvalasz nehézfémstressz esetében, ilyen a kallozszintézis (Kartusch, 2003; Feigl és mtsai.,
2013) vagy az exodermalis szuberinberakodas (Dalla Vecchia és mtsai., 1999; Rahoui és mtsai.,
2017). Az érzékeny novényfaj a sejtfalaiban mindkét sejtfalelvaltozast mutatta, mig ezzel
szemben kallozszint-novekedést nem lehetett megfigyelni a hiperakkumuléld ndvényeknél.
Erdemes azonban megemliteni, hogy az A. bisulcatus nem csupan az exodermiszben, hanem az
endodermiszben is jelentds szuberint halmozott fel a kezelések hatasara, mely hozzjarulhat a

szeléntolerancidhoz (Vaculik és mtsai., 2012).

Az oxidativ stressz eldidézése egyike a szelén toxicitdsi mechanizmusainak (Van Hoewyk,
2013), s az irodalom szamos helyen dokumentalta a modosult Oz 7-szintet (Tamaoki és mtsai.,
2008; Freeman és mtsai., 2010; Chen és mtsai., 2014; Dimkovikj és Van Hoewyk, 2014), mely az
érzékeny A. membranaceusndl is megfigyelhetd. A novényben a szelénkezelés megndvelte a
NADPH-oxiddz enzimek aktivitasat, kivaltképp gyokérben, ahol 1) izoenzimeket is
megfigyeltiink. A SOD aktivitdsa minden izoforméaban s mindkét szervben nétt a kontrollhoz
képest, de ez nem volt képes megakadalyozni az oxidativ robbanast. Mas hiperakkumuldlokban

leirtdk mar az antioxidans védelmi rendszer fontossagat (Freeman és mtsai., 2010) az oxidativ

81



stressz elleni védekezésben, s a mi eredményeink is alatdmasztjak ezt. A hiperakkumulald A.
bisulcatus-ban legtobbszor kontrollkozeli maradt a O27-szint. A NADPH-oxidazok aktivalodtak,
de ezzel parhuzamosan a Cu/Zn SOD aktivitasa is megndvekedett, mely ezt képes volt lebontani
a O27-1, megvédve a sejteket az oxidativ karosodasoktol, valamint nem szabad elfeledni, hogy a
hiperakkumulalok szerves szelénformakként taroljak a szelént, igy csokkentve a hatasat az
oxidativ folyamatokra (Schiavon €s Pilon-Smits, 2017). Szamos publikacié bemutatta mar a
szelénérzékeny novényfajok NO-szintjének novekedését (Lehotai és mtsai., 2016b; Chen és
mtsai., 2014), mely szintén megfigyelhetd az kisérleteinkben 50 uM szelenatkezelés hatasara. A
NO-termelés novekedéséért részben a nitrat-reduktazt teszik feleldssé, mely foleg gyokérben, de
kisebb mértékben hajtasban is szerepet jatszik az NO szintézisben (Zhang ¢és mtsai., 2016). A
szelén-indukalt NR aktivitasnovekedést mar feltételezték (Rios és mtsai., 2010), s ennek
hatterében a molibdénkoncentraciéo novekedése allhat (Shinmachi és mtsai., 2010; Yu és mtsai.,
2010), mely esetiinkben is megfigyelhetd volt. A nitro-oxidativ stressz sulyossagat jol tiikkrozi a
ONOO" molekula szintje (Arasimowicz-Jelonek és Floryszak-Wieczorek, 2011), mely az
esetiinkben az érzékeny novényfajnal emelkedik csupan meg a szelenat hatasara. A 100 uM-0s
kezelés hatasara gyokérben megfigyelheté hirtelen ONOO™-szint-csokkenést valdsziniileg egy
aktivalodo lebontd mechanizmus okozhatja. A GSNO mennyiségét névényi szovetekben harom
folyamat befolyasolja: spontan NO-felszabaditas, GSNOR altal katalizalt redukcid és
transznitrozilacid mas proteinekkel (Begara-Morales és mtsai.,, 2018; Lindermayr, 2018). Az
érzékeny novényfaj gyokerében csokkent a GSNO mennyisége, amiért a GSNOR aktivitas lehet
felelds, mig ezzel szemben a jelentés GSNOR aktivitds sem volt képes lebontani a termel6dd
GSNO mennyiséget a sziklevelekben. A. bisulcatus esetében mindkét szervben csokkent a
GSNO mennyisége, de a csokken6 GSNOR aktivitds helyett inkabb a transznitrozildcios
folyamatok erdsodését feltételezhetjiik. Sziklevelekben az NO-szint kisebb emelkedése inkabb a
spontan NO felszabaditasi reakciok lejatszodasara utal. A proteintirozin-nitracid mindkét
novényben jelen volt kontroll koriilmények kozott, s a kezelések hatasara A. membranaceus-ban
jelentdsen megnovekedett mindkét szervben. Megemlitendd, hogy a gydkérben ujonnan
megjelent nitralt proteinsavok igen erds stresszre engednek kovetkeztetni, hiszen az aktiv protein-
pool jelentés valtozasat mutatjadk. A tolerans ndvényfaj fizioldgids nitroproteomja kezelés
hatasara a gyokérben eltlind sdvokat eredményezett, melyet feltételezhetden a nitralt proteinek

