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BEVEZETES

A téma aktualitasat timasztja ala, hogy a szelénnel kapcsolatos kutatasok csak
az elmult par évtizedben keriiltek el6térbe. A kutatok ravilagitottak arra, hogy bar a
szelén a novények szamara nem létfontossagu, az allati és emberi szervezetben azonban
esszencialis mikroelem, igy nélkiilozhetetlen az optimalis miikddéshez, valamint egyre
tobb kutatas iranyul a szelén szerepének a tanulmanyozasara.

A szelén terhelés, mas kornyezeti stresszfaktorokhoz hasonldéan morfoldgiai
valtozasokat (stressz-indukalt morfogenetikai valaszok, SIMV) idéz el6 a ndvényi
szervezetben, hiszen a ndovények szerveik novekedését, fejlodését a kornyezet aktualis
allapotahoz (pl.: viz- és tdpanyag ellatottsag, szerves és szervetlen szennyezok jelenléte)
igazodva szabalyozzdk. A stressz-indukalt morfogenetikai valaszok a gyokér- és
hajtasrendszert egyarant érintik. A kornyezeti tényezok mellett a gyokér endogén
hormonalis rendszere (pl. auxin, citokinin és etilén) is szabalyozza a morfologiai
valaszokat, vagyis a szelén stressz altal indukalt SIMV kialakuldsdban a ndvényi
hormonok metabolizmusanak és transzportjanak megvaltozdsa is szerepet jatszik. A
kiils6, kornyezeti és belsd, hormonalis szabalyozé elemek kozotti gazdag jelatviteli
halézatban szignalmolekuldk teremtenek kapcsolatot, biztositva a fejlddési €s novekedési
jelek dsszehangolasat.

A jelatviteli molekuldk ujabb csoportjat képezik a nitrogén-monoxid (NO) és
reakciotermékei, az un. reaktiv nitrogénformak (RNF). A NO mint jelatvivd, jelentds
szerepet tolt be a fejlédési folyamatokban, és ijabb kutatisok igazoljak, hogy a NO és
reakciotermékei nem specifikus, sokkal inkabb altalanos és multifunkcionalis
jelmolekulaknak tekinthetOk. Stresszvalasz soran azonban nem csak a RNF toltenek be
jelatvivé funkcidt, hanem a reaktiv oxigénformak (ROF) is hozzajarulnak a
morfogenetikai valtozasokhoz. A NO és ROF kozott aktiv jelatvitel mitkodik és a kutatok
legujabb allaspontja szerint nitro-oxidativ stresszrél beszélhetiink, mely soran a ROF és
RNF képzddése biotikus vagy abiotikus stresszre indukalodik, és ezek egyiittesen

alakitjak ki a makromolekulakat érint6 valaszokat.



CELKITUZESEK

Munkam Soran célul tliztem ki, hogy megvizsgaljam a szelén kezelés milyen
hormonalis és jelatviteli folyamatok indukalasa &ltal eredményezi a bekdvetkezd
morfogenetikai valaszokat (SIMV) ludfiiben, illetve az e mogdtt hazodo
hattérmechanizmusok feltérképezését. Tovabbi célom volt, hogy a ludfii (Arabidopsis
thaliana L.) mint modellndvény mellett, a szelénnel torténd biofortifikacio lehetdségét is
megvizsgaljam egy egyszerii konyhakerti névény, a borsé (Pisum sativum L. Rajnai
torpe) segitségével, hiszen a mindségi ¢hezés komoly egészségligyi és gazdasagi karokat

okoz a szelén hianyos teriileteken.

Kutatasaim soran a kovetkezod kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Hogyan hatnak az alkalmazott szelén koncentraciok a lidfii modellndvények
ndvekedésére, és kialakul-e morfogenetikai valasz szelén stressz soran?

2. Milyen valtozasokat idéz el a szelén kezelés a hormonalis rendszerben?

3. Milyen valtozasokat idéz el a szelén terhelés a fejlodést szabalyozo
jelmolekulak (a nitrogén-monoxid és a hidrogén-peroxid) szintjében az
Arabidopsis névények gyokérzetében?

