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1. BEVEZETES

A fotoszintézis a novények egyik legfontosabb élettani folyamata. A fotoszintetikus apparatus
mukodése, a fotoszintetikus aktivitds mértéke, a fotoszintetikus pigmentek mennyisége ¢&s
egymashoz viszonyitott aranya egyiittesen utal a ndvény altalanos ,,egészségi allapotara”,
vitalitasara.

A ndvényi szovettenyésztés a hagyomanyos szaporitasi eljardsok mellett, gazdasagilag is nagy
jelentdséggel bird specialis technika. A szaporitds mellett az in vitro kultarak lehetOséget
biztositanak tobbek kozott a ndvények €lettani, biokémiai folyamatainak nyomon kdvetésére, steril,
kontrollalt koriilmények kozott. Az in vitro tenyészetekben lehet6ség nyilik bizonyos anyagok
novényekre gyakorolt hatdsanak részletes vizsgdlatara is reprodukalhatd modon. Az abiotikus
¢s/vagy biotikus faktorok élettani hatdsai hasonldéan az in vivo vizsgalatokhoz, elsGsorban a
fotoszintetikus folyamatokban bekovetkezd valtozasokban manifesztalddnak.

Az in vitro tenyészetek fotoszintézis folyamatokat vizsgalva az egyik legnagyobb kiilonbség
abban lathato a szabadfoldi vagy tiveghazi koriilmények kozott fejlédé novényekhez képest, hogy a
novénytenyészetek a szénhidrat jo részét készen veszik fel a taptalajbol cukor formajaban (kivéve a
fotoautotrof tenyészetek). A magas cukor tartalom pedig gatlas alatt tarthatja a fotoszintetikus
folyamatokat, bar a pigmenttermelés zavartalanul miikodik és a névény teljesen zo6ld.

A szelén az utdbbi években, évtizedekben nagy érdeklddésre tart szamon, mivel bebizonyitottak
esszencialis voltat emberekben és magasabb rendii allatokban. A szelén hatasat magasabb rendii
ndvényekben is intenziven kutattdk/jadk. Az eddigi eredmények arra utalnak, hogy a novényekben a
szelénnek nincs létfontossagi szerepe, bar egyes fajoknal eldnyt jelenthet a magasabb
szelénakkumulalo képesség. Intakt novényekben ismertté valt a szelenat, szelenit (a természetben
leggyakrabban el6éforduld szervetlen szelénformak) felvétele, szallitdsa, metabolizmusa, ¢élettani €s
biokémiai folyamatokat befolyasold hatasa. In vitro koriilmények kozott novényi tenyészetekben

azonban kevéssé kutatott a kiilonb6zo szervetlen szelénformak élettani, biokémiai hatasa.



2. TEMAFELVETES

Novényi szovettenyészetekben a kiilonboz6 szervetlen szelén formak hatdsa csak kevéssé
kutatott. Az ismert, hogy szelén akkumuladlé Astragalus kallusztenyészetek a szelenatot és a
szelenitet is jobban toleraljak, mint a nem-szelénakkumulald tenyészetek. A legfrissebb kutatasok
arrol szamolnak be, hogy a vords elemi szelén sokkal inkabb toleralhatd szelénforma, mint a
szelenat nem-szelénakkumulald dohany szovettenyészetben. Az eddigi vizsgalatok azonban csak a
vOrds elemi nanoszelén felvételére, felhalmozddasara és szervképzddésre gyakorolt hatisara
terjedtek ki, az élettani folyamatokra vonatkozolag nincsenek informacioink.

Ezen ismeretekre alapozva jelen munkaban célul tiiztiik részletesebben tanulmanyozni a voros
elemi nanoszelén hatasanak vizsgalatat dohany (Nicotiana tabacum) fotoszintézis rendszerének
mikodésére szelenattal Osszehasonlitva in vitro. A szelénformak mellett a taptalaj szachardz
altalanosan alkalmazott dohany tenyészet esetében, befolyasolhatja a fotoszintetikus aktivitast.
Vizsgalatainkban arra voltunk kivancsiak, hogy a két szelénforma befolyasolja-e a dohany modell

pigment tartalmat, a fotoszintetikus aktivitast és a kloroplaszt ultrastruktirajanak rendezddését.



3. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

3.1. Fotoszintézis folyamata

A fotoszintézis komplex folyamataiban a fény ¢&s sotétszakasz mind id6, mind térbeli
kompartmentacidval jellemezhetd, ami a kloroplasztiszok szerkezetében is megnyilvanul. A
kloroplasztiszok alapallomanyaban torténik a CO2 megkotése, mig a tilakoidmembranban az
elsddleges fizikai folyamatok - a fényenergia Osszegylijtése és redukalod erévé torténd atalakitasa
megy végbe. Ezeknek a folyamatoknak két egymastol eltéré fotoszisztéma a szintere. A masodik
fotokémiai rendszer (PSII) és a fénybegyjté klorofill-fehérje komplex (LHCP) zémében a
granumokban, mig az elsd fotokémiai rendszer (PSI) a sztromatilakoidokban taldlhatd, a két
rendszert specidlis elektrontranszportlanc koti dssze. A két fotorendszer kozotti elektrondramlas
mellett protonvandorlas is megvalosul a membran két oldala kozott és az igy 1étrejott pH-, toltés, és
potencialkiilonbség ATP szintézisre hasznalédhat fel. A fényenergia begylijtését végzd klorofill-
protein komplexek (klorofill- karotinoid komplexek) tobb fajtajat sikeriilt kimutatni (CCI, CCII,
LHCPI, LHCPII), amelyek maguk is tobb komplex Osszekapcsolddasa révén johetnek létre (1.
abra). Ezek egy része a reakciocentrumok felépitésében jatszik szerepet, mig mas részik a
reakciocentrumok belsé ¢és kiils6 antennarendszerét alkotja (Nelson et al.,, 2004). A fény
abszorpcidja soran a fotoszintetikus pigmentek alapallapotbdl gerjesztett allapotba keriilnek, energia
tartalmuk éppen annyival ndvekszik, mint amennyi az elnyelt foton energiatartalma. Ez a megemelt
energiatartalma, excitalt allapotd molekula egyik elektronja magasabb energiaszintli palyan
helyezkedik el, ahové az elnyelt fénykvantum “emelte”. A fotoszintézis sordn a klorofill molekulak
fotokémiai reakcidjanak a lényege, hogy a gerjesztett klorofill molekula egy lazitopéalyara juttatott
elektront atad egy - a kozvetleniil a kornyezetében 1évé - elektronakceptornak. A klorofill
oxidalodik és egy, a kornyezetében 1évé donortol vesz fel egy elektront. Bar a fotoszintézis soran
csak két klorofill a forma vesz részt a toltésszeparacidval jar6 folyamatban - a P680 és a P700 -
specialis energiatranszferekkel mas molekulaformak - antennapigmentek - altal abszorbealt energia
is hasznosul. Ez az energiatranszfer csaknem két nagysagrenddel noveli meg fotokémiai reakciok
gyakorisagat a reakcidcentrumokban (Krause é¢s Weiss 1991). A gerjesztési energia azonban nem
minden esetben hasznosul fotokémiai reakcioban. Ezt a gerjesztési energia és a reakcidcentrumok
redoxallapota hatdrozza meg elsdsorban. A gerjesztett molekulak dezaktivaciojanak modja némileg
eltérd az antenna, ill. reakcidcentrum pigmentek esetén. Az antennapigmentekben nincs lehetdség
fotokémiai hasznosulasra, mig a reakciocentrumokbol attevodhet mas pigmentekre. A gerjesztési
energia egy része ho, fluoreszcencia, késleltetett fluoreszcencia, belsé konverzid, ritkabban

foszforeszcencia révén disszipalddhat (Krause -Weiss 1991; Damjanovich et al., 2006)
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1. abra: Fotoszintetikus pigment rendszer felépitése sematikusan abrazolva (Strasser et al.,

2004 munkaja alapjan)
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3.2. A fotoszintézis folyamatainak tanulmanyozadsra alkalmazott legaltalanosabb technikak

A fotoszintézis folyamatainak vizsgalatara léteznek invaziv és nem-invaziv technkikak, melyek
lehetdséget biztositanak kiilon-kiilon vagy egylittesen tanulmanyozni az egyes makrodomének

szerkezetét, miikodését.