proteoszomalis lebontasa okozott (Castillo ¢s mtsai.,, 2015). A tolerans ndvényfaj
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kontrollkoriilmények kozott jelentdsebb GSNO-tartalommal és nitroproteommal rendelkezett,
mint az érzékeny novényfaj, igy feltételezhetd, hogy ezek jobb szabalyozasa hozzdjarulhat a

szeléntolerancidjahoz.

VI. 4. Osszesitett konkl(zid

Az irodalom széleskortien foglalkozott mar a szelénstressz hatasaval és az ezek mogott allo
molekularis hattérfolyamatokkal, de a masodlagosan jelentkezd nitro-oxidativ stressz €¢s RNF
molekuldk metabolizmusa kevéssé vizsgalt, kapcsolatuk a szeléntoleranciaval alig ismert. Az
eredményeink megerdsitik az irodalmi adatokat, miszerint a szelén felvétele és hajtasba torténo
transzlokaciéja mindharom, altalunk alkalmazott kisérleti rendszerben megtorténik, bar
mértéke a szelénformaktdl és a novényfajtol fliggden kiillonbségeket mutat. A kiilonbségek a két
toleransnak mondhato novényfaj, a Brassica juncea ¢és az Astragalus bisulcatus
Osszehasonlitdsakor még egyértelmiibbek, hiszen a tolerdns indiai mustar a hajtdsaba kevés
szelént akkumulal, mig ezzel szemben a tolerans hiperakkumulalé A. bisulcatus inkébb a
szikleveleibe transzportalja a szelént. Eredményeink az irodalommal egybehangzoan arra utalnak,
hogy a novekedési paraméterek és a gyokérmerisztéma életképessége a szelénérzékenységgel
szorosan Osszefiigg. Elsoként figyeltiik meg, ezért Uj eredménynek szdmit, hogy a kiilonb6zd
detoxifikacids tolerancia mechanizmusok koziil a sejtfalban gyorsan szintetizalhatd
kallozfelhalmozodas jellemzé az érzékeny Arabidopsis thaliana-ra és A. membranaceus-ra,
mig a tolerans Brassica juncea és Astragalus bisulcatus inkabb pektint és szuberint épitenek
be a sejtfalba, valamint a volatilizacio is inkabb itt volt megfigyelhetd. Mivel ismert a
kallozbeépiilés szimplasztikus transzportot, ezaltal pedig novekedést gatlo hatasa, elképzelhetd,
hogy az érzékeny fajokban a kall6z megjelenése részben oka lehet a jelentds novekedésgatlasnak.
A nehézfémmegkotd kapacitassal rendelkezd pektin  és szuberin felhalmozodasa a
szeléntolerancidval fligghet Ossze. A rendelkezésre 4ll6 irodalomi adatokat megerdsitik az
eredményeink, miszerint a silyosabb oxidativ stressz a szeléntoxicitas egyik
hatasmechanizmusa. Az irodalom kevésbé vizsgalta az RNF formak metabolizmusat, igy a
kutatds soran a szeléntolerancia €s nitrozativ stressz kozotti 0sszefliggéseket kerestiik, és ezzel

