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Bevezetés, a projekt célja

A novények bamulatos adaptacios képességének egy példaja a kornyezeti stressz hatasara kialakulo fejlédési
valtozasok (stressz-indukalt morfogenetikai valaszok, SIMV) megjelenése. A napjainkban aktualis problémakeént
jelentkezd nehézfém (NF) terhelés SIMV fenotipust eredményezhet, mely kialakulasanak hatterében hormonok
és reaktiv oxigénformak (ROS) részvételét feltételezik. Jelen projekt keretében legfébb célom az volt, hogy a
reaktiv nitrogénformak (RNF) gyokérndvekedési valaszok kialakulasaban feltételezett szabdlyozo szerepét
meghatdarozzam, és a nitrogén-monoxid (NO) hormonokkal és a ROS-kal valé interakcioit kimutassam a NF
stressz soran bekovetkezo novekedesi valaszokban.

Alkalmazott Kkisérleti rendszer

Az Arabidopsis thaliana novények esetében réz (Cu), szelén (Se) valamint 6lom (Pb) kezeléseket alkalmaztam.
A réz terhelést 5, 25 és 50 pM réz-szulfat, a szelén terhelést 10, 20 és 40 uM natrium-szelenit taptalajba valo
adasaval alakitottam ki. Olom kezelésként 25, 50 és 75 uM 6lom-nitratot alkalmaztam. A vad tipus mellett
felhasznaltam a nox1 és a gsnorl-3 NO-taltermelé mutansokat (~kétszeres NO tartalom a vad-tipushoz képest),
valamint a nialnia2 és a nialnia2noal-2 NO-hidnyos mutansokat (~40%-0s NO tartalom). A Brassica juncea és
Brassica napus novényeket tapoldatban kezeltem kiilonb6z6 réz (10, 25 és 50 uM réz-szulfat), cink (50, 150 és
300 uM cink-szulfat) valamint 6lom (25, 50, 100 uM o6lom-nitrat) koncentraciokkal. Habar a cinkkezelést a
kutatdsi tervben nem emlitettem, néhany eld kisérletet mégis elvégeztem, és az eredmények igéretesnek
bizonyultak, ezért részletes vizsgalatokat folytattam ebben a rendszerben. A kutatasi terv tartalmazza viszont a
krém, mint nem-esszencialis nehézfém hatasainak vizsgalatat is. Ezeket a kezeléseket ludfii novényen elvégezve
nem talaltam jelentGs hatast a NO szintekre, ezért nem folytattam a kisérleteket ebben a rendszerben.

Az eredmények ismertetése a munkatervnek megfeleléen
A munkaterv kivitelezése 3 éves periddusban tortént meg (2012. 01. 01. -2014. 12. 31.) és a program harom
egyenld iddszakra oszlott.

A kutatasi tervemben az els6 évben elvégezendo feladatokat négy pontban foglaltam 6ssze.

1. A kiilonbozd nehézfémek hatasdara torténd gydkérmorfologiai valtozasok mikroszkopias tanulmanyozasa.
Rovidtavon (7 nap) a réz jelentésen csokkentette, hossza tavon azonban csak kis mértékben érintette a ludfii
fogyokér (FGY) megnyulasat. Néhany esetben a gyokérszorok a fogyokér csucsahoz kozelebb jelentek meg az
elongacids és merisztematikus zona redukciojanak kovetkeztében. A szO6rok sliriségét és hosszat is csokkentette
a réz kitettség. Az iniciacio érzékenynek bizonyult, mig a késébbi oldalgyokér (OGY) fejlédés kevésbé volt
érzékeny a réz tobbletre. A hosszu tavia, 25 uM-os kezelés hatasara megnovekedett OGY szamot, csokkent FGY
hosszt tapasztaltam, vagyis a SIMV megjelent (Kolbert és mts. 2012 PGR). Ez a gyokér fenotipus a cskkent
levélméret kisérletében az akklimatizacié egyik alapeleme lehet, hiszen ezek a morfologiai valtozasok
hozzajarulhatnak a réz-terhelt névény jobb viz- és tapanyagellatdsahoz. A vad tipussal ellentétben a nox1 és a
nialnia2 noal-2 mutans nem mutatott réz-indukalt FGY rovidiilést, és a SIMV fenotipus sem jelent meg.

A szelén-kezelt ludfiivek esetében a FGY hossz minden vizsgalt id6pontban (csirazas utani 2., 4., 7. és 14. nap)
csokkent, az OGY primordiumok és a kifejlett OGY-ek szama viszont a 14. napon megemelkedett az enyhe Se
kitettség hatasara. Vagyis ebben az idOpontban a szelén-indukalt SIMV fenotipus megjelentését tapasztaltam a
gyokérrendszerben. A merisztéma mértének szelén-indukalt csokkenése is kimutathatd volt. A gsnorl-3 mutans
a vad tipusnal jelentésebb, mig a nialnia2 kisebb mértékli FGY rovidiilést szenvedett el (Lehotai és mts. 2012
JXB).