3.2.1. Fotoszintetikus pigmenttartalom mérése spektrofotmetrias modszerrel

A magasabb rendii névényekben a klorofill fontos szerepet jatszik a napenergia elnyelésében. A
pigmentek  koncentraciojanak mérése lényeges tényezO a fotoszintetikus jellemzok
meghatarozasaban. Normalis koriilmények kozott a klorofill a és b mennyisége 3:1 viszonyitott
aranyban fordul eld. Napjainkban hasznalt leggyakoribb moédszer szerves olddszeres kivonason
alapul, ami példaul acetonnal, metanollal és N,N-dimetilformamiddal torténhet. Az extrakciot
kovetben a klorofill tartalom spekrofotométerrel hatarozhaté meg (Porra et al., 1989). Az in vitro
meghatarozas egyszerli és pontos, hatranya azonban, hogy munka és id6igényes (Manetas et al.,

1998). Ismertek ma mar in vivo vizsgalatok is a levél klorofill-tartalmanak meghatarozasara. Ezek a



modszerek a levelek optikai tulajdonséagait hasznaljdk ki és a klorofill sugarzas-visszaverddésén

¢s/vagy elnyelésén alapulnak (Maraczi et al., 2011).

3.2.2. Fotoszintézis rendszer hatékonysdaganak mérése indirekt fluoreszcencia méréssel

A novények klorofill a és b koncentracidja utal a klorofill bioszintézis és degradacido mértékére,
melyek érzékenyen reagalnak a ndvényt ért stressz hatdsokra. Onmagaban azonban a klorofill
tartalom nem mutatja meg a ndvény fotoszintézis rendszerének hatékonysagat. A fotoszintetikus
aktivitds mérésére az egyik leggyakrabban alkalmazott technika a klorofill a fluoreszcencia mérés.
A fotoszintézis mitkodése ugyanis jol jellemezhetd a besugarzott fénybol, a novény altal kibocsatott
fluoreszcencia ismeretében (Papageorgiou and Govindjee et al., 2004). A klorofill a fluoreszcencia
elsédlegesen a II. fotokémiai rendszerb6l (PSII) szarmazik. Az 1. fotokémiai rendszer (PSI)
alacsony fluoreszcens jelet bocsat ki. Azonban elmondhatd, hogy a PSII kinetikajat befolyasolja a
teljes fotoszintetikus elektronszallitd rendszer is. Sotét adaptalt ndvényekben a hirtelen erds fénnyel
valé megvilagitds hatasara a PSII reakciocentrumok telitddnek, igy bezarddnak. A feleslegben
maradt energia részben fluoreszcencia formajaban disszipalodik (Kautsky et al., 1960).
Fluorométerrel rogzitett jelekbol OJIP tranziens gorbe veheté fel, mely a gyors klorofill a
fluoreszcencia emelkedést reprezentalja, ahol az ,,0” = Fo minimalis fluoreszcenciat jelenti, ekkor
az 0sszes QA oxidalodik. A ,,P” = Fm a maximalis fluoreszcencia értéket mutatja, ez esetben az
Osszes QA redukalt allapotba keriil. A koztes 1épések J és I szakasz 2ms-30 ms alatt zajlik le
(Bussotti et al., 2004).

Az OJIP gorbébdl szarmaztathaté az Fv/Fm arany, a leggyakrabban hasznalt képlet a fotoszintetikus

rendszer hatékonysaganak szamszertisitésére: ahol

Fy : s6tétadaptalt novény alap fluoreszcencidja

Fm : s6tétadaptalt ndvény maximalis fluoreszcenciaja
Fy : fluoreszcencia valtozas (Fm - FO)

Fv/IFm = (Fm — Fo)/Fm

Az Fy [Fm arany konkrétan az elnyelt fényenergia kvantumhatasfok hasznositasanak maximalis
értékét méri a PSII reakciocentrumokban. Normalisan mitkddé fotoszintetikus rendszer normal
értéke 0,8 koriil van. Ha az Fo értéket noveljilk és az Fm csokken akkor nem megfeleld a
sotétadaptacio, ami novényfajonként valtozo pl: mutans, fény-arnyék kedveld fajok estében eltérd

lehet az adaptacio mértéke.



Az OJIP gorbébdl szarmaztathaté paraméter a fotoszintetikus index (PSlo) is, amely az
plasztokinon A-t (Qa) kovetd elektron transzportlanc hatékonysagara mutat ra. Ha a novényt érd
stresszhatas nem kozvetleniil a PSII-t érinti, akkor az Fv/Fm arany nem jelez csokkenést, viszont a
PSlo szolgalhat informativ eredményekkel.

Szintén a klorofill fluoreszcencia mérésekbdl szarmaztatott integrativ paraméter a performance
index (Plabs), mely harom fliggetlen paramétert integral: az aktiv reakciocentrumok stirtiségét, a Qa
mogotti elektrontranszport hatékonysagat és a reakcid centrumok altal abszorbealt fotonok csapdaba
esésének valoszintiségét (Lepedus et al., 2012). A PI abs alapjan visszajelzést kaphatunk mind a PSI
¢s a PSII fotokémiai rendszerekrdl, egyuttal szamszeri informacidt nyljt a novény aktualis

teljesitoképességérol is.

3.2.3. Kloroplsztisz szerkezetében torténd valtozdasok vizsgdlata cirkuldris spektroszkopia
maodszerével

A fotoszintézis sordn a fényenergia megkotésének hatékonysdga nagyban fligg a
kloroplasztiszokat alkotdé fotoszintetikus membranok molekularis szervez6dését6l. Ennek
vizsgalatara napjainkban elterjedében van a cirkularis spektroszképia (CD) modszere. Elénye, hogy
nem invaziv technika, ugyanakkor igen eredményes a kiralisan rendez6dott komplex biologiai
rendszerek szerkezeti sajatsigainak tanulmdnyozasaban, ¢és a pigment kolcsonhatasok
kimutatasaban (Van Amergon et al., 2000). Azokat a molekulakat, amelyeknél nem létezik az a sik,
amire tilkrézve Oonmagaba menne at, kiralis molekuldknak nevezziik. Ez az optikai modszer
lehetdséget biztosit arra, hogy a kiilonb6z6 szervezddési szinten 1évé pigmentek, pigment-protein
komplexek, makrodomének teljes membranok és membran rendszerek molekularis szervez6désérol
mélyrehatobb tudashoz jussunk (Garab - Amerongen, 2009). Hierarchikusan szervezett
rendszerekben a CD jelek kiilonb6z6 molekularis szerkezetekbdl szarmaznak. A molekulak
kiralitdsabol ¢€s belsé aszimmetridjabol eredéen a szabad klorofill molekuldk esetén gyenge,
ugynevezett intrinzikus CD jelek figyelhetéek meg (2. abra). Két vagy tobb pigmentmolekula
kolesonhatédsa esetén (pl. izolalt pigmentprotein komplexekben) exciton CD jelek figyelhetdek meg,
melyekre jellemzd a 3 szabalyos, konzervativ savszerkezet.

