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Bevezetés 

Az elmúlt évtizedekben a különböző antropogén tevékenységek, mint az ipar, 

mezőgazdaság vagy közlekedés nagymértékben megnövelték a környezetbe kikerülő 

nehézfémek és más elemek mennyiségét. A felszíni vizek és talaj ilyen szennyezése eddig 

kevésbé vizsgált környezeti problémákhoz vezet, melyek jelentős hatással lehetnek az élő 

szervezetekre. Ilyen ritkább elemek közé tartozik a szelén is, mely bár hazánkban a talajokban 

kis mennyiségben fordul csak elő, de a fent említett hatások gyorsan megváltoztathatják a 

mennyiségét a környezetben, ami káros hatással van az élő szervezetekre.  

A szelén egy nemfémes elem, mely a magasabbrendű növényeken és néhány 

baktériumon kívül esszenciális az élőlények számára. A szelén a környezet minden közegében 

megtalálható, s habár nem esszenciális, a növényekben mégis megtalálható. Felvétele a kén és 

foszfor transzportereken keresztül történik, s a kén metabolizmus útvonalán épül be szerves 

molekulákba. A szelén kis mennyiségben pozitív hatással bír a növények fejlődésére s 

növekedésére, dokumentált stresszenyhítő és antiszeneszcens hatással bír. Nagy 

mennyiségben káros hatással rendelkezik, melyeknek a legfőbb háttérfolyamatai a nem 

specifikus szelenoproteinek keletkezése, a szénmetabolizmus felborulása, hormonháztartás 

zavarai, képes befolyásolni más tápanyagok mennyiségét és újabban a nitro-oxidatív stresszel 

is kapcsolatba hozták.  

A nitro-oxidatív stressz a reaktív oxidénformák (ROF) és reaktív nitrogénformák 

(RNF) hatásait összesítő fogalom. A legtöbb abiotikus és biotikus stressz befolyásolja a két 

molekulacsalád keletkezését és kioltását, mely felborult metabolizmushoz vezet. A 

másodlagos stresszfolyamatok legtöbbször makromolekula módosításon keresztül hatnak, 

mely az ROF esetében a lipid peroxidáció, míg a nitrozatív jelátvitel a makromolekulák 

nitrációját és nitrozilációját okozhatja. A proteintirozin-nitráció az egyik legfőbb biomarkere a 

nitro-oxidatív stressznek, mely legtöbbször inaktiválja a fehérjét így befolyásolva a protein 

poolt. Előző kutatások már kimutatták a nitro-oxidatív stressz létrejöttét szelén többlet 

hatására, de a kapcsolata a szelén toxicitással és az RNF-metabolizmus mélyebb 

feltérképezése még feltáratlan területek.  
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Célkitűzés 

Az előzetes kutatási eredményekben felmerült, hogy a szelén toxicitás és a nitro-

oxidatív jelátvitel egymással kapcsolt folyamatok. A vizsgálatok kezdetekor ellenben még 

ismeretlen volt a nitro-oxidatív stressz és szelén kapcsolatának háttere, valamint a RNF-

metabolizmusának változásai. Ebből adódóan a kutatás során a szelén terhelés hatását 

vizsgáltam három eltérő nevelési rendszerben. A kísérleti rendszerekben összehasonlítottam a 

különböző szelénformák toxicitását eltérő szeléntoleranciájú növényfajok esetében. A vizsgált 

növényfajok a modellnövény lúdfű (Arabidopsis thaliana), a fitoremediációs és 

mezőgazdasági szempontból jelentős indiai mustár (Brassica juncea), a gyógyászatban 

használt kínai csüdfű (Astragalus membranaceus) és a szelén hiperakkumuláló Astragalus 

bisulcatus voltak.   

Munkám során a következő kérdésekre kerestem a választ: 

1. Milyen mértékű az eltérő szelén toleranciájú növények szelénfelvétele, ez hogy 

oszlik el a különböző szervek között és létrejön-e jelentős akkumuláció a 

vizsgált növényfajokban? 