A taptalajba jutatott 6lom csupan a legnagyobb koncentraciéban (75 uM) csokkentette szignifikansan a vad
tipusu ladfi gyokérndvekedését, de az enyhébb terhelés (25 uM) OGY szam gyarapodast idézett eld. Vagyis a
SIMV fenotipus legfobb tiinetét az oldalgydkeresedést a nem-esszencialis 6lom is kivaltotta.

A Brassica fajok FGY hossza jelentdsen csokkent minden réz koncentracio estén, az oldalgydkerek szama
azonban az enyhe réz stressz hatasara megnodvekedett, de csupan a révidebb tava (7 napos) kezelés esetén.
Vagyis ez esetben is a SIMV gyokér fenotipus megjelenése tapasztalhaté (Feigl és mts. 2013 EES).

A cink tobblet hatasara a Brassica napus FGY hossza csokkent, mig az OGY-ek szdma gyarapodott az enyhe
kitettség esetén. A Brassica juncea azonban nem szenvedett el FGY rovidiilést, bar az OGY képzddése
fokozodott. Vagyis a cink-indukalt SIMV 2 {6 tiinete egyiittesen csupan a B. napus-ban jelent meg (Feigl és mts.
2014 AOB).

Az o6lom szintén jelentésen csokkentette a FGY hosszt mindkét fajban, de csak a B. napus-ban okozott
oldalgydkeresedést.



Kisérletet tettem a ,,split-root” nevelési mdodszer beallitdsara, ez azonban csak részben bizonyult sikeresnek.
Mivel ugy itéltem meg, hogy a rendszer optimalizaldsa id6igényes, jelentésen megbonyolitja a munkat, és nem
nyerhet6k vele relevans 0j informacidk, igy a tovabbiakban eltekintettem a hasznalatatol.

2. A kiilonb6zo nehézfemek RNF és ROS szintekre gyakorolt hatdsainak mikroszkopos tanulmanyozdasa.

A ludfii sziklevelében rovidtavon az 5 uM réz szignifikansan megemelte a NO szintet, mig a nagyobb foku réz
stressz nem okozott Iényegi valtozast. Biokémiai (gatloszerek) és genetikai (mutansok) vizsgalataim alapjan arra
kovetkeztettem, hogy a réz-indukalt NO szintézishez az L-arginin-kapcsolt és a nitrat reduktaz (NR)-fiiggd
szintézisutak is hozzajarulnak. A NO képzidése a kezeletlen gyokerekben szovetspecifikus jellegii volt, hiszen a
megnyulasi zonaban lényegesen nagyobb NO-fiiggd fluoreszcens jelet detektaltam a merisztémahoz képest. Hét
napos réz terhelés hatdsara az elongacios zona jelentés NO tartalma koncentraciofiiggd modon csokkent (ennek
hatterében nem a szuperoxiddal torténd reakcié all), mig hossza tavon a NO szintje szignifikdnsan
megemelkedett (NR-fiigg6 modon) a megnyulasi zona sejtjeiben (Kolbert és mts. 2012 PGR). Vagyis a réz
tobblet hatasa a NO metabolizmusra fiigg a terheltség id6tartamatdl. Az OGY-k NO tartalmat a réz kezelések
nem befolyasoltdk. A NO fokozhatja a réz érzékenységet vagy eldsegitheti a toleranciat is a réz stressz
erdsségétdl fliggéen. A RNF-ROS interakcidokat mutinsok (NO homeosztazis mutansok: nox1, gsnorl-3,
nialnia2; ROS homeosztazis mutansok: vtc2-1, vtc2-3, miox4) segitségével tanulmanyoztam. Antagonisztikus
kapcsolatot talaltam a RNF és ROS kozott, hiszen a ladfli gyokerekben a magas NO tartalomhoz alacsony ROS
tartalom tarsult és forditva. Osszességében a slilyosabb réz kitettség esetén a NO enyhitd hatdsa a ROS
metabolizmus szabalyozasan keresztiil valosul meg (Pet6 és mts. 2013 PCR).

A csiranovények korai fejlédése soran a NO szintje csokkent (ez NR-fiiggetlen), a hidrogén-peroxid (H,0,)
tartalom viszont emelkedett a gyokerekben, ami a két jelmolekula kozotti antagonista kapcsolatra utal szelén
stressz soran. A gsnorl-3 mutans magas NO szintje valamint a vad tipust névény NO donorral torténd kezelése
fokozta a Se tilirést, mig a csokkent NO tartalom a nialnia2 novényekben érzékenységet eredményezett (Lehotai
és mts. 2012 JXB).

Az 6lom koncentracio-fiiggé modon megnovelte a NO tartalmat a FGY és az OGY merisztémajaban és
megnyulési zonajaban, vagyis a teljes gyokérzetben.

A Brassica gyokerekben a NO és a peroxinitrit (ONOO") metabolizmusa a réz kezelés id6tartamatol és
koncentracigjatol fiiggéen megvaltozott. A szuperoxid gydkanion és a H,O, szintek mindkét fajban ndvekedtek a
réz stressz hatasara (Feigl és mts. 2013 EES).