A specidlis CD jelek, nagyméretl, kirdlisan rendezett makroaggregatumok esetében lathatoak,
melyek igen nagy intenzitassal és nem-konzervativ sdvszerkezettel jellemezhetdk, és ezekkel
differencidlis fényszorassal is tarsulhat. Ezeket polimer és so-indukalt (psi) tipusi CD jeleknek
nevezziik. Hierarchikusan szervezett rendszerekben a CD jelek kiilonb6z6 molekularis

szerkezetekbdl szarmaznak (2. abra).



Kimutattak, hogy a makrodoménekben hé- és fénykezelés hatasara nagymértékii szerkezeti
atrendezddések torténnek, melyet a psi-tipusi CD sav intenzitdsa jelez, mig a rovid tava
kolcsonhatasokra jellemzod exciton CD jelek sokkal stabilabbnak bizonyultak. Ismert tovabba, hogy
a kozeg ozmotikus nyomasa és a kétértéki kationok jelenléte meghatarozo jelentdségiiek a

makrodomének szervezddésében (Szabd et al., 2011).

L) b T

3 I Sessssssnsanns o - -
intrinsic, x5
""" excitonic
2r psi-type

e o e

Circular dichroism, 10
o -

-1

400 500 600 700 800
Wavelength, nm

2. abra: Tilakoid pigmentek kiilonboz6 szervezodési szintjérol késziilt spektrumok cirkularis

dikroizmus technika segitségével (Garab és Amerongen 2009 munkaja alapjan)

3.3. Pigmenttermelés és fotoszintézis folyamatok valtozdsa abiotikus stressz koriilmények kozott

A novények fejlédését, alkalmazkodo képességét, termOképességét kiilonbozd biotikus és
abiotikus stressz tényezdk befolydsoljak. Az abiotikus stressztényezOk koziil a magas UV B
sugarzas, vizhiany, hideg-meleg homérséklet mellett egyre fokozodd problémat jelent az
antropogén hatasok kovetkezménye, a toxikus nehézfémek felhalmozodasa a talajban. (Harrach et
al., 2009; Thapar et al., 2008; Endres et al., 2010). A novények pigment termelése és a fotoszintézis
miitkodése érzékenyen reagal ezekre az abiotikus stressz hatasokra. A fotoszintetikus apparatust
vizsgalva, altalanosan elmondhat6, hogy a kiilonb6z6 abiotikus stressz tényezok gatoljak a klorofill
bioszintézisét, illetve a fokozzak a klorofill degradaciot (Hamid et al., 2010; Jaleel et al., 2009).
Ugyanakkor a fotoszintézis sotét- és fényszakaszaban végbemend reakciokat is gatolhatjak az
abiotikus stressz faktorok, mivel kdlcsonhatasba 1épnek az elektron transzportlanc komponenseivel
¢s befolyasoljak a Calvin-ciklus enzimeinek szerkezetét, funkcigjat, emellett karositjadk a

kloroplasztisz membran strukturajat. A toxikus fém gatlo hatasa érvényesiilhet kozvetleniil, de



kozvetett mechanizmus altal is, mint az oxidativ stressz koriilményei kozott 1étrejott valtozasok
(Hegedts et al., 2007).

Fémek/nehézfémek, mint a Fe hiany és Cd stressz nemcsak a fotoszintetikus pigment
csokkenését, hanem levélndvekedést gatlo, és klordzist kivaltd hatasokat is eredményeztek in vitro
koriilmények kozott nevelt Populus glauca esetén. Az eredményekbdl az is kideriilt, hogy a
klorofill a és b pigmentek csokkenését a fémstresszek nem egyforma aranyban befolyasoltak
(Gaspar et al., 2008). Hidroponikus koriilmények kozott nevelt kukorica és napraforgd csira
novények esetében az 1 ppm Cd kezelés mintegy 20% csokkenést eredményezett a kontrollhoz
képest a relativ klorofill tartalmat vizsgalva a hatodik napon. Ez a csokkenés 30-40%-0s volt a
magasabb kadmium koncentraciénal. Biotragya és kadmium egyiittes alkalmazéasa soran azonban
mérsékl6dott a klorofill csokkenés (Gajdos et al., 2009).

A kadmium kezelés hatdsara bekovetkezd klorofill tartalom csdkkenését tdmasztotta ald Stobart
et al., (1985) eredményei is. A kadmium a CO, fixacidoban résztvevé enzimek aktivitasat is
csOkkentette arpaban.

Ciegler et al., (2010) titannal kezelt spenot novények esetében is kimutattak a fotoszintézis
rendszerre gyakorolt gatlo hatast. Hidroponikus rendszerben nevelt Fe-hianyos spendt névények
esetében a titdn jelentdsen csokkentette a fotoszintetikus aktivitdsi paramétereket, amit klorofill
fluoreszcencia mérésekkel kovettek nyomon. A téptalajhoz adott vas kiegészités hatdsara nott a
novények fotoszintetikus aktivitdsa s egyuttal csokkent a gyokér és hajtas titdn koncentracidja
egyarant. Az eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy a titdn befolyasolja a az I és II fotokémiai
rendszert és a vas tartalmu elektron transzportlanc elemeit illetve azok szerkezetét.

UV-B sugarzasnak és szarazsag stresszhatdsnak egylittesen kitett kocsadnytalan tolgy csiranovény
levelének érzékenységét is jol nyomon lehetett kovetni a fotoszintetikus aktivitas vizsgalatokkal. Az
UV-B sugarzas hatdsara ugyanis csokkent a fotokémiai hatékonysag (Fv/Fm) és a PSII aktualis
fotokémiai hatékonysaga (AF/Fm’) is. UV-B és szarazsag stressz komplex megjelenésekor
fokozottan csokkent a Fv/Fm és AF/Fm’ (Szo6ll6si et al., 2008).

A magas sotartalom, mint abiotikus stressz faktor hatdsat a fotoszintézis miitkodésére szintén
bizonyitottak. In vitro koriilmények kozott 28 napig nevelt vad illetve nemesitett arpa névényeket,
14 napon keresztiil natrium-kloriddal kezeltek kalium tartalmi tapkozegben illetve annak
hianyaban, kiilonb6z6 kombinacidban. Az eredmények azt mutattak, hogy a megndvekedett so
tartalom negativan befolyasolta a fotoszintetikus folyamatokat, ami a PSII kvantum hatasfok

hozamanak csokkenésben volt mérhetd (Degl'Innocenti et al., 2009).
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3.4. Szervetlen szelén formak hatdsa a pigmenttermelésre és a fotoszintézis folyamatdra

A szelenat alacsony koncentracioban (2 pM) segitette az olajrepce csirandvények
kloroplasztiszainak normalis fejlodését és mitkodését a benne zajlo asszimilacios folyamatokkal
egyiitt, valamint képes volt kompenzalni (legaldbbis részben) a kadmium okozta stresszhatést intakt
novényekben Filek et al., (2010). Hidropdonikus kulturaban nevelt brokkoli novények esetében
Pedrero et al., (2008) is azt tapasztalta, hogy a szelenat csokkentette a kadmium klorofill szintézist
gatlo hatasat. Ezzel szemben Fargarsova — Molnarova (2009) Hordeum vulgare, Triticum aestivum
és Sinapsis alba csirandvényeknél szelenat (7,1 — 35,5 mg L) a klorofill szintézisre gyakorolt

gatlo hatasat mutattak ki, kiilonosen klorofill b tartalom mérésekor.