4. Milyen interakciok allnak fenn a fejlédést szabalyoz6 hormonalis és jelatviteli
rendszer kozott szelén kitettség soran?

5. Milyen hosszi tavi hatasa van a szelén kezelésnek a borsé ndvények
fejlodésére és a terméshozasra?

6. Az altalam alkalmazott modszer alkalmas lenne-e biofortifikacios eljarasként a

szelén duisitasara bors6 novényekben?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Arabidopsis thaliana L. névényen végzett kisérletek

Kisérleteimet 2, 4, 7 és 14 napos (DAG2/DAG4/DAG7/DAG14; days after
germination; napok szdma csirazas utan) ludfii (Arabidopsis thaliana L.) névényekkel
végeztem. A ndvekedési periodust egy 4 napos csirazasi idészak el6zte meg. A vad tipus
(Col-0) mellett felhasznaltam a nialnia2 dupla mutanst, a gsnorl-3 mutanst, valamint a
B-gliikkuronidaz (GUS) transzgenikus vonalakat a hormon stitusz vizsgalatdhoz
(DR5::GUS, ARR5::GUS ¢és az ACS8::GUS/GFP. Kisérleteket végeztem tovabba harom
kiilonbozé AtCKX::GUS (AtCKX4, AtCKX5, AtCKX6) névényvonallal. Tanulmanyoztam
az ipt-161 és 35S:CKX2 ludfii vonalakat is. Ezek mellett kisérleteim soran felhasznélasra
keriilt az aux1-7, hookless (hlsl1-1) és az etrl-1 Arabidopsis. A médositott aszkorbinsav
(Asa) tartalommal rendelkezé vonalak koziil a vic2-1 és a miox4 keriilt felhasznalasra
munkam soran. A sejtosztodas vizsgélatdhoz a CYCB1;1::GFP Arabidopsis vonalat
alkalmaztam. F§ kezelésként natrium-szelenitet (Na,SeOs) alkalmaztam 10, 20 és 40 uM
koncentracioban, melyet kozvetleniil a taptalajba adtam, a novények a Se-t tartalmazo
taptalajon csiraztak és nevelkedtek. Kontrollként szelenit kezelést nem kapott novényeket
hasznaltam. A taptalajba adott Se mellé a kovetkez6 kezeléseket alkalmaztam: S-nitrozo-
N-acetil-DL-penicillinamin (SNAP), mint NO donor 10 uM koncentracidban és 6-
benzilaminopurin (BA), mint exogén CK 0,1 uM koncentracioban.

A szelén és kén tartalmakat induktiv csatolasu plazma tomegspektrométerrel
(ICP-MS) hataroztam meg a 14 napos (DAG 14) vad tipusti Arabidopsis-ok gyokér- és
hajtasrendszerében.

A mintavételi napokon a kovetkezO morfologiai paramétereket hataroztam
meg: sziklevél teriilet, hipokotil hossz, fogyokér hossz. A mérések digitalis fotokon
torténtek a Fiji, illetve a Zeiss Axiovision Rel. 4.8 szoftverek segitségével. A digitalis
felvételek elkészitéséhez Zeiss Axioskope 200-C sztereomikroszkdpot és Zeiss Axiovert
200M inverz mikroszkopot hasznaltam. A morfoldgiai adatok alapjan szelén tolerancia

indexet is szamoltam.



Azokban a transzgenikus Arabidopsis vonalakban, melyek rendelkeztek -
gliikuroniddz (GUS) aktivitassal, 5-bromo-4-kloro-3-indolil gliikuronid (X-Gluc) festést
végeztem. A mintdkat Zeiss Axiovert 200M inverz mikroszképpal detektaltam. A
DR5::GUS novények X-Gluc festése lehetévé tette szamomra, hogy lokalizaljam és
megszamoljam az oldalgydkereket, valamint a fejlettségi allapotukat is meg tudtam
hatarozni.