A cink tobblet csupan a B. napus gyokérzetében valtott Ki szuperoxid és H,0, termelédést, mig a NO és ONOO"
szintek mindkét fajban szignifikans médon megemelkedtek (Feigl és mts. 2014 AOB).

Az 6lom nem okozott szignifikans valtozasokat ezen molekulak szintjében a Brassica gyokerekben.

3. Az antioxidans védekezo rendszer enzimatikus és nem enzimatikus komponenseinek vizsgalata

A ludfii novények gyokérzete nem biztositott elegendd biomasszat, ezért ezeket a vizsgalatokat csak Brassica
novények gyokérzetében végeztem el. A réz hatasara a szuperoxid-dizmutiaz (SOD) aktivitasa fokozodott, az
aszkorbat peroxidaz (APX) aktivitasa pedig csokkent. Az oxidalt aszkorbat mennyisége jelentésen megnétt, mig
a hosszabb tavu stressz hatasara a redukalt forma is felhalmozodott. A redukalt forma aranyanak réz-indukalt
csokkenése mindkét fajban jellemz6 volt (Feigl és mts. 2013 EES).

A cink terhelés fokozta a SOD és csokkentette az APX aktivitast, ez utobbi azonban csak a B. napus-ban volt
kimutathat6 (Feigl és mts. 2014 AOB).

Meghataroztam tovabba a katalaz, glutation-reduktaz aktivitasokat és a GSH:GSSG aranyt is a réz illetve cink-
kezelt Brassica novényekben, ezek az eredmények azonban valtozatos képet mutattak, és helyenként nehezen
magyarazhatoak voltak.

4. Az NF stressz altal kivaltott membrankarosodas és sejthalal vizsgalata a gyokerekben

A réz terhelésnek kitett, vad tipust ladfii novények gyokércsiicsaban detektalhatdo volt a lipid peroxidok
felhalmozodasa Schiff-festéssel. A merisztéma sejtek életképessége (fluoreszcein diacetat festéssel
meghatarozva) csak az 50 uM réz hatasara csdkkent szignifikansan. Az életképesség csokkenésébdl pedig
kovetkeztethetlink a sejthalal mértékére. A NO tobblettel biré mutansok (nox1 és a gsnorl-3) és a nialnia2noal-
2 merisztémaja az alacsony réz koncentraciora reagalt érzékenyen, mig a sulyosabb stressz nem okozott
életképesség vesztést az esetiikben. A nialnia2 minden réz koncentracié esetén jelentds életképesség vesztést
szenvedett el. A vad tipusi névények NO donorral valé kezelése megakadalyozta az életképesség réz indukélta
csOkkenését, mig a gyokfogd shlyosbitotta azt az enyhébb stresszek esetén (Pet6 és mts. 2013 PCR).

A szelén csupan a legnagyobb koncentracidoban csokkentette az életképességet a vad tipusu ludfi gyokerekben.
Ehhez képest a gsnorl-3 ellenallobbnak, a nialnia2 pedig érzékenyebbnek bizonyult. A vad tipusti ndvények
NO donorral valo kezelése pedig enyhitette a szelén-indukalt életképesség vesztést (Lehotai és mts. 2012 JXB).



A rézkezelt Brassica novények fogyokérc shcsaiban a jelentés életképesség csokkenés tortént minden
koncentracio esetén. Mindkét fajban kimutathatd volt a lipid peroxidacio a Schiff-festéssel, de a szinreakcio a B.
juncea gyokereiben bizonyult kifejezettebbnek (Feigl és mts. 2013 EES).

A cink tobblet csak a B. napus merisztémajaban okozott életképesség csokkenést, és a lipid peroxidacio is ennek
a fajnak a gyokércsucsaban volt detektalhato a festéssel (Feigl és mts. 2014 AOB).

Moédszerek: fény- és fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok, spektrofotometrias vizsgalatok

Varhato eredmények: a NF-indukalt SIMV mértékének, id6- és koncentraciofiiggésének meghatarozasa a vad
tipusti és mutans gyokerekben, és ennek Osszefliggése a RNF és ROS szintekben bekdvetkezé valtozasokkal.
Osszefiiggés kimutatdsa a ROS szintek véltozdsa és az antioxiddns rendszer aktivitdsa kozott. Lehetséges
kapcsolatok feltarasa a reaktiv nitrogén —és oxigénformak kozott.

Megallapitottam, hogy a SIMV megjelenése nem faj-, és elemfliggd, de fiigg a stressz erdsségétdl €s a kitettség
idétartamatol. Altalaban alacsony koncentraciojii és hosszabb idStartamu kitettség esetén jelenik meg a SIMV
fenotipus. A SIMV-et mutatd gyokérzet -minden altalam vizsgalt elem és novényfaj esetén- megndvekedett NO
tartalommal bir a SIMV-et nem mutatd gyokérzethez képest. Brassica fajokban Gsszefiiggést talaltam a SOD és
az APX aktivitiasok és a ROS szintek valtozasai kozott. A ladflivel kapott eredményeim a NO és a ROS (H,0,)
kozotti antagonista kapcsolatra utalnak réz és szelén kitettség esetén is.