3.5 Voros elemi szelén nanopartikulumok hatdsa magasasbbrendii novényekben

Az utobbi idokben a vords elemi nanoszelén (nanoSe) az érdekl6dés homlokterébe kertilt, mivel
a végzett allatkisérletekben kedvezébb hatastnak bizonyult. Egerekben a nanoSe akut toxicitasa
alacsonyabb volt, mint a szelenité. Ugyanakkor a nanoSe hozzaférhet6sége hasonld volt a
szelenittel 6sszehasonlitva in vitro kultiraban és Se-hianyos patkanyokban (Zhang et al., 2001).

Novényekben azonban kevés informdcid all rendelkezésiinkre a nanoSe-t illetden. Dohany
szovettenyészetben végzett kisérletek alapjan ugy tlnik, hogy a vordos elemi nanoszelén
partikulumok képesek bejutni a kalluszba, és ott tilnyomd részben valtozatlan formaban
felhalmozodni  (Domokos-Szabolcsy et al.,, 2012). Regeneralodd novényekben féként a
gyokérrészben akkumulalodik. Ezzel szemben a regeneralodd novény hajtasrészben a Szelenat
fokozott felhalmozdodasa volt jellemz6. A kalluszon at indirekt organogenezissel képzddo
mikrohajtasok fejlodését a taptalajban 1évé nagy mennyiségii nanoSe (50-100 mg/l) serkentette. A
képz6dd mikrohajtasok jellemzden szabalyos formajiak voltak normél szoveti szerkezettel,
vitrifikacio megjelenése nélkiil. Ellenben kontroll taptalajon az Gjonnan fejlédé mikrohajtasok jo
része abnormalis alaku volt, vizeny8s attetsz6 szoveti szerkezetiik vitrifikaciora utalt. A nanoSe-nel
ellentétben 50-100 mg/1 szelendt mar meggatolta a kalluszképzddést. Az atoltott hajtastenyészetekre
is jellemz6 volt ez a tendencia: >50 mg/l szelenat teljesen megakadalyozta a gyokérképzddést, a

hajtasok egy ideig vegetaltak, majd elpusztultak. Ezzel szemben a magas nanoSe tartalom (50-
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100 mg/l) kifejezetten segitette a gyokérképzodés meginduldsat €s a biomasszaprodukcidt is

(Domokos-Szabolcsy, 2011).

3.6. In vitro taptalajok cukor koncentrdaciojanak hatdsa szovettenyészetek fotoszintetikus
aktivitasara

In vitro kultardban nevelt novény tenyészetek esetében a fotoszintetikus aktivitds gyakran
alacsony szinten mukodik, aminek hatterében a gyengén fejlett fotoszintetikus apparatus, a nem
kielégité gazcsere és a zardsejtek deformacidja allhat (Capellades et al., 1991; Zenkteler —
Borkowska, 2000). Emellett a taptalaj cukor tartalma is jelentésen befolyasolhatja a novények
fotoszintézis folyamatait. Rybczynaki et al. (2007) kisérleteiben 0,2-0,4 % kozott alkalmazott
exogén cukor koncentracio eldnydsnek bizonyult a szomatikus embri6 eredetli Gentiana névények
fotoszintetikus rendszerének fejlddésére. Ezzel szemben 3% cukor koncentracid mellett mar
csOkkentette a fotoszintetikus aktivitast. A fotoszintetikus aktivitas csokkenését tapasztaltdk Fuentes
et al., (2005) is in vitro kokuszdio tenyészettel végzett kisérleteikben 90 g/l cukor koncentracid
mellett. Ugyanakkor az alacsonyabb koncentracioban alkalmazott cukor (22,5 g/l) kis mértékben
szintén csOkkentette a fotoszintézis folyamatainak hatékonysagat, viszont novelte az ex vitro

atrakott novények talélési aranyat a kontrollhoz képest.

Ezeknek az eredményeknek némileg ellent mond Kadlecek et al., (2003) dohannyal végzett
kisérletei. In vitro koriilmények kozott nevelt dohany (Nicotiana tabacum) névényekben hozzaadott
cukor né¢lkiil, azaz fotoautotrof koriilmények kozott erds sugarzads mellett fotoinhibicids
mechanizmusok indultak be. Ami abban nyilvanult meg, hogy csokkent a Chl a+b, Chl a/b arany,
A PSII hatékonysaga, és emellett fokozodott a nem fotokémiai kioltds (NPQ). Ezzel szemben a
taptalaj 3% cukorral torténd kiegészitése stimulalta az aszkorbat glutation ciklus enzimeit, kivéve az
aszkorbat peroxidazt. A szachar6z koncentracido tovabbi emelésével, 5% cukor esetében, a
fotoszintetikus aktivitas csokkent, de nem volt jelent6s valtozas az aszkorbat glutation enzimeinek

szintjében. Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy a hozzaadott cukor fokozza az

crer
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 Dohany kultura in vitro

Szilard, MS (Murashige-Skoog, 1962) taptalajon neveltiink dohany (Nicotiana tabacum) donor
novényeket. A taptalaj készitésekor alkalmazott cukor ¢és szelénformdk koncentracidinak
kombinacioit az 1. tablazat foglalja. A kalluszon at képz6d6 organogenezishez, illetve az abbol

szarmaz6 novények gyoOkeresitéséhez sziikséges taptalajok egyéb Osszetevoit a 2. tablazat mutatja
be.

1. tablazat: Taptalajok sorrendje hozzaadott szacharéz és szelenat/voros elemi nanoszelén
alapjan

Taptalaj Szacharéz Szelenat/Voros elemi
nanoszelén

1. 0,2 % 0uM

2. 0,2 % 53 uM szelenat

3. 0,2 % 532uM nanoszelén
4. 2% 0uM

5. 2% 53 uM szelenat

6. 2% 532uM nanoszelén

Az indirekt organogenezist dohany levélszegmensekbdl indukaltuk (Domokos-Szabolcsy et al.,
2012) munkaja alapjan. A kalluszok felszinén képzddott ij mikrohajtasokat levagtuk steril és
szilard hormonmentes MS regeneraldo taptalajra tettiik & 100 ml-es miianyag kupakos
tenyésztdedényekbe. A ndvénynevelést 10/14 6ras fotoperiddust, allandé hémérsékleten, 23 C°-on

tenyésztészobaban végeztiik 41 umol m? s foton flux megvilagitas mellett.
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2. tablazat: Szovettenyésztéshez hasznalt taptalajok osszetétele

Taptalaj indirekt Taptalaj Taptalaj
organogenezishez novényregeneralashoz novényregeneralashoz
4,4 g L MS komplex 4,49/l MS komplex 4,49/l MS komplex
2 % Szacharoz 0,2 % Szacharoz 2% Szachardz
6,0 g L™ Plant agar 6,0gL™" Plantagar 6,0 mg L™ Plant agar

2mg L™? Zeatin

0,01mg L’ NAA

pH 575 pH 575 pH 5,75

Az alkalmazott szelénformék és koncentraciok:

. 100 mg L™ natrium-szelenat (Sigma-Aldrich) torzsoldatbol 10 mg L™ koncentraciéj
oldatot higitottunk.
. 100 mg L™ vérss elemi nanoszelén (nanoSe). A nanoszelén szuszpenziét Dr. Prokisch

Jozsef biztositotta kisérleteinkhez, a Bio-és kornyezetenergetikai Intézetben (Prokisch - Zommara,
2008; Prokisch et al., 2008)

4.2 Fotoszintetikus apparatus miikodésének vizsgalata

4.2.1 Klorofill tartalom meghatdarozds spektrofotometridas modszerrel

A klorofill tartalom meghatarozasat Porra et al., (1989) modszere szerint végeztiik némi
modositassal. A minta-elokészités soran 10 mm atmérdji  korongokat vagtunk ki a
dohanylevelekbdl. A levélkorongokat 1ml N’N dimethyl-formamid oldatba (Sgima-Aldrich) raktuk
egy €jszakara. Az 6sszegylijtott feliiluszot hasznaltuk fel a spektrofotometrids mérésekhez. Klorofill
a esetében 664, mig klorofill b esetében 645 nm-en mértiik meg az abszorbanciat (Amersham
Biosciences Ultrospec 2100 Pro UV/Visible). A megfeleld képletbe behelyettesitve kiszamoltuk a
klorofill a és b értékeket, a klorofill a + b és a klorofill a/b aranyt.
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4.2.2 Indirekt klorofill- fluoreszcencia mérések

Ezen mérések a fényenergia fotoszintetikus hasznosuldsardl nyujtanak pontosabb informaciot,
igy a novényeket éré kornyezeti stresszhatasok mértékének kimutatasara alkalmas.

A vizsgéalatokhoz a novényeket eldzetesen 15 percig sotétben inkubdltuk. A méréseket a
HandyPEA (Plant Efficiency Analyser Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK) fotoszintetikus
hatékonysagmér6 késziilék segitségével végeztik. A sotétadaptalt leveleket folyamatos 650 nm
hullamhosszasagu voros fénnyel vilagitottuk meg 1 masodpercig, amely 3000 umol foton m? s
intenzitasu volt. A fényforrast harom LED biztositotta, melynek fénye egy 5 mm atméréji korben
fokuszalodott.

A mért értékeket logaritmikus idGskalan, tigynevezett OJIP gorbén abrazoltuk, ahol az O-J
szakasz (0-3 ms) a fotokémiai fazist jelenti, ami igen erdsen fiigg a fény intenzitastol, a J-1 fazisban
(3-30 ms) PQ redukcidja megy végbe, az I-P szakasz pedig (30-300 ms) a PSI elektrontranszport
folyamataitol fiigg.

Az OJIP gorbe alapjan az Fv/Fm ardnyt és a fotoszintetikus indexet PSlo, mint szarmazatott
értekeket hatdroztuk meg a fotoszintetikus rendszer hatékonysdginak szamszeriisitésére. A
fotoszintetikus performance index Pl(abs) egy integrativ paraméter, mely a novények
¢letképességét lehet jellemezni vele, ahogy a 3.2 fejezetben le van irva. Kiszamitasa az alabbi

képlettel torténik.

1-(Fy/Fyp) Fy1 —Fyp 1—-V;,
PI sps = - -
EIU .I"r"?J Fﬂ ‘r'?J

e F, alap fluoreszcencia intenzitds érték 50 ps-nal

e [Fn: maximalis fluoreszcencia intenzitas

e FJ: fluoreszcencia intenzitas 2 ms-nél

e VJ: valtozo relativ fluoreszcencia 2 ms-nél, ami az alabbi képlettel adhaté meg
VJ = (FJ] — FO)/(FM — F0)

e My: kezdeti Fluoreszcencia kinetika: M0 = 4* (F300 us — F0)/(FM — F0)
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4.2.3 Cirkularis Dikroizmus (CD) spektroszkopia

A CD spektrumokat Jasco J-815 dikrograffal mértiikk 400-750 nm-es hullamhossz tartomanyban,
szobahémérsékleten. A CD spektroszkopia egy nem invaziv modszer, ahol 1 cm atmér6ji ép levél
szegmenseket a méromiiszerbe helyezve, a kloroplasztiszok ultrastruktirajaban torténd valtozasokat
mutatja Ki. A fényindukalt valtozdsok méréséhez a késziilékbe épitett oldal-megvilagitast

alkalmaztuk. A CD spektrumokat abszorpcio egységekben kaptuk meg.

Az Indirekt klorofill- fluoreszcencia és CD spektroszkopias méréseket a Szegedi Biologiai
Kutatokozpont, NoOvény  Biologiai  Intézetében a  Fotoszintetikus ~ Membrancsoport
kutatolaboratériumaiban végeztilk, Prof. Garab Gy6z0 engedélyével és Dr. Zsiros Ottd

kozremiikodésével.
4.2.4. Statisztikai analizis

Vizsgalataim soran az egyes méréseket legalabb harom-harom ismétlésben végeztem el, ebbdl
szamoltam atlagot és a hozza tartozé standard hibaszorast (+ SE) Microsoft Excel 2007 programban

végeztem.
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5. EREDMENYEK

5.1 In vitro dohany novények klorofill tartalma

A fotoszintetikus apparatus pigmentjeinek szintéziséért és lebomlasaért szamos kornyezeti
tényez0 lehet felelds, amelyek kihatnak a ndvények energia begylijté €s hasznositd rendszerére. A
klorofill a és b pigmentek a névényi kloroplasztisz tilakoid membranjaban helyezkednek el, ahol az
Oket ér0 fénysugarak energidjat nyelik el. Az 0Osszegyljtott energiat elvezetik a fotokémiai
reakciokozpontokhoz, ahol egy része atalakul hasznosithatd energiava. Vizsgalataink soran arra
probaltunk valaszt kapni, hogy a szelenat illetve a vords elemi nanoszelén befolyéasolja-e a
dohanynévények klorofill tartalmat.

A 0,2% szachardz tartalmu taptalajon fejlédé dohanyndvények esetében a szelenat 10 mg L™
koncentracioban nem okozott szignifikans eltérést a kontrolhoz viszonyitva sem a klorofill a-t sem
a klorofill b-t illetden (3., 4., 5. abra). Ezzel szemben 2%-os szacharéz taptalajon 10 mg L™
szelenat szignifikansan csokkentette a klorofill a és b tartalmat egyarant. A voros elemi nanoszelén
klorofill szintézisre gyakorolt gatld hatdsat nem tapasztaltuk, bar tizszer nagyobb koncentracidban
(100 mg L™) alkalmaztuk, mint a szelenatot. Sem a klorofill a sem a klorofill b tartalom mérése
soran nem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni a kontrolhoz képest, bar ahogy az abrakon is
lathaté kissé nagyobb értékeket mértiink a 100 mg L™ “vel kezelt novényeknél (3., 4., 6. abra).
Vizualis megfigyeléseink is alatamasztottak a kapott eredményeket, ugyanis 100 mg L™ nanoSe
esetén a novények sotétzoldebbek voltak, mint a kontroll egyedek. A Klorofill a és b adatokbol
meghatarozhatd klorofill a/lb arany normal koriilmények kozott ~2,5-3,8 tartomanyba esik. E
tartomanyon kiviil esé értékek arra utalnak, hogy valamilyen valtozas van a fotoszintetikus
pigmentek sztochiometriajaban (Falgeto et al., 2009). A klorofill a és b értékek alapjan varhato volt,
hogy a klorofill a/b arany meghatirozasa soran is a 10 mg L™ szelenat okozza a legnagyobb
eltérést a kontrollhoz viszonyitva. A varakozasnak megfeleléen 2% szachardz tartalmu taptalajon
fejédé ndvények klorofill a/b ardnya 5,13 volt 10 mg L™ szelenat alkalmazasa mellett. A magas
klorofil a/b aranyt okozhatja a kdrnyezetben eléfordul6 stressz hatasok, tigymint nehézfém (Zengin-
Munzuroglu, 2005).
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3. abra: In vitro dohanynévények klorofill a tartalma natrium-szelenat ill. elemi nanoszelén
tartalmu taptalajon valtoz6 cukor koncentracié mellett

M Chl b 0,2% cukor mellett m Chl b 2% cukor mellett
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4. abra: In vitro dohanynovények klorofill b tartalma natrium-szelenat ill. elemi nanoszelén
tartalmu taptalajon valtozo cukor koncentracio mellett
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5. abra: In vitro dohanynévények Kklorofill a+b tartalma natrium-szelenat ill. elemi nanoszelén
tartalmu taptalajon valtoz6 cukor koncentracié mellett
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6. abra: In vitro dohanynovények klorofill a/b aranya natrium-szelenat ill. elemi nanoszelén
tartalmu taptalajon valtozé cukor koncentracié mellett ( 1= kontroll 0,2% cukor; 2=10
szelenat 0,2% cukor; 3=100 nano szelén 0,2% cukor; 4=kontroll 2% cukor; 5= 10 szelenat 2
% cukor; 6= 100 nano szelén 2% cukor)
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5.2 In vitro nevelt dohiany novények fotoszintézis rendszerének hatékonysaga

5.2.1. OJIP tranziens

A fotoszintézis miikodése jol jellemezhetd a besugarzott fény a novény altal kibocsatott
fluoreszcencia ismeretében, igy kovetkeztetni lehet a fotoszintetikus apparatus, annak miikodésébol
az elektrontranszportlanc hatékonysdgara, a zart és nyitott reakcidcentrumok ardnyara, és még
szamos egy¢b értékekre (Bacso et al., 2009). A fluorométerrel rogzitett jelekbdl felveheté OJIP

tranziens gorbe a gyors klorofill a fluoreszcencia emelkedést reprezentalja (7. abra), melybdl

szarmaztathat6 az Fv/Fm arany.
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7. abra: In vitro dohanynévények OJIP gorbéje natrium-szelenat ill. elemi nanoszelén

tartalmu taptalajon valtozo cukor koncentracio mellett
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5.2.2. Fv/Fm ardny

A Fv/Fm aranyszamot gyakran hasznaljdk a fotoszintetikus rendszer hatékonysaganak
szamszerUsitésére. Az Fv/Fm arany megmutatja az abszorbealt kvantumoknak azt a maximalis
hanyadat, amely felhasznéalhaté a PSII reakciocentrumban a fotoszintézis sordn. Minél nagyobb az
Fv/Fm arany a PSII reakcio centrum annal tobb fénykvantumot tud fogadni és hasznositani a
fotoszintézisben. Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy 2% szachar6z koncentracidé nem
csokkentette, s6t kis mértékben novelte a dohanyndvények fotoszintetikus aktivitast 0,2% szachardz
tartalmt taptalajon nevelt névényekhez képest (8. abra). Kadlecek et al. (2003) kisérleteinél is azt
tapasztaltdk, hogy fotomixotrof dohany tenyészetek (3% cukor tartalom alkalmazédsival) nem
csokkentette a fotoszintetikus aktivitast. Ezzel szemben Pelargonium X
hortorum, P. peltatum és Vitis vinifera novényekkel végzett vizsgalatokban 5 és 0 g L™ szacharoz
koncentracié mellett nagyobb fotoszintetikus aktivitast mértek, mint 20 g L™ alkalmazisa esetén
(Reuther et al., 1992).

A szelénkezeléseket 6sszehasonlitva a nanoSe (100 mg L™) kezelés nem okozott jelentds eltérést
a II. fotokémiai rendszer mikddésében az Fv/Fm aranyt figyelembe véve sem 0,2% sem 2%
szachardz alkalmazéasa esetén (8. abra). A szelenat 10 mg L™ koncentracio esetén a 0,78 (0,2%
szachar6z mellett) 0,79 (2% szachar6z mellett) koriili Fv/Fm ardny alacsonyabb ugyan a
kontrollhoz viszonyitva, de a normalis ~0,8 értékhez kozel. Levélpermetezéssel kijuttatott natrium-
szelenat 10 mg L™ koncentraciéban sem okozott jelentés csokkenést, s6t pozitivan befolyéasolta a
PSII fotokémiai hatékonysagat az Fv/Fm aranyt figyelembe véve Glycine max (L.) Merr, Eruca
sativa illetve Solanum tuberosum névények esetében (Germ—Osvald, 2005; Germ et al., 2007;
Mechora-Germ, 2010).
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8. abra: In vitro dohanynévények PSII fotokémiai rendszer hatékonysaga natrium-szelenat ill.
elemi nanoszelén tartalmu taptalajon valtozo cukor koncentracié mellett

5.2.3. Fotoszintetikus performance index (Plabs)

A fotoszintetikus performance index (Pl abs) a stressz hatasoknak kitett novények PSI-PSII
rendszer miikodésérdl ezaltal a novények vitalitasardl szolgaltat kvantitaiv informaciokat (Strasser
et al., 2004). A 9. abrarol jol kitiinik, hogy a vords elemi nanoszelénnel kezelt, 2%-0s cukor
tartalmt taptalajon nevelt dohany novényeknek volt a legmagasabb Pl(abs) értéke alacsonyabb
cukor koncentracié mellett a kontrolhoz hasonlo értéket kaptunk. Ezzel szemben a szelenat (10 mg
L) kezelés hataséra szignifikansan alacsonyabb Pl(abs) értéket kaptunk 0,2% szacharéz tartalmi
taptalajon. A 2% szachar6z koncentracié mellett is alacsonyabb Pl(abs) értékeket kaptunk, de ott a

nagyobb szoras miatt szignifikans kiilonbséget nem talaltunk.
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9. abra: In vitro dohanynévények performance indexe natrium-szelenat ill. elemi nanoszelén
tartalmu taptalajon valtozo cukor koncentracié mellett

5.2.4. Elektron transzportlanc hatékonysdga (PSlo)

A PSlo index szintén a az OJIP gorbébdl szarmaztatott paraméter és az elektron transzportlanc
hatékony miikddésérdl nyujt informaciot.a plasztokinon A-t (Qa) kdvetden, ahogy a 3.2. fejezetben
mar szo6 volt rola. Ha dsszevetjiik a szelént nem tartalmaz6 0,2% és a 2% szachar6zzal kiegészitett
taptalajokon mért eredményeket, azok nem mutatnak kiilonbséget a szordsokat figyelembe véve. A
szelén kezeléseket figyelembe véve sem taldltunk jelentOs eltérést az elektron transzportlanc

miikodésében a PSlo indexet értékelve a kontrollhoz viszonyitva (10. abra.)
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10. abra: In vitro dohanynévények PSIo értékei natrium-szelenat ill. elemi nanoszelén
tartalmu taptalajon valtozo cukor koncentracié mellett

5.3 CD spektroszkopia

Az optikailag aktiv molekulakat (kiralis molekula) polaros fénnyel megvilagitva azt tapasztaljuk,
hogy a linearisan polaros fény polarizacios iranyanak sikjat elforgatjak. Ezt ugy kell érteni, hogy az
asszimetrikus szerkezetli molekuldk a fénnyel kolcsonhatasba 1épve a balra ill. jobbra cirkularisan
polaros OsszetevOk forgasi-terjedési sebességét nem egyforman befolyasoljak, azaz eltéré a két
komponens torésmutatdja (Damjanovich et al., 2006) A biologiai rendszerekben szinte minden
molekula és molekula-komplex kiralis egységként van jelen (Cantor-Schimmel, 1980). A névények
kloroplasztiszaiban is a pigment-protein szuperkomplexek kiralisan rendezett makrodoménekbe
szervezOdnek, melyekben torténd szerkezeti valtozasokat cirkularis dikroizmus spektroszkopia
segitségével ki lehet mutatni, ahogy a 3.2.3. fejezetben részletezve volt.

CD mérés soran a psi-tipusu gorbéket rogzitettiik, melyek a pigment-protein makrodoménekben
torténd valtozadsokra mutatnak rd. Vizsgalataink soran a psi-tipusi spektrum lefutasdban és
intenzitasaban sem talaltunk jelentds eltérést 100 mgL™ nanoszelénnel kezelt dohany ndvény (2%
szachar6z) esetében a kontrollhoz viszonyitva sem a kék, sem a vorés hullamhossz tartomanyban
(11. abra). A két CD spektrum azért nem fed at, mert a miiszer a nanoSe-nel kezelt minta esetében

alacsonyabb értéknél kezdte rogziteni a jelet. Ezzel szemben a 10 mgL™ szelenattal kezelt novények
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(2% cukor tartalom) psi-tipusti gorbéjének mind az alakja mind az intenzitasa lényegesen eltért a
kontroltol vords és kék fény tartomanyban egyarant (11. abra). Az 517 nm hullamhossznal jelzett
psi-tipusu cstics lefutasa €s intenzitasa is 1ényegesen eltér a kontroltdl, ami a karotinok tavoli
interakcidiban torténd eltérésekre utal. A vOrds tartomdnyban 700 nm-nél rogzitett csucsnal
tapasztaltunk még egy lényeges intenzitasbeli csokkenést, ami az atfedett klorofill a és b molekulak

tavoli érintkezéseiben bekovetkezo valtozasokra utalnak (11. abra).

60 p=—= B control
C szelenat]
p—= D NanoSe

CD (mdeg)

-20 . , . , . , .
400 500 600 700 800

Hullamhossz (nm)

11. abra: In vitro dohanynovények CD spektruma natrium-szelenat ill. elemi nanoszelén
tartalmu taptalajon valtozo cukor koncentracié mellett

A kalluszbdl regeneralt dohanynovények kék és vords fénytartomanyban rogzitett alapvonalra
korrigalt psi-tipust CD jeleit mutatja be a 11. és 12. abra. A psi-tipusu CD jelek érzékenyebbek a
vOrés megvilagitasra, mint a kék megvilagitasra, ezért a kloroplasztisz ultrastruktirajaban torténd
valtozasok latvanyosabban kimutathatoak itt. Eredményeink alapjan a legszembetiindbb csékkenést
szelenat kezelésnél tapasztaltuk a fotomixotrof tenyészetekben (2% szachardz alkalmazéasa mellett)
ami voros tartomanyban még kifejezettebben megnyilvanult, bar kék tartoméanyban is egyértelmiien
lathaté (12. abra, 13. abra). A szelenat kezelés kloroplasztisz makrodoménekre gyakorolt negativ
hatdsa fotoautotrof tenyészetben (0,2% szachar6z hasznalatakor) kevésbé volt kimutathato,

hozzatéve, hogy e cukor koncentracid alkalmazdsa mellett a kontrol névények is alacsonyabb CD

jeleket mutattak.
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A nanoszelénes kezeléseknél kisebb mértéku csokkenést realizaltunk a 2% szachardzt tartalmazo
taptalajokon fejlodé novényeknél. A 0,2% szachar6z koncentracié alkalmazésakor pedig a

kontrollal majdnem megegyezd értékeket kaptunk kék és vords fénytartomanyban egyarant.
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12. abra: In vitro dohany novények psi-tipusi CD jele alapvonalra Korrigalva kék

fénytartomanyban
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13. abra: In vitro dohany névények psi-tipusi CD jele alapvonalra korrigalva voros
fénytartomanyban
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Voroés elemi nanoszelénnel és natrium-szelenattal végzett Osszehasonlitd vizsgalatban
fotoautotrof (0,2% szachardz) koriilmények kozott nem tapasztaltuk a szelén gatld vagy serkentd
hatasat a klorofill a és b tartalmat vizsgalva egyik szelénformat illetéen sem in vitro dohany
tenyészetben.  Fotomixotrof (2% szacharoz) tenyészetben azonban a szelenat (10 mg L™)
koncentracidban csokkenést okozott a klorofill a és b tartalomban egyarant. Ez a negativ hatas a
kiugroan magas klorofill a/b aranyban is nyomon kdvethetd volt, ami a kiilondsen alacsony klorofill
b tartalomnak volt koszonhetd. Ennek oka lehet a klorofill b szintézisben fellép6 probléma, vagy a
klorofill b klorofill a-ba torténdé konverzidja vagy a klorofill b degradacidja (Falgeto et al., 2009).
Ugyanakkor az alacsony klorofill b tartalmat okozhatja LHC antennak hianya is. A nanoszelén (100
mg L™) szignifikans csokkenést nem okozott egyik cukor koncentracié alkalmazasa mellett sem,
ami arra utal, hogy az elemi nanoszelén nagyobb koncentracid tartomanyban toleralhatod
szelénforma, mint a szelenat (Domokos-Szabolcsy et a., 2012).

A szelenat gatlo hatasa kevésbé volt szembetiing PSII fotokémiai rendszer hatékonysagara utald
Fv/Fm ardny mérésekor. Mindkét cukor tartalmu téptalajon nevelt novények Fv/Fm aranya normalis
érték koriil mozgott. A nanoSe kezelések kontrolhoz hasonld Fv/Fm értékei is arra utaltak, hogy a
PSII fotokémiai rendszer normalisan miikodik fotoautotrof illetve fotomixotrof koriilmények kozott
egyarant.

A novények vitalitasanak jellemzésére hasznalt fotoszintetikus performance index (Plabs) 100
mg L™ (2% cukor) nanoSe kezelés mellett a legnagyobb értéket mutattak, ami mind PSI, mind a
PSII rendszer normalis miitkodésére reflektal. Vizualis tapasztalataink is aldtdmasztottak ezt az
eredményt, hiszen egészségesnek tlind, sotétzold, nagy levélfeliilettel rendelkezd hajtasok és
kiterjedt gyokérhalozat jellemezte a ndvényeket (nem kozolt adatok). Az alacsonyabb cukor
tartalmu taptalajra rakott, nanoSe-nel kezelt névények Plabs-e alacsonyabb volt. Ezek a novények
lassabban is fejlodtek, keskenyebb levélfeliilettel rendelkeztek, és a gyokérzetiik sem volt olyan
kiterjedt. A 10 mg L7 szelenatot tartalmazé taptalajon fejlédé dohanyok Plabs (kontrollhoz
viszonyitott) alacsonyabb értéke arra mutat, hogy névény PSI és PSII rendszere zavart szenvedett,
ami lathat6 is volt a ndvény vitalitasdban. A novények kisebbek, vildgosabbak voltak, gyengén
fejlett gyokérzettel rendelkeztek, Gsszehasonlitva a kontroll vagy a nanoSe kezeltekkel (nem kozolt
adatok).

A kontrolhoz hasonl6 PSlo értékek azonban arra engedtek kdvetkeztetni benniinket, hogy a szelenat
negativ hatdsa az elektron transzportlinc Qa utdni részére nem terjedt ki egyik cukor
koncentracional sem. A nanoszelén sem okozott zavart fotoszintézis elektron transzportlancban

mivel itt sem lattunk szignifikans csokkenést.
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CD spektroszkopos mérések soran kapott psi-tipusu gorbék intenzitasa és lefutasa alapjan lathato
valt, hogy a szelenat mar (10 mg L™) koncentracioban jelentds szerkezeti valtozasokat okozott a
kloroplasztisz kiralis makroegységeiben. Mivel a psi-tipustt gorbe nagyjabol aranyosan valtozott a
kék és vords fénytartomanyban, ebbdl valdsziniisithetd a membran strukturaban bekovetkezd
valtozasok. Tovabbi terveink kozott szerepel elektronmikroszkopos felvétel készitése ami
valosziniileg megerésitené a dezorganizalt kloroplasztisz szerkezetet. NanoSe (100 mg L) kisebb
mértékli eltérést tapasztaltunk a psi-tipustt spektrumokban fotomixotréf dohdny tenyészetben, a
fotoautotrof tenyészeteknél pedig szinte teljesen megegyeztek a psi-tipusu CD jelek. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a nanoSe még nagyobb koncentracidoban sem befolyasolja jelentésen a
kloroplasztisz ultrastruktura;jat.

Jelen kutatasi eredményeink Osszevetve a korabbi, elemi nanoszelénnel végzett kutatasok
eredményeivel dohdny szovettenyészetben (Domokos-Szabolcsy, 2011), hogy a szelendt mar
alacsony koncentracioban (10 mg L) is toxikus a fotoszintetikus apparatusra, ami megnyilvanul a
fotoszintetikus pigmenttartalomban, a PSI és PSII fotokémiai rendszerek egyiittes miikodésében és
a kloroplasztiszt felépitd makroegységek dezorganizalt szervezddésében. Ugyanakkor a voros
elemi nanoszelén magyobb koncentracioban (100 mg L™) cukor koncentraciotél fiiggetleniil sem
volt gatld hatasu a fotoszintetikus folyamatokra, sdt kis mértékben serkentdleg hatott a fotokémiai

rendszerek mikodésére fotomixotrof tenyészetekben.

Eredményeink, a koradbbi biomassza ¢és szelénakkumulaciés eredményekkel egyiittesen
(Domokos-Szabolcsy, 2011) arra engednek kovetkeztetni, hogy a vOrés elemi nanoszelén
szovettenyészetben felvehetd, és nagyobb koncentracio tartoméanyban toleralhat6 szelénforma, mint
a szelenat. Emiatt alkalmas lehet célzott szelén fortifikacidra haszonndvényekben. Ahhoz azonban,
hogy a gyakorlatban vOrds elemi nanoszelént teljes biztonsdggal lehessen alkalmazni sziikséges
még mas noveény fajokkal is 6sszehasonlitd vizsgalatot elvégezni nemcsak szdvettenyészetekben,
hanem intakt novényekkel is. Emellett Iényeges még megvizsgalni a ndvénybe bejutott nanoSe
tovabbi sorsat, eloszlasat és atalakulasadt mas szelénformakba. Tovabbi vizsgalataink ezeknek a

kérdéseknek a megvalaszolasara iranyul.
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7. OSSZEFOGLALAS

A szelén, szemben az emberrel €s magasabb rendii allatokkal, a ndovények szaméra nem
létfontossagi mikroelem. Ismert ugyan néhany faj, mint példaul az Astragalus bisulcatus amely
képes nagy mennyiségben (1-5 g/kg DW) akkumuldlni a szelént toxikus tiinetek megjelenése
nélkiil, a legtobb faj azonban a nem-szelénakkumulalok kozé tartozik. Ezek a ndvények csak
alacsony koncentraciotartomanyban toleraljak a szelént. A ndvények szelén felvételét ¢s
toleranciajat befolydsolja a megjelenési formaja. A természetben leggyakoribb, novények szamara
konnyen hozzaférhetd szelénforma a szelenat. Eppen ezért fortifikacids kisérletekben, ahol a cél
valamilyen novény szelénnel torténd gazdagitasa, a szelenatot alkalmazzak els6sorban. A szelénnel
dusitott élelmiszerndvények jo forrasként szolgalhatnak az emberi szervezet szdmara sziikséges
szelén mennyiség fedezésére.

Az utobbi idoben az érdeklédés homlokterébe keriilt egy érdekes szelénforma, a vords elemi
nanoszelén, ami allatkisérletekben igéretesnek tiind eredményeket mutatott. Novényi vonatkozasban
azonban csak a felvételr6l és az organogenezisre gyakorolt hatasarol tudunk egy keveset in vitro
kisérletekbdl. Ugyanakkor a fotoszintézis az egyik legfontosabb metabolikus folyamat magasabb
rendii novényekben. A fotoszintetikus folyamatok vizsgalata, illetve a kloroplasztisz szerkezeti
felépitésére vonatkozd mérések informaciot biztositanak a novény altalanos ,,egészségi allapotarol”.

Emiatt jelen kisérletes munkaban a vords elemi nanoszelén fotoszintetikus apparatusra gyakorolt
Osszehasonlitd vizsgalatat végeztilk el a szelenattal Gsszevetve in vitro dohany tenyészetben
fotoautotrof (0,2% szachardz) illetve fotomixotrof (2% szachar6z) koriilmények kozott.

Eredményeink alapjdn elmondhato, hogy a szelenat klorofill szintézisre irdnyuld gatld hatasa
fotomixotrof koriilmények kozott tapasztalhatd, 0,2% szachar6z koncentracid mellett azonban a
kontrolhoz hasonlé értékeket kaptunk. A vords elemi nanoszelén nem befolyasolta jelentdsen a
klorofill tartalmat egyik szachar6z koncentracié mellett sem.

A fotoszintetikus rendszer hatékonysagat sotétadaptalt novényeken a klorofill a fluoreszcencia
tranziens vizsgalataval kovettiik nyomon. A mérés soran kapott OJIP gorbébdl kiszamolt Fv/Fm
ardny azt mutatta meg, hogy az alkalmazott szelénformdk és koncentraciok nem befolyasoltak
jelentésen a PSII mitkodését. Ugyanakkor az is lathatova valt, hogy dohdny esetében a taptalaj 2%
szachar6z tartalma még nem gatolja a fotoszintetikus folyamatok miikodését. A szintén OJIP
gorbébdl szarmaztatott integrativ Plabs paraméter a 100 mg L™ nanoSe kezelésnél szignifikansan
nagyobb volt. Ez arra mutat, hogy PSI és PSII fotokémiai rendszerek hatékonyan miikodnek, ezzel
egylitt a novények vitalitdsa fokozott. Ellenben a szelenat (10 mg L'l) csokkent Plabs értéke a PSI
¢s PSII rendszerekben fellépd zavarra utaltak, ami a szerkezetiikben fellépd problémakbol adodhat.

A cirkularis dikroizmus vizsgalattal megerdsitettilk, hogy a szelenat kezelés hatisara a
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kloroplasztiszokban 1évé makrodomének, pigment-protein komplexek dezorganizalddtak
(kiilonosen fotomixotrof koriilmények kozott), ami funkciovesztéshez vezethet. A szelenat gétld
hatasa azonban a fotoszintetikus elektron transzportlanc Qa mogotti részére nem terjedt ki, amire az

OJIP gorbe alapjan szarmaztatott kontrolhoz hasonl6 PSlo érték mutatott ra.

A nanoszelén az alkalmazott koncentracioban nem befolyasolta jelentésen a kloroplasztisz
ultrastruktarajat. A fotoautotrof tenyészetekben a kontrollal szinte teljesen azonosak voltak a psi-
tipusu jelek. A nanoSe kezelés mellett kapott PSIo értékek is hasonloak voltak a kontrolhoz, ami az

elektron transzport zavartalan miikddésére utalt.

Az eredményeket 0sszefoglalva elmondhatd, hogy a szelenat alacsonyabb koncentracidéban (10
mg L™ gatlolag hat a fotoszintézis miikodésére. Ez megnyilvanul a klorofill tartalomban, a PSI és
PSII fotokémiai rendszerek hatékonysagaban ¢és a kloroplasztisz makrodoménjeinek szerkezetében
torténd valtozasokban. Ezzel szemben a vords elem nanoszelénnek még nagyobb koncentracioban
(100 mg L™) sincs negativ hatasa fotoszintézis mitkodésére sem fotoautotrof, sem fotomixotrof
korilmények kozott. SOt fokozza a novény vitalitdsat a PSI és PSII rendszerek hatékonyabb

mukodése altal.
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