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Roviditések jegyzéke
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reaktiv oxigén formak
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Bevezetés

A cink nélkiilozhetetlen a névények normalis mikodéséhez, viszont tilzott mennyisége
stresszhez vezet, melyet oxidativ stressz kialakulasa kovet, hatasara toxikus metabolitok
széles skalaja jelenik meg a ndvényi sejtekben. Ezek eltdvolitasaért felelds a
méregtelenitési folyamatok egyik kulcsenzime, a GST, els6sorban glutation transzferdz és
glutation peroxidaz aktivitasa révén.

Kiilénb6z6 nyarfa klonokat (M-1 Populus canadensis, B-229 és P19/66 Populus deltoides)
hidroponikus kultirdban exogén cink kezelésnek tettiink ki egy héten keresztiil (3 ¢és
30 uM). A cink nagyobb koncentracidja az egyik deltoides (P19/66) wvonal
vizpotencialjanak és sztoma konduktivitasanak csokkenését okozta. A fotoszintézis
mérések soran enyhe, nem szignifikans csokkenéseket tapasztaltunk a 30 uM Zn kezelés
hatasara. Vizsgaltuk a glutation transzferaz (GST) és glutation peroxidaz (GPOX) aktivitas
valtozasokat gyokérben és hajtasban. A GST aktivitas gyokérben minden esetben,
hajtasban jelentésen csak a P. canadensis esetében emelkedett meg a 30uM-os kezelés
hatasara. A glutation peroxiddz enzim aktivitasa is nagy mértékli emelkedést mutatott a
vonalakban.

Megvizsgaltuk bizonyos feltehetden stresszvédekezésben fontos GST expresszidjaban
torténd valtozasokat is. Emelkedéseket tapasztaltunk bizonyos GST gének transzkript
mennyiségében cink stressz hatasara, mely amellett, hogy korrelaciot mutat a GST ¢és
GPOX aktivitassal, idobeni lefutasa a P. canadensis vonal késdi stressz reakciojara utal.
Kisérleteink soran bebizonyosodott a glutation transzferaz enzimek jelentds szerepe a cink

stresszre adott védekezési reakciokban.



1. Irodalmi attekintés

1.1. Nehézfémstressz hatasai

A novényeket életiik soran szamos stresszhatas érheti. A stressz egy olyan terheléses allapot,

amelyben a novénnyel szembeni fokozott igénybevétel a funkciok kezdeti destabilizaciojat

kovetéen egy normalizalddason 4t az ellendllosag fokozodasdhoz vezet, majd a tliréshatar

tallépésekor tartds karosodast vagy akar pusztulast is okozhat (Larcher, 1987). A folyamatot

altalanos adaptacids szindromanak nevezziik, melynek részei a Canon-féle vészreakcio

(masnéven alarm fazis), az ellenallas vagy rezisztencia, és a kimeriilés szakasza. A novényi

akklimatizacié sikeressége szempontjabol dontd fontossagu a stresszor megjelenésére adott

gyors vészreakcid, mely soran megtorténik a jel érzékelése, a jelatvitel, majd a ndvényi sejtek

megvaltoztatjak a metabolizmusuk, 1j transzkriptumok ¢és géntermékek jelennek meg.
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1.1.4abra: A novényi stresszvalasz altalanos sémaja (Szigeti,1998)
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nemesszencialis, egyes esetekben pozitiv hatdsu elemeket. A mikroelemek kozott talalunk
nehézfémeket, amelyek hidnya esetén hianytiinetek, tobblete esetén mérgezési tiinetek
jelennek meg a novényeken. A nehézfémek képesek felhalmozodni a talajban, magas
koncentracioban karosak, mérgezéek a novényekre nézve. Amikor koncentracidjuk
megnovekszik a talajban, a ndvényeken toxikus tiinetek jelenhetnek meg. A tiinetek
kifejlédése elott eloszor feldusulnak a sejtekben, luxus ellatottsagi allapot jon létre.
Amikor a feldusulas egy kiiszobértéket meghalad az anyagcserében zavarok jelentkeznek,
rendszerint fehérjebomlas indul meg, a bomlési termékek klorézist idéznek eld, majd a
tovabbi feldusulassal a klor6zis nekréziba fordul 4t. Hatasukra csokken a ndvekedés €s a
termésképzés, a fotoszintetikus miikodés hatasfoka gyengiil, tehat a nehézfémstressz a
novény fizioldgidja, metabolizmusa és morfologidja szempontjabol sulyos kéarokat okoz.

(Lang és mtsai., 2007; Szalai, 1994).

Azonban névények szamos védekez6 mechanizmussal rendelkeznek, ami megvédi 6ket a
nehézfém-toxicitastol. Ezek kiillonbozd szinten és modon miikodnek, meghatarozva ezzel a
novények azon képességét, hogy mennyire tudjdk korlatozni a nehézfémek felvételét,
gyokérbe  és  hajtasba  vald  transzportjat =~ valamint = megkotésiiket  és
kompartmentalizacidjukat az organellumokban, szervekben (Clemets és mtsai., 2002). A
sejtfal képes megkdtni fémionokat kationcsere altal, szabélyozva ezzel a citoplazmaba vald
bearamlasukat (Wang és Evangelou, 1995). Kiilonb6zd transzmembran fém-transzportald
fehérjéket  azonositottak, melyek  képesek a  nehézfémek  sejten  beliili
kompartmentalizaciojara, illetve apoplaszt fel¢ torténd iranyitasara (Williams és Milles,
2005). A felesleges nehézfémek a citoplazmaban csokkenthetdk kelatorok altal ugy, mint
fitokelatinok és metallotioneinek (Cobbett and Goldsbrough, 2002). A glutationnak is igen

fontos szerepe van a nehézfémek detoxifikalasaban (Cobbett, 2000).

Egyes novények alkalmasak a nehézfémek talajbol vald felvételére és akkumulalasara
bizonyos koncentracidban anélkiil, hogy toxikus tiinetek jelennének meg rajtuk. Ezt a
folyamatot fitoremediacionak hivjuk. A nyarfat (Populus sp.) alkalmasnak talaltak ilyen
fitoremedidcios célok ellatasara, mivel kiterjedt gyokérrendszere lehetdévé teszi szamara a
talajban talalhaté szennyezd nehézfémek felvételét és szamos ciklussal rendelkezik ezek

eltavolitasara (Dietz és Schnoor, 2001; Kémives és Gullner, 2000; Komives és mtsai.,
2003).



1.1.1. Cink hatdsa a novények fiziologiai folyamataira

A cink a mikroelemek csoportjaba tartozo létfontossagu, esszencialis elem, melyet a
novények kis menyiségben igényelnek (Marschner, 1995). Talajban 0,001-0,03%
mennyiségben fordul el8, kiilonboz6 asvanyok kristalyracsaiban, valamint Zn®*, ZnOH" és
ZnCl" alakban is kotédik a talaj asvanyi részeihez. Szamos enzimnek strukturalis eleme,
masok miikodését aktivalja (pl. karboxipeptidaz, kénsav-anhidraz). A szuperoxid-dizmutaz
enzimcsalad bizonyos tagjai Cu-Zn tartalmi enzimek, ahol a cink strukturalis elemként
szerepel (Broadley és mtsai., 2007). A metalloproteinek felépitésében is részt vesz, melyek
a DNS-replikacioban ¢és transzkripcioban szerepelnek. Itt a Zn-atom tetraéderes
koordinacidja teszi lehetdvé a molekula specialis kapcsolodasat a specifikus DNS-
szekvenciahoz. Részt vesz a fehérjeszintézisben is, segit a riboszémak strukturalis
integritdsanak fenntartadsaban. Ezenkivill sziikséges a szénhidrat-anyagcsere egyes
enzimjeinek miikodéséhez is, hianyaban az enzimek mikodése gatolt. Fontos résztvevije

az auxin-szintézisnek (Lang és mtsai., 2007).

A talajban a cink hiany gyakoribb, mint a talzott cink koncentracio, de szamos talaj
rendelkezik felesleges cinkkel. Ez foleg olyan emberi tevékenységek eredménye, amelyek
befolyasoljak a cink kibocsatast a kornyezetbe, banyaszati, kohaszati tevékenységek,
mezbgazdasagi talajok esetén a szennyviziszap és a mezdgazdasagi vegyszerek (Chaney,
1993; Gimeno-Garcia és mtsai.,, 1996). A magas cink koncentracié a fiatalabb levelek
altalanos klorozisat (Harmens és mtsai., 1993; Ren és mtsai., 1993; Fontes és Cox, 1995).,
kisebb leveleket eredményez (Ren és mitsai., 1993). A toxicitds mértékétdl fliggden
antocianin termelést is generalhat (Harmens és mtsai., 1993; Fontes és Cox, 1995; Lee ¢és
mtsai., 1996a). A leveleken barna foltok jelennek meg a nekrézis tiineteként (Fontes és
Cox, 1995). A fogyokér novekedése csokken, az oldalgydkerek rovidebbek és kevesebb
van beldlik. A gyokerek szine sargas. (Ren és mtsai., 1993). A cink toxicitas
parologtatasra és vizhdztartasra gyakorolt hatdsival kapcsolatban eddig kevés kutatést
végeztek. Kimutattdk, hogy a magas cink koncentraciéo csak kis mértékben gétolja a
Hordeum vulgare transzspiracidjat (Brune és mtsai., 1994). Azonban, a hervadas amelyet
tapasztaltak, a magas cink koncentracié hatasanak kvalitativ jele (Ye és mtsai., 1998). ).
Méréseik alapjan a novények parologtatasat €s a vizhaztartasi paramétereit a zink csak
magas koncentracioban befolydsolja drasztikusan. A cink toxikus koncentracidja a

fotoszintézis gatlasat eredményezte az elsd és a masodik fotokémiai rendszerben is



Phaseolus vulgaris esetében. (Van Assche és Clijsters, 1986). Kimutattak, hogy ennek oka
a magnézium ¢€s cink ardnyanak eltolodéasa, ami magnézium cink altali szubsztiticiojahoz
vezet a Kkettes fotokémiai rendszerben a viz hasitasi helyénél (Van Assche és Clijsters;
1986; Kiipper és mtsai., 1996). Spinacia oleracea-ban (spenot) talzott cink ellatottsag
esetén nagymértékben csokken az ATP szintézis és a kloroplasztisz aktivitasa (Teige és
mtsai., 1990). Példaul 1 mmol-os, 50 perces cink kezelés utan a szétvalasztott
elektrontranszport sebessége 26 %-kal csokkent. Amikor a tilakoidokat kezelték 1-2 mM-
os cinkkel, 30 perc utan figyelték meg a masodik fotokémiai rendszer viz bontd
rendszerének gatlasat. (Teige és mtsai., 1990). A cink altal okozott gatlas helyreallithato
benzidinnel, amely elektrondonor a masodik fotokémiai rendszer szamara (Teige és mtsai.,
1990). Azonban 60 perces Kkitettség elteltével visszafordithatatlan membrankarosodas
kovetkezett be, amelyet nem lehetett helyreallitani benzidinnel sem. Teige és mtsai. (1990)
javaslata alapjan a cink elsddleges toxikus hatdsa az ATP szintézis gatlasa, igy tehat a
novényekben vald energia-anyagcsere gatlasa. Nyafa vonalakban is megfigyelhetd a cink
kezelés gatld hatasa a fotoszintézisre és a sztomakonduktanciara: Fernandez és mtsal.
(2011) exogén 1 és 5 mM-0s ZnCl, kezelés utan mind a nettd fotoszintézis mind a

sztomakonduktania csokkenését tapasztaltak hibrid nyarfa vonalakban.

A cink és més nehézfémek t6bbszords inhibitorai szamos metabolikus Gtvonalnak és ezért
magas koncentracioban fitotoxikusak (Cobbett, 2000; Schiitzendiibel és mtsai., 2002). Di
Baccio és mtsai., (2003) munkaja szerint a magas cink koncentracié a lombozat és a szaraz
tomeg szignifikans csokkenését okozza. Bittsanszky és mtsai. (2004) eltérd valaszreakcioji
csoportokat kiilonboztettek meg a nagyobb 1éptékli ZnSO4 koncentracidsorral torténd
exogén kezelés esetén. 10" M koncentracioban fitotoxikus, nekrotikus tiineteket mutattak a
kezelt vonalak, 102 M koncentracié esetén a levéllemezek fehéredését tapasztaltak
megtartott ndvekedési aktivitds mellett, mig alacsony cink koncentracio esetén 10° M és
10° M nem észleletek toxikus tiineteket a levéllemezeken. A vizsgalt vonalak koziil a P.
nigra magas érzékenységet mutatott alacsony koncentraciok esetén is (Bittsanszky és
mtsai., 2004). Cink koncentracié fliggvényében a glutation transzferdzok aktivitdsa nyarfa

esetében optimumgorbét ir le. (Bittsanszky és mtsai., 2004)



1.2. Nehézfémstressz hatasara kialakulo oxidativ stressz

Nehézfémstressz kovetkeztében gyakran alakul ki oxidativ stressz. Az oxidativ stressz
soran reaktiv oxigén formak (ROS) keletkeznek az oxigén részleges redukciojaval. A
nehézfémekhez vald alkalmazkodés alapfeltétele ezen reaktiv oxigénformak eltévolitasa,
mivel karosithatjak a membranokat, fehérjéket és a nukleinsavakat is. Az oxidativ stressz
karositja a membranlipideket, ezek peroxidaciojat idézi eld. Ezenkiviil proteinek
oxidaciojat, enzimek direkt gatlasat, DNS és RNS karosodasat okozhatja, mely folyamatok
végiil a programozott sejthalalhoz vezetnek. A 1étrejovo reaktiv oxigén gyokok: szuperoxid
gyokok (O27), hidroperoxil gyokok (HO2), H,O; és hidroxil gyokok (OH'). A reaktiv
oxigénformak tehat oxidativ karosoddsokat okozhatnak, de emellett alapvetd szerepiik van
a kornyezeti stresszek elleni védelemben, a patogén tdmadasok kivédésében, a
programozott sejthaldlban és a kiilonbozo fejlodési allapotok jelatvitelében. (Mittel és

mtsai., 2004; Miller és mtsai., 2010)

Nyarfaban a nehézfémstressz hatasara létrejovo oxidativ stressz egyrészt fontos jelzd
informacié a ndvény szamara hogy védekezd mechanizmusokat aktivaljon, masrészt a
tobblet ROS felszabadulés stlyos karokat okozhat a novény egyedfejlédésében, fiziologias
¢s molekuléris folyamataiban. Emiatt nagyon fontos az oxidativ stressz sordn keletkezd
karos ¢és toxikus molekuldk eltavolitdsa. Erre a novények kifejlesztettek egy hatékony
rendszert, amely képes a mérgezd vegyiiletek datalakitisara, metabolizmusara ¢&s
eltavolitasara. Az elsO fazisban az enzimek szubsztratok atalakitasat végzik, a masodik
fazisban konjugdld enzimek a transzformécid soran létrehozott funkcids csoportokat
hasznaljak tovabbi konjugaciora, ami altal kevésbé mérgezé metabolitok jonnek létre, és
végilil a harmadik fazisban ATP fliggd membranpumpdk ismerik fel és szallitjak

kompartmentumokba a konjugatumot. (Marrs, 1996)

1.2.1. Oxidativ stressz elleni védekezés mechanizmusai

Az oxidativ stressz elleni védekezd rendszerben fontos szerepe van a glutationnak, amely
egy nagy jelentdségli novényi, endogén antioxidans. (Alscher €s mtsai., 1989) Az alacsony
molekulastlyu tiolvegyiilet stresszmentes allapotban redukalt formaban van jelen és csak
kis hanyadat lathatjuk oxidalt formaban (May és mtsai., 1998, Noctor és mtsai., 2002).

Legfontosabb feladatai kozé tartozik a dehidroaszkorbat redukaldsa az aszorbinsav-



crer

szabalyozasa (Kutzniak és mtsai., 2001). Szerepe van a redox jelatvitelben (Foyer és
Noctor, 2005), védekezo reakcidkat aktival, részt vesz a génexpressszid szabalyozasaban
(Wingate ¢és mtsai.,1988), a H,O, eltavolitasaban, herbicidek, lipidperoxidok, metilglioxal
eltavolitasaban, (Marrs és mtsai., 1996) ugy, hogy szubsztratul szolgal szdmos antioxidativ

mechaizmusban (Tari és mtsai., 2002; Kocsy és mtsai., 2004).

Szamos glutation fliggd antioxidans enzim ismert, egyik a glutation transzferazok (GST)
csoportja. A GST-k tobbféle enzimatikus funkcidoval rendelkeznek, ezek koziil a
legfontosabbak a glutation (GSH) konjugacio altali detoxifikacié és a glutation peroxidaz
(GPOX) aktivitasuk.

GSH 4ltali detoxifikacid: Elsé ismert aktivitasuk, fitotoxikus metabolitokat detoxifikalnak

glutation konjugacidoval. A mérgezé metabolitok és herbicidek glutation konjugatumait

ABC (ATP-kot6 egység) transzporterek juttatjak el a vakudélumba (Fear és Swanson 1970).

GPOX aktivitas: Bizonyos GST-k rendelkeznek GPOX aktivitassal is, melynek soran lipid

peroxidok redukcidjat katalizaljak monohidroxi-alkoholokka. Ez az aktivitas igen fontos a

stressztoleranciaban (Dixon és mtsai. 2002).

1.3. GST ezimcsalad

A GST-k az egész novényvilagban elterjedt fehérjék, kimutattdk Oket allatokban,
novényekben és gombdkban is. Igen diverz enzimcsalad, egyes tagok kozott csupan 10 %-
os hasonlosagot talaltak (Edwards és mtsai., 2000). Ugynevezett takaritofehérjék, amelyek
segitenek példaul az oxidativ stressz soran termeléddé méreganyagok eltavolitdsaban. A
legtobb GST 2 alegységbdl all, molekulatomegiik 25-27 kDa, homo- és heterodimereket
képeznek. A dimerek mindkét tagjanak a katalitikus egysége 2 komponensbdl all, az egyik
az N-termindlison 1évé konzervativ GSH-specifikus régo, ,,G-site”, a masik pedig a
funkcionalis egység, ez a C-terminalison 1év6 hidrofob szubsztrat kotd régio, ,,H-site”. A
kettd kozott 5-10 aminosavbol allo linker régioé talalhaté (Dixon és mtsai., 2002). Nagy
résziik nem rendelkezik szubcellularis target szekvencidval, igy a citoszolban lokalizalodik
(Dixon és mtsai., 2002). Bizonyos organellumok nagy mennyiségben tartalmaznak GST

izoenzimeket, igy a kloroplasztisz, a mitokondrium és a vakuoélum. Az organellumokban
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transzlokdlodo enzimek N-termindlis target szekvencidval rendelkeznek. Kimutattak dket a
nukleuszban is, az itt lokalizalodd enzimek is rendelkeznek N-termindlis lokalizacios
szignallal €és egy olyan régioval, amely a nuklensavakhoz valo kapcsolodasukat feltételezi

(Dixon és mtsai., 2008).

Az enzimcsalad tagjait szekvenciamotivumok alapjan osztalyoztak: nyolc csoportba
sorolhatoak. Négy nagy diverzitast mutatd csoportja van: phi, theta, tau és zeta, valamint
négy kisebb csoportja: dehidroaszkorbat reduktdz, lambda, tetrakloérhidrokinon reduktdz és
a mikroszomalis GST-K (Dixon és mtsai., 2002; Soranzo és mtsai., 2004). (1.2. abra) Ezek az
enzimcsoportok kiillonbozé funkciokkal rendelkeznek. Funkcidik lehetnek enzimatikusak
¢s nem enzimatikusak. Enzimatikus funkcioik kozé tartozik, hogy glutation konjugécioval
mérgezd szubsztitokat detoxifikalnak. Ez a csoportok tobbségére jellemzd tulajdonsag,
kiilonosen magas GSH konjugald aktivitassal rendelkeznek a novényspecifikus phi és a tau
csoportok (Edwards és Dixon, 2000). Glutation fliggé peroxidaz funkcioval is rendelkeznek,
igy részt vesznek a sejt normal metabolizmusanak fenntartdsdban oxidativ stressz esetén a
theta, a tau és a phi csoportok (Dixon és mtsai., 2002, Basantani €és Srivastava, 2007).
Kiemelkedik a GPOX aktivitassal a théta csoport, igy feltehetéen a csoport tagjainak
fontos szerepe van a membranintegritds fenntartdsaban stressz koriilmények kozott is. A
zeta csoport tagjai izomerizacios reakcidkat katalizdlnak, és részt vesznek a tirozin
katabolizmusban. Fontos szerepilk van az optimalis membranintegritas fenntartasaban.
Izomerizécios reakcidkat katalizalnak a zeta csoport tagjai. A dehidroaszkorbat reduktaz
csoport tagjai glutation fiiggd dehidroaszkorbat reduktaz aktivitdssal rendelkeznek. Nem
enzimatikus funkcidik apoptézis gatld hatasuk (Pan és mtsai,, 2001), részvételik a
szeneszcencidban (Gregersen és Holm, 2007) és az hogy ligandin funkcidjuk révén az
antocianinok szallitdsaban is részt vesznek. (Marrs és mtsai., 1995; Mueller és mtsai., 2000;

Smith és mtsai., 2003)

Nyarfaban (Populus trichocarpa) 81 GST fehérjét kodolo gént talaltak, ebbdl 9 pszeudogén.
Nyolc csoportba soroltak Oket, igy 58 tau, 9 phi, 3 lambda 3 dehidroaszkorbat reduktaz, 2 zéta
¢és 2 theta csoportt GSTt szekvencia talalhatd meg a nyarfa genomban. Ide soroltak még
hasonlosag alapjan 3 elongacios faktor 1By-t. A nyarfa 19 kromoszomaja koziil 15-6n 66 GST
gén lokalizaciojat sikeriilt meghatarozni a 81-bdl. Bizonyos gének nagy siirliségben,

Kluszterekben helyezkednek el a kromoszomakon, féleg a tau és a phi csoport tagjai, a kis
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csoportok tagjai viszont kiilonb6z6 kromoszomékon, egyediilallo 16kuszokban lokalizalodnak.

(Lan és Yang ¢s mtsai., 2009)

T
w
S
4,
K =
THETA (T) % .
(T) = 5 ZETA(2)
(Type IV) 2 & (Typell)
N g
/xs*% %, ,5
% % o
TAU (U)
{Type Il
& >
&
&
Arp & R
39y éoa &
PHI (F) <o
(Type 1) * Ve 7R
M G5, o 6T
TA Gsry VR MIl-4
ZM GST4 AT GsT5
2GS
o2
Po'ie?\ ggMGSTs
b AR
S &, 185 205,200,
o & §F ¢° = GA% .
< TN S = Y = S 29 2
=8 "= 5 % qe%
1< a =
d DHAR ¥ B ’
LAMBDA (L)

1.2.abra: A GST enzimcsalad tagjai a rokonsagi fan lathatok.

1.4. Génexpresszio szabalyozasa

A GST gének promoter régidiban olyan szabalyozo elemek taldlhatoak, amelyek szerepet
jatszanak a GST gének transzkript szintjének emelkedésében. Kétszikiiek GST
promotereiben olyan regulalo szekvenciak vannak, amelyek feleldsek a kiilonb6zd hormon
kezelésekre, stresszhatdsokra adott valaszokért. Példaul ilyenek az auxin, etilén,
szalicilsav, hidrogén peroxid, hdsokk, nehézfém stressz €s patogén tdmadas jelatvitelében
szerepet jatszo elemek (Itzhaki és mtsai., 1994; Ulmasov és mtsai., 1994; Droog és mtsai.,

1995; Chen ¢és Singh, 1999).
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2. Célkituzések

Munkank soran kiilonb6z6é nyarfa klonokat (M-1 Populus canadensis., B-229 és P19/66
Populus deltoides) hidropénikus kultiraban exogén cink kezelésnek tettiink ki egy héten
keresztiil (3 és 30 uM).

A alabbi kérdésekre kerestuk a valaszt:

1. Milyen hatdssal van az adott cink kezelés a kiilonboz0 nyarfa vonalak fiziologiai

paramétereire?

2. Hogyan befolyasoljak a kiilonb6zd kezelések a nyarfa vonalak GST és GPOX

enzimaktivitasat?

3. Milyen valtozasok detektalhatok a kivalasztott GST tau51, tau3, phi4 és thetal gének

expresszidjadban kontroll és nehézfémstressz koriilmények kozott?

4. Van-e kiilonbség a harom vizsgalt nyarfa vonal stresszreakcioja/toleranciaja kozott?
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3. Anyagok és modszerek
3.1. A névényi anyag
3.1.1. Felhasznalt nydrfa vonalak

Kisérleteink soran 3 nyarfa fajtaval dolgoztunk, melyek kiilonboz6 mértékben toleraltak a
nehézfém szennyezést. A kisérleteinkben hasznalt M1-es jel6lésti nyarfa vonal Populus

canadensis, a B-229-es, illetve a P19/66-os jeloléstiek, pedig Populus deltoides vonalak.
3.1.2. A nydrfa klonok nevelése

A nyarfa klonok eldénevelése, gyokereztetése hidroponikus kdrnyezetben tortént 2 honapon
keresztiil Hoagland teljes tapoldatban (5 mM Ca(NOs);, 5 mM KNO;, 1 mM KH;PQOy,
2mM MgSO4, 1M Fe-EDTA, 0,0475 umol H,BOs;, 14,48 pmél MnCl,, 0,8148 pumol
ZnCl,, 0,3731 umol CuCl,, 0,001213 umol NaMoQOy), 180 umol m? st fényintenzitas
mellett, 12/12 6ra fény/sotét megvildgitdsi periddussal, 24/19 °C nappali/éjszakai

hémérsékleten, iiveghazi kornyezetben.
3.1.3. Nehézfém stressz kezelés
1,5 honapos elénevelés utan 1 hetes cink kezelést kaptak a novények. Két kiilonb6zo

crer

”’B ”’ magyar hatarértéket vettiik figyelembe, amely 200 pg/l, és 3 uM-nak felel meg, a

masik esetben ennek a hatdrértéknek a 10-szeresével dolgoztunk, amely 30 pM.
3.1.4. Mintavételek
A Kkisérletekhez az egyhetes kezelés utdn vettiink mintat, génexpresszid vizsgalatra 2-3

nappal a kezelés utan is végeztiink mintavételt. Vizsgalatainkhoz hajtas és gyokérmintakat

hasznaltunk.
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3.2. Vizpotencial mérése nyomaskamra modszerrel

Nyomaskamraval végeztik el a vizpotencial meghatarozasat.(PMS Instrument Co.,
Corvallis, USA). Ugy helyeztiik be a nyomaskamraba a vizsgalati novény levelét, hogy
annak vagott felszine kidlljon a miiszer kamrajara rogzitett zaroszerkezetbdl. Ezutan
nitrogén gazt engedtiink a kamraba és addig noveltik a gaz nyomasat, mig a novény
kamrabol kialld vagott feliiletén megjelent a xilémnedv, ekkor a gdznyomas ellensulyozza
a levél vizpotencialjat. Az ekkor leolvasott nyomas érték megegyezik (ellenkezo eldjellel)
a ndvény vizpotencial értékével. A vizpotencidl meghatarozasat az egyhetes cink kezelés

utan végeztiik el minimum 5 parhuzamos méréssel.

3.3. Fotoszintézis

Az effektiv kvantumhasznositast (®ps;) és a sztomakonduktanciat (gs) hordozhato
fotoszintézis mérd rendszerrel mértiik (LI-6400, LI-COR Inc., Lincoln, Nebrasca-USA). A
mért paraméterek alapjan a masodik fotokémiai renszer (PSII) elektrontranszport-lancanak
effektiv  kvantumhasznositasa ®pg = (Fm’ - FS)/[Fm’ (Genty és mtsai., 1989) Kkertilt

kiszamitasra.
3.4. GST aktivitas meghatarozasa

Hajtas és gyokérmintanként egyarant 500 mg-ot dorzsoltiink el 0,1 M-os pH: 7 foszfat
puffer és 1 mM fenilmetilszulfonil-fluorid (PMSF) elegyében, 1 % polivinil-polipirrodilon
(PVPP) jelenlétében, jégen. A gézen atsziirt homogenizatumot 4 °C-on 20 percig
centrifugaltuk (12000 x rpm, 15 616 g). Enzimaktivitas mérésére a feliiliszot hasznaltuk.

A glutation transzferdz aktivitdst Habig és mtsai. (1974) altal kidolgozott modszerrel
hataroztuk meg, melynek soran szubsztratként 1-klor-2,4-dinitrobenzolt (CDNB)
hasznaltunk. A reakcioelegy 1ml végtérfogatban 0,1 M-os foszfatpuffert, | uM CDNB-t és
3 uM redukalt glutationt (GSH) tartalmazott, a kontroll mintdba GSH helyett tisztitott vizet
mértiink be. A reakciot a CDNB hozzaadasaval inditottuk el. 340 nm-en fotometraltunk,
majd a mért extinkcid valtozasbol a 2. és 3. perc kozotti értékek felhasznélasaval
szamoltunk. €340 = 6,22 mM™* cm™, egy enzim egység (U) = az egy perc alatt keletkezett
konjugalt termék mennyisége pmol-ban megadva. Az enzim miikddését specifikus

aktivitas egységben fejeztiik ki (U g FT™).
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3.5. GPOX aktivitas meghatarozasa

A glutation peroxidaz aktivitast Awasthi és munkatarsai (1975) altal kidolgozott modszer
alapjan hataroztuk meg, szubsztratként kumén hidroperoxidot hasznaltunk (CHP) (Csiszar
¢s mtsai. 2004). A mérés elve, hogy a glutation peroxiddz aktivitds soran szerves
hidroperoxidok keletkeznek, melyeket a glutation reduktaz redukalt glutation
felhasznalasaval atalakit, igy a glutation oxidalodik. Az ennek visszaredukalasahoz
sziikséges NADPH mennyiségének mérésével torténik a kimutatas. A reakcidelegy 1 ml
végtérfogatban 0,1 M foszfat pufferben (pH: 7,0) 0,2 mM NADPHt, 4 mM GSH-t,
0,05 unit buza extraktumbol tisztitott GR enzimet, 200 pl enzimkivonatot és 0,1 mM CHP-
t tartalmazott. A reakciét CHP hozzaadasaval inditottuk el. Egy perc utin 340 nm-en
fotometraltunk. fgy hataroztuk meg az extikciot GSH-t és NADPH-t nem tartalmazo
mintaval szemben 2 percig. Majd a nem specifikus NADPH oxidaci6 figyelembe vételéhez
az extinkci6 kiilonbséget meghataroztuk CHP nélkiil is. €340 = 6,22 mM™ cm™, az egy
perc alatt fogyott NADPH-t pmolban megadva fejeztiik ki az enzimegységet (U), az enzim
miikodését 1 g friss tomegre vonatkoztattuk (U g FT™).

3.6. GST és referencia gének keresése in silico NCBI

Els6ként Populus trichocarpa GST szekvenciakat azonositottunk in silico. Az eddig ismert
gének kodold régioit hasznaltuk fel a kereséshez. Mivel az ismert genomu P trichocarpa
nulkeotid szekvenciaja olyan mértékban kiilonbozik az altalunk vizsgalt nyarfa vonalaktol,
ami megneheziti a qPCR vizsgalatokat a P trichocarpa-ban azonositott GST gének
ortologjait kerestiik meg a konzervativ domének felhaszndlasdval az NCBI/TGI

adatbazisokbol.
3.7. Primer tervezés

A Kkivalasztott szekvencidkra elészor mindkét szalra komplementer szekvenciaja
oligonukleotid primereket terveztink a Primer 3 program segitségével. Az optimalis
primerek hossza altaldban 19-22 nukleotid. A primerek tervezésénél a kovetkezo
paramétereket adtuk meg: a primer hossza: 19-22 bp, a termék hossza: 50-150 bp ,olvadasi
hémérséklet: 59-61 °C, G-C tartalom: 30-80%, dimer képz8dés (komplementaritds) mind a

masik mind a sajat szekvencidval maximum 3 ponton és nem rendelkezhetnek erds
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masodlagos szerkezettel (AG>-4 Kcal/mol feletti érték mindkét esetben). Ennek

ellendrzését az IDT DNA (Integrated DNA Technologies) program segitségével végeztiik.

3.8. RNS Kkivonas

Az 0ssz ndvényi RNS-tartalom izoldlasat LiCl-mddszer alkalmazasaval végeztik el.
100mg ndévényi anyagot dorzscsészében folyékony nitrogén és kvarchomok segitségével
homogenizaltunk és 0,375 ml extrahdlé pufferbe helyeztilk €s vortexeltiik. Folyékony
nitrogén jelenlétében az RNazok nem tudjak lebontani az RNS-t, a kvarchomok pedig
megkonnyiti a homogenizalast. Felhasznalas elott 15 ul/ml B-merkaptoetanolt adtunk az
extrahalo pufferhez és 65 °C-on melegitettiik. Az extrahald puffer tartalma: 2 % CTAB,
2 % PVPP, 100 mM Tris-HCI (pH:8,0), 25 mM EDTA, 2 M NaCl, 0,5 g/l spermidin, DEP-
es vizben oldva (DEP: 0,1 %), autoklavozva. Az elegyet az extrahalo pufferben 2 percig
56 “C-on inkubaltuk, és jégre raktuk. Ezutan (25:24:1) fenol-kloroform-izoamilalkohol
elegyét adtuk hozzd a vizes és szerves fazis elvalasztidsa érdekében, majd 5 percig
szobahdmérsékleten centrifugaltuk (13000rpm). A mintdk feliiliszé részét atpipettaztuk
egy-egy 300 ul kloroformot tartalmaz6 Eppendorf csébe, ez ijabb tisztitasi 1épés a szerves
anyagok eltavolitasa érdekében. Ujabb centrifugalasi 1épés (13000 rpm, 3 perc,
szobahdmérséklet) utdn a mintdk feliilluszo6 részéhez egy wjabb Eppendorf csében 1/3
térfogat 8 M LiCl oldatot adtunk, amely kicsapja az RNS-t, majd 4 °C-on minimum 30
percig inkubaltuk. Ezt centrifugalas kovette (13000 rpm, 20 perc, 4 °C). A feliiliszot
kidobtuk, a csoveket jégen tartva a pelletet 2 M LiCl oldattal mostuk 5 percig, majd
centrifugaltunk (13000 rpm, 3 perc, 4 °C). Ezutin a mosooldatot maradéktalanul
eltavolitottuk, a pelletet pedig 0,5 %-0s SDS oldatban 5 perc alatt feloldottuk, majd 225 pl
kloroform hozzaadasa utan jbol centrifugaltunk (13000 rpm, 3 perc, szobahdmérséklet).
A felsd fazist ezutan uj csovekbe pipettaztuk és 0,1 térfogat 3 M Na-acetatot és 3 térfogat
96 % etanolt adtunk hozza, a Na-acetat a poliszacharidokat az oldatban tartja. Ezutan
legalabb fél oraig -80 °C-on inkubaltunk. Inkubacié utan centrifugaltunk (13000 rpm, 20
perc, 4 °C), majd a feliiluszot kidobtuk, a pelletet pedig 70 %-os etanollal 10 percig
mostuk, majd 5 percig cenrifugaltunk (13000 rpm, 4°C). Az etanolt maradéktalanul
lepipettaztuk, a pelletet megszaritottuk. A mosast kovetden 20 pl dietil-pirokarbonéat (DEP)
kezelt steril desztillalt vizben feloldottuk az 6ssz RNS-t. Az RNS mennyiségét a 260 nm-
en mért optikai denzitds meghatarozasaval, spektrofotométeren ellendriztiik (U-3310

Spectrophotometer, Hitachi, Tokio, Japan). A mintak tisztasdgara és minOségére az
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OD 260/280 ¢és az OD 260/230 aranybdl kovetkeztettlink, illetve elektroforézissel (1 %-0s
agaroz gélben) ellendriztik az esetleges degradaciot. A LiCl-os RNS izolalas
eredményeként az RNS mintdk DNS szennyezéstol mentesek voltak, igy DNaz kezelést

nem végeztink.

3.9. cDNS iras

Az RNS mintdbol Osszesen 1 pg-nak megfeleld0 mennyiséget reverz transzkripcioval
CDNS-s¢ alakitottunk random hexamer primerek segitségével. A reakciot 20 pl
végtérfogatban végeztiik. Els6 1épésként a templatot (1pg-nak megfeleld mennyiséget) és a
random hexamert 5 percig 70 °C-on hevitettiik, majd 4 ul témény reakcidpuffer, 25 mM
dNTP mix, ribonukledz inhibitor és DEP-es viz hozzdad4sa utan az elegyet 25 °C-on, 5
percig inkubaltuk. Kovetkezd 1€épésként reverz transzkriptdz enzimet adtunk az elegyhez,
és ezzel egy oran at 37 °C-on inkubéltunk. 10 perces 70 °C-os hevitéssel 4llitottuk le a
reakciot. Az igy kapott cDNS-t kvantitativ Real-Time PCR (valés idejii polimeraz

lancreakcio) reakciokhoz hasznaltuk fel.

3.10. QRT-PCR (kvantitativ valés ideji polimeraz lancreakcio)

Kvantitativ RT-PCR technikdval kovettiik nyomon a vizsgalt gének kifejezddését. A
primereket a Primer 3 szoftver (http://frodo.wi.mit.edu/) segitségével terveztiik, a hasznalt
primereket tablazatban foglaltuk Ossze (3.1. tablazat). A szintetizalt cDNS-eket 1:19
aranyban higitottuk nukledz mentes vizzel. A reakcidelegy végtérfogata 20 ul volt,
amelyben az egyes oligonukleotidok 150 uM végkoncentracioban voltak jelen, a higitott
cDNS-b6l 9 pl-t, a 2x SYBR Green PCR Master Mixb6l (Applied Biosystems, Foster
City, California) pedig 10 pl-t haszaltunk. Minden mintaval harom parhuzamos mérést
végeztiink. A qRT- PCR reakcio lefuttatasat és detektalasat MJ research PCR késziilékkel
¢s BioRad (Hercules, California) Real-Time PCR Detektorral végeztiik, 96 mintahelyes
plate felhasznalasaval, a kovetkezd bedllitasokkal: 10 perc 90 °C-on, majd 41 cikluson
keresztiil az alabbi paraméterekkel:15 masodpercig 95 °C-on és 1 percig 60 °C-on. A
ciklusok sordn minden amplifikacidos lépés utdn detektaltuk a SYBRGreen festék
fluoreszcencia intenzitdsat az Opticon Monitor szoftver segitségével (BioRad, Hercules,
California). Méréseinkhez két referenciagént hasznaltunk: Poliubiquitin (BU879229,
Brunner ¢és mtsai., 2004), Ubiquitin conjugating enzyme E2 (DT494001, Basa ¢és mtsali,
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2009). A PCR lefutasat kovetéen az amplifikacio specifikussagat olvadasi gorbe
detektalasaval ellendriztiik: 55 °C-t61 90 °C-ig (0,2 °C 0,2 s™), amely akkor igazolhato, ha

egy jol koriilhatarolhato csucsot ad. Az adatok analiziséhez a 272 modszert alkalmaztuk

(Livak és Schmittegen, 2001).

Populus
trichocarpa GenBank

gén ortholog  Acc. No. Polaritas Primer szekvenciaja (5’- 3°)
PtGSTF4 CK317779.1 forward GAGCATAAGAAAGAACCAT
reverse CTCCATCCACACTGATAA
PtGSTU3 CX178168.1 forward AGTCTCTTGTTATCCTTGAAT
reverse ACACTTCCACCACTTCTT
PtGSTU5S1 GU065682.1 forward TAGAGAAGATGAATGGAGTG
reverse CAGGATGTGAAGAAAAACT
PtGSTT1 GQ377248.1 forward GTCAAGAATACCACATTAGC
reverse AAGCCACACAGACTCTATC

3.1. tablazat: A kvantitativ RT-PCR-hez felhasznalt oligonukleotidok.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Vizpotencial

A vizpotencial meghatarozasat egy héttel a cink kezelés utan végeztiik el (4.1. abra). A
kontroll novények mért vizpotencial értékeihez képest az M-1-es vonalban, és a B-229-es
vonalban nem lathat6 a vizpotencial értékek jelentds valtozasa 3 uM és 30 uM cink kezelés
hatasara. A P19/66-0s vonal esetén viszont a 30 uM-os kezelés hatisara a vizpotencial
értéke jelentdsen lecsokken. Amennyiben a vizpotencdl értékek valtozasai alapjan teszlink

srer

kezelés értékeit vehetjiik figyelembe és a P19/66-0s vonal tiint a legérzékenyebbnek.

Vizpotencial
~ 0
[\
o
s 021
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= 041 O Kontroll
E 0,6 =T = o3 uM
N
3 08 =30 uM
3
S -1
N
> 1.2

M-1 P19/66 B-229
Nyarfa vonalak

4.1. abra: Kontroll, 3 uM és 30 uM cink kezelésnek kitett B-229, P19/66 ésM-1-es

vonalak vizpotencial értékei (MPa).

4.2. Fotoszintézis

A sztomakonduktivitas értéke (gs) a sztoma zardsejtek vizpotencialjaval, a sztomak nyitott
allapotaval mutat korrelaciot. Meghataroztuk a sztdomakonduktivitast a levelek felszinén és
az Osszesitett értékeket dbrazoltuk. (4.2. dbra) A P19/66-0s vonal sztdbmakonduktivitasanak
erdteljes csokkenése figyelhetd meg a kezelések hatasdra. A B-229-es vonalnal kisebb
mértékli csOkkenést, mig az M-1-es vonalnal gyakoratilag nem valtoztak az értékek a

kezelések hatasara.
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Az effektiv kvantumhasznositas (®ps) meghatarozasa soran enyhe, nem szignifikans
csOkkenést tapasztaltunk a 30 uM-os kezelés hatasara. A 3 uM-os kezelés csak a P19/66-0S
mintdban okozta az érték csokkenését. A vipotencial értékeket alatdmasztottdk a
sztomakonduktania és a kvantum hatékonysag értékei, melyek szerint a legérzékenyebbnek

a P19/66-0s vonal bizonyult (4.3. abra).

Sztomakonduktivitas
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4.2. abra: Kontroll, 3 uM és 30 uM cink kezelésnek kitett B-229, P19/66 ésM-1-es

vonalak sztomakonduktivitas értékei.
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4.3.abra: : Kontroll, 3 uM ¢és 30 uM cink kezelésnek kitett B-229, P19/66 ¢sM-1-es

vonalak effektiv kvantumhasznositasa.
4.3. GST és GPOX aktivitas
A legmagasabb glutation transzferaz aktivitast a B-229-es vonal 30 uM cinkkel kezelt

gyokérmintdja esetén mértiik. Gyokérmintdk esetében nagysagrendekkel magasabb GST

aktivitds mérhetd, mint hajtdsmintdk esetében. Hajtasban a kontroll minték koziil az M-1-
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es vonal esetén lényegesen magasabb GST aktivitast mértliink. Hajtasmintaknal, a B-229-es
vonal esetén a GST aktivitdsanak megemelkedése lathatdo 30 uM cink kezelés hatasara. A
P19/66-0s vonalnal az aktivitasi értékek nem emelkednek meg, inkdbb csokkenést
tapasztalunk. Az M-1-es fajtanal a GST aktivitas megemelkedett a kontrollhoz képest
3 uM-os kezelésnél és ez tovabb emelkedett a 30 uM-0s cink kezelés utan. Gyokérben a
vezetett. A 3 uM-os kezelés csupan az M-l-es fajta esetén okozott emelkedést

gyokérmintaknal. (4.4. abra)

A GPOX aktivitas hajtasban 3 uM esetén a B-229-es vonalban enyhén megemelkedett, az
M-1-es vonalban lecsokkent, a P19/66-o0s fajtaban pedig kozel azonos értéket mutatott,
mint a 30 uM-os kezelés esetén. M-1-es vonal esetén itt is magasabb a GPOX aktivitas a
kontroll esetében a tobbi kontroll mintdhoz képest. A GST aktivitasokhoz hasonléan a
gyokérben magasabb GPOX aktivitas értékeket lehetett meghatdrozni, mint a hajtasban.
Kiemelked6 alap GPOX aktivitast mutatott a P19/66-os gyokérminta (a masik két
kontrollal 6sszehasonlitva). 30 uM-os kezelésnél minden esetben megemelkedett a GPOX
aktivitas. Gyokérben a 3 pM-os kezelés P19/66-o0s vonalban emelkedést, M-1 és B-229-es
vonalban pedig GPOX aktivitas csokkentést okozott. (4.5. abra)
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Hajtas GST aktivitas
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4.4. abra: Kontroll, 3 uM ¢és 30 uM cink kezelésnek kitett B-229, P19/66 és M-1-es

vonalak GST aktivitasa fehérjetartalomra vonatkoztatva.
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Hajtas GPOX aktivitas
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4.5. abra: Kontroll, 3 uM ¢és 30uM cink kezelésnek kitett B-229, P19/66 és M-1-es
vonalak GPOX aktivitasa fehérjetartalomra vonatkoztatva.

4.4. GST enzimek relativ transzkript szintje

Kisérleteinkhez 4 gént, a GST-k tau csoportjaba tartoz6 GSTU3 és GSTUSI, phi
csoportjaba sorolhatdé GSTF4 és a theta csoporti GSTT1-es géneket valasztottuk. A gének
altal kodolt fehérje GSH konjugalod aktivitaisa CDNB és p-nitrobenzol klorid (NBC)
szubsztrattal szemben (az 6ssz. GST aktivitas meghatarozasara alkalmas mesterséges
szubsztratok), és katalitikus aktivitasa redukalt glutationnal (GSH) és CDNB-vel szemben
kiemelked6en magas a tobbi azonos csoporti GST-hez viszonyitva (Lan és Yang és mtsai.,
2009). Feltételeztiik, hogy ezeknek a géneknek az expresszidja és a sejt méregtelenitésében
fontos glutation transzferaz aktivitas kozott nagyfoku korrelacié mutatkozik. A theta
csoportu GST-t a csoportra jellemz6 magas glutation peroxiddz aktivitds miatt valasztottuk
ki vizsgélatainkra. Kontroll mintdk esetén a GSTUSI-es gén nem mutatott mérhetd
expressziot. 3 uM-0s cink kezelés esetén az értékek enyhe megemelkedése lathato,

elsésorban a masodik mintavételi napon. Az els6 mintavételi napon a P19/66-0s minta

24



GSTUS3-as génje esetében tortént transzkriptszint emelkedés, illetve a GSTUS1-es génrdl
atirodo transzkriptumok is megjelennek. Jelentésen a GSTF4 esetében a B-229-es vonalban
és a GSTT1 esetében a P19/66-o0s fajtdban. A 30 uM-0s cink kezelésnél szignifikansan
magasabb transzkriptszinteket mértiink. Az els6 mintavételi napon az Osszes gén
expresszids szintje megemelkedett a B-229-es és a P19/66-os fajtakban. M-1-es vonal
esetén nem lathatd transzkriptszint emelkedés. A B-229-es és a P19/66-os fajtakban
kiilonosen magas génexpresszido lathato a GSTU3 ¢és GSTUS1-ben. Mig a masodik
mintavételi napon a P19/66-0s vonal transzkriptszintjei nagyrészt csokkennek, addig az M-
l-es fajtdban ekkor indukalodnak a gének, kiilonosen magas, szignifikans indukcio

figyelhet6 meg GSTUS1-es gén esetén. (4.6. abra)
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4.6. abra: Kontroll, 3 uM és 30 uM cink kezelésnek kitett B-229, P19/66 és M-1-es
vonalak GST transzkriptszint valtozasa. A: kontroll, B: 3uM cink kezelés, C: 30uM cink

kezelés. 1: elsé mintavételi nap, 2: masodik mintavételi nap
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4.5. Génexpresszio szabalyozasa

A legnagyobb transzkriptszint emelkedéseket két tau csoportba tartozé gén mutatta:
GSTU3 ¢és GSTUSI1, de a két gén transzkript mennyisége kontroll allapotban nagy
kiilonbséget mutat. Mig méréseink alapjan a GSTUS1-es gén kontroll névényekben az elsd
mintavételi napon egyatalan nem, és a masodik mintavételi napon is csak nagyon csekély
mértékben és csak 1 vizsgalt vonal esetén fejez6dott ki, addig az azonos GST csoportba
tartozd GSTU3-as gén expresszidja mindkét mintavételi nap esetén megfigyelhetd a
vizsgalt vonalakban. Lathato, hogy e két gén expresszidja a legerdteljesebb a 30 uM-0s
kezelés hatasara. Kerestilk a két tau csoporti gén kozotti alapesetben mért nagyfoku
expresszios kiilonbségek okat, ezért megvizsgaltuk promoéter régiojukat, valaszt keresve
azokra a kérdésekre, hogy talalunk-e olyan elemeket a GSTU3-as gén promoterében,
amelyek a GSTUS51-t6l kiilonb6zé kifejez6dését indokolja a kontroll ndvényekben.
Vizsgalataink soran -a rengeteg hasonldsag mellett- szamos kiilonbséget talaltunk a 2 gén
(SORLIP1/5AT), MYB kot6 helyeket (MYBST1, MYB core, CACGTGMOTIF), melyek
a GSTUS51-ben nem talalhatéak meg. Ezenkiviil olyan elemeket is azonositottunk, amelyek
ilyenek U3-ban az auxin és szalicilsav altal indukalhaté elem (ASFIMOTIFCAMYV)
valamint a gibberellin véalasz elem (PYRIMIDINEBOXOSRAMY 1A), U51-ben pedig az
etilén érzékeny elemek (ERELEE4), illetve mindkét gén promoéterében szamos helyen
talaltunk olyan motivumot, melyeket a MYB és bZIP transzkripcios faktorok felismernek
(EBOXBNNAPA), fényregulaltak és Myb-szeri proteineket kotnek (IBOX), valamint
ABRE (ABA responsive element) -szerii elemeket (ABRELATERDJ). (4.7. abra)
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4.7. abra: GSTU3 és GSTS51 promoterének dsszehasonlitasa
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5. Osszefoglalas

A nyarfa vonalak talajtisztito, fitoremediacios célti felhasznalasa igen elterjedt. Az ilyen
célu felhasznalashoz alapvetd fontossagu az allandé nemesitési tevékenység ¢és a
létrehozott klonok alland6 szelekcidja a nehézfémtlirés szempontjabol. A szélsOséges
nehézfémkoncentraciok lathaté klordzist, nekrézist vagy a teljes novény elszaradasat
okozhatjdk. Viszont bizonyos alacsonyabb koncentraciok, melyek a megengedett
hatarérték koriilieck vagy azt csak kis mértékben haladjak meg, szemmel nem lathato
stresszt okozhatnak a névényekben. Ez a stresszhatas a novényekben vagy akklimatizacios
folyamatokat indit be, vagy hosszabb idd elteltével kimeriiléshez, a névény pusztulasdhoz
vezet. A nehézfémstressz hatdsdnak megértése szempontjabol fontos eldbb a fiziologiai
folyamatokat megvizsgalni, majd ezekbdl kiindulva lehet a folyamatok héatterében levo,

stresszvédekezésben szerepet jatszo elemeket azonositani.

A vizsgalt novények vizhaztartasa nem valtozott jelentds mértékben a cink kezelés
hatasara, a vizpotencidl paraméter alapjan. A kapott értékek szerint a kezelés elssorban
kis koncentracidban (3 uM) nincs kiillondsebb hatassal a kiilonb6z6 vizsgalt nyarfa vonalak
vizpotencialjara, mig nagyobb koncentracional (30 uM) a P19/66-0s vonal vizpotencialja
jelentdsen csokken, ami a fajta cinkkel szembeni nagyobb érzékenységére utalhat. Ezt
tdmasztja ald a csokkent sztomakonduktancia értéke a fajtdnak (sztdmazarddas) és
kvantum hozam paraméterének csokkenése, ami a fotoszintetikus aktivitas bizonyos foku
csokkenését mutatja. A mi adataink jo korrelaciot mutatnak az irodalmi adatokkal, melyek
figyelhetok meg a novények vizhaztartasaban és a sztomakonduktanciajaban (Brune és
mtsai., 1994).

Nehézfémstressz hatdsara a ndvényi sejtekben toxikus metabolitok széles skéaldja jelenik
meg. Ezek eltavolitasaért felelds a méregtelenitési folyamatok egyik kulcsenzime, a GST,
els6sorban glutation transzferdz és glutation peroxidaz aktivitasa révén. Hajtdsban a
kontroll mintak koziil a P. canadensis (M-1) vonal esetén lényegesen magasabb GST
aktivitast mértiink, mint a P. deltoides vonalakban. Ez az eredmény jol korrelal Bittsanszky
€s mtsai. 2005-ben publikalt eredményeivel, melyben a 10 uM-os és tizes léptékkel
novekvé ZnSO, kezelés hatasat vizsgaltak P. canadensis hajtasara. Eredményeik szerint a

10 uM-o0s-nal magasabb cink koncentracié nem eredményez tovabbi novekedést a GST
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konjugéalod enizmaktivitasban, igy az indukcid mar ennél a koncentracional eléri a
cink kezelés mind a 3 vonal esetén a GST aktivitas emelkedéséhez vezetett. A kapott
eredmények alapjan megallapithato, hogy a 30 uM-0s cink Kkezelés, olyan mértéki
stresszhatds a vizsgalt fajtadkra nézve, hogy minden esetben lathatjuk az enzimmiikddések
megemelkedését. Ennek oka a ndvények stresszhatiassal szembeni védekezésének
fokozodéasa, igy a felhalmozddd fitotoxikus metabolitok méregtelenitése, ¢és
valoszinlisithetd ABC transzporterek altali eltavolitasuk a vakudlumba, valamint a
nehézfémstresszt kovetd oxidativ stressz eredményeként keletkez6 lipid peroxidok
redukalasa a glutation peroxidaz aktivitds révén. A glutation peroxidaz aktivitas
indukciojanak 0Osszefiiggését a cink toleranciaval mar vizsgaltak nyarfa esetetében
(Bittsanszky és mtasi., 2005, Komives és mtsai., 2003), és kiemelték a theta csoport
jelentds detoxifikald szerepét magas peroxidaz aktivitasa révén. A P. candensis (M-1) és
az egyik P. deltiodes vonal (B-229) jelentésen megndvelte 30 uM cink kezelés hatasara a
GPOX aktivitasat, ami felteheten a sikeres akklimatizaciojuk egyik eleme volt. A P19/66-
os vonal esetén sem a hajtds glutation transzferdz aktivitdsa nem emelkedik meg a
kezelések hatasara, sem GPOX aktivitisa nem mutat jelentés eltérést a 3 uM-os és a
30 um-os kezelésre adott valasz kozott. Ez a vonal nem tudja megndvelni hajtasban a

sejtszintli detoxifikacios képességét a magasabb, 30 uM-os kezelés esetén sem.

A génexpresszios vizsgalatok soran felhasznalt gének 4ltal kodolt fehérjek
szubsztatspecifitasa és enzim aktivitasuk bizonyos paraméterei ismertek. A Tau csoporta
GSTUS1-es fehérje kiemelkedd katalitikus aktivitdssal rendelkezik mind glutationnal,
mind a modell szubsztrattal (CDNB-vel) szemben. A masik tau csoportba tartoz6 fehérje
(GSTU3) CDNB-vel szembeni specifikus aktivitasaban emelkedik ki a tobbi GST koziil. A
phi csoporti GSTF4 szélesebb szubsztratspecifitasu, képes a p-nitrobenzol klorid (szintén
modell szubsztrat) konjugalasara is (Lan és Yang és mtsai., 2009). GSTT1-es gén a kis
létszam théta csoporthoz tartozik, melynek tagjai magas glutation peroxiddz aktivitassal
rendelkeznek. Ezek alapjan feltételezhetdé mind a négy géntermék kapcsolata a sikeres
stresszvalasszal. A GSTUS51-es gén expresszidja vizsgalataink alapjan stresszhatasra
aktivalodik, mivel kontroll mintdkban nem volt jelen detektalhat6 mRNS, viszont a
kezelések hatdasara megjelenik a transzkriptuma. Az M-1-es fajtdban a 30 uM-os kezelés
soran lathato, hogy csak a masodik mintavételi napra indukaldédnak a GST gének, amely a

vonal kés6bbi védekezd stresszreakciojara, hosszi alarmfazisara utal. A P19/66-0s vonal
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transzkriptumai a 30 uM-os kezelés esetén a masodik mintavételi napra szinte eltiinnek,
ami szintén a vonal gyengébb stressztiirésére enged kovetkeztetni. A B-229-es vonal
transzkriptumainak mennyisége és eloszlasa alapjan kozepes stressztiirésiinek tlinik.
Osszességében megallapithato, hogy a GST-k magasabb expresszios szintje lathato stressz

kivédése céljabol, amely korrelaciot mutat a GST és GPOX aktivitassal.

A GSTUS3-as gén olyan elemeket tartalmaz, amelyek a GSTUS51-es gén promoterében
nincsenek jelen és feltehetden indokoljak kifejez6dését kontroll koriilmények esetén, ezen
elemek kozott kettd fény altali indukalodd regulald elemet talaltunk (Hudson és Quail,
2003, Jiao és mtsai., 2005). Illetve kiilonbségek mutatkoztak még a két gén hormon
hatasokra adott valaszreakcidjaban. Mindkett6 gén nagy mennyiségben tartalmaz
abszcizinsav indukélhaté régiokat, de a GSTU3 promoterében tobb ilyen elemet talaltunk
(P1. MYBCORE, MYBST1; Urao és mtsai., 1993; Baranowskij és mtsai., 1994). Mindkét
azonositott kiilob6zé hormon szabdlyozéast kozvetité elemeket (abszcizinsav, etilén és
auxin indukcié) melyek koziil bizonyosak egyértelmiien a stresszvalaszhoz is

kapcsolhatoak.

A Kiilonb6z6 mérési eredményeink alapjan a fajtakr6l megallapihato, hogy a P19/66-0s
fajta nehézfémstresszre érzékeny, mivel a 30 pm-os kezelés hatdsara fiziologiai
paraméterei csokkenek, GST és GPOX aktivitasa hajtdsban mar nem valtozik, vizsgalt
génjeinek transzkriptumai a 2. mintavételi napra eltinnek. A B-229-es P. deltoides vonal
cinkstresszre vizsgalt fajtak kozil a legrezisztensebbnek tiinik, fiziologiai paraméterei
Kismértékben csokkennek, enzimaktivitasa minden vizsgalt esetben megemelkedik a
magasabb cink koncentracid esetén a génexpresszid valtozasaihoz hasonléan. Az M-1-es
fajta késOi stresszreakciot mutat. Ezt mutatjak stagnald fiziologiai paraméterei,
enzimaktivitasanak kés6éi megemelkedése és transzkriptumainak 2. mintavételkor torténd
megjelenése a magasabb cink koncentracio esetén. Ettdl fiiggetleniil a P. canadensis vonal
fiziologiai paramétereire nem volt hatéssal a stressz, igy sikeres akklimatizaciot mutat, ami
alapjan rezisztensnek mindsiil a masik két vonallal Gsszevetve. Kisérleteink
alatdmasztottdk a GST enzimek védelmi funkcidjat mind konjugdlé mind peroxidaz
aktivitasuk révén cink altali nehézfémstressz soran nyarfa vonalakban, az enzimek

aktivitasanak megemelése szerves részét képezi a sikeres akklimatizacionak.
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