Kozlés: nemzetkozi konferencia 6sszefoglalok (XVIII. FESPB Konferencia, 4. Nemzetkozi ,,Plant NO Club”) és
kéziratok el6készitése nemzetkozi folydiratban valo kdzlésre.

A fent emlitett kongresszusok helyett koltséghatékonyabb ¢és jobban profilba vagd konferencidkat latogattam meg. Részt
vettem a ,,COST ACTION FA 0905 - Mineral improved crop production for healthy food and feed” elnevezésti konferencian
Lisszabonban 2012. oktober 23-26. kozott.

A bemutatott eléadas cime: THE EFFECT OF ZINC ON THE MICROELEMENT HOMEOSTASIS AND THE
METABOLISM OF REACTIVE SIGNAL MOLECULES IN BRASSICA JUNCEA AND BRASSICA NAPUS

Szerzék: Gabor Feigl, Devanand Kumar, Andrea Petd, Nora Lehotai, Attila Ordég, Arpad Molnér, Zsuzsanna Kolbert, Laszlo
Erdei

Eredményeim szerepeltek tovabba poszter bemutaté formédjaban a ,,7" SPPS PhD Student Conference” elnevezésii
konferencian, amit 2012. szeptember 12-15. kozott rendeztek meg Esztorszagban.

A poszter cime: STUDY OF SELENITE-INDUCED HORMONAL AND SIGNALLING MECHANISMS DURING ROOT
GROWTH OF ARABIDOPSIS THALIANA L. BY LIGHT- AND FLUORESCENCE MICROSCOPY

Szerz6k: Nora Lehotai, Andrea Pet6, Gabor Feigl, Devanand Kumar, Laszl6 Erdei, Zsuzsanna Kolbert

A 2012-es évben harom kéziratom kertilt elfogadasra, és jelent meg nyomtatasban (lasd publikaciok).

A Kkutatasi tervemben a masodik évben elvégezendo feladatokat négy pontban foglaltam o6ssze.

1. A GSNO immunfluoreszcencias, valamint az RSNO fluoreszcens mikroszkopos kimutatdsa.

Az S-nitrozoglutation (GSNO) immunfluoreszcencias detektalasi modszer adaptalasa soran szdmos technikai
akadallyal szembesiiltem (pl. metszeteket mindsége, antitestek higitasa, inkubacids idok hossza), és végiil nem
sikertilt értékelhetd felvételeket készitenem. Ezért egy masik modszert, az LC-ESI MS technikat alkalmaztam,
mely segitségével meg tudtam mérni, és nmol/g friss tomeg egységben ki tudtam fejezni a GSNO
jelentdsen lecsokkent a cink kezelés hatasara mindkét fajban. Az RSNO-specifikus fluoreszcens festéket (Alexa
Fluor 488 Hg-link phenylmercury) sajnalatos modon kivontak a forgalombdl, igy az ezzel tervezett kisérleteket
nem allt médomban elvégezni. Annak kideritésére, hogy S-nitrozilaciés események torténnek-e a ludfii
gyokerében réz kezelés hatasara, egy biokémiai eljarast alkalmaztam a festés helyettesitésére. Az N-etil-
maleimid (NEM) hatékonyan gatolja az S-nitrozilacios reakciot, ezért a réz kezelés mellett alkalmazva vad
tipusu novényekben az életképesség szignifikans csokkenését tapasztaltam a csak rézzel kezelt novényekhez
képest. Ebbol arra kovetkeztetek, hogy réz stressz hatasara S-nitrozilacid torténik, és a NO ilyen, nitrozilacids
reakcidkon keresztiil jarul hozza a réz tiirés kialakulasahoz.
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Ca ¢és a Mg tartalom nétt, azonban csak a hosszu tava cinkkezelésnek kitett novények hajtasaban. A fajok kozott
nem volt Iényeges eltérés, csak ugy, mint a réz-kezelt Arabidopsis esetében sem, ahol a makroelemek
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A kovetkez6 mikroelemek meghatarozasa tortént meg ICP-MS technika segitségével: Cu, Zn, Mn, Fe, B, Mo,
Co, Ni, Se, Al.

Az Arabidopsis esetén a kontroll ndvényekben a gyokér mutatott nagyobb réz tartalmat, mig a kiils6 réz kezelés
hataséra a hajtasban volt magasabb az akkumuléci6. A hajtasban csokkent, a gydkérben viszont jelentdsen nétt a
vas koncentracio, vagyis a réz terhelés nagymértékben modositotta a fém ndévényen beliili eloszlasat. A réz
stressz csokkentette a cink tartalmat, és ez leginkabb a gyokérben volt jellemzd (Pet6 és mts. 2013 PCR).

