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Bevezetés

Az elmult évtizedekben a kiilonb6z0 antropogén tevékenységek, mint az ipar,
mezdgazdasag vagy kozlekedés nagymértékben megndvelték a kornyezetbe kikeriild
nehézfémek és mas elemek mennyiségét. A felszini vizek és talaj ilyen szennyezése eddig
kevésbé vizsgalt kornyezeti problémakhoz vezet, melyek jelentds hatassal lehetnek az €16
szervezetekre. Ilyen ritkabb elemek k6z¢é tartozik a szelén is, mely bar hazankban a talajokban
kis mennyiségben fordul csak el6, de a fent emlitett hatasok gyorsan megvaltoztathatjak a
mennyiségét a kornyezetben, ami kéros hatassal van az él6 szervezetekre.

A szelén egy nemfémes elem, mely a magasabbrendii novényeken ¢és néhany
baktériumon kiviil esszencidlis az €él61ények szamara. A szelén a kornyezet minden kézegében
megtalalhato, s habar nem esszencidlis, a ndvényekben mégis megtalalhato. Felvétele a kén ¢és
foszfor transzportereken keresztiil torténik, s a kén metabolizmus utvonalan épiil be szerves
molekulakba. A szelén kis mennyiségben pozitiv hatdssal bir a novények fejlédésére s
novekedésére, dokumentdlt stresszenyhitd ¢és antiszeneszcens hatdssal bir. Nagy
mennyiségben karos hatassal rendelkezik, melyeknek a legfobb hattérfolyamatai a nem
specifikus szelenoproteinek keletkezése, a szénmetabolizmus felborulasa, hormonhaztartas
zavarai, képes befolyasolni més tdpanyagok mennyiségét és ujabban a nitro-oxidativ stresszel

is kapcsolatba hoztak.

A nitro-oxidativ stressz a reaktiv oxidénformak (ROF) és reaktiv nitrogénformak
(RNF) hatésait 0sszesitd fogalom. A legtobb abiotikus és biotikus stressz befolyasolja a két
molekulacsalad keletkezését ¢és kioltasat, mely felborult metabolizmushoz vezet. A
masodlagos stresszfolyamatok legtobbszér makromolekula modositdson keresztiil hatnak,
mely az ROF esetében a lipid peroxidacid, mig a nitrozativ jelatvitel a makromolekuldk
nitro-oxidativ stressznek, mely legtobbszor inaktivalja a fehérjét igy befolyasolva a protein
poolt. El6zd kutatdsok mar kimutattdk a nitro-oxidativ stressz létrejottét szelén tobblet
hatdsdra, de a kapcsolata a szelén toxicitdssal és az RNF-metabolizmus mélyebb

feltérképezése még feltaratlan teriiletek.



Célkitiizés

Az eldzetes kutatasi eredményekben felmeriilt, hogy a szelén toxicitds és a nitro-
oxidativ jelatvitel egymassal kapcsolt folyamatok. A vizsgalatok kezdetekor ellenben még
ismeretlen volt a nitro-oxidativ stressz és szelén kapcsolatanak hattere, valamint a RNF-
metabolizmusanak valtozasai. Ebb6l addddéan a kutatds soran a szelén terhelés hatasat
vizsgéltam harom eltéré nevelési rendszerben. A kisérleti rendszerekben 6sszehasonlitottam a
kiilonboz6 szelénformak toxicitasat eltérd szeléntoleranciaji novényfajok esetében. A vizsgalt
novényfajok a modellnovény Iudfti (Arabidopsis thaliana), a fitoremediacidés ¢és
mezogazdasagi szempontbol jelentds indiai mustar (Brassica juncea), a gyodgyaszatban
hasznalt kinai csiidfii (Astragalus membranaceus) és a szelén hiperakkumulalé Astragalus

bisulcatus voltak.
Munkam soran a kovetkezo kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Milyen mértékii az eltérd szelén toleranciaju ndovények szelénfelvétele, ez hogy
oszlik el a kiillonbozd szervek kozott és 1étrejon-e jelentds akkumulacio a
vizsgalt novényfajokban?

2. A kiilonboz6 dozisu szelénkezelés hogyan hat a novények fejlodésére és
novekedésére?

3. Milyen a vizsgédlt novényfajok szelén tlirése, ¢és milyen tolerancia
mechanizmusok aktivalodnak a szelénkezelés hatasara?

4. Valtozik-e a ROF- és RNF- metabolizmus a kezelt novények esetében,
1étrejon-e a nitro-oxidativ stressz?

5. Létezik-e Osszefliggés a szelén tolerancia vagy toxicitds €s a nitro-oxidativ

stressz kozott a vizsgalt ndvényfajokban?