kapcsolatos eredményeink a nemzetkozi irodalomban ujnak szamitanak. A NO, mivel sok
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intracellularis folyamat befolydsolja a szintjét 6sszességében inkabb fajfiiggd valaszt mutat, S a
szintjében bekdvetkezd szelén-indukalt valtozasokat nem lehet kozvetleniil a tolerancidhoz kotni.
A peroxinitrit ellenben, mely a nitro-oxidativ stressz egyik legfébb molekulaja, a toxikus
szelénkoncentraciok hatasara akkumulalodott a novényekben, igy ez a molekula szorosan
kapcsolhatd a szeléntoxicitashoz. A beldle kiindul6 PTN kapcsolata a szelénstresszel igy
kiemelten fontos. A kezelés hatasara wjonnan megjelené nitralt fehérjesavok a
szelénérzékeny, erds stressznek Kitett novényekben detektalhatéak, melynek kdvetkezménye
feltehetben a fehérjék inaktivacidja. Ezzel szemben a tolerans novényekben megfigyelt
csokkenoé nitracioju fehérjesavok proteinlebonté folyamatok aktivalodasat feltételezik,
melyek akar a szelenoproteineket is detoxifikalhatjak, igy elsegitve a szeléntlirést. A
kontrollnovényben is jelenlévd, a kezelés hatasara er6sddo nitracid dsszefliggése a toleranciaval
nem egyértelmii, ezt minden ndvényfajban a fiziologids nitroproteom tiikrében kell vizsgélni, s
ahhoz viszonyitani az kezelt novényeket. Eredményeink alapjan az elmondhaté, hogy a
tolerans novényfajok plasztikusabban képesek kezelni az RNF-metabolizmust ¢és
feltételezhetéen jobban tiirik a fehérjenitraciot, ami hozzajarul a toleranciahoz. A
kiilonb6zé novényfajokban lejatszodod folyamatokat egy sematikus dbran foglalom &ssze (33.

abra).

A kisérletek soran a proteintirozin-nitracido ¢€s szelénstressz kozotti kapcsolat néhany
aspektusat sikeriilt részletesen felderiteniink, mely irodalmilag 1j adatnak szamit. Nem szabad
azonban eltekinteni a nitrozativ stresszben szerepet jatszd mas makromolekula-modositasoktol
sem, mint a fehérje-S-nitrozilacio, lipid- és nukleinsav-nitracid, melyek hatasat a legfrissebb
kutatasok bizonyitottdk novényekben. A szeléntoxicitds €s nitro-oxidativ stressz kapcsolatanak

teljes felderitéséhez e folyamatok vizsgalata elengedhetetlentil sziikséges lesz a jovoben.
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Szelenit és érzékeny novényfajok Szelenat és tolerans novényfajok

Se Se

Megkﬁ tés a Trans?l{’)kacm a
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s€) volatilizdcié
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\ felborulisa /

PTN PTN

Ionhom.
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Fehérjebontas
Szamottevo szelén- l

toxicitas (nov. gatlas) Enyhe toxicitas

NI TPAN /

33. abra A kiilonb6zé mértéki szeléntoxicitas hatterében allo folyamatok sematikus vazlata eredményeink alapjan. A
feliratok nagysaga abrazolja a folyamat intenzitasat a sejtben. A teljes leiras a szovegben megtalalhatd. Az abran
hasznalt roviditések: reaktiv oxigénformak (ROF), reaktiv nitrogénformak (RNF), proteintirozin-nitracié (PTN).
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VIIl. Koszonetnyilvanitas

Elséként szeretném megkdszonni témavezetémnek, Orddgné Dr. Kolbert Zsuzsannanak az
elmult évek alatt nyujtott felbecsiilhetetlen segitségét. A szakmai tapasztalata s tuddsa
nélkiilozhetetlennek bizonyult a kutatéi palya megkezdésében. Hala neki, szamos lehetdséget
kaptam hazai és nemzetk6zi konferencidkon vald részvételben, valamint szamos dijat is
elnyertem. Kival6 munkajat ¢kesen bizonyitja, hogy az elmult évek soran szdmos publikacio
megsziiletésében vehettem részt. Oszintén koszondm a rengeteg munkat, id6t és tiirelmet, melyet
ram aldozott az elmult idészak folyaméan!