A szelén kezelés a ludfiivek esetén szignifikans (kb. 90-szeres) szelén koncentracido novekedést okozott a
gyokérben és a hajtasban is (Lehotai és mts. 2012 JXB). Nem tortént szignifikdns valtozds a vizsgalt
mikroelemek (Cu, Zn, Fe, Mn, Ni, B, Mo, Co) koncentracidiban egyik szervben sem.

aranyt és bioakkumulacios faktort (BAF) is szamitottam. Az el6bbi az elemek szervek kozotti eloszlasat, mig az
utébbi a ndvények fémakkumulald képességét, azaz fitoremedidcidra vald alkalmazhatosagat mutatja meg.
Mindkét Brassica faj hasonld réz akkumuldciét mutatott. Mindkét fajban a rézre vonatkozé BAF a gyokérben
nagyobb volt, mint a hajtasban. A Zn, Fe, Mn és Co koncentraciok jelentdsen csokkentek, de a hatds nem fliggott
a réz kezelés erdsségétol. A réz tobblete negativan befolyasolta a gydkér és a hajtds Zn, Mn és Co tartalmat.
Altalanossagban elmondhatd, hogy ezt az elem eloszlasi mintazatot a réz kitettség nem befolyasolta jelentdsen
(Feigl és mts. 2013 EES).

A cink terhelésnek kitett Brassica fajok esetében kiemelendd, hogy a Cu koncentracid nétt, a Fe, Mn és a Co
tartalom pedig csokkent mindkét szervben. A fajok kozott 1ényeges eltérést nem tapasztaltam (Feigl és mts. 2014
AOB).

Az 6lom a Brassica fajok gyokerében nagymértékben felhalmozodott, de a hajtasbodl szinte teljesen kizarodott.

3. Western blot technika adaptilisa és alkalmazdasdanak kidolgozasa a tirozin nitraciéval modosuld fehérjék
vizsgalatara a NF-kezelt Brassica és Arabidopsis novényekben.

El6 kisérleteim soran a kereskedelmi forgalomban kaphato elsddleges (anti-nitrotyrosine antibody produced in
rabbit, Sigma-Aldrich) és az azzal kompatibilis masodlagos antitesttel (anti-rabbit IgG (whole molecule)—
peroxidase antibody produced in goat, Sigma-Aldrich) dolgoztam. Az el6hivast Clarity Western ECL
szubsztrattal (BioRad) végeztem kemilumineszcencia-alapon miikodé modszerrel. A klasszikus rontgenfilmes és
digitalis technikat is alkalmaztam. Tobb elsddleges antitest-higitast kiprobaltam az 1:300-t6l az 1:8000-ig. Az
eredményeimbdl az latszik, hogy cink hatasara széles korii fehérje nitracio térténik a Brassica fajokban, vagyis a
nitraciot elszenvedett fehérjék azonositasa sikeres volt. A kapott mintazat részletesebb elemzésére megfeleld
technikat kellett talalnom a palyazat utolsé évében.

4. A kivdlasztott gének RT-PCR analizisének elkezdése. A gének cDNS szekvencidinak keresése adatbazisokban
(EMBL/GenBank/DDBJ).

A vizsgalni kivant gének kivalasztasa irodalmi adatok alapjan megtortént. Ezek cDNS szekvenciait az emlitett
adatbazisokban megkerestem. A tényleges kisérletek a palyazat utolsd évének februarjaban kezdédtek.

Moédszerek: Fény- és fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok Zeiss Axiowert 200M tipusti mikroszkoppal. A
A GSNO meghatarozasahoz nem immunfluoreszcens moédszert alkalmaztam, hanem LC-ESI-MS technikaval
helyettesitettem azt. Az RSNO detektalasara alkalmas fluoreszcens festéket nem tudtam megvasarolni (kivontak
a forgalombol), igy egy biokémiai kezelést (N-etil-maleimid) alkalmaztam, ami kozvetett bizonyitékkal szolgalt
az S-nitrozilacios események megtorténtére. Az elemtartalmakat ICP-MS (Thermo Scientific Xseries I1)
késziilékkel hataroztam meg.

Varhato eredmények: az egyes NF kezelések esetén a GSNO szintekben bekovetkezd valtozasok valamint az
S-nitrozilacios reakciok meghatarozasa. A NF terhelés altal az elemtartalomban okozott valtozasok kimutatasa.
modszerrel meghataroztam, hogy a réz stressz hatdsara S-nitrozilacid torténik, és a NO ilyen, nitrozilacios
reakciokon keresztiil jarul hozzad a réz tlrés kialakulasahoz. A makro- €és mikroelemek koncentracidiban
bekovetkez6 valtozasokat, vad-tipusi Arabidopsis, Brassica juncea és Brassica napus gyokér és
hajtasrendszerében sikeriilt meghataroznom.

Kozlés: hazai és nemzetkozi konferencia 0sszefoglalok (Magyar Novénybioldgiai Tarsasdg X. Kongresszusa,
11™ International Conference on Reactive Oxygen and Nitrogen Species in Plants) €s publikdcié nemzetkozi
folyoiratban.

A Magyar Novénybiologiai Tarsasag Kongresszusat 2014-ben rendezték. A 2013-as évben egy helyi rendezésii konferencian
(Biomedica Konferencia, 2013. 12. 13., Szeged) vettem részt, ahol posztert mutattam be.



