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|. Bevezetés

Bér a cink egy esszencialis mikroelem, a tobblete mégis karos hatasti minden
eukariota szervezetre, igy a novényekre is. A cink talajokban valé felhalmozodéasa
mezogazdasagi karokat és a novényi eredetii élelmiszerek mindségében bekdvetkezd romlast
okoz. Ezért munkam soran két gazdasagi jelentdségli haszonndvényben, az indiai mustarban
(Brassica juncea) és az olajrepcében (Brassica napus) tanulmanyoztam a cinkterhelés
kovetkeztében fellépd masodlagos, nitro-oxidativ stressz folyamatait és ezek Osszefliggését a
fajok cink érzékenységével.

A gyokérndvekedés és szerkezet modosuldsai mellett, analitikai és mikroszkopos
sejtszintli lokalizaciojat a Brassica gyokerekben. A reaktiv oxigénformak (ROF: szuperoxid
anion, hidrogén-peroxid) és nitrogénformak (RNF: nitrogén-monoxid, peroxinitrit) szintjeiben
bekovetkezd cink-indukalt valtozasokat in situ detektaltam a gyokércsucsokban, és a
szuperoxid-dizmutaz as az aszkorbat-peroxiddaz enzimek aktivitasat a teljes gyokérzetben
hataroztam meg. Tovabba a Brassica fajok gyokerében vizsgaltam a cinkterhelés hatasat a
nitro-oxidativ stressz két jol jellemzett markerének, a lipid peroxidacionak (mikroszkoposan)
¢s a fehérje tirozin nitracionak (Western blot analizissel) a bekovetkezésére. A cink
sejtfalosszetételt modositd hatasat, a kalloz inkrusztaciot fluoreszeens jeldléssel mutattam ki,
csaktgy, mint a Brassica fajok gyokércsucsi sejtjeinek életképességében bekovetkezd cink-
indukalt valtozasokat.

Mindkét novényfaj nagy mennyiségli cinket akkumulalt, és ennek legnagyobb része a
gyokérsejtek apoplasztjaban kotodott meg. A B. juncea fogyokér-megnytlasat és a
merisztéma sejtek életképességét a cinkterhelés nem csokkentette, ROF képzddés és lipid
peroxidacio nem volt detektalhatd a gyokércsucsokban, a fehérje tirozin nitrdcié azonban a
stressz hatasara fokozodott. Ezekkel ellentétben a cink-kezelt B. napus gyokérzete gatolt
novekedést, életképesség vesztést, ROF akkumulaciot, lipid peroxidaciot és tirozin nitraciot
mutatott.

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a cink tobblete masodlagos, nitro-oxidativ
stresszt indukdl. Az indiai mustar relativ cink tiirése, az olajrepcéhez képest a kisebb mértékii
oxidativ karosodasainak koszonhetd. Vagyis a Brassica novények cink érzékenységét a

nitrozativ folyamatok kevésbé, mig az oxidativ folyamatok inkabb meghatarozzak.



Il. Célkituzések

A talajok nehézfém (cink) terhelése napjainkban jelentds kdrnyezeti probléma, mely
termésveszteséget, igy mezdgazdasagi karokat is okozhat. Ezért fontos a haszonndvényeink
kiilonboz6 nehézfémek, igy cink tobbletére adott valaszainak a jobb megismerése. Munkam
soran célom volt az indiai mustar és az olajrepce cink érzékenységének a tanulmanyozasa, és

a masodlagos nitro-oxidativ stressz folyamatok és a cink tlirés kozotti 6sszefiiggés feltarasa.

A Kkisérleteim soran a kovetkezo kérdésekre kerestem a valaszt:

e Milyen mértékii a cink akkumulaci6 és transzlokacié a Brassica fajok gyokér- és
hajtasrendszerében?

e A cink akkumulacidja mutat-e szovetspecifitast a gyokércsucsokban?

e Megallapithato-e a cink lokalizacioja sejtszinten?

e Milyen valtozasokat okoz a cink tobblete a gyokérzet szerkezetében?

e Van-e kiilonbség a fajok cink érzékenységében?

e Hogyan befolyasolja a cink tobblete a ROF és RNF metabolizmust?

e Okoz-e a cink tobblete oxidativ és/vagy nitrozativ karosodasokat a Brassica fajok

gyokérzetében?



I11. Irodalmi attekintés

1. 1) A cink, mint esszencialis mikroelem

I11.1) a) A cink szerepe a novényi sejthben

A cink egy esszencialis nyomelem minden €16 szervezet szdmara, bar ismeriink olyan
tengeri kovamoszatokat, melyek alacsony cinktartalmii kornyezetben képesek cink helyett
kadmium atomokat hasznositani enzimeik kofaktoraként. (Lane és Morel, 2000). A
szarazfoldon a talaj nyomelem tartalma megfeleld0 a novényi élet szamara, igy ilyen
kivételeket nem talalunk. A cinktermészetes kdzetekben szabadon fordul el6, de felvételét a
talajban befolyasolhatja a kotottsége kiilonboz6 talajkolloidokhoz.

Az ecukaridta sejtek altal mikroelemként hasznositott nehézfémek kozott a cink
kitlintetett helyen 4all, hisz azon kiviil, hogy kofaktorként enzimekbe épiill be, képes
befolyasolni a génexpressziot és a metabolikus folyamatokat is (Cakmak és Marshner, 1992).
Mi sem bizonyitja jobban fontossagit, mint az a tény, hogy az eukaridta proteom
megkozelitdleg kilenc szazaléka cink tartalmu (Adreini és Bertini, 2009), és a novény egy
gramm szdraztomegében 8§-100 pg cinket talalunk (Mishra és Mani, 1991). Képes
befolyasolni a sejtek osztdodasat, ami az auxin Szintézisben vald részvételével egyiitt vilagossa
teszi fontossagat a novekedés szempontjabol. A sejt energiatermeld folyamatai kozil a
fotoszintézis szabalyozasaban is részt vesz (Shier, 1994). Hatésa van a fehérjeszintézisre, ahol
a riboszomak integritasaért felelds, valamint a nukleinsavak képzddésére is. Befolyasolhatja
részekben, vagy a nitrogén és foszfor bejutasat a magba. Sok metalloproteinben és —enzimben
is megtalaljuk, melyek aktiv centrumaban az enzimmiikodést szabalyozza, vagy a fehérjék
szerkezetének fenntartdsaban jatszik szerepet (Hewitt, 1983). Talan a legfontosabb feladatat a
sejt ¢életében a transzkripcid inicidlasaban és az RNS irasaban tolti be. A legtobb nehézfém a
kiilonboz6 redox allapotai miatt veszélyes lehet az érzékeny nukleinsavakra nézve, de mivel a
cink csak oxidalt formajaban fordul el6 az €16 szervezetekben, igy alkalmazasa cink ujj
domén transzkripcids faktorokban, valamint az RNS polimeraz kofaktoraként biztonsagosabb

(Maret, 2009).

111.1) b) A cink homeosztazis zavarai, és kovetkezményei

A fenti példakon keresztiil lathattuk, hogy a cink mikroelemnyi mennyiségben igen

fontos a novények szdmara, bar tobblete toxikus az éllények szamara, ezért a felvétele

4



finoman szabalyozott. A felvételt tobb tényezd is befolyasolja: a talaj kation kicseréld
kapacitdsa és szerves anyag tartalma, a kémhatisa, az arbuszkularis mikorrhiza jelenléte,
valamint maga a novény is (Bjerre és Schierup, 1985). A fémionok felvételéhez a pH savas
tartomanyban optimalis, mivel akkor oldhatobbak lesznek, de a cink lugos pH tartoméanyban
is nagyobb mennyiségben felvehetd a talajbol, mert ezen a pH értéken a nagyméreti,
fémiontartalmu szervesanyag komplexek szétesnek. A felvétel novényi szabdlyozasa ennél
komplexebb, hiszen jelentds szamu fehérje képes a cink felvételre, és ezek aktivitasa
elosegithetd a gyokér altal kibocsatott kelator molekuldkkal. A legfontosabb felvételben
szerepet jatszo proteinek a ZIP fehérje csalad tagjai, melyekbdl ludfitben tizendt ismert
(Colangelo és Guerinot, 2006). Jelentések még a nehézfém ATP-az fehérjék (HMA), amelyek
a sejtekbol képesek kipumpalni a fémionokat, de fontosak a szallitonyalabok feltdltésében is.

A vilag termdteriileteinek nagy részét cinkhidnyosnak vélik (Alloway, 2009), ami
nemcsak a termény mennyiségére, de a mindségére is kihatassal van, és ebbdl kifolyolag a
vilag lakossaganak 31%-at cinkhiany veszélyezteti (WHO, 2005). Barmely nyomelem hianya
jelentés tlinetekkel jar, amit jelen esetben is megfigyelhetiink: csokkent biomassza, a
termékenység csokkenése, klorozis, megndvekedett oldalgyokér képzés és a levelek korai
szeneszcencidja (Hussain és mtsai., 2004). Mivel a vas és a cink ugyanazt a felvételi rendszert
hasznalja, a megnovelt cinkfelvétel altalaban vas hiannyal jar, ami masodlagos stresszként
jelentkezik az oxidativ stressz mellett.

A nehézfém ionok, mint a cink is, nemcsak hianytiinetek formajaban modosithatjak a
ndvényi fiziologiat, de tobbletfelvétel hatdsara jelentkezd toxicitdsuk is igen jelentds. A
tobblet cink elsddlegesen a talajbol szarmazik, amelyek nehézfém szennyezése kiilonbozd
helyekrdél szarmazhat. A természetes cinkforrasok (pl. vulkani tevékenység, szél Aaltal
szallitott, nehézfém tartalmi részecskék, anyakdzetek erdzidja stb.) bar nem tlinnek
veszélyesnek, ezek révén mégis évente 45 520 000 kg cink keriil a kdrnyezetbe (Pacyna,
1986). Az ipari okok talan még nagyobb mértékiiek, és a teljes fémipar, a kozlekedés, és az
energiatermelés is altalaban nehézfém szennyezéssel jar (Verkleji, 1993). A mezOgazdasagi
tevékenység soran nagy mennyiségben hasznalt miitragydk és nehézfém tartalmi
permetszerek bar hosszabb tavon, de képesek toxikus cink tartalmakat eldidézni a
kornyezetben. Fontos megemliteni még, hogy a magas tapanyagtartalma miatt a
termoteriiletekre kijuttatott szennyviziszap gazdag lehet nehézfémekben. A haztartdsi és
atmoszférikus szennyezések mar elenyészdek a fenti forrdsokhoz képest, de valds problémat

képviselnek. Az Eurdpai Unio 2002-ben 300 pg/g-ban allapitotta meg a talaj cink tartalmanak



hatarértékét, amit hazankban kevés helyen 1épnek csak at. A fokozddd szennyezés miatt
azonban ez a kdzeljovoben valtozhat (Nagajyoti és mtsai., 2010).

toxicitasi tiinetek a kovetkezOk: csokkent biomassza termelés, klordzis és nekrdzis a
leveleken, csokkent fotoszintetikus  aktivitds, genotoxicitas, mdas mikroelemek
homeosztazisanak vagy transzportjanak felboritasa. Sejtszinten az egyik legkarosabb hatdsa
ennek a nehézfémnek a lipidek oxidacioja ¢és az emiatt bekovetkez6 membran destabilizacio.
Ez a plazmalemman kiviil kihatassal van a mitokondrium Osszetett membranstruktiraira is,
amelyek karosodasa az energiatermeld folyamatok megzavaréasat, igy energiahianyt okoz a
sejtben. A kloroplasztisz tilakoidmembran-rendszere is karosodhat, de a szén-dioxid - oxigén
arany megvaltoztatasaval a cink a fotoszintetikus aktivitast kdzvetleniil is csokkentheti. Ezek
mellett az egész sejtre jellemz6 a kiilonb6z6 enzimek inaktivalodasa, a tiol-csoportok
nehézfém kotése altal. Talan a cink hatasara a nukleuszban lejatszodd genotoxikus
folyamatok a legkarosabbak a sejtre nézve, mivel a DNS javitasa igen Osszetett folyamat.
Létrejohetnek kromoszoma aberraciok, kromatin kondenzacio, és a membran destabilizacidja
megzavarja a normalis kromoszomamiikodést. A nyomelemek koziil a vas, réz, mangan,
foszfor, kalcium, kélium és magnézium haztartds is valtozik, komoly hidnytiineteket idézve
eld (Rout és Das, 2003). A masodlagos hatasok koziil igen fontos tovabba a cink tobblet altal

kivaltott oxidativ stressz.

1. 2) A reaktiv oxigénformak (ROF) a novényekben

I11.2) a) A reaktiv oxigénformak altalanos jellemzo6i

Az oxigén 2,8 milliard évvel ezel6tti megjelenése a légkdrben valasztas elé
kényszeritette az €16 szervezeteket. Az egyik lehetdség az anaerob életvitel, ami - bar kevés
energiaval jar - kikiiszoboli a reaktiv oxigénformdk keletkezésének lehetdségét. A masik
lehetdség az aerob, sok energiat termeld életforma, ez esetben azonban szamolni kell a
mérgezd reaktiv oxigénformak keletkezésével.

A molekularis oxigén természetes koriilmények kozott nem reaktiv molekula, mivel
csak olyan elektront lenne képes felvenni, amely antiparallel a két paratlan parallel
elektronjaval. Természetes koriilmények kozott tehat az oxigén egy relativ biztonsdgos
molekulaéllapotban fordul eld, gerjesztés vagy elektronfelvétel hatasara azonban reaktivitasa
fokozodik és az 1. tablazatban lathato reaktiv formékat hozhatja létre. A reaktiv oxigénformak
keletkezése természetes folyamat a sejtben. Altalaban elektrontranszport lancok hibai termelik

Oket, esetleg enzimek, s6t a régi elmélettel szemben, miszerint, minden ROF karos, ma mar
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tudjuk, hogy esszencialis termékek a sejt szamara. A reaktiv oxigénformak szignalizacios
utvonalakat aktivalnak, és a sejtekben termelt hidrogén-peroxid (H»O;) és szuperoxid
gyokanion (O;") a jelatviteli molekulaként viselkedik. Az oxidativ robbanas a novény-patogén
kapcsolat soran is szerepet jatszik, hisz segit elinditani a hiperszenzitiv reakciot. Ez a reakcio,
bar néhany sejt elpusztitasaval jar, a legtobb patogént is elpusztitja, ami a fehérvérsejtekkel
nem rendelkezd ndvények szamdra igen fontos. Szerepet jatszanak még tovabba a sejtfalak
szintézisében és vastagitasaban is. Mivel a ROF-K jelentdsége igen nagy, a ndvények
kialakitottak egy precizen szabalyozhaté enzimrendszert, amely képes reaktiv oxigénformak
kontrollalt termelésére, ¢€s igy biztonsagosan kezelhetéek. A molekulak csak akkor
tekinthetdek karosnak, amikor felborul a természetes antioxidans-ROF egyensuly (Scandalios,
2005).

Elnevezés Képlet Keletkezés Fébb funkcio
Molekularis oxigén 0, Fotoszintézis Légzés elektronakceptora
. _ . Gerjesztett triplet klorofill o
Szinglet oxigén 0, ) Fotoinhibicio
energiaatadasa
) Elektron transzportlancok, )
Szuperoxid . ) o Jelatvitel; makromolekula
. 0,” redukalt koenzimek oxidacioja,
gyokanion ] karosités
enzimek
. ) . O," protonalddasa, Oz¢sOH’
Perhidroxil gyok O,H o Makromolekula karositas
reakcidja
O," spontan protonalodasa, Jelatvitel, sejtfal felépités;

Hidrogén-peroxid H,0, ]
enzimek makromolekula karositas

Patogén védelem, sejtfal

Hidroxil gyok OH’ Haber-Weiss és Fenton reakcio szintézis, makromolekula
karositas
Ozon Os Elektromos kisiilés ROF képzés

1. tablazat A reaktiv oxigénformak fébb tipusai (Scandalios alapjan, 2005)

111.2) b) Az oxidativ stressz hatasai

A természetes antioxidans-ROF egyensuly az €16 szervezetekben altalaban valamilyen
stressz hatasara borul fel. Bizonyos esetekben lecsokken az elérhetd antioxidansok
mennyisége, de a reaktiv oxigénformak mennyisége nem valtozik, maskor az antioxidans
rendszer nem képes Iépést tartani a megndvekedett ROF mennyiségekkel, amit altalaban
valamilyen pro-oxidans, példaul nehézfém alakit ki. Mindkét esetben a sejtnek szembe kell

néznie egy altalanos makromolekula karosit6 oxidativ stresszel.



Az oxidativ stressz egyrészt a lipid membranok integritasat veszélyezteti a lipid
peroxidacio folyamatan keresztiil, ami egy autokatalitikus folyamat. Iniciaciojat altalaban
szabadgyokok végzik, elindulasa utdn a zsirsav oldallancok folyamatos karositasa jellemzd ra.
A membrankarosodas veszélyezteti az ionhaztartast, a sejtszervecskékben az energiatermelést,
¢s nagyobb karosodasok nekrdzist okoznak.

A proteinek oxidativ kdrosodédsainak tobb lehetdsége van: az aminosav oldalldncok
megvaltoztatasa, peptidkotés torése, intra- és intermolekuldris keresztkotések kialakulasa,
megvaltoztatott  elektromos  toltés, vas-kén  kozpontok  oxidacidja,  kofaktorok
redoxallapotanak  megvaltoztatdsa. Mindezek a folyamatok altalaban a protein
inaktivalodasahoz és proteolizishez vezetnek. Bar a sejt ezt de novo enzimszintézissel egy
bizonyos szintig ellensulyozhatja, a kiiszobérték felett azonban a komoly enzimkiesések
letalisak lehetnek.

A nukleinsavak a sejt informécidhordozoéi, és bar a magmembrannal védve vannak,
reaktiv molekuldk képesek bejutni és kdrosoddsokat okozni. Torténhet nukleinsav modositas,
baziscsere, DNS és fehérjemolekuldk kozotti keresztkotések kialakuldsa, DNS kettds szal
vagy egyes szal torése, kettds szaltorés esetén delécid, transzlokdcid és mas kromoszoma
aberraciok. A fehérjékhez vagy a lipidekhez képest a DNS javitasa sokkal nehezebb, és kisebb

mértékili karosodas is elegendo a sejthalal el6idézéséhez (Tuteja és mtsai, 2010).

1. 2)c) Antioxidans védelmi mechanizmusok

Mar az anaerob prokariotdk kialakitottak néhany enzimet, amely a reaktiv
oxigénformak semlegesitésére szolgalt, hogy megbirkdzzanak az 0j kornyezettel, mig ez a
rendszer az aerob ¢€letformak szdmara esszencialis. A novények helyvaltoztatasra képtelenek,
igy szinte folyamatosan kiilonboz6 abiotikus és biotikus stressz-indukalt oxidativ stressznek
vannak kitéve. Talan ezzel magyarazhat6 az a tény is, hogy a ndvényi sejt védelmi
mechanizmusai joval komplexebbek, mint az allati sejté (Scandalios, 1997).

Az antioxidans védelmi rendszer két részre oszthatd: az antioxidans molekulakra és az
antioxidans enzimekre. Az enzimatikus tagok kozé tartozik a katalaz (KAT, EC 1.11.1.6.), a
glutation-reduktaz (GR, EC 1.6.4.2.), az aszkorbat-peroxidaz (APX, EC 1.11.1.11.), a
szuperoxid-dizmutaz (SOD, EC 1.15.1.1.), a dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR, EC 1.8.5.1.),
a guajakol-peroxidaz (GPX, EC 1.11.1.7.) és a monodehidroaszkorbat-reduktaz ( MDHAR,
EC 1.6.5.4.) (De Vos és mtsai., 1992; Wang és mtsai., 2004; Lombardi és Sebastiani, 2005).
Az antioxidansok vizoldékony tagjai az aszkorbat és a glutation, amelyek fOleg a

citoplazmaban és a vakudlumban lokalizalédnak (Drazkiewicz és mitsai., 2003). Léteznek
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zsiroldékony antioxidansok is, példaul az E-vitamin és a flavonoidok, ezek fbleg a

membranok és a sejtszervecskék védelmében fontosak (1. abra, 2. dbra).
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1. abra Az antioxidans rendszer és a ROF-k kapcsolata
GSSG=oxidalt glutation, GSH= redukalt glutation, AA=aszkorbat,
MDHA=monodehidro-aszkorbat, DHA= dehidro-aszkorbat (Tuteja és mtsai., 2010)
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2. abra Az antioxidans védelmi rendszer tagjainak szubcellularis eloszlasa (Scandalios
nyoman, 2005)
Az antioxidans védelmi rendszer aktivdlodédsa stressz hatdsira altalaban a reaktiv
oxigénformak érzékelésén keresztiil valosul meg. A sejtben 1évo receptor proteineken 1évo

tiol-csoportok képesek érzékelni a redoxpotencial valtozasait, és transzkripcids faktorokon



keresztiil befolyasoljak a transzkripciot. Két ilyen transzkripcids faktort mar azonositottak;
ezek az AP 1 és NF-kB. Ezek az antioxidans valasz elemhez és az abszcizinsav valasz
elemhez képesek kotni és befolyasolni a génexpressziot (Dalton és mtsai, 1999). A reaktiv
oxigénformak masik jelentds utvonala, amelyen keresztiil védelmi reakciokat aktivalnak a
MAP kinaz kaszkadon keresztiil valosul meg (Zhang és Klessing, 2001). Egyes kutatok
valosziniisitik, hogy a biotikus ¢és abiotikus stresszek altal kivaltott oxidativ folyamatok
egyesitik a védelmi rendszereket. A ROF masik érzékelési modja az oxidalt antioxidansokon
keresztiil torténik. A dehidroaszkorbat normal esetben csekély részét teszi ki a sejt aszkorbat
tartalmanak, ezért az oxidativ stressz alatti ugrasszerli novekedése tobb metabolikus
folyamatot, példaul a mitdzist is befolyasolja. Felismerték tovabba a Rho proteinek részvételét
az NF-kB jelatviteli utban (Gabbita és mtsai, 2000), és kimutattdk a poszttranszlacios

fehérjemodositasok jelentdségét is a protein kindz B-n keresztiil.

1. 3) A reaktiv nitrogénformak a névényekben

111.3) a) A reaktiv nitrogénformak tulajdonsagai

A reaktiv nitrogénformdk egy ijabban nagy figyelmet kapott molekula csaldd, amely
hatasai mind a ndvényekben, mind az éllatokban fontosak. FObb tagjaik kozé a nitrogén-
monoxid (NO), a peroxinitrit (ONOQO"), az S-nitrozoglutation (GSNO), a dinitrogén-trioxid
(N203) és a dinitrogén-tetroxid (N,O,) tartoznak (Molassiotis és Fotopoulos, 2012).

Képzddésiik minden esetben nitrogén-monoxidbol indul, igy eldszor a nitrogén-
monoxid molekula képzését mutatom be a ndvényi szervezetben. A nitrogén-monoxid
képzddése enzimatikus és nem enzimatikus folyamatok révén is megvaldsulhat (Wilson és
mtsai., 2008). Az enzimatikus folyamatok koziil talan a legfontosabb az L-arginin-fiiggd
nitrogén-monoxid szintdz (NOS) aktivitds. Az allati sejtekben ez bizonyitottan létezik, és az
enzimet is azonositottdk a kutatok, mig a ndvényi rendszerekben mindeddig csak az
aktivitasat tudtak kimutatni, az enzimet kodold gént nem talaltdk meg a névényi genomban
(Chaki és mtsai., 2011). Az enzim hasonloan az allati NOS-hoz L-arginin szubsztratot és
kalmodulin, tetrahidrobiopterint (BH,), valamint FAD és NADPH kofaktort hasznal (Corpas
és mtsai, 2009). Ujabb tanulmanyok azonositottak két, NOS-szerti enzimet Ostreococcus tauri
algaban (Foresi és mtsai., 2010), de tovabbra is kérdéses a NOS enzimek létezése a magasabb
rendli novényekben. A masik fobb enzim, amely képes nagy mennyiségii nitrogén-monoxid
felszabaditasdra a nitrat reduktdaz (NR) (Yamasaki és mitsai., 1999). Egyéb képzodeési
lehetdség a novényi sejtmembranhoz kotott nitrit: NO reduktaz altali 0t, amelyet dohanyban

mutattak ki (Stohr és Stremlau, 2006). Ez az utvonal az oxigénben kevésbé telitett
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szovetekben kovetkezik be (pl. gyokérzet), hasonldéan a NR nitrogén-monoxid termeléséhez,
mivel az oxigén az enzimre nézve toxikus (Gupta és mtsai., 2005). Nem enzimatikus utvonal
a savas pH-n torténd spontan nitrit redukciod, a nitrit bontdsa redukalt aszkorbat altal, és a
karotinoidok fény altalszabalyozott NO; redukcioja (Wojtaszek, 2000). Megfigyelték még
tovabba, hogy a poliaminok képesek novelni a nitrogén-monoxid szintet a novényi
szovetekben, de a folyamat molekularis mechanizmusa még ismeretlen (Tun és mtsai., 2006).

A novényi NO szerepei rendkiviil szertedgazdak, hiszen a magvas ndvények
¢letciklusdnak mindharom szakaszaban (embriogenezis, vegetativ- és generativ fejlodés)
szerepel, és olyan folyamatokat szabalyoz, mint a csirdzas, a pollentomlé novekedése,a
viragzas, a f0- és oldalgyokerek, valamint a gyokérszorok novekedése, a gylimolcsérés €s a
szeneszcencia (Shapiro, 2005; Corpas és mtsai., 2007A). Mindemellett az abiotikus és
biotikus stressz rezisztencia kialakitdsdban is felismerték a szerepét. Képes befolyasolni a
kiilonb6zé hormonok, tobbek kozt az auxin hatasat is. ANO/RNF metabolizmusa igen
komplex, a finom szabalyozas egyik kitlind példaja, de zavaresetén létrejohet a nitrozativ

stressz (3. abra).
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3. abra A nitrogén-monoxid szintézise és hatasai a novényi sejtben (Corpas és mtsai.,
2011)

I11. 3) b) A nitrozativ stressz

A ROF-hoz hasonléan a reaktiv nitrogénformak homeosztazisanak felborulasa is
masodlagos stresszhez vezet. A nitrozativ stressz magaban foglalja a NO és mas reaktiv

nitrogénformak 4ltal okozott Gsszes sejten beliili molekulamodositast és —karosodast.
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A nitrozativ stressz folyamatai az oxidativ stresszel ellentétben még kevéssé ismertek,
de bizonyos ismeretekkel mar rendelkeziink ezzel kapcsolatban. Az egyik legfontosabb, RNF-
k altal katalizalt médosité mechanizmus a nitracio. A nitracidt a peroxinitrit vagy mas, ritkabb
RNF okozza, ¢és egy nitro-csoport(-NO;) kovalens kapcsolodasat jelenti egy
makromolekulahoz. A proteinek nitracidja a tirozin aminosav oldallainc aromas gytiriijének
orto szénatomjan jon létre (Radi, 2004). Ez a modositas altalaban funkcidvesztést és gyors
lebontast eredményez. Jelenlegi ismereteink szerint ez a mddositas képes legjobban jelezni a
nitrozativ stressz sulyossagat (a nitrozativ stressz megbizhatdé markere), mivel er0sebb stressz
hatasara megemelkedik a nitralodott fehérjék szama (Corpas és mtsai., 2007B). A nitracios
reakcid létrejohet a nukleinsavak bazisain is, igy példaul 8-nitroguanin képzddik, ami
valészintileg mutagén, de a pontos funkcidja jelenleg ismeretlen. Létrejohetnek nitralt
zsirsavak is, de hatdsaikat a novényi sejtekben még kutatjdk. A nitro-zsirsavak allatokban
jelatvitelt kozvetithetnek (Geisler és mtsai.,, 2012), fehérje funkcidt szabalyozhatnak
(Schopfer és mtsai., 2011), lehetnek NO donorok (Faine és mtsai., 2010) és kovalensen
modosithatjak a fehérjéket a Michael addicion keresztiil(Baker és mtsai., 2007). Ludfiiben
megfigyelték a nitro-linolénsav NO felszabadito hatasat ( Calvo és mtsai., 2012).

A masik modositas a proteinek S-nitrozilacidja. A glutationbdl és nitrogén-
monoxidbol oxigén jelenlétében képz6dé6 GSNO képes végrehajtani ezt a masodlagos
fehérjemodositast, aminek kovetkeztében a cisztein aminosav tiol csoportja nitrozotiol
csoportta (S-NO) alakul. Ez a fehérjemodositas valoszintileg egy transznitrozilacios reakcion
keresztiil zajlik le, és in vivo reverzibilis (Foster és mtsai., 2003). Feltételezik a szabalyozo

hatasat, mivel in vivo reverzibilis, és a fehérje funkciojara nemcsak negativ hatassal van.

I11. 4) A nitro-oxidativ stressz

A RNF és ROF két rokon molekulacsalad, és az 0Ujabb vizsgalatok szerint €16
sejtekben igen sokrétli kolcsonhatds van kozottik. Mindkét molekulacsalad normal
koriilmények kozott is befolyasolja a sejt metabolizmusat, azonban kiilonb6zé karos
kornyezeti hatdsokra mindkét molekulacsoport taltermelddik és moddositja vagy kérositja a
makromolekulakat. A taltermelt molekuldk nem mindegyike karos, st egyes altaluk aktivalt
szignalizacios utvonalak a stressz enyhitéséért felelnek. A ROF és RNF kozotti kolesonhatas
jelenleg csupan részben a fehérjék modositdsa esetén tisztazott. A proteinek nitracidja €s
nitrozilacioja befolyasolja az éppen aktiv enzimeket, ezzel kihatva a ROF metabolizmuséra.
Példaul a NADPH-fliggd izocitrat-dehidrogendz, amely a nitrogén metabolizmusban ¢és a

NADPH termelésen keresztiil az antioxiddns mechanizmusokban is szerepet jatszik,
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nitracioval inaktivalodik stressz esetén (Begara-Morales és mtsai.,2013). Egy masik példa az
NPR 1 és TGA 1 protein stressz soran bekovetkezd nitrozilacidja, ami megnoveli a TGA 1
DNS-koto képességét NPR 1 jelenlétében. Ez a folyamat pedig eldsegiti a szisztémas szerzett
rezisztencia génjeinek expressziojat (Tada ¢és mtsai.,, 2008). Mint lathattuk a két
molekulacsalad kolcsonhatasainak egyik kulcsmolekuldja a GSNO, ¢és az altala kialakitott
nitrozilacio. A glutation egy kisméretli redox aktiv tiol-csoportot tartalmazd antioxidéns,
amely redukalt (GSH) és oxidalt (GSSG) formdja kozotti egyensuly a sejt altalanos redox
allapotanak indikatora (Foyer és Noctor, 2011). Uj eredmények kimutattak, hogy a sejtben a
GSNO mennyisége hasonldo a GSSG-hez (Airaki és mtsai., 2011), ami miatt a GSH:GSNO
arany szintén hozzajarul a sejt altalanos redox egyensulyahoz, vagyis ezen a ponton is
kapcsolodik a ROF és RNF metabolizmusa. A két molekulacsalad és funkcioik atfedése és
kolcsonhatdsa miatt nem lehet egyértelmiien elvalasztani dket, igy hatdsukat dsszesitve nitro-

oxidativ stressznek nevezziik (Corpas és Barosso, 2013)(4. abra).
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4. abra A nitro-oxidativ stressz és hatasai a novényi sejtben
(Corpas és Barosso, 2013alapjan)

I11. 5) A nehézfém tolerancia sziovet és sejtszintii mechanizmusai

Mint az irodalmi attekintés elején bemutattam, a cink egy esszencialis nyomelem a
novények szamara. Ebb6l adodoan a cinktolerancia minden esetben a lokalis koncentracid
csokkentésén alapul. Erre az egyszerii feladatra a novények harom stratégiat fejlesztettek ki:
az elkeriilést, a transzlokaciot és a megkdtést.

Az elkertiilés a legalapvetdbb és talan legegyszerlibb stratégia, mely sordn nagy kiilsé
koncentracio esetén a ndvény csokkenti a cink felvételét a gyokérbe. Ily modon a szovetekbe
mar megfelel6 mennyiségli nehézfém jut, ami nem okoz kart. Hozza kell tenni, hogy ez a

mechanizmus nem kéotelezden a legjobb, mert mas mikroelemek felvétele is sériilhet (Lewitt,
1980).
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Ha a novény kénytelen felvenni a cinket, akkor a hatékony eloszlatasa a szervezetben
szintén tolerancia mechanizmus lehet. Példaul a tarsoka (Noccaea caerluescens) novény
stressz hatdsdra nagy mennyiségli transzportert (tobbek kozott HMA 4-etexpresszal), ¢és a
szallitonyalabokat gyorsan feltolti a fémionokkal. A hajtasba szallitdas bar hosszu tavon
szintén nem a legmegfelelobb megoldas, a hajtas felhasznalasaval a helyi koncentraciok a
toxikus szint alatt maradhatnak (Baker, 1978).

A sejtszinten torténd cinkmegkdtés igényli a legtobb energidt, és sok fajta
mechanizmus 1étezik. Az elsé védelmi vonal minden esetben a sejtfal, €s itt a poliszacharidok
¢s mas sejtfalalkotok kozott nagy mennyiségli cink megkotése lehetséges. A sejtfal
permeabilitasanak csokkentése érdekében 1 komponensek, pl. kalloz és/vagy lignin, rakodhat
a sejtfalba (Turner, 1972). Ha a sejt citoplazmajaba bejut a cink, a természetes nanomolos
koncentraci6  fenntartdsa az  elsddleges cél. Ezt 4altaldban megkotéssel és
kompartmentalizacioval, valamint a sejtbe szallitd transzporterek aktivitdsdnak
csokkentésével éri el a sejt. Ilyen kelator molekulak a metallothioneinek, a glutation, a
fitokelatinok (Rauser, 1984), bizonyos szerves savak ¢s egyes aminosavak is (Herstein, 1986).
Optimalis esetben aktivalodnak a kifelé iranyit6 HMA pumpak, amik szintén csokkentik az
intracellularis ionkoncentraciot.

Mindhérom stratégia elterjedt, de tobbnyire kombinacioikat alkalmazzak a ndvények.
Ha egy ndvény tobb stratégia alkalmazasara is képes, altalaban nagy mennyiségii fémet képes
jelentdskarosodas nélkiil kotni. Ezeket a ndvényeket nevezziik akkumuldlo, extrém esetben

hiperakkumulal6é névényeknek.

I11. 6) Vizsgalt novényfajok

A két altalunk vizsgalt novényfaj a Brassica napus, azaz olajrepce és a Brassica
juncea, azaz indiai mustar. Mindkett6 a keresztesviragiak csaladjaba (Brassicaceae) tartozik,
ahol tobb nehézfém tolerans és hiperakkumuldld fajt is talalunk. A két névény igen fontos
olajnévény, ami miatt kulcskérdés az abiotikus stressztolerancidjuk jobb megismerése.
Mindkét faj nehézfém tolerans, és az irodalomban tobb fémre is voltak mar vizsgalatok.
Amellett, hogy gazdasagilag fontos haszonnovények, kezdeményezések vannak ezen Brassica
fajok fitoremediacios célokra vald felhasznalasara vonatkozoan is. A (haszon) ndévények
nehézfém tolerancidjara vonatkozd ismereteink bdvitése a jovore nézve igen fontos lehet,

hiszen a kdrnyezet nehézfém szennyezése sajnalatos modon vilagszerte fokozodik.
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V. Anyagok és modszerek:

IV. 1) Novényi anyag és nevelési koriilmények:

A Kkisérletben felhasznalt névényfajok az indiai mustar (Brassica juncea) és az
olajrepce (Brassica napus) voltak. A Brassica magokat iiltetéshez 50 (v/v)%-os hipoval
sterilizaltuk. Az iiltetés perlittel toltott Eppendorf csévekbe tortént. A csdvekben hidroponikus
koriilmények kozott fejlodhettek a novények teljes Hoagland tapoldaton uszva, amelynek
Osszetétele a kovetkezovolt:5 mM Ca(NOs);, 5 mM KNO3z, 2 mM MgSO,4, 1 mM KH,POy,,
0,01 mM Fe-EDTA, 10 uM H3BOs, 1 uM MnSOg4, 5 uM ZnSOy4, 0,5 uM CuSOy, 0,1 uM
(NHg)sM07024¢és 10 uM AICl3. A ndvényeket kilenc napos eldénevelési peridodus utan a
tapoldataikhoz adott 50uM, 150uM és 300 puM cink-szulfattal kezeltik. A kontroll
cinkkezelést nem kapott. A mintavétel 7 napos kezelési id6 utan tortént. A novények
ellenérzott koriilmények kozott nevelkedtek, ahol a fényintenzitas 150 pmol m™ s volt, 12
6ras nappali és 12 oras sotét periodussal, 55-60% paratartalom mellett 25+2 °C

homérsékleten. (5. abra).

5. abra: Hét napig kezelt Brassicajuncea novények és a hidroponikus rendszer

V. 2) A cink felhalmozodas meghatarozasa szerv, szovet és sejt szinten:

A ndvényi szervek nehézfémtartalmanak meghatarozasara alkalmazott eljaras az
induktiv csatolast plazma-tomegspektrometria (ICP-MS) volt Lehotai és mtsai. (2012)
szerint. A cink mennyiségét kiilon a hajtasban és a gyOkérzetben hataroztuk meg. Els6

Iépésként a ndoveényi részeket desztillalt vizzel atmostuk. A mintdk 72 6rdn at70 °C-on
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szaritoszekrényben szaradtak, majd 65 (v/v)%-ossalétromsavat, és 30 (v/v)%-os hidrogén-
peroxidot adtunk hozzajuk. Ezt az elegyet roncsoltuk 200°C-on, 1600 W teljesitményen 15
percig. Az értékeket ng/g szaraztomegben adtuk meg.

Az egyes gydkérszovetek cink tartalmat specifikus fluoreszcens festékekkel hataroztuk
meg. A két alkalmazott festék a Zinquin és a Zinpyr-1volt. A gyodkereket PBS pufferbe
helyeztiik (137 mM NacCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,4, 1,47 mM KH,PQO,, pH 7,4),
majd a puffer leszivasa utan a gyokerekre 25 uM Zinquin-oldatot (PBS pufferben)
helyeztiink. A mintat egy o6ran at szobahémérsékleten inkubaltuk (Sarret és mitsai.,2006).
Zinpyr-1 festék alkalmazasahoz a gyokereket ioncserélt vizben és 10 mM-0s EDTA oldatban
mostuk, majd a festéshez 20 uM Zinpyr-1-oldatot (PBS pufferben) hasznaltunk, majd harom
6ra inkubacio kovetkezett szobahémérsékleten (Sinclair és mtsai., 2007).

A sejtszintii cink lokalizacio meghatarozasa konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkoppal
(Olympus LSM 700, Olympus, Tokyo, Japan) tortént. A fent ismertetett Zinpyr-1 fluoroféron
kiviil a sejtfalak jelolésére propidium-jodidot (P1) hasznaltunk a kovetkezé modon: els6 1épés
a Zinpyr-1 oldat eltavolitasa volt, majd egyperces inkubacio kovetkezett a 10 uM-0s Pl
oldattal (Tsukagoshi és mtsai., 2010), és végiil a mintakat PBS pufferrel lefedve helyeztiik
targylemezre. A fluoreszcensen jel6lt mintak gerjesztése 488 nm-es, 100 mW-o0s argon ion
1ézerrel tortént, tovabba a mintak vizsgalatahoz egy huszszoros viz immerzids objektivlencsét
hasznaltunk. A fluoreszcencia emisszi6 detektalasara pedig a fluoreszcein-izotiocianat (FITC)
¢és PI filtereket alkalmaztuk. A felvételek készitése a Fluoview FV100 szoftver segitségével
tortént, elemzésiiket pedig a Fiji programmal végeztikk el (http:/fiji.sc/Fiji, Schindelin és
mtsai., 2012).

IV. 3) Morfolégiai mérések:

A gyokérzet és hajtas friss tomegét (g) analitikai mérleg segitségével hataroztuk meg.
A fogyokérhossz (cm) mérésére szintén a mintavételi napon Kkeriilt sor, egy vonalzd
felhasznalasaval. Annak érdekében, hogy pontosabb képet kapjunk a gyokér architektura
valtozasair6l a novényenkénti oldalgyokerek szamat (db/gydkér), valamint a gyokérnyaktol

szamitott els6 hat oldalgyokér hosszat (mm) hatdroztuk meg manudlisan.

IV.4) Az ROF_szintek mikroszkopos detektilasa és az antioxidians enzimek

aktivitasanak spektrofotometrias meghatarozasa

A szuperoxid-gyokanion kimutatasa dihidroetidium (DHE) fluoroforral tortént, melyet

10 uM-0s koncentracidban hasznaltunk; az inkubécios id6 30 perc volt, sététben, 37 °C-on
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(Kolbert és mtsai., 2012) Ezutan kétszeri atmosas kovetkezett TRIS-HCI pufferrel (10 mM,
pH 7,4).

A sejt 0Osszes szuperoxid-dizmutdz (SOD, EC 1.15.1.1) enzimaktivitdsanak
vizsgalatara az enzim azon képességét hasznaltuk fel, amely szerint gatolja a fény hatdsara
bekovetkez6 nitroblue tetrazolium (NBT) fotokémiai redukcidjat riboflavin jelenlétében
(Dhindsa ¢s mtsai., 1981). A ndvényi minta el6készitésénél 250 mg friss tdomeghez 10 mg
polivinil-polipirrolidont adtunk, ezt eldorzsoltiik foszfat pufferben (pH 7,0) amelyben még 1
MM -os koncentracioban EDTA is volt.

A hidrogén-peroxid meghatarozasa 50 upuM Amplex Red (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazin) fluoroforraltortént. A 20 perces inkubaciot kdvetéen a gyokérmintakat
egyszer mostuk Na-foszfatpufferben (50 mM, pH 7,5) (Lehotai és mtsai., 2012).

A sejt 6sszes aszkorbat-peroxidaz aktivitasanak (APX, EC 1.11.1.11) vizsgalata soran
a szubsztrat, azaz az aszkorbat fogyasat vizsgaltuk az id6 fliggvényében, 265 nm-en (Nakano
¢s Asada, 1981). Az enzimkivonathoz 250 mg ndvényt dorzsoltiink el 1,5ml extrakcios
pufferben, ami 0,1 mM EDTA-t, 50 mM NaCl-ot és 0,9 mM aszkorbatot tartalmazott.

IV.5) A RNF szintek mikroszkopos detektaliasa

A nitrogén-monoxid  detektalasaira 10 upuM  4-amino-5-metilamino-2’-7’-
difluorofluoreszcein diacetat (DAF-FM DA) festék oldatot hasznaltunk. A gyokércsticsokat
30 percig szobahOmérsékleten inkubaltuk a fluorofér oldatdban, majd kétszeri mosas
kovetkezett TRIS-HCI pufferben (10mM, pH 7,4) (Lehotai és mtsai., 2012).

Szemikvantitativ modszerrel a NO mellett, a peroxinitritet is vizsgaltuk 3’-(p-
aminofenil) fluoreszcein (APF) festékkel. A festéket 10 pM-0s koncentracioban hasznaltuk,
¢és szobahdmérsékleten a minta egyorat toltott az oldatban. Ezt kétszeri TRIS-HCI (10mM, pH
7,4) pufferben torténé mosas kovette (Kolbert és mtsai., 2012).

IV. 6) A nitro-oxidativstressz markereinek vizsgalata

IV.6) a) Fehérje tirozin nitracio vizsgalata Western blottal

crer

alkalmaztunk. A nyers extraktumok tisztitdsa immunoprecipitacioval tortént, amelyhez
Thermo Scientific Pierce magneses IP/Co-IP kitet (Hudson, NH, USA) hasznaltunk fel. A
gyongyokre 3-nitrotirozin elleni antitestet kotottiink. A tisztitott minta denaturald
poliakrilamid gélelektroforézisnek lett alavetve 12%-0s akrilamid gélen. A Western blot
analizishez az elvalasztott fehérjéket PVDF membranra transzfereltik tank transzfer

eljarassal. A transzfer utdn a membranokat reakcioképességi vizsgalatokra hasznaltuk fel,
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1:2000 higitasa3-nitrotirozinra specifikus poliklonalis nyulantitestekkel (Corpas és mtsai.,
2008). A masodlagos antitest egy megfelelé (kecskében termeltetett nyul IgG antitestet koto)
ellenanyag volt, amelyhez egy alkalikus-foszfatazt kapcsoltak. A masodlagos antitestet 1:10
000 higitasban alkalmaztuk, és a megjelenitése NBT/BCIP reakcioval tortént. Pozitiv

kontrollként nitralt borjuszérum albumint (NO2-BSA) hasznaltunk.

IVV.6) b) Lipid peroxidacio kimutatasa fénymikroszképos technikaval

A lipid peroxidécio kimutatasa Schiff-reagenssel tortént. A gyokércsticsokat 20 percig
inkubaltuk a festékoldatban, majd egy 20 perces inkubacid kovetkezett kalium-diszulfit 0,5

(V/v)%-os oldataban (Arasimowicz-Jelonek és mtsai., 2009).

IV.7) Az életképesség és a kallézberakodas fluoreszcens mikroszkopos

meghatarozasa

A gyokér osztodasi zonajanak életképességét fluoreszcein-diacetat (FDA) segitségével
mutattuk ki, amelynek 10 uM-0s oldatat hasznaltuk. Az inkubacio 30 percig tartott, sotétben,
szobahdmérsékleten. Mosas négyszer tortént MES/KCI pufferben (10 mM, pH 6,15) (Lehotai
¢és mtsai., 2011).

A sejtfalakba torténé kalloz berakodast a 0,1 (v/v) %-os anilinekék oldattal tettiik
lathatova, amelyet 1 M glicin felhasznalasaval készitettiink el. A gyokércsucsok 6t percig

inkubalodtak, utana desztillalt vizzel egyszer mostuk at éket (Cao és mtsai., 2011).

V. 8) A festések mikroszkopos hattére

A Brassica novények kiilonb6z6 fluoroforokkal jelolt gyokércstcsait Zeiss Axiowert
200M inverz mikroszkoppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) vizsgaltuk, amihez egy nagy
felbontasu digitalis kamera csatlakozik (Axiocam HR, HQ CCD, Carl Zeiss, Jena,
Németorszag). A mikroszkdp 9-es sziirdjét hasznaltuk a DHE fluoreszcencia detektaldsakor
(excitacios hullamhossz tartoménya: 450-490 nm, emisszios tartomany: 515-00 nm), a 10-es
sziird az APF, DAF-FM DA ¢és FDA festékekbdl szarmazd emisszié megjelenitéséhez volt
megfeleld (excitacidos hullamhossz tartomanya: 450-490 nm, emisszios tartomany: 515-565
nm). A 20 HE szlr6 hasznalataval az Amplex Red fluoroféor (excitacios hullamhossz
tartomanya: 546/12 nm, emisszios tartomany: 607/80 nm), a 49-es filter szettel pedig az anilin
kék altal kibocsatott fluoreszcens jelet tudtuk detektalni (excitacidés hullamhossz tartomanya:

365 nm, emisszios tartomany: 445/50 nm). Az osztodasi régiordl készitett felvételeken, az
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Axiovision Rel. 4.8 szoftversegitségével 100 mikrométer sugaru korokben mértiik a pixel

IV.9) Statisztikai modszerek

Az adatok statisztikai analiziséhez a Microsoft Excel 2007 programot, a statisztikai
modszerek kozil pedig a Student-féle T-probat hasznaltuk. Az adatok szignifikancidjanak
abran valo bemutatasahoz pedig a kovetkezé jelolést alkalmaztuk: * P < 0.05, ** P < 0.01,

*ak P <0.001.

Minden mérési modszert tiz fliggetlen mintan végeztiink el és két biologiai ismétlést

alkalmaztunk a statisztikai megbizhatdsag érdekében.
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V. Eredmények:

V.1) A Brassica novények nagy mennyiségii cinket akkumulalnak
A ndvényi szervek nehézfém tartalmat elsOként az induktiv csatolasti plazma
tomegspektrometriaval vizsgaltuk. Az eredmények alapjan a novények nagy mennyiségben
akkumulaltak cinket. A nehézfém szallitdsi rendszerek a ndvényi szervezetben nem
rendelkeztek megfeleld kapacitassal, igy a kezelthajtas cink tartalma, bar a kontrollhoz képest
igen nagy, a gyokérhez képest egy nagysdgrenddel alacsonyabb. Minden adat szignifikdns
kiilonbséget mutatott a kontrollhoz képest, €s emlitést érdemel, hogy az indiai mustar szaraz

tomegének 5,253 %-a maga a kezelési nehézfém, ami jelent6s felhalmozasnak tekinthetd (2.

tablazat).
B. juncea 7. nap B. napus 7. nap
Kontroll | 50 uM Zn (150 uM Zn300 uM Zn(Kontroll| 50 uM Zn | 150 uM Zn | 300 uM Zn
Gyokér | 5158 | 14570 | 31110 | 52530 | 2584 | 14900 32490 45980
(ug/g SZT)
% *%% *%% E 2 2 3 *%% *%¥
Hajtas | 2955 | 8319 1931 3211 | 155,7 | 1598 2880 3727
(ng/g SZT)
E 3 2 3 *%% %% E 3 2 3 3 3 3 k3 2 3

2. tablazat Cink koncentracié (ug/g SZT) a Brassica fajok hajtasaban és gyokérzetében 7 napos
cinkkezelést (0, 50, 150, 300 pM ZnSO,) kovetden. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
csillagokkal jeloltem. ***P<0,001.

A szoveti szintli cinktartalom ¢és lokalizacié vizsgalatat két fluoroforral, a Zinquin-nel
¢s a Zinpyr-l-el végeztik. A két mikroszkopias moddszert hasonlosaguk miatt egyiitt
targyalom. A mikroszképos felvételeken megfigyelhetd a fluoreszcencia intenzitdsanak a
novekedése a kezelés hatasara, és megallapithatd, hogy a kontroll gydkerekben detektalt
homogén cinkeloszlas a kiils6 kezelés hatdsira megvaltozott, és a cink els6sorban a
gyokércsucsi merisztematikus szovetben halmozodott fel (6. abra). A merisztémaban tehat
jelentds fluoreszcencia emisszid fokozodast lathatunk, de az indiai mustdr magasabb pixel
intenzitas értékeket mutatott, és a hatds nem bizonyult koncentraci6 fiiggének egyik fajban

sem (7. abra).
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Brassicajuncea Brassica napus
Kontroll, 50 pM Zn , 150 pM Zn , 300 pM Zn Kontroll, 50 pM Zn , 150 pM Zn , 300 pM Zn

Brassicanapus Brassicajuncea
Kontroll, 50 pM Zn , 150 pM Zn , 300 pM Zn Kontroll, 50 pM Zn , 150 pM Zn , 300 pM Zn

6. abra Zinquin (A) és Zinpyr-1 (B) fluoroforral festett Brassica gyokerekrdl készitett reprezentativ
fluoreszcens mikroszkopos felvételek. A gyokércsicsi merisztéma nyillal jelolve. Mérce= 0,2 mm; 0,2 mm.

Zinpyr1l Zinquin
140 *%%

120 - s

0
:g 100 I ﬁ *
N ‘N
ch 80 - I H Kontroll 5  Kontroll
.En usom & 50Zn
= 60 ©150Zn = 150Zn
g" #300Zn Q H300Zn
= 40 Fe
o.

20

0| S ) -

B.juncea B.napus B.juncea B.napus

7. abra Pixel intenzitas a Zinpyr-1-gyel valamint a Zinquin-nel jelolt Brassica gyokércsucsok
merisztematikus régiojaban 7 napos cinkkezelést kovetéen. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket
csillagokkal jeloltem. *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001.

A sejtszintli cink lokalizaciot propidium-jodid (P1) €s Zinpyr-1 fluoroforok egyiittes
alkalmazasdval tanulmanyoztuk. A Zinpyr-1 egy szelektiv cink-kotd fluorofor, mig a
propidium jodid DNS-t két. A PI a Zinpyr-1-el szemben azonban képtelen atjutni az ép
plazmamembranokon, igy altaldban a sejtfal vagy halott sejtek jelolésére haszndljak. Az
abrakon egyértelmiien latszik, hogy a felhalmozodott cink nagy része a sejtfalakhoz kotddik,
amit a Zinpyr-1-b6l szarmazo zold (A), és a PI-bol szarmazo vords (B) fluoreszeencia

emisszié kolokalizacioja jelez (8. abra-C). Erdekes megfigyelni tovabba az epidermisz
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sejteket. Mivel sejtek nagy részében a sejtmag festddik propidium jodiddal (9. abra E), igy
egyértelmi, hogy ezek mar nem ¢€16 sejtek. Egyes sejtek sejtmagjaban nagy mennyiségi cink

talalhato, ami a sejtmag alakjanak valtozasaval jar (nyillal jelolve 8 abra D,F).

8. abra A: Cink-kezelt (300 nM ZnSO,) Brassica juncea gyokércsiicsokrol készitett repreztentativ
konfokalis mikroszkopos felvételek. A teljes gyokércsticsrol készitett, kisebb nagyitasu (A-C) és az
epidermalis sejtréteg részletét bemutaté nagyobb nagyitasu (D-F) fotok. A,D=Zinpyr-1-festett
gyokércsucs, B,E= PI-festett gyokércsiics, C,F=a Zinpyr-1 és a PI fluoreszcencia kolokalizaciéja. A cinket
tartalmazo sejtmagokat nyillal jeloltem. Mércék= C: 0,1 mm; F: 0,02 mm.

V.2) A cink tobblete gatolja a Brassica fajok hajtas- és gyokérnovekedését

A novekvd cink koncentraciok hatdsara a levél teriilet, valamint a hajtas friss- és
szaraztomege csokkent. A levelek elsargultak, és magasabb kezelési koncentracioknal pedig

nekrotikus foltok is megjelentek (9. abra).
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Brassica juncea

Kontroll
Brassica napus

R

Kontroll

9. abra Morfolégiai valtozasok kiilonb6z6 kezelési koncentraciék hatasara.

A kisérlet soran a nehézfémkezelés hatdsara a repcében csokkenést tapasztaltunk a
gyokér friss tomegében, mely hatds koncentracio-fliggének bizonyult. Az indiai mustar
esetében azonban nem kovetkezett be a friss tomeg csokkenése, sét egy enyhe novekedés volt

megfigyelhetd a cink hatasara (10. abra).

Gyokérzet friss tomege

160
140
120 -

100
H Kontroll

M 507n

Kontroll %
S

M 1507Zn
¥ 3007Zn

B.juncea B.napus
10. abra A gyokérzet friss tomege kontroll szazalékban kifejezve a Brassica fajokban 7 napos cinkkezelést
kovetden. **P<0,01
A repcében minden kezelési koncentracido a fogyokér (FGY) hosszanak erdteljes

csokkenését okozta, a ndvekedés gatlas mértéke pedig ~50% volt. A cinkkezelt indiai mustar
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gyokérnovekedése a friss tOmeghez hasonléan nem mutatott szignifikans valtozast a

kontrollhoz képest (11. abra).

Fogyokérhossz

140 -

120 -

100 -

H Kontroll
M 507Zn
M 1507Zn

Kontroll %

H300Zn

B.juncea B.napus

11. Abra A fégyokér hossz kontroll szazalékban kifejezve a Brassica fajokban 7 napos cinkkezelést
kovetéen. **P<0,01

Az alacsony koncentracidju cinkkezelés (50 uM) hatasara fokozott oldalgyokér
képzddést tapasztaltunk, mig a magasabb kezelési koncentracidk egy enyhébb serkentést

eredményeztek (12. abra).

Oldalgyokér szam

& Kontroll
M 50Zn

M 1507Zn
H300Zn

Oldalgyokér/névény

B.juncea B.napus

12. abra A lathaté oldalgyokerek szama Brassica fajokban 7 napos cinkkezelést kovetden. *P<0,05;
**P<0,001; ***P<0,001.

A tapanyagfelszivas szempontjabol fontos az oldalgyokerek hossza, mivel ez a
paraméter is befolyasolja a gyoOkérzetszerkezetét. Az oldalgyokerek hosszisaga az indiai
mustar esetében koncentracio-fliggden csokkent, mig az olajrepce egy drasztikusabb gatlast
mutatott. A magasabb koncentraciok igen rovid oldalgyokereket eredményeztek a kontrollhoz

viszonyitva (13. abra).
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Atlagos oldalgyokér hosszlisag
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300Zn

Oldalgy6kér hossz (cm)

G

B.juncea B.napus

13. abra A lathaté oldalgyokerek hosszisaga (cm)a Brassica fajokban 7 napos cinkkezelést kvetéen.
*P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001.

Egy gyokér architektirat leird tovabbi paraméter az oldalgyokér sirtiség, hiszen z
hatadrozza meg a felszivas hatékonysagat egy gyokérszakaszon. Ez minden cink koncentracid
esetében szignifikdnsan emelkedett a kontrollhoz viszonyitva, az oldalgyokér szam

novekedésének és a fogyokér rovidiilésének egyiittes eredményeképp (14. abra).

7 o7

Oldalgy6kér siiriiség

35 1 *kok

3- *ok K * ok I

H Kontroll
M 507Zn
H150Zn
¥ 300Zn

Oldalgyékér darab/cm

B.juncea B.napus

14. abra Oldalgyokér siiriiség (db/cm) a Brassica fajokban 7 napos cinkkezelést kovetoen. *P<0,05;
*¥*P<0,001; ***P<0,001.

V. 3) A cink tobblete megvaltoztatja a reaktiv oxigénformak metabolizmusat a

Brassica gyokerekben

A szuperoxid gyOkanion a molekularis oxigéntdl indulva az elsé képzddd reaktiv
oxigénforma a ndvényi sejtben, igy szerepe az oxidativ stressz kialakuldsaban jelentds. A két

novényfaj kozott jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk, mivel az indiai mustarban a cink
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szignifikans modon csokkentette, a repcében pedig ndvelte a szuperoxid gydkanion szintjét a
gyokércsticsokban (15. abra). Erdekes modon az alacsonyabb cink koncentraciok okoztak a
legjelentdsebb szuperoxid képzddést a B. napus esetében.

Szuperoxid gydkanion tartalom

7000

%k %k %k

 Kontroll
4 50Zn
3000 + #1507n

H300Zn

Pixel intenzitas

2000

1000 -

o — -
B.juncea B.napus

25. abra Szuperoxid gyokanion szint (pixel intenzitas) a Brassica fajok gyokércsicsi merisztémajaban 7
napos cinkkezelést kovetoen. *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001.

A szuperoxid gyOkanion eliminaldsdban kulcsszerepet jatszo szuperoxid-dizmutdz
enzim aktivitdsa megemelkedett mindkét ndvényfajban minden cink koncentracid esetén. Az
indiai mustargyokérzetében a cink SOD aktivitasra gyakorolt hatasa kisebb mértékii, de

koncentraciofiiggod volt. (16. abra)

Szuperoxid-dizmutaz aktivitas
160 -
140 |
120 -
100
@ Kontroll
L4 507n

E1507Zn
¥ 300Zn

Enzim aktlvitds ( unit/g frlss tdmeg)

B.juncea B.napus

36. abra A szuperoxid-dizmutaz enzim aktivitasa (unit/g friss tomeg)a Brassica fajok gyokérzetében 7
napos cinkkezelést kévetéen. *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001.

A szuperoxid-dizmutaz enzim a szuperoxid gyokanionbdl kevésbé reaktiv hidrogén-
peroxidot képez, ami azonban nagy koncentracioban toxikus lehet. Az indiai mustar

gyokércsucsaiban az 50uM-0s kezelés csokkentette, a 300uM cink viszont megemelte a H,0,

crer
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H,0, tartalmat eredményezett, mig a 300 uM cink hatasara egy nagyon jelentds akkumuléciot

detektaltunk. (17. abra)

Hidrogén-peroxid tartalom
5000

4500 -

3500 -

3000 - H Kontroll

2500 - M 50Zn

2000 - M 150Zn

Pixel intenzitas

16 H300Zn

1000 -

500 -

B.juncea B.napus

47. abra Hidrogén-peroxid szint (pixel intenzitas)a Brassica fajok gyokércsiicsi merisztémajaban 7 napos
cinkkezelést kovetéen. *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001.

A hidrogén-peroxid elbontasaért az tobbek kozott az aszkorbat-peroxidaz enzim a
felelds. Az enzimaktivitdsa indiai mustarban kisebb cink koncentracid hatasara
megndvekedett, mig olajrepcénél a legmagasabb kezelési koncentracio (300 pM) valtott ki

szignifikans emelkedést. (18. abra)

Aszkorbat-peroxidaz aktivitas
2500

H Kontroll

M 507Zn

témeg)

H1507Zn
H300Zn

Enzim aktivitas (unit/g friss

B.juncea B.napus

58. abra Az aszkorbat-peroxidaz enzim aktivitasa (unit/g friss tomeg) a Brassica fajok gyokérzetében 7
napos cinkkezelést kovetoen. *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001.

V.4) A cink tobblete a reaktiv nitrogénformak homeosztazisanak felborulasat
okozza a Brassica gyokerekben
A reaktiv nitrogénformak legismertebb képvisel6je a nitrogén-monoxid. Az indiai

mustar gyokércsucsaiban egy enyhe, de szignifikdns emelkedést detektaltunk minden
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alkalmazott cinkkoncentraciéo hatasara, mig az olajrepce NO szintje nem szignifikans, de

emelked6 tendenciat mutat. (19. abra)

NO tartalom
2500
ok %k %k
%
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E 1500  Kontroll
3 M 507Zn
£
5 1000 | H150Zn
X H300Zn
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19. abra Nitrogén monoxid szint (pixel intenzitas) a Brassica fajok gyokércsiicsi merisztémajaban 7 napos
cinkkezelést kovetoen.*P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001.

A nitrogén-monoxid szuperoxid gyokanionnal peroxinitritet alkothat, ami fehérje
kérositd hatasu lehet. A peroxinitrit tartalom az indiai mustarban minden cink koncentracid
hatasara megemelkedett, az olajrepcében pedig csupan a nagyobb cink koncentraciok hatasara

fokozodott. (20. abra)

Peroxinitrit tartalom
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20. abra Peroxinitritszint (pixel intenzitas) a Brassica fajok gyokércsicsi merisztémajaban 7 napos
cinkkezelést kovetden. *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001.

V.5) A cink-indukalt nitro-oxidativ stressz befolyasolja a makromolekulak
féléletidejét

A Brassica novényeink gyokérzetében kimutattuk a fehérje nitraciot Western blot

analizis segitségével. Megallapitottuk, hogy a kontroll ndvényben is tortént nitracio, és hét,

nitrotirozinnal szembeni immunopozitivitast add fehérjesadvot mutattunk ki. A cink kitettség
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az immunreakci6 er6sodését okozta, de ez esetben is a kontrollhoz hasonld fehérje mintazatot
kaptunk.(21. abra)

Nitralt .
BSA B. juncea B. napus
75 - 'I '
” . ,
37
- -
25

Kontroll 300 pM Zn Kontroll 300 pM Zn

21. abra Nitralt tirozin oldalanci proteinek kimutatasa Western blot analizissel 300 uM cinkkezelésnek
kitett Brassica juncea és Brassica napus gyokérzetében. Pozitiv kontroll= nitro-BSA.

A masik makromolekula karositd folyamat a lipid peroxidacio, amit in situ mutattunk
ki a gyokércsucsokban Schiff-reagens segitségével. Az indiai mustarban nem volt
detektalhat6 lipid peroxidacio, az olajrepcében azonban mindharom cink koncentracio esetén

megjelent a rozsaszin elszinez6dés, ami a lipid peroxidacié megtorténtére utal. (22. abra)
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B. juncea

200 pm

22. abra Lipid peroxidacioé (rézsaszin szinreakcio) a Brassica fajok gyokércsucsaban 7 napos cinkkezelést
kovetéen.

V.6) A cink-kezelt Brassica novények tulélési stratégiaja és a merisztéma sejtek
életképessége

A magas nehézfém koncentracid enyhitésére a sejtek szdmos tolerancia

mechanizmussal rendelkeznek, melyek koziil a sejtfal modositas egyik tipusat, a kalloz

berakodast vizsgaltuk. A sejtfal kalloz tartalma (anilin-kék fluoreszcencia pixel intenzitasa)

mindkét novényben minden cinkkoncentraci6 hatisara jelentds emelkedést mutatott,

bizonyitva a mechanizmus szerepét. A cink terhelés hatasara az olajrepce gyokerében

nagyobb mértékii kalloz berakodas volt megfigyelhetd (23. abra)
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23. abra A sejtfal kalloz tartalma (pixel intenzitas kontroll %-ban megadva)a Brassica fajok
gyokércsiicsaban 7 napos cinkkezelést kovetéen. *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001..

A merisztéma sejtek életképessége a cink terhelések hatasara nem csokkent az indiai
mustarban, mig az olajrepce gyokér osztodasi zonajanak sejtjei jelentds cink-indukalt

¢letképesség-vesztést szenvedtek el (24. abra).

Eletképesség

120
100 -
¥ Kontroll

M 50Zn
H150Zn

Kontroll %
3

H300Zn

20 -

B.juncea B.napus

24, abra A gyokér osztodasi zonajaban talalhato sejtek életképessége (pixel intenzitas kontroll szazalékban
kifejezve) a Brassica fajokban7 napos cinkkezelést kovetéen. *P<0,05; **P<0,001; ***P<0,001.

VI.Eredmények értékelése

A keresztesviraguiak (Brassicaceae) csaladjaba szamos nehézfém tolerans és
hiperakkumulalé ndvényfaj tartozik. Ennek megfeleléen az altalam hasznalt kisérleti
novényfajok, a Brassica juncea és a Brassica napus képesek voltak talélni és toleralni a
felvett cinket. Az ICP-MS technika alkalmazasaval meghataroztam, hogy a kezelési
koncentraciokkal egyenesen ardnyosan nott a gyokérzet és a hajtas cink tartalma (2. tdblazat),
ami hatékony cink transzlokaciora utal, bar a gyokérben egy nagysagrenddel nagyobb cink
koncentraciok alakultak ki. Ebbs és Kochian (1997) eredményeivel egybehangzdan, mindkét

faj cink akkumulalonak bizonyult, hiszen a felhalmozott Zn mennyisége t6bb volt, mint hajtas
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szaraz tomeg 0,1 %-a. A fluoroforokkal tortént szovetszintii cink lokalizacié vizsgélata soran
két megfigyelést tettiink: mindkét fluoreszcens festék képes volt szelektiven érzékelni a cink
ionokat ¢s kimutatta a szignifikdns cink akkumuléciot a gyokérben, valamint a gyokércsticsi
merisztéma jelentés mennyiségii cinket akkumulalt (6. abra, 7. 4bra), amit az itt 1évo sejtek
vékony, nagy ateresztoképességli sejtfalai magyardzhatnak. A konfokalis mikroszkdpia
segitségével kimutattam a cink €s a sejtfalak kolokalizacigjat (8. dbra), ami alatdmasztja azt a
feltevést, hogy a Brassica novények a gyokérsejtjeik falaban kotik meg a felhalmozott cinket
(Kiipper és mts. 2000). A sejtfalak metabolikus inaktivitdsuk révén idealis fémkotok, igy
segitik a citoplazmabol a toxikus fémek kizarasat (Krzestowska 2011). Szembetlind tovabba
az, hogy az epidermisz sejtek nagy mennyiségli cinket kotnek meg a falaikban, és sejthalalt
szenvednek el, ezaltal feltehetden enyhitik a sztéle nehézfém terhelését, mig a bels6bb
sejtrétegek él6k maradnak. Erdekes megfigyelni a halott sejtek sejtmagjaiban felhalmozodott
cinket, aminek oka a genomi DNS-hez valo kotédése lehet, amit korabban Rathore és mts.
(1972) is kimutattak.

A nagy mennyiségli akkumulalt cink a hajtds méretének csokkenését, klordzist €s
nekrézist okozott (9. abra). A gyokérzet architekturajat kiilonb6zé objektiv paraméterekkel
jellemeztiik. Mivel a novény a tapanyagfelvételt a gyokérzetén keresztiil végzi, igy annak
méretében bedlld negativ irdnyll valtozas utalhat a ndvény viz és nyomelem héztartdsdnak
felborulasara. A gyokérzet friss tomege ¢és a fogyokér hossza is csupan a cink-terhelt
olajrepcében csokkent, mig indiai mustarban kontroll kézeli értékeket vett fel (10. abra, 11
abra). Stresszmentes koriilmények kozott a novény tapanyagsziikséglete iranyitja az
oldalgyokér képzddést, de stressz esetén a tolerancia mechanizmusok, mint példaul a sejtfal
rigiditds megndvekedése is befolyasoljak az oldalgyokér szdmot. Fokozott oldalgyokér
képzddést figyeltiink meg az 50 uM cink koncentraciéonal mindkét fajban (12. dbra), és ez az
olajrepce esetén a fOgyokér rovidiilésével jart egyiitt (11. abra). Vagyis az olajrepce
gyokérzetében az altalunk alkalmazott legalacsonyabb cink koncentracio stressz-indukalt
morfogenetikai valaszt alakitott ki (Potters és mts. 2009). Hasonlo stressz-valasz fenotipus
jelent meg szelén- vagy rézkezelt ludfiiben, valamint kromterhelésnek kitett buzaban (Lehotai
¢s mts. 2012, Pet6 és mts. 2011, Hasnain és mts. 1997).Az indiai mustarban a cink-indukalt
oldalgyokér szam gyarapodas mellett a fogyokér hossz nem csokkent (11. &bra, 12 abra),
vagyis egy kiterjedtebb gyokérzet alakult ki a cink tobblet hatasara, ami az akklimatizacid
része lehet, hiszen jobb viz- és tapanyagfelvételt eredményezhet. A nagyobb cink
koncentraciok sem csokkentették az oldalgyokerek szamat (12. &bra), azok hosszisaga
azonban szignifikansan csokkent (13. abra). Ez arra utal, hogy a megnyuldsi és osztodasi
folyamatok az oldalgyokér csucsokban érzékenyek, mig az oldalgydkér iniciaciot lehetdve

tévo antiklinalis osztddasok a periciklusban kevésbé érzékenyek a cink tobbletre.
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A tovabbiakban megvizsgaltam a reaktiv oxigén- és nitrogénformak
metabolizmusanak néhany aspektusat, és az esetlegesen kialakul6 cink-indukalt oxidativ és
nitrozativ stresszt. ROF és RNF szinteket, valamint a lipid peroxidaciot in siu detektaltam a
gyOkércsucsokban, az antioxidans enzimek aktivitasat és a fehérje nitraciot pedig a teljes
gyokérzetben hataroztam meg. A szuperoxid gydkanion szint a cink-kezelt indiai mustarban
jelentésen csokkent a kontrollhoz viszonyitva feltehetdleg részben a SOD enzimaktivitasanak
novekedése miatt. Az olajrepcében nagymértékben megemelkedett a szuperoxid gydkanion
szint a cink terhelés hatasara, amit az emelkedett SOD aktivitas nem volt képes kivédeni (15.
abra, 16. dbra). A sejtben a hidrogén-peroxid féleg szuperoxid gyokanionbdl keletkezik a
SOD enzim katalizacidjaval, igy nem meglepd a hidrogén-peroxid tartalom csokkenése az
indiai mustarban. Az olajrepcében ezek az értékek kontroll kozeli szinten maradtak, kivéve a
300 uM cinkkezelést, ahol jelentés HoO, akkumulaciét lathatunk (17. dbra). Az aszkorbat-
peroxidaz enzim aktivitasa forditottan aranyos volt a H,O, szintjével az indiai mustarban, mig
olajrepcében az emelkedett hidrogén-peroxid szint csokkent APX aktivitdssal jart (18. dbra).
Osszegezve elmondhatd, hogy a cink tobblete a ROF képzédését és az antioxidans kapacitas
megvaltozasat eredményezi, ahogyan azt korabban cukorrépaban, babban, kukoricdban vagy
borsoban kozoltek (Jain és mts. 2010, Chaoui és mts. 1997, Lozano-Rodriguez és mts. 1997).
A reaktiv nitrogénformak kozé tartozd nitrogén-monoxid és peroxinitrit szintjei indiai
mustarban szignifikans emelkedést mutattak a kontrollhoz képest, mig olajrepcében kisebb
mértékli felhalmozodast tapasztaltunk (19. abra, 20. &bra). A cink tobblet hatdsara
bekovetkezd NO képzddésnek tobb utvonala is elképzelhetd. Xu €s mts. (2010) szerint a NO
képz6désért részben a cink-indukalt vas hiany a felelés. A gyokér f6 NO-ot szintetizalo
enzime a nitrat reduktaz, bar ennek aktivitasa a cink terhelt Brassica gyokerekben nem ndtt
(Bartha és mts. 2005). Tovabba az dtmeneti fémek hatisara az S-nitrozoglutation raktarakbol
NO szabadulhat fel, ami magyarazhatja a cink-indukalt NO képzodést. A NO a szuperoxid
gyokanionnal reakcioba 1épve képezheti a nitrald és oxidalod agensként ismert peroxinitritet
(Arasimowicz-Jelonek és Floryszak-Wieczorek 2011). Az indiai mustar magas peroxinitrit
tartalma (20. abra) valoszintileg utal az alacsony szuperoxid gydkanion szint eredetére, mivel
a gyors peroxinitrit képzddés 1is szerepet jatszhat a szuperoxid gyokanion szint
csokkenésében.

A szignifikans cink-indukalt peroxinitrit képzddést figyelembe véve feltételeztiik a
fehérje nitracio fokozodasat a Brassica gyokerekben. A kontroll gyokérmintakban is
kimutathaté volt hét nitrotirozin-immunopozitiv fehérje sav (21. abra), ami arra utal, hogy a
proteinek nitracidja stresszmentes koriilmények kozott is lejatszodik, és a nitracid a
fehérjeaktivitdas alapvetd szabalyozoja. Ugyancsak a fehérjék alap nitracios allapotat

publikaltak napraforgoban, citromban és borsdban (Chaki és mts. 2009, Begara-Morales és
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mts. 2013, Corpas ¢és mts. 2013). A 300 uM Zn kezelés mindkét fajban az immunoreakcid
fokoz6dasat okozta ugyanabban a hét fehérjesdvban, 1 sdvok megjelenését nem
eredményezte. A nitracio fokozodasat irtak le so stressznek kitett oliva levelében, hideg-kezelt
borsoban és vizhianyos Lotus japonicus névényben (Corpas és mts. 2008, Valderrama és mts.
2006, Signorelli és mts. 2013). Tudomasunk szerint azonban nehézfém hatasara bekovetkezo
nitraciot eddig nem publikaltak, igy jelen munka uttéronek tekinthetd ebbdl a szempontbol. A
nitralt tirozin oldallancok miatt fellépd protein inhibicid és lebomlas felborithatja a sejt
metabolizmusat, igy a protein nitraci6 fokozodasa erds stresszre enged kovetkeztetni.
Mindemellett a peroxinitrit felhalmozddasa lipid peroxidaciohoz is vezethet, aminek terméke
a malondialdehid hisztokémiai modszerrel detektalhatd. A membran destabilizacioval jaro
lipid peroxidacié az indiai mustar gyokércsucsaiban nem volt detektalhatd, mig az
olajrepcében szamottevd volt (22. dbra).

A sejtek a nehézfémek ellen tolerancia mechanizmusokat fejlesztettek ki, ilyen a
modosult sejtfalba torténd megkdtés is. Ezt a folyamatot a kalloz berakddason keresztiil
vizsgaltuk, és az adatok szerint minden kezelés ndvelte a kall6z depoziciot a sejtfalban (23.
abra). Ez aldtdmasztja a konfokalis mikroszkopos eredményeket, vagyis megallapithatd, hogy
a kalloz cink kotése a sejtfalakban kulcsfontossagu a kisérleti novények szdmara. Ugyanakkor
a kalléz gatolhatja a gyokér novekedését is, azéltal, hogy a sejtfal rigiditdsat fokozza. A
novekedéshez sziikséges jelmolekuldk apoplasztikus transzportja ugyanis gatlédhat a
kall6zzal telitett sejtfalakban (PirSelova és mts. 2012). A cink stressz mértéke és a tolerancia
mechanizmusok hatékonysaga végiil a novények életképességében Osszesitddik. Az indiai
mustar képes volt a gyokérsejtjeinek az életképességét megdrizni cink stressz alatt is, mig az
olajrepce esetén ¢életképesség vesztést detektaltam (24 abra).

Az eredményeket Osszefoglalva, elmondhatd, hogy mindkét ndvényfa; nagy
mennyiségli cinket akkumulalt, és ennek legnagyobb része a gyokérsejtek apoplasztjaban
kotodott meg. A B. juncea fogyokér megnyulasat és a merisztéma sejtek életképességét a
cinkterhelés nem csokkentette, ROF képzddés és lipid peroxidacié nem volt detektalhato a
gyOkércsucsokban, a fehérje tirozin