Koszonetet mondanék Dr. Fehér Attila Tanszékvezetd egyetemi tanarnak, hogy lehetdséget
teremtett a Novénybiologiai Tanszék munkéjaba vald bekapcsolddashoz, s hogy biztositotta a
dolgozat kisérleteihez a sziikséges kornyezetet. K&szondm tamogatiasat €s bizalmat, mely
hozzajarult a doktori munkam megsziiletéséhez.

Szeretném megkdszonni a SZTE Reaktiv Nitrogénforma jelatviteli kutatdcsoport
valamennyi jelenlegi s multbéli tagjanak, hiszen segitségiik ¢és tamogatasuk nélkiil nem johetett
volna létre a dolgozat. Kiemelném koziiliik Dr. Feigl Géabort, aki rendithetetlen kitartassal tanitott
be a modszerekre minden hibam ellenére, melynek héala egy modszertanilag szertedgazo
dolgozatot készithettem. Koszonetet mondanék Dr. Sz6lldsi Rékanak a mikroszkdpos mintdk
elokészitésében nyujtott segitségéért. Halasan koszonom Kapasné Torok Eva faradhatatlan
munkajat, melynek hala a kisérleteket elvégezhettem. Koszonet illeti a szakdolgozoimat, Trifan
Vandat, Szabd Zsuzsannat ¢s Kéri Krisztinat, hogy segédkeztek a kisérletek elvégzésében.

Szeretném megkdszonni Dr. Orddg Attilanak a ndvények iiltetésében és az induktiv
csatolasu plazma tomegspektrometrids vizsgalatokban nytjtott odaadé munkajat.

Koszonetet mondanék a Novénybiologiai Tanszék valamennyi jelenlegi és multbéli
munkatarsanak, hiszen odaadd tamogatasuk ¢és segitségiik nélkiil nem johetett volna létre a
dolgozat.

Ko6szonet illeti az SZTE Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékének munkatarsait, akik
az elemtartalom analizissel nagy segitségemre voltak a munkam soran.

S végiil, de nem utols6 sorban, haldval tartozom mindazon szeretteimnek és barataimnak,

akik tAmogattak az évek soran, s mellettem alltak az életem ezen szakaszaban.
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IX. Osszefoglalok

IX. 1. Magvar nvelvi

Kisérleteink soran a kiilonboz6 érzékenységii novényeket vettetiik ala szelén kezelésnek,
hogy felderitsiik a tolerancia hatterében allo folyamatokat. A vizsgalatok soran dsszehasonlitottuk
az Brassica juncea, Arabidopsis thaliana, Astragalus bisulcatus és Astragalus membranaceus
novényfajokat. A ndvények kezelése torténhetett szelenittel vagy szelenattala kisérleti rendszertol
fliggden. Alkalmazott modszereink kozé tartozott a névények névekedésének, biomasszajanak és
morfologidjanak  monitorozdsa, az ¢letképesség, sejtfalvaltozasok és  sztdmavalasz
tanulmanyozasa, a ROF ¢és RNF metabolizmus valtozasainak valamint a proteintirozin

nitracidénak a kimutatasa.

Kisérleteink soran a kovetkez6 megallapitasok sziilettek:

I. Bar nem esszencialis nyomelem szdmukra, minden vizsgalt novényfaj képes volt
nagy mennyiségii szelén akkumulacidjara. A két szelénforma koziil a szelenat
rendelkezett magasabb transzlokacios ratdval, mely mindharom kezelt ndvényfajban
megfigyelhetd. A felvett szelén hatassal volt az érzékeny Astragalus faj novények
mikroelem-haztartasara, hiszen a fontos tipelemek metabolizmusa, mint a vas, a cink, a
mangan, a bor és a molibdén megvaltozott.