Cim: RELATIONSHIP BETWEEN CYTOKININ AND NITRIC OXIDE IN SELENIUM-TREATED ARABIDOPSIS
PLANTS
Szerzék: Nora Lehotai, Gabor Feigl, Agnes Kobs, Andrea Pet6, Laszl6 Erdei, Zsuzsanna Kolbert

Részt vettem a ,,11™ International Conference on Reactive Oxygen and Nitrogen Species in Plants” elnevezésii
kongresszuson, ami Varsoban keriilt megrendezésre 2013. julius 17-19. kozott.

A bemutatott poszterem cime: CYTOKININ OVERPRODUCING IPT-161 ARABIDOPSIS SHOWS ALTERED NO
GENERATION AND INSENSITIVITY TO SELENITE

Szerzék: Zsuzsanna Kolbert, Nora Lehotai, Andrea Pet6, Gabor Feigl, Nora, Tugyi, Laszl6 Erdei

A 2013-as évben két kéziratom keriilt elfogadasra, és jelent meg nyomtatasban nemzetkozi folyoiratokban (lasd publikaciok).

A kutatasi tervemben a harmadik évben elvégezendé feladatokat harom pontban foglaltam 6ssze.

1. Tirozin nitrdacio kimutatasa Western blot technikaval.

A taptalajon nevelt vad tipusu és (sok esetben torpe) mutans ludfiivekbdl nem sikeriilt elegendé biomasszat
nyernem a fehérjetisztitishoz és a Western blot analizishez, ezért ezeket a vizsgalatokat csak Brassica
névényekben végeztem el.

A mobdszer adaptalasat és optimalizalasat a palyazat 2. évében elvégeztem. Kontroll és cinkkezelésnek kitett
Brassica juncea és Brassica napus leveléb6l valamint gyokerébdl fehérjekivonatokat készitettem. Natrium-
dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) segitségével szeparaltam a fehérjéket majd ezeket
polivinilidén (PVDF) membranra vittem fel, és 3-nitrotirozin elleni poliklonalis antitesttel (Sigma-Aldrich)
reagaltattam. Kisérleteim soran a kereskedelmi forgalomban kaphaté els6dleges (anti-nitrotyrosine antibody
produced in rabbit, Sigma-Aldrich, 1:2000) és az azzal kompatibilis masodlagos antitesttel (anti-rabbit 1gG
(whole molecule)—peroxidase antibody produced in goat, Sigma-Aldrich, 1:10 000) dolgoztam. Az el8hivast
Clarity Western ECL szubsztrattal (BioRad) végeztem kemilumineszcencia-alapon miikodé modszerrel. A
klasszikus rontgenfilmes és digitalis technikat is alkalmaztam. A fehérjekivonat tisztitdsahoz
immunoprecipitacios eljarast alkalmaztam magneses gyongyok feliiletére kovalensen kotott fehérje antitest
segitségével (Thermo Scientific Pierce Crosslink Magnetic IP/Co-IP Kit). Pozitiv kontrollként nitralt marha
szérum albumint hasznaltam.

A kontroll ndvények szerveiben is tortént nitracid, vagyis egy alapvetd fehérjeaktivitas szabalyozassal allunk
szemben. Cink tobblet hatasara ugyanazok a fehérjesavok mutattak immunopozitivitast, de a reakcid erésebb
volt, vagyis a nitracio fokozodott mindkét Brassica fajban. Elsdként mutattam ki nehézfém-kezelt ndvényben a
fehérje nitracié fokozodasat, ami fontos informéaciokkal szolgalhat a Brassica fajok cink tlirésével kapcsolatban
(Feigl és mts. 2014 AOB).

2. A kivadlasztott gének expresszios mintazatainak RT-PCR analizise

A cinkkezelt Brassica fajok gyokérnovekedési valaszai kozott kiilonbséget talaltam, ezért ebben a rendszerben
tanulmanyoztam kiilénb6z6 ciklin (CYC) és ciklin-dependens kinaz (CDK) gének expressziojat.

Irodalmi adatok alapjan a kovetkezé Brassica géneket valasztottam Kki: Brassica napus CDKA (U18365),
CYCAZ2;3 (L25405.1), CYCAL;1 (L25406.1). A tovabbi géneket szekvencia homoldgia alapjan valasztottam ki
ismert, publikalt gének alapjan: CYCD4;1 (TC195684), KRP1 v. 2 (TC 210298).

Ezek ¢cDNS szekvencidit az NCBI adatbazisban (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) megkerestem, és primereket
terveztem a Primer 3 szoftver (http://primer3.ut.ee/) segitségével. A tesztelés utan a megfelelé olvadasi gorbéjii
és hatékonysagl primereket hasznaltam fel. A Brassica gyokérmintakbol RNS-t izolaltam és DNaz kezelés utan
CDNS-t hoztam létre. A mintak tesztelése utin qRT-PCR-rel meghataroztam a génexpresszids valtozasokat
(SYBR Green festék segitségével). Referencia génként a 18S riboszomalis RNS-t és a GAPD géneket
valasztottam, melyek konstitutiv kifejez6dést mutattak cinkkezelésre. A relativ transzkriptszint valtozasokat a 2
CACY éplettel kalkulaltam. A B. juncea kontroll mintdban mért ACt értékeket vettem a génexpresszio
egységének.