A fluoreszcensen jelolt mintak in situ és in vivo vizsgalatdhoz a technikai
hatteret a Zeiss Axiovert 200M tipusu inverz mikroszkdp biztositotta szamomra. A pixel
intenzitasokat a gyokérben és sziklevélben egyarant meghataroztam. A NO szint
meghatarozasa a 4-amino-5-metilamino-2’-7’-difluorofluoreszcein diacetat (DAF-FM
DA) festék hasznalataval tortént, mig a hidrogén-peroxid szint meghatarozasdhoz a
névényekben az Ampliflu ™ (vagy 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin vagy Amplex Red)
festéket alkalmaztam. A gyokércstcsok ¢€s a sziklevél életképességének meghatarozasara
fluoreszcein diacetat (FDA) festéket hasznaltam.

A CYCB1;1::GFP novények GFP expressziojat Zeiss LSM 700 Axio
Observer.Z1 és Olympus LSM 700 Iézer scanning konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam.
A 4 napos (DAG4) ndvényeket propidium jodid (PI) festéssel jeloltem, hogy lathatova
valjanak a sejtfalak. A GFP jel intenzitasat és lokalizaciojat digitalis képeken elemeztem
Zeiss Zen2010 és Olympus Fluoview FV100, valamint Fiji szoftverek segitségével.
Meghatarozasra keriilt a tavolsag a nyugalmi centrumt6l (QC) az atmeneti zona (TZ)
kezdetéig, ahol a sejtek megnytldsa mar erételjes. A gyokér merisztéma méretét digitalis

felvételeken, Fiji szoftver segitségével mértem meg.

Pisum sativum L. névényen végzett kisérletek

Kisérleteim soran Pisum sativum L. Rajnai térpe borsd ndvényeket hasznaltam.
A csirandvényeket perlittel megtoltott S literes cserepekbe iiltettem (4 ndvény/cserép és 6
cserép/kezelési koncentracid) és iiveghazi koriilmények kozott neveltem. A novények
locsolasa Hoagland tapoldattal tortént. A borsé névények 35 napos korukig kontroll

koriilmények kozott nevelkedtek, majd 10, 50 és 100 uM Na,SeO; kezelést kaptak a



tapoldattal 50 (50 és 100 uM Se), illetve 56 napig (10 uM Se). A kisérleti periddus alatt
haromszor tortént mintavétel a termésbol, 2 hetes id6kozonként.

A kovetkez6 morfologiai paramétereket hataroztam meg manualisan: hajtas
hossz, hajtas friss tomeg, levél hossz, fogyokeér hossz és gyokér friss tomeg. A termés
morfologiai paramétereit tekintve borsohiively szdm/novény, a magokat tartalmazo
hiively friss és szaraz tomege, a magok friss tomege, a magok szama/hiively keriiltek
meghatarozasra.

A szelén mellett egyéb mikro- (Zn, Mn, Fe, Co, Cu, Mo) és makroelemek (K,
Mg, Ca) Kkoncentracidit is meghatiroztam a novények gyokerében, hajtasiban és a

termésben ICP-MS technikaval.

EREDMENYEK

Ph.D. munkdm soran genetikai és biokémiai modszerek felhasznalasaval
megvizsgaltam, hogy a szelenit kiilonboz6 koncentracidoban alkalmazva milyen
fejlédésbeli, hormonalis és jelatviteli valtozasokat indukal a modell organizmusként
hasznalt Arabidopsis thaliana L. novényekben. Tanulméanyoztam tovabba, hogy az
altalunk felallitott biofortifikaciés rendszerben feldusul-e a Se a borsd novények
termésében, és ez a fajta hosszu tava Se kitettség milyen ndvekedési valtozasokat idéz
elé. A két rendszer hasznalataval nem csak a ndvényélettani alapismeretek, hanem a

gyakorlati hasznositas lehetéségének bovitéséhez is hozzajarultam.