Anyagok és modszerek

A novényi anyag és nevelési korilmények:

Vizsgalataimat harom kisérleti rendszerben folytattam, melyek kiilonb6zo
szemszOgbdl vizsgaltak az szelén terhelés hatasait.

Az els6 kisérleti rendszerben a vizsgalt névényfaj az indiai mustar (Brassica juncea
L. Czern. cv. Negro Caballo), itt a novények nevelése levegdztetett Hoagland tapoldaton
tortént, a kezelés pedig 0 (kontroll), 20, 50 vagy 100 uM natrium-szelenitet (Na,SeO3) vagy
natrium-szelenatot (Na,SeO,) volt.

A masodik kisérleti rendszerben a nehézfémtolerans indiai mustar (Brassica juncea L.
Czern, cv. Negro Caballo) és a novénybioldgia legfontosabb modellndvénye, a ludfi
(Arabidopsis thaliana L. Heynh, Columbia-0) keriilt 6sszehasonlitasra, az el6z6 rendszerhez
hasonloan a nevelés Hoagland tapoldaton tortént. A kezelés O (kontroll), 20, 50 vagy 100 uM
natrium-szelenittel tortént (Na2SeO3), melyet a tdpoldaton keresztiil juttattunk a rendszerbe.

A harmadik nevelési rendszerben a szelénérzékeny Astragalus membranaceus L.
Fisch, Bunge és a szelén-hiperakkumulalé Astragalus bisulcatus L. Hook, A. Gray volt a
vizsgalat targya. A novények nevelése 0,8 % agart tartalmazo feles Murashige-Skoog
taptalajon tortént steril koriilmények kozott, a kezelés pedig O (kontroll), 50 vagy 100 uM
natrium-szelenat (Na,SeQ,) volt.

A novények ellendrzott koriilmények kozott nevelkedtek minden kisérleti rendszerben:
150 pmol m? st fényintenzitds, 12 orads nappali és 12 o6rds sotét periodus, 55-60%

paratartalom, 25+2 °C homérséklet.

Csirazas biomassza produkcid és sztbmamiikodés vizsgalata:

A novények novekedésének és fejlddésének becsléséhez megéllapitottuk a ndvények
friss €s szaraz tomegét, a fogyokérhosszt és oldalgyokérszamot. Csiidfiivek esetében vizsgalat
targyat képezte a csirdzasi szazalék, valamint a keresztmetszeteken a gyokér ¢&s
szovetcsoportok szélessége is. A sztomak slrlisége és nyitottsaga mikroszkoppal lett

vizsgalva.

Elemtartalom analizis:

A ndvények altal felvett szelén és mas mikroelemek mennyiségét ICP-MS (Agilent
7700 Series, Santa Clara, USA vagy Thermo Scientific XSeries Il, Asheville, USA)
allapitottuk meg.



Mikroszkdpos technikak:

A gydkércsticsok vizsgalata minden esetben ~0,5 cm hosszia gyokérszegmenseken
tortént, amelyekbOdl modszerenként legalabb 10 keriilt festésre. Az immunjeldlések és az
Auramin O festés gyokérkeresztmetszeteken tortént, mely 4%-os paraformaldehidben fixalt
100 pm vastagsagu vibratdmmal késziilt metszeteken tortént. A mikroszkdpos 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 fluoreszcens képek értékelése Axiovision Rel. 4.8 szoftverrel tortént, a
mérést pedig 100 pm atmérdjii korokben a gyokérmerisztéman végeztiik. Az alkalmazott

festékeket és hozza tartozo6 filtereket a kovetkez6 tablazat foglalja 6ssze:

Vizsgalt molekula Festékanyag Puffer Mikroszkopos filter
Pektin Ruténium vords Desztillalt viz fénymikroszkopia
Sejtfali peroxidazok Pirogallol 10 mM foszfat puffer | fénymikroszkopia
Lipid peroxidacio Schiff reagens K5S,05 fénymikroszkopia
Eletképesség FDA 10/50 mM MES/KCI Zeiss Filter 10
Kalloz Anilinkék Desztillalt viz Zeiss Filter 49
Lignin és szuberin Auramin O 10 mM Tris-HCI Zeiss Filter 9
NO DAF-FM DA 10 mM Tris-HCI Zeiss Filter 10
ONOO DHR 123 10 mM Tris-HCI Zeiss Filter 10
0,” DHE 10 mM Tris-HCI Zeiss Filter 9
H,0, Amplex Red >0 mM Na-foszfat Zeiss Filter 20
puffer
Glutation MBB Desztillalt viz Zeiss Filter 49
GSNO Antitest TBSA-BSAT Zeiss Filter 10
3-nitrotirozin Antitest TBSA-BSAT Zeiss Filter 10




Western blot és nativ gélelektroforézishez kapcsolt modszerek:

A ndvényi proteinkivonat készitéséhez a ndvényi biomassza kétszeres mennyiségli
extrakcids pufferrel lett homogenizalva, majd a feliiluszét proteazinhibitor-koktéllal kezeltiik,
s ezt hasznaltuk fel a tovabbi modszerekhez.