A CDKA expresszidja a B. napus gyokérzetében csokkent a cink terhelés hatasara, mig a B. juncea esetében
csokkenés nem, de kismérték(i indukcié volt megfigyelhetd az 50 és a 150 uM cink hatasara. A CYCAL;L,
CYCA2;1 és a CYCD4;1 gének kifejez6dése nem mutatott érdemi valtozast a cink kezelések hatasara egyik
fajban sem. A CDK aktivitas specifikus gatlojaként, igy a sejtciklus negativ regulatoraként szereplé KRP gén
kifejez6dése nagyfoka (~100-szoros) indukcidt mutatott minden cinkkezelésre B. napusban, és 300 uM cinkre B.
juncea-ban. A gyokérnovekedés gatlasa a cink kezelt B. napus-ban részben magyarazhaté a CDKA kifejezédés
gatlasaval és a negativ regulator KRP indukciojaval. A B. juncea-ban a gyokérnovekedés gatlasanak elmaradasat
pedig részben magyarazhatja az, hogy a cink terhelés nem csokkentette a CDKA, de novelte a KRP expressziot.



3. Az auxin, citokinin és etilén eloszldasanak in situ vizsgdlata DRS::GUS, ARR5::GUS és ACS::GUS/GFP
ludfii riporter vonalak segitségével.
A rovidebb tava réz terhelés az auxin szintet jelz6 DR5::GUS prométer aktivitds ndvekedését okozta a ludfi
mindkét szervében, mig a hosszu tavi kisérletekben az auxin szint lényeges csokkenését tapasztaltam a ladfii
levelekben, a gyokércsticsban és a kiilonbozé fejlettségii oldalgyokerekben (Kolbert és mts. 2012 PGR).
Az auxin transzport gatloszerét alkalmazva megallapitottam, hogy az auxin a NO szintek negativ regulatora réz
stressz alatt a fogyokérben. Tovabba a DRS5::GUS novényeket NO donor (SNP) és gyokfogo (cPTIO)
molekulakkal kezeltem, és mig az els6 esetben az auxin jel csokkenését, addig a gyokfogd alkalmazasaval annak
erdsddését tapasztaltam mindkét szervben. Ez az auxin és a NO kozott meglévd kdlesondsen negativ szabalyozo
kapcsolat meglétére utal réz stressz alatt.
A szelén csokkentette a FGY csticsban a DR5::GUS aktivitast, azonban jelentdsen ndvelte a citokinin szintet
jelz6 ARRS5::GUS jelet valamint az etilén szintézisét (ACS8::GUS) (Lehotai és mts. 2012 JXB). A citokinin
(CK)-figgd ARRS::GUS promoter aktivitas valtozasait részletesebben is megvizsgaltam szelén terhelt ladfiiben.
A citokinin jel fokozddasat a gyokérben, a jel erbteljes csokkenése kisérte a sziklevelekben, ami a citokininek
csokkent NO szinttel rendelkezett és a kontroll ARRS::GUS ludfii NO donorral valé kezelése a CK jel
eliminacidjahoz vezetett a merisztémaban, ami arra utal, hogy kolcsondsen negativ interakcié all fenn a CK és a
NO kozott a kezelést nem kapott névények gyokérzetében. Szelén stressz alatt a NO donor megakadalyozta a
CK akkumulaciot a gydkércsucsban, ami a NO CK szintekre gyakorolt negativ hatasat feltételezi.
A PIN auxin transzport fehérjék expresszidjaban bekovetkezé réz-indukalt valtozasokat Yuan és mts. (2013,
Plant Cell Physiol 54:766-778) publikaltak, ezért ilyen iranyu vizsgalatokat ebben a rendszerben nem végeztem.
Szelén hatasara jelent6s valtozasokat a PIN1::GFP expresszidjaban nem sikertilt detektalnom.

Modszerek: In situ molekularis biologiai vizsgalatok Zeiss Axiowert 200M tipusi mikroszkoppal.
Génexpresszios vizsgalatok QRT-PCR (Biorad) késziilékkel.

Varhaté eredmények: a NF-ck hatasara bekovetkezd fehérje nitracid kimutatasa, valamint az egyes hormonok
eloszlasaban és szintjében bekovetkez6 valtozasok in situ detektalasa. Az NF-szabalyozott RNF és ROS szintek
hormon eloszlasra és transzportra gyakorolt hatisanak meghatirozasa. A sejtciklus gének expresszidjaban
bekovetkezé NF-indukalt modosulasok kimutatasa, a RNF génexpressziora gyakorolt hatasanak felderitése. A
kapott eredmények jelatviteli modellben valo felvazolasa annak érdekében, hogy egy atfogd képet kapjak a RNF
szerepérl és az egyéb jelatviteli komponensekkel vald kodlesonhatasarol a NF stressz hatasara kialakulé SIMV
soran.

Sikeresen kimutattam a cink hatasara a Brassica fajok gyokérzetében bekovetkezé fehérje nitracio fokozodasat.
Ludft gyokerekben detektaltam az auxin, citokinin és etilén eloszlasanak megvaltozasat, amit Osszefiiggésbe
hoztam a tapasztalt ndvekedési valaszokkal. Kimutattam a NO negativ szabalyozo6 hatdsat az auxin és citokinin
szintekre réz illetve szelén stressz soran. A Brassica gyokérzetben meghataroztam a ciklin-fiiggd kinaz és a
negativ regulator KRP kifejezddésének cink-indukalt valtozasait és lehetséges Osszefiiggését a ndvekedési
valaszokkal.

Kozlés: nemzetkozi folydirateikk, zardjelentés

A 2014-es évben két Ph.D. értekezés késziilt és harom kézirat késziilt az eredményekbdl. Ezek koziil egy kézirat elfogadasra
keriilt és megjelent on-line (lasd publikaciok). Egy masik kézirat elfogadasra keriilt az Acta Biologica Hungarica
folyoiratban, a megjelenés a 2015-6s évben varhato (lasd lentebb). A harmadik kézirat benyujtasra keriilt a Plant Growth
Regulation folydiratba, biralata folyamatban van (lasd lentebb).

Elfogadott kézirat cime: COMPARING THE EFFECTS OF EXCESS COPPER IN THE LEAVES OF BRASSICA JUNCEA
(L. CZERN) AND BRASSICA NAPUS (L.) SEEDLINGS: GROWTH INHIBITION, OXIDATIVE STRESS AND
PHOTOSYNTHETIC DAMAGE
Szerzék: Géabor Feigl, Devanand Kumar, Nora Lehotai, Andrea Petd, Arpéd Molnér, Eva Racz, Attila Ordég, Laszl6 Erdei,
Zsuzsanna Kolbert, Gabor Laskay

Benyujtott kézirat cime: COPPER SENSITIVITY OF NIAINIA2NOA1-2 MUTANT IS ASSOCIATED WITH ITS LOW
NITRIC OXIDE (NO) LEVEL
Szerzok: Zsuzsanna Kolbert, Andrea Pet6, Nora Lehotai, Gabor Feigl, Laszl6 Erdei



Osszefoglalas

A tobb, kiilonbozé novényfaj (ludfli, olajrepce, mustar) bevonasa a kisérletekbe és ezek kiilonbozo
nehézfémekre (réz, szelén, cink, o6lom) adott valaszainak tanulmanyozasa lehet6vé tette altalanos
kovetkeztetések levondsat a stressz-indukalt morfogenetikai valasz tulajdonsagait illetéen. Megallapitottam,
hogy a gyokérzet SIMV fenotipusanak megjelenése nem faj-, és elemfiiggd, de figg a stressz erésségétdl és a
kitettség idStartamatol. Altalaban alacsony koncentracioju és hosszabb idStartami kitettség esetén jelenik meg,
és a SIMV-et mutatd gyokérzet megemelkedett NO tartalommal rendelkezik. Tovabbi eredményeim
bizonyitottdk a NO részvételét, hormonokkal és ROS-kal valé interakcidit a novekedési valaszok soran. A
palyazat eredményeit irodalmi adatokkal kiegészitve egy dsszefoglalo jelatviteli modellben szemléltetem.

Stressz
Pl Cu, Se, Zn

Hormonok
Pl auxin, CK

gatlastindukcio

A SIMV jelatvitelének ismert elemei (fekete vonallal, Potters és mts. 2009, Plant Cell Environ 32:158-169
nyoman) és 8 RNF (NO) -eredményeim alapjan feltételezett- részvétele a jelatvitelben (piros vonallal).

Rendelkeziink arra vonatkozo ismeretekkel, hogy a kornyezeti stresszek soran megvaltozik a hormon
metabolizmus és/vagy transzport, valamint a ROS (vagy ROF) homeosztazis. Ezek egymastol fiiggetleniil, de
kolcsonhatasban is hozzajarulnak a ndvekedés megvaltozasahoz stressz hatas alatt. A palyazati munka
eredményeként kideriilt, hogy a RNF (legfoképp a NO) szerepelnek a stressz-indukalt novekedés
szabalyozasaban. Feltételezésem szerint legalabb harom NO jelatviteli ut lehetséges: a) hormon-fiiggé NO hatas
(pl. sejtciklus gének szabalyozasa), b) ROS (ROF)-fiiggé NO hatas (pl. fehérje nitracio), ¢) direkt, az elézéektol
fliggetlen hatas (pl. génexpresszio szabalyozas fehérje S-nitrozilacié altal).

Bar jelen palyazat keretében néhany NO jelatviteli folyamatra fény deriilt, a munka tovabbi izgalmas kérdéseket
vet fel, amik megvalaszolasahoz a jov6ben is kitartd kutatdmunka sziikséges.