Munkam soran kapott eredményeim alapjan elmondhato, hogy:

1. A magasabb Se koncentraciok (20 és 40 uM) a hajtas és a fogyokér
névekedésgatlasat idézték eld, hossza tdvon (14 nap), enyhe Se Kkitettség
esetén (10 pM) pedig a stressz indukalt morfogenetikai valasz megjelenését
tapasztaltuk. Ezek a novekedésbeli valaszok az adaptaciéo folyamatanak
tekinthetok, hiszen az er6forrasok fejlédésrél védekezésre torténd

atcsoportositasa a ndvény jobb tulélését jelentheti. A novekedésgatlas mellett

5



sejthalal is tortént, amit a Se fehérjékbe torténd beépiilése (szelenocisztein és
szelenometionin kialakulasa) okozhat.

Kimutattam, hogy a Se terhelés jelent6s valtozasokat idéz elé a gyokér
hormonhaztartiasaban: az auxinvalaszt (DR5-fiiggé GUS aktivitas) csokkenti,
az etilén bioszintézist (ACS8-fliggd GUS aktivitas) jelentés mértékben
megndveli. A citokininvalasz promoter-figgd (ARRS) GUS aktivitasa ¢és
térbeli mintazata szintén modosul szelén kitettség hatasara, feltehetéen a
gyokérbdl hajtasba iranyuld CK transzlokacio gatlasa és az AtCKX4 és
AtCKX5 regulacidja révén.

A korai csirandvény fejlédés soran a szelén tobblet csdkkenti a nitrogén-
monoxid tartalmat (ez a nitrat reduktaz aktivitasatol fuggetlentil torténik), és
emeli a hidrogén-peroxid szintet a gyokérben, ami a két molekula
antagonizmusara utal. Tovabba biokémiai (NO donor kezelés) és genetikai
(gsnorl-3 és nialnia2 mutansok) modszerekkel bizonyitottam, hogy a nagy
NO tartalom hozzajarul a szelén tolerancia kialakulasahoz, mig a H,0O,
optimalis szintje sziikséges a Se tiiréshez.

Feltételezhet6, hogy a korai fejlddés soran a szelén altal indukalt H,O,
csokkenti az auxin-fiiggé génexpressziot, mig az idésebb gyokerekben a
NO gatolja az auxin transzportjat, igy redukalva a gyokér auxin szintjét és
novekedésgatlast okozva. A szelén terhelés altal fokozott etilén bioszintézis
(az ACSS expresszidja) részt vesz a sejthalal indukcidjaban, igy a novekedés
gatlasban és a H,O, downstream eleme a jelatvitelnek. Eredményeim azt
mutatjak tovabba, hogy az etilén és a NO kozott nincs szabalyozé kapcsolat
szelén stressznek kitett gyokerekben. Kontroll koriilmények kozott
kolcsonosen negativ szabalyozo kapcsolat all fenn a CK és a NO kozott az
Arabidopsis gyokerekben. Szelén terhelés esetén a CK befolyasolja a NO
metabolizmusat, és a NO szint csokkenése sziikséges az ARRS prométer
aktivacigjahoz. Ez utébbi eredmény a negativ CK-NO kapcsolatra utal

szelén stressz alatt is.



5. A szelén hosszili tivon negativan hat a borsé novények novekedésére és a
reproduktiv fazisban a ndvények talélési stratégidja a terméshozasra és
érlelésre fokuszal.

6. A termés fejlodését szintén gatolja a szelenit, am a biofortifikacio sikeresnek

bizonyult, hiszen a borsészemekben a Se feldiisul.

Mindezekbdl vildgosan latszik, hogy a hormonalis (auxin, citokinin és etilén) és
jelatviteli rendszer (NO és H,0,) elemei egyiittesen, egymassal kapcsolatban allva
regulaljak a szelén tobblete altal kivaltott fejlodési valaszokat. Munkacsoportunk
elséként irta le a NO metabolizmusaban szelén hatasara bekovetkezd valtozasokat és
részvételét, illetve szerepét a tolerancia kialakuldsaban. Fontos 1j eredményiink a NO ¢és
a citokinin kozotti kapcsolat kimutatasa és jellegének feltarasa abiotikus (szelén) stressz
alatt. Véleményiink szerint, az elvégzett kisérleti munkéaval hozzajarultam a névényi NO

szerepének ¢€s interakcidinak jobb megértéséhez.
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