2. A különböző dózisú szelénkezelés hogyan hat a növények fejlődésére és 

növekedésére? 

3. Milyen a vizsgált növényfajok szelén tűrése, és milyen tolerancia 

mechanizmusok aktiválódnak a szelénkezelés hatására? 

4. Változik-e a ROF- és RNF- metabolizmus a kezelt növények esetében, 

létrejön-e a nitro-oxidatív stressz? 

5. Létezik-e összefüggés a szelén tolerancia vagy toxicitás és a nitro-oxidatív 

stressz között a vizsgált növényfajokban? 
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Anyagok és módszerek 

A növényi anyag és nevelési körülmények: 

 Vizsgálataimat három kísérleti rendszerben folytattam, melyek különböző 

szemszögből vizsgálták az szelén terhelés hatásait. 

 Az első kísérleti rendszerben a vizsgált növényfaj az indiai mustár (Brassica juncea 

L. Czern. cv. Negro Caballo), itt a növények nevelése levegőztetett Hoagland tápoldaton 

történt, a kezelés pedig 0 (kontroll), 20, 50 vagy 100 µM nátrium-szelenitet (Na2SeO3) vagy 

nátrium-szelenátot (Na2SeO4) volt.  

A második kísérleti rendszerben a nehézfémtoleráns indiai mustár (Brassica juncea L. 

Czern, cv. Negro Caballo) és a növénybiológia legfontosabb modellnövénye, a lúdfű 

(Arabidopsis thaliana L. Heynh, Columbia-0) került összehasonlításra, az előző rendszerhez 

hasonlóan a nevelés Hoagland tápoldaton történt. A kezelés 0 (kontroll), 20, 50 vagy 100 µM 

nátrium-szelenittel történt (Na2SeO3), melyet a tápoldaton keresztül juttattunk a rendszerbe.  

A harmadik nevelési rendszerben a szelénérzékeny Astragalus membranaceus L. 

Fisch, Bunge és a szelén-hiperakkumuláló Astragalus bisulcatus L. Hook, A. Gray volt a 

vizsgálat tárgya. A növények nevelése 0,8 % agart tartalmazó feles Murashige-Skoog 

táptalajon történt steril körülmények között, a kezelés pedig 0 (kontroll), 50 vagy 100 µM 

nátrium-szelenát (Na2SeO4) volt.  

A növények ellenőrzött körülmények között nevelkedtek minden kísérleti rendszerben: 

150 µmol m
-2

 s
-1

 fényintenzitás, 12 órás nappali és 12 órás sötét periódus, 55-60% 

páratartalom, 25+2 °C hőmérséklet. 

 

Csírázás biomassza produkció és sztómaműködés vizsgálata: 

A növények növekedésének és fejlődésének becsléséhez megállapítottuk a növények 

friss és száraz tömegét, a főgyökérhosszt és oldalgyökérszámot. Csüdfüvek esetében vizsgálat 

tárgyát képezte a csírázási százalék, valamint a keresztmetszeteken a gyökér és 

szövetcsoportok szélessége is. A sztómák sűrűsége és nyitottsága mikroszkóppal lett 

vizsgálva.  

 

Elemtartalom analízis: 

 A növények által felvett szelén és más mikroelemek mennyiségét ICP-MS (Agilent 

7700 Series, Santa Clara, USA vagy Thermo Scientific XSeries II, Asheville, USA) 

állapítottuk meg. 
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Mikroszkópos technikák: 

 A gyökércsúcsok vizsgálata minden esetben ~0,5 cm hosszú gyökérszegmenseken 

történt, amelyekből módszerenként legalább 10 került festésre. Az immunjelölések és az 

Auramin O festés gyökérkeresztmetszeteken történt, mely 4%-os paraformaldehidben fixált 

100 µm vastagságú vibratómmal készült metszeteken történt.  A mikroszkópos vizsgálatok 

minden esetben Zeiss Axiowert 200M inverz mikroszkóppal (Carl Zeiss, Jena, Németország) 

történtek, amihez egy digitális kamera csatlakozik (Axiocam HR, HQ CCD, Carl Zeiss, Jena, 