Il. A felvett szelén koncentraciotol fiiggden kihatassal volt a novények novekedésére €s
biomassza-produkcidjara. A kisebb kezelési koncentracio tobb kisérleti rendszerben is
pozitiv hatdsti volt. Osszességében elmondhatd, hogy a szelénérzékeny névények
(Arabidopsis thaliana és Astragalus membranaceus) novekedését jelentésen gatolta a
kezelés, melyhez szamottevéen csokkent toleranciaindex ¢és gyokérmerisztéma-
¢letképesség is tarsult. A tolerans és/vagy hiperakkumulalé novények (Brassica
juncea és Astragalus bisulcatus) novekedése csupan a nagyobb szeléndézis hatasara
valtozott, melyhez egy bar csokkent, de az érzékeny ndvényfajokéndl magasabb

¢letképesség tarsult. A hajtdsban a szelén akkumulacidja nem véltoztatta meg jelentdsen

cres
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Il. A gyokérnovekedés csokkenésének hatterében részben a toleranciamechanizmusok
koz¢ tartozo sejtfalmodosulasok is allhattak, hiszen a sejtfal valtozasai megndvelhetik a
rigiditasat. A szelénérzékenyebb novények sejtfalaban kallozszintézis tortént a
kezelések hatasara, melyet a tolerans ndvényfajok nem mutattak. Ezekben a
novényfajokban a sejtfalba lignin épiilt be és megvaltozott a pektineloszlas, mely
elésegithette a novények tolerancidjat. A szelén-kezelt indiai mustar levelei nagyszdmau,
enged kovetkeztetni.

IV. A szelén prooxidansként viselkedett a legtobb kisérleti rendszerben, de ennek
mértéke a novényfajok kozott eltérd volt. A kezelés megvaltoztatta a Oz~ és H202
szinteket, de a valtozasok az érzékeny novényfajokban jelentdsebbek voltak, mint a
toleransaknal. Az oxidativ karosodasok koziil a lipidperoxidéacio is ezt bizonyitotta. A
kiilonbség hatterében az ROF metabolizmusdhoz kothetd enzimek és antioxidansok
eltéré viselkedése allhat. A O -termel6 NADPH-oxidaz aktivitasa az érzékenyebb
novényekben szamottevoen valtozott, valamint uj izoenzimek is aktivalodtak. A
kioltasért felelés SOD enzim aktivitasat szintén befolydsolta a szelén, valamint az
izoformai eltéré mértékben aktivalodtak. Osszességében a SOD-aktivitas a tolerans
novényfajokban volt magasabb a kisérletek folyaman. A sejtfali peroxidazok
aktivitdsa is jelentdésebb volt a tlird ndvények gyokerében. A glutationtartalom
novényfajonként eltérd valaszt mutatott: ludfiiben kiss¢ megemelkedett, majd a
legnagyobb kezelés csokkentette a szintet, mig az indiai mustarban a koncentracio-
fliggden csokkent, de ennek mértéke kisebb volt, mint a ludfiiben.

V. A RNF homeosztazisa szintén megvaltozott a szelénkezelés hatasara. A NO-szint
nem valtozott jelentésen sem a szelénformakat Osszehasonlitdo kisérletben sem a
keresztesvirdguak csaladjaban. A csiidfiiveket vizsgalo kisérletben az érzékenyebb A.
membranaceus mindkét szervében megndvelte a NO-szintet, mig a hiperakkumulalo A.
bisulcatus csak a hajtasaban. Az ebbdl keletkez6 ONOO™-szint szorosan kapcsolédott
a szeléntoxicitaishoz. Minden szelénérzékeny novényfajban emelkedett a szintje,
valamint a toxikusabb szelénforma, a szelenit is jelentdsen novelte. A GSNO-szint s
metabolizmusa szintén valtozott. A csiidfiivek csaladjdban minden kezelési

koncentracio jelentdsen csokkentette a szintjét, kivéve az A. membranaceus sziklevelet,
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ahol ezzel ellentétesen, egy koncentracio-fliggd nodvekedés volt megfigyelhetd. A
bontasaban szerepet jatszo enzim, a GSNOR aktivitas csokkent az A. bisulcatus-ban,
mig A. membranaceus-ban az aktivitas enyhén nétt levélben.