A proteintirozin-nitracio vizsgalatahoz a proteinkivonat 12% SDS gélelektroforézissel
keriilt elvalasztisra, majd a fehérjéket PVDF membranra transzfereltiik. A blokkolast
kovetéen a proteintirozin-nitracié kimutatasa 3-nitrotirozin (nyulban termelt, 1:2000) elleni
antitesttel tortént. A detektalashoz alkalikus-foszfatiz kapcsolt masodlagos antitesttel
(kecskében termelt, 1:10000) jeloltik a membrant, majd NBT/BCIP el6hivasi reakcioval
tettiik lathatova a fehérjéket.

A NADPH-oxiddz enzim aktivitdsit a ndvényi proteinkivonat 10%-0S nativ
poliakrilamid gélelektroforézissel torténd szétvalasztasat kovetden vizsgaltuk. Az elvalasztott
gélt NBT és NADPH tartalmt reakcio pufferbe helyeztiik, igy az enzim aktivitasa lila szin
formajaban jelent meg a gélen.

A SOD izoformadit és aktivitasat szintén hasonld6 modon futtattuk meg, majd a gél
eldszor egy NBT, majd egy riboflavin és TEMED tartalmu oldatban inkubélodott, sotétben.
Az enzim aktivitasa fény hatdsara lett lathato a gélen.

A GSNOR enzim aktivitasanak vizsgalatahoz az elvalasztott gél el6szér NADH majd
GSNO oldatba keriilt. A NADH autofluoreszcencia eltlinése jelezte az enzim aktivitasat UV
fényben.

Spektrofotometriai vizsgalatok:

Spektrofotometriaval vizsgaltuk a levelek antocian tartalmat. A pigmentek acetonnal
kertiltek kivonasra, s az abszorpcidt 534, 634 és 661 nanométeren meértiik. A kapott
értekekbdl kiszdmoldasra kertilt az antocian tartalom.

A SOD enzim aktivitasat az NBT fotokémiai redukcidjanak gatlasdval mértiik, ahol az
ahol egy enzimatikus egység az NBT fotokémiai redukcidjanak felét akadalyozza meg.

Statisztikai analizis:

Az eredmények statisztikai elemzése Microsoft Excel 2010, Systat Sigmaplot 12 és
Statistica 9 programokkal tortént. A szignifikancia megallapitasara Student-féle T proba,
Duncant teszt, Kruskal-Wallis ANOVA ¢és Mann-Whitney U-teszt lett felhasznalva.



Eredmények osszefoglalasa

Kisérleteink soran a kiilonboz6 érzékenységli novényeket vetettiik ald szelén
kezelésnek, hogy felderitsiik a tolerancia hatterében allo folyamatokat. A vizsgalatok soran
Osszehasonlitottuk az Brassica juncea, Arabidopsis thaliana, Astragalus bisulcatus és
Astragalus membranaceus novényfajokat. A ndvények kezelése torténhetett szelenittel vagy
szelenattal a kisérleti rendszertdl fiiggden. Alkalmazott modszereink kozé tartozott a
sejtfalvaltozasok ¢és sztdmavalasz tanulmanyozdsa, a ROF és RNF metabolizmus

valtozasainak valamint a proteintirozin nitracionak a kimutatasa.

Kisérletei eredményeink alapjan a kovetkez6 megallapitasok sziilettek:

I. Bar nem esszencialis nyomelem szamukra, minden vizsgalt névényfaj képes volt
rendelkezett magasabb transzlokdcios ratdval, mely mindharom kezelt névényfajban
megfigyelhetd. A felvett szelén hatassal volt az érzékeny Astragalus faj novények
mikroelem-haztartasara, hiszen a fontos tapelemek metabolizmusa, mint a vas, a
cink, a mangan, a bor és a molibdén megvaltozott.

Il. A felvett szelén koncentraciotol fliggden kihatassal volt a névények ndvekedésére
¢s biomassza-produkciojara. A kisebb kezelési koncentracié tobb kisérleti
rendszerben is pozitiv hatasii volt. Osszességében elmondhatd, hogy a
szelénérzékeny novények (Arabidopsis thaliana és Astragalus membranaceus)
novekedését jelentésen gatolta a kezelés, melyhez szamottevéen csokkent
toleranciaindex ¢€s 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 novényfajokénal magasabb életképesség tarsult. A hajtasban a szelén
meg nekrotikus vagy sargulasos foltok.