Németország). A fluoreszcens képek értékelése Axiovision Rel. 4.8 szoftverrel történt, a 

mérést pedig 100 µm átmérőjű körökben a gyökérmerisztémán végeztük. Az alkalmazott 

festékeket és hozzá tartozó filtereket a következő táblázat foglalja össze: 

Vizsgált molekula Festékanyag Puffer Mikroszkópos filter 

Pektin Ruténium vörös Desztillált víz fénymikroszkópia 

Sejtfali peroxidázok Pirogallol 10 mM foszfát puffer fénymikroszkópia 

Lipid peroxidáció Schiff reagens K2S2O5 fénymikroszkópia 

Életképesség FDA 10/50 mM MES/KCl Zeiss Filter 10 

Kallóz Anilinkék Desztillált víz Zeiss Filter 49 

Lignin és szuberin Auramin O 10 mM Tris-HCl Zeiss Filter 9 

NO DAF-FM DA 10 mM Tris-HCl Zeiss Filter 10 

ONOO
-
 DHR 123 10 mM Tris-HCl Zeiss Filter 10 

O2
.-
 DHE 10 mM Tris-HCl Zeiss Filter 9 

H2O2 Amplex Red 
50 mM Na-foszfát 

puffer 
Zeiss Filter 20 

Glutation MBB Desztillált víz Zeiss Filter 49 

GSNO Antitest TBSA-BSAT Zeiss Filter 10 

3-nitrotirozin Antitest TBSA-BSAT Zeiss Filter 10 

 



5 
 

Western blot és natív gélelektroforézishez kapcsolt módszerek: 

A növényi proteinkivonat készítéséhez a növényi biomassza kétszeres mennyiségű 

extrakciós pufferrel lett homogenizálva, majd a felülúszót proteázinhibitor-koktéllal kezeltük, 

s ezt használtuk fel a további módszerekhez.  

A proteintirozin-nitráció vizsgálatához a proteinkivonat 12% SDS gélelektroforézissel 

került elválasztásra, majd a fehérjéket PVDF membránra transzfereltük. A blokkolást 

követően a proteintirozin-nitráció kimutatása 3-nitrotirozin (nyúlban termelt, 1:2000) elleni 

antitesttel történt. A detektáláshoz alkalikus-foszfatáz kapcsolt másodlagos antitesttel 

(kecskében termelt, 1:10000) jelöltük a membránt, majd NBT/BCIP előhívási reakcióval 

tettük láthatóva a fehérjéket.  

A NADPH-oxidáz enzim aktivitását a növényi proteinkivonat 10%-os natív 

poliakrilamid gélelektroforézissel történő szétválasztását követően vizsgáltuk. Az elválasztott 

gélt NBT és NADPH tartalmú reakció pufferbe helyeztük, így az enzim aktivitása lila szín 

formájában jelent meg a gélen.  

A SOD izoformáit és aktivitását szintén hasonló módon futtattuk meg, majd a gél 

először egy NBT, majd egy riboflavin és TEMED tartalmú oldatban inkubálódott, sötétben. 

Az enzim aktivitása fény hatására lett látható a gélen.  

A GSNOR enzim aktivitásának vizsgálatához az elválasztott gél először NADH majd 

GSNO oldatba került. A NADH autofluoreszcencia eltűnése jelezte az enzim aktivitását UV 

fényben.  

Spektrofotometriai vizsgálatok: 

 Spektrofotometriával vizsgáltuk a levelek antocián tartalmát. A pigmentek acetonnal 

kerültek kivonásra, s az abszorpciót 534, 634 és 661 nanométeren mértük. A kapott 

értékekből kiszámolásra került az antocián tartalom.  

A SOD enzim aktivitását az NBT fotokémiai redukciójának gátlásával mértük, ahol az 

ahol egy enzimatikus egység az NBT fotokémiai redukciójának felét akadályozza meg. 