VI. A peroxinitrit képes megvaltoztatni a fehérjék ativitasat tirozinnitracion keresztiil,
melyet a nitrozativ stressz biomarkereként is alkalmaznak. A szelenit jelentdsen
megvaltoztatta a noévények nitracios mintaztatat a szelenattal Gsszehasonlitva,
hajtdsban maga a mintdzat is valtozott az Ujonnan megjelent és csokkend nitracidju
savokkal, mig gyokérben csupan egy Osszesitett nitracidos mintdzat er0sodés figyelhetd
meg. A ludfii és indiai mustar Kisérleti rendszerben mindkét novényfajban
megnovekedett a nitracié intenzitasa, de 0j nitralt fehérjesavok nem jelentek meg. A
csudfiivek csaladjaban az A. membranaceus-ban jelentés nitraciés valtozasok
keletkeztek, szamos 0j sav jelent meg a gyokerekben, mig ezzel ellenétben az A.
bisulcatus-ban inkabb a nitracidé csokkenésérdl beszélheziink, mivel egyes fehérjesavok
nitracidja jelentésen csokken. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a fehérjék
nitracioja és a szelén toxicitas kozott szoros kapcsolat van, valamint a tolerancia egyik

mechanizmusa a modositott fehérjék lebontasa.

Kisérleteink soran sikeriilt fényt deriteni a szeléntoxicitas egy kevésbé vizsgalt
hattérfolyamatara, a nitro-oxidativ stresszre. A kiilonb6zd ndvényfajokon és szelénformakkal
végzett kisérletek tobb szempontbol is bizonyitottdk a folyamat jelentdségét stressz soran, az
eredmények pedig betekintést nyljtanak az igen Osszetett abiotikus stressz védelmi reakciokba,

valamint a ROF és RNF homeosztazisaba is.

Mivel az irodalom szdmaéra 0j eredményekrdl van szo, igy véleményem szerint a munkdm
elésegitette a nitro-oxidativ stresszfolyamatok jobb megértését. Nem szabad azonban elfeledni,
hogy mas RNF-fliggd makromolekula moddositasok (pl. lipid ¢és nukleinsav nitracid) is

torténhetnek, igy a jovOben ezek vizsgalata is megalapozott.
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IX. 2. English summary

In the course of my PhD studies | have been studying the background effects of selenium
toxicity on different plant species. The research has been conducted using three experimental
designs: in the first Indian mustard (Brassica juncea) was treated with different selenium forms
to evaluate the differences in toxicity. In the second, two plant species were compared:
Arabidopsis thaliana as a model plant and Brassica juncea as a heavy metal tolerant plant.
Experiments were continued on selenium hyperaccumulator Astragalus bisulcatus and sensitive
Astragalus membranaceus. Methods included growth parameters and biomass measurements,
microscopic analysis of cell wall, stomatal responses, meristem viability, reactive oxygen- and
nitrogen species. As a biomarker of nitro-oxidative stress, protein tyrosine nitration was

visualized using immunohistochemistry and western blot.

The research data can be summarized as follows:

I.Selenium is a non-essential micronutrient for plants; however, as the effect of the
treatments all plant species were capable to accumulate it. Selenate had much larger
translocation rate, than selenite, most likely due to its slower metabolism and
incorporation in seleno-amino acids in roots. The accumulated selenium disturbed the
homeostasis of micronutrients, notably iron, zinc, manganese, boron and molybdenum in
sensitive Astragalus plants.

I1.The accumulated selenium changed the growth and biomass of plants. Small amounts
of selenium could be beneficial, and in tolerant plant species, like Indian mustard and
Astragalus bisulcatus it had beneficial effects on growth. Compared to this, selenium
sensitive plants (Arabidopsis thaliana and Astragalus membranaceus) showed
diminished growth and biomass, accompanied by the significant decrease in cell
viability and tolerance index. Tolerant plant species suffered slight growth reduction in
response to high concentrations of selenium. These plants showed milder reduction in
meristem cell viability compared to other species. It is notable, that despite the large
amount of accumulated selenium in the shoot, no visible symptoms like necrosis or

chlorosis appeared on leaves.
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I11.Plant tolerance and detoxification mechanisms include alterations in cell wall structure
and composition. Sensitive plant species synthetized callose in response to selenium
stress, which was not observable in tolerant species. The latter species altered the
amount of lignin and pectin in the cell walls, probably effectively alleviating the
effects of stress. Selenium-treated Brassica juncea leaves contained increased number of
opened stomata suggesting Se detoxification via volatilization.