. A gyokérndvekedés csokkenésének hétterében részben a
toleranciamechanizmusok kozé tartoz6 sejtfalmodosuldsok is allhattak, hiszen a
sejtfal Osszetételbeli valtozasai megnovelhetik a rigiditasat. A szelénérzékenyebb

novények sejtfalaban kallozszintézis tortént a kezelések hatisara, melyet a



tolerans novényfajok nem mutattak. Ezekben a novényfajokban a sejtfalba lignin
épiilt be és megvaltozott a pektineloszlas, mely eldsegithette a ndvények
toleranciajat. A szelén-kezelt indiai mustar levelei nagyszamu, nyitott sztomat
tartalmaztak, mely a szelénvolatilizacioval torténd detoxifikaciojara enged
kovetkeztetni.

IV. A szelén prooxidansként viselkedett a legtobb kisérleti rendszerben, de ennek
mértéke a novényfajok kozott eltérd volt. A kezelés megvaltoztatta a O, és H,O,
szinteket, de a valtozasok az érzékeny novényfajokban jelentésebbek voltak, mint a
toleransakndl. Az oxidativ kérosodéasok koziil a lipidperoxidécio is ezt bizonyitotta.
A kiilonbség hatterében az ROF metabolizmusdhoz kothetd enzimek és
antioxidansok eltérd viselkedése allhat. A O, -termelé NADPH-oxidaz aktivitasa
az érzékenyebb novényekben szamottevéen valtozott, valamint Gj izoenzimek is
aktivalodtak. A kioltasért felelés SOD enzim aktivitasat szintén befolyasolta a
szelén, valamint az izoformai eltéré mértékben aktivalodtak. Osszességében a SOD-
aktivitis a tolerans novényfajokban volt magasabb a kisérletek folyaméan. A
sejtfali peroxidazok aktivitdsa is jelentdsebb volt a tird ndovények gyokerében. A
glutationtartalom ndvényfajonként eltérd valaszt mutatott: ladfilbben kissé
megemelkedett, majd a legnagyobb kezelés csokkentette a szintet, mig az indiai
mustarban a koncentracio-fiiggden csokkent, de ennek mértéke kisebb volt, mint a
ludfiiben.

V. A RNF homeosztazisa szintén megvaltozott a szelénkezelés hatasara. A NO-
szint nem valtozott jelentdosen sem a szelénformékat 6sszehasonlito kisérletben sem
a keresztesviraguak csaladjaban. A csiidfiiveket vizsgalo kisérletben az érzékenyebb
A. membranaceus mindkét szervében megnovelte a NO-szintet, mig a
hiperakkumulalé A. bisulcatus csak a hajtasaban. Az ebbdl keletkez6 ONOO™-szint
szorosan kapcsolodott a szeléntoxicitashoz. Minden szelénérzékeny ndvényfajban
emelkedett a szintje, valamint a toxikusabb szelénforma, a szelenit is jelentdsen
novelte. A GSNO-szintje és metabolizmusa szintén valtozott. A csiidfiivek
csaladjaban minden kezelési koncentracio jelentdsen csokkentette a szintjét, kivéve
az A. membranaceus sziklevelet, ahol ezzel ellentétesen, egy koncentracio-fiiggd
novekedés volt megfigyelhetd. A bontasdban 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 aktivitasat tirozinnitracion
keresztiil, melyet a nitrozativ stressz biomarkereként is alkalmaznak. A szelenit
jelentésen megvaltoztatta a novények nitraciés mintazatat a szelenattal
Osszehasonlitva, hajtdsban maga a mintazat is valtozott az jjonnan megjelent €s
csOkkend nitracioju savokkal, mig gyokérben csupan egy Osszesitett nitracios
mintdzat er6sodés figyelheté meg. A ludfii és indiai mustar kisérleti rendszerben
mindkét novényfajban megnovekedett a nitracié intenzitasa, de 0j nitralt
fehérjesavok nem jelentek meg. A csiidfiivek csaladjaban az A. membranaceus-ban
jelentdés nitracios valtozasok keletkeztek, szamos uj sav jelent meg a
gyokerekben, mig ezzel ellenétben az A. bisulcatus-ban inkabb a nitracio
csOkkenésérdl beszélhetiink, mivel egyes fehérjesavok nitracidja jelentdsen csokken.
Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a fehérjék nitracidja €s a szelén toxicitas
kozott szoros kapcsolat van, valamint a tolerancia egyik mechanizmusa a médositott

fehérjék lebontasa.

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

reakciokba, valamint a ROF és RNF homeosztazisaba is.

Mivel az irodalom szdmara 0j eredményekrél van szd, igy véleményem szerint a munkam
eldsegitette a nitro-oxidativ stresszfolyamatok jobb megértését. Nem szabad azonban
elfeledni, hogy mas RNF-fliggd makromolekula mddositasok (pl. lipid és nukleinsav nitracio)

1s torténhetnek, igy a jovOben ezek vizsgalata is megalapozott.
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