Statisztikai analízis: 

Az eredmények statisztikai elemzése Microsoft Excel 2010, Systat Sigmaplot 12 és 

Statistica 9 programokkal történt. A szignifikancia megállapítására Student-féle T próba, 

Duncant teszt, Kruskal-Wallis ANOVA és Mann-Whitney U-teszt lett felhasználva.  
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Eredmények összefoglalása 

Kísérleteink során a különböző érzékenységű növényeket vetettük alá szelén 

kezelésnek, hogy felderítsük a tolerancia hátterében álló folyamatokat. A vizsgálatok során 

összehasonlítottuk az Brassica juncea, Arabidopsis thaliana, Astragalus bisulcatus és 

Astragalus membranaceus növényfajokat. A növények kezelése történhetett szelenittel vagy 

szelenáttal a kísérleti rendszertől függően. Alkalmazott módszereink közé tartozott a 

növények növekedésének, biomasszájának és morfológiájának monitorozása, az életképesség, 

sejtfalváltozások és sztómaválasz tanulmányozása, a ROF és RNF metabolizmus 

változásainak valamint a proteintirozin nitrációnak a kimutatása.  

 

Kísérletei eredményeink alapján a következő megállapítások születtek: 

I.  Bár nem esszenciális nyomelem számukra, minden vizsgált növényfaj képes volt 

nagy mennyiségű szelén akkumulációjára. A két szelénforma közül a szelenát 

rendelkezett magasabb transzlokációs rátával, mely mindhárom kezelt növényfajban 

megfigyelhető. A felvett szelén hatással volt az érzékeny Astragalus faj növények 

mikroelem-háztartására, hiszen a fontos tápelemek metabolizmusa, mint a vas, a 

cink, a mangán, a bór és a molibdén megváltozott.  

II.  A felvett szelén koncentrációtól függően kihatással volt a növények növekedésére 

és biomassza-produkciójára. A kisebb kezelési koncentráció több kísérleti 

rendszerben is pozitív hatású volt. Összességében elmondható, hogy a 

szelénérzékeny növények (Arabidopsis thaliana és Astragalus membranaceus) 

növekedését jelentősen gátolta a kezelés, melyhez számottevően csökkent 

toleranciaindex és gyökérmerisztéma-életképesség is társult. A toleráns és/vagy 

hiperakkumuláló növények (Brassica juncea és Astragalus bisulcatus) növekedése 

csupán a nagyobb szeléndózis hatására változott, melyhez egy bár csökkent, de az 

érzékeny növényfajokénál magasabb életképesség társult. A hajtásban a szelén 

akkumulációja nem változtatta meg jelentősen a levelek morfológiáját, nem jelentek 

meg nekrotikus vagy sárgulásos foltok.  

III.  A gyökérnövekedés csökkenésének hátterében részben a 

toleranciamechanizmusok közé tartozó sejtfalmódosulások is állhattak, hiszen a 

sejtfal összetételbeli változásai megnövelhetik a rigiditását. A szelénérzékenyebb 

növények sejtfalában kallózszintézis történt a kezelések hatására, melyet a 
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toleráns növényfajok nem mutattak. Ezekben a növényfajokban a sejtfalba lignin 

épült be és megváltozott a pektineloszlás, mely elősegíthette a növények 

toleranciáját. A szelén-kezelt indiai mustár levelei nagyszámú, nyitott sztómát 

tartalmaztak, mely a szelénvolatilizációval történő detoxifikációjára enged 

következtetni.   

IV.  A szelén prooxidánsként viselkedett a legtöbb kísérleti rendszerben, de ennek 

mértéke a növényfajok között eltérő volt. A kezelés megváltoztatta a O2
.- 

 és H2O2 

szinteket, de a változások az érzékeny növényfajokban jelentősebbek voltak, mint a 

toleránsaknál. Az oxidatív károsodások közül a lipidperoxidáció is ezt bizonyította. 

A különbség hátterében az ROF metabolizmusához köthető enzimek és 

antioxidánsok eltérő viselkedése állhat. A O2
.-
-termelő NADPH-oxidáz aktivitása 

az érzékenyebb növényekben számottevően változott, valamint új izoenzimek is 

aktiválódtak. A kioltásért felelős SOD enzim aktivitását szintén befolyásolta a 

szelén, valamint az izoformái eltérő mértékben aktiválódtak. Összességében a SOD-

aktivitás a toleráns növényfajokban volt magasabb a kísérletek folyamán. A 

sejtfali peroxidázok aktivitása is jelentősebb volt a tűrő növények gyökerében. A 

glutationtartalom növényfajonként eltérő választ mutatott: lúdfűben kissé 

megemelkedett, majd a legnagyobb kezelés csökkentette a szintet, míg az indiai 

mustárban a koncentráció-függően csökkent, de ennek mértéke kisebb volt, mint a 

lúdfűben. 

V.   A RNF homeosztázisa szintén megváltozott a szelénkezelés hatására. A NO-

szint nem változott jelentősen sem a szelénformákat összehasonlító kísérletben sem 

a keresztesvirágúak családjában. A csüdfüveket vizsgáló kísérletben az érzékenyebb 

A. membranaceus mindkét szervében megnövelte a NO-szintet, míg a 

hiperakkumuláló A. bisulcatus csak a hajtásában. Az ebből keletkező ONOO
-
-szint 

szorosan kapcsolódott a szeléntoxicitáshoz. Minden szelénérzékeny növényfajban 

emelkedett a szintje, valamint a toxikusabb szelénforma, a szelenit is jelentősen 

növelte. A GSNO-szintje és metabolizmusa szintén változott. A csüdfüvek 

családjában minden kezelési koncentráció jelentősen csökkentette a szintjét, kivéve 

az A. membranaceus sziklevelet, ahol ezzel ellentétesen, egy koncentráció-függő 

növekedés volt megfigyelhető. A bontásában szerepet játszó enzim, a GSNOR 

aktivitás csökkent az A. bisulcatus-ban, míg A. membranaceus-ban az aktivitás 

enyhén nőtt levélben.  
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VI.  A peroxinitrit képes megváltoztatni a fehérjék aktivitását tirozinnitráción 

keresztül, melyet a nitrozatív stressz biomarkereként is alkalmaznak. A szelenit 

jelentősen megváltoztatta a növények nitrációs mintázatát a szelenáttal 

összehasonlítva, hajtásban maga a mintázat is változott az újonnan megjelent és 

csökkenő nitrációjú sávokkal, míg gyökérben csupán egy összesített nitrációs 

mintázat erősödés figyelhető meg. A lúdfű és indiai mustár kísérleti rendszerben 

mindkét növényfajban megnövekedett a nitráció intenzitása, de új nitrált 

fehérjesávok nem jelentek meg. A csüdfüvek családjában az A. membranaceus-ban 

jelentős nitrációs változások keletkeztek, számos új sáv jelent meg a 

gyökerekben, míg ezzel ellenétben az A. bisulcatus-ban inkább a nitráció 

csökkenéséről beszélhetünk, mivel egyes fehérjesávok nitrációja jelentősen csökken. 

Az eredmények alapján feltételezhető, hogy a fehérjék nitrációja és a szelén toxicitás 

között szoros kapcsolat van, valamint a tolerancia egyik mechanizmusa a módosított 

fehérjék lebontása.  

 

Kísérleteink során sikerült fényt deríteni a szeléntoxicitás egy kevésbé vizsgált 

háttérfolyamatára, a nitro-oxidatív stresszre. A különböző növényfajokon és szelénformákkal 

végzett kísérletek több szempontból is bizonyították a folyamat jelentőségét stressz során, az 

eredmények pedig betekintést nyújtanak az igen összetett abiotikus stressz védelmi 

reakciókba, valamint a ROF és RNF homeosztázisába is.  

Mivel az irodalom számára új eredményekről van szó, így véleményem szerint a munkám 

elősegítette a nitro-oxidatív stresszfolyamatok jobb megértését. Nem szabad azonban 

elfeledni, hogy más RNF-függő makromolekula módosítások (pl. lipid és nukleinsav nitráció) 

is történhetnek, így a jövőben ezek vizsgálata is megalapozott. 
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