IV.As other abiotic stresses, also selenium can disturb the natural homeostasis of reactive
oxygen species (ROS), resulting in oxidative signal transduction and oxidative
macromolecule damage. Treatments altered the levels of Oz~ and H20: in all plant
species, compared to control. These changes were more intense in sensitive species,
resulting in increased macromolecule damage. Lipid peroxidation was used as a marker
to evaluate ROS-induced macromolecule damage, and selenium increased it in a
concentration dependent manner. NADPH oxidase is capable of producing large
amounts of O27, resulting in an oxidative burst. In Astragalus membranaceus, treatments
increased the activity of NADPH oxidase and several new isoenzymes were activated.
Superoxide radical is quenched by SOD. In almost all plant species and experimental
systems, changes in SOD activity were remarkable, especially with respect of the
isoenzymes. Even if the total SOD activity was similar to control, the activity of SOD
iIsoenzymes changed significantly in response to selenium. Cell wall peroxidases were
also induced in response to the stress. Glutathione levels were altered in both
Arabidopsis and Brassica juncea.

V.The homeostasis of reactive nitrogen species (RNS) has been less examined in selenium
stress compared to the oxidative counterpart. In our study, NO levels were control-like
in species of Brassicaceae family and increased in sensitive A. membranaceus.
Moreover, A. bisulcatus cotyledons showed an increase in NO levels, but in roots no
significant differences were detected. Peroxynitrite production was associated with
selenium toxicity in all three experimental designs. In Astragalus membranaceus, a
significant concentration-dependent ONOO™ accumulation was observable contributing
to selenium toxicity. Selenite treatment significantly increased ONOO" levels compared
to selenate, where no notable differences were detected. S-nitrosoglutathione is a mobile

NO storage being capable of nitrosative signalization in plant cells through
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posttranslational protein modifications. The levels of GSNO decreased in both organs
of A. bisulcatus as the effect of selenium, in contrast cotyledons of A. membranaceus
accumulated GSNO. Decomposition of GSNO is catalyzed by GSNOR enzyme. Its
activity decreased in A. bisulcatus, in contrast A. membranaceus showed slightly
increased GSNOR activity in the cotyledons.

VI.Protein tyrosine nitration is widely used as a biomarker of nitro-oxidative stress. To our
understanding nitrated proteins are most likely inactivated, resulting in damage to the
active protein pool. Selenite more intensively increased protein tyrosine nitration
compared to selenate. In shoot, newly appeared nitrated protein band was observable in
response to selenite treatment. Both Arabidopsis thaliana and Brassica juncea showed
selenium-triggered increase in protein nitration, without significant changes to the
pattern itself. Astragalus membranaceus suffered intense nitration, with several newly
appeared nitrated protein bands on the membrane, suggesting a significant stress. The
hyperaccumulator A. bisulcatus managed to decrease the number of nitrated protein
bands, most likely via proteosomal degradation of malformed proteins. It is important to
note that proteolysis could contribute to selenium tolerance by degradation of
nonspecific selenoproteins. Our resulst suggest that protein tyrosine nitration and
nitro-oxidative stress strongly contribute to selenium toxicity, supporting the
importance of nitrosative posttranslational modifications in plant defense reactions.

Using different experimental designs and multiple examined species | demonstrated the
importance of the process during stress and the results provide insight into the highly complex
abiotic stress responses as well as the ROS and RNS homeostasis.

These data are new in international literature, and in my opinion those contributed to the better
understanging of nitro-oxidative stress processes in plants. However, we should keep in mind that
other RNS-dependent macromolecule modifications (e.g. lipid and nucleic acid nitration) may be

involved, therefore their investigation is well-founded in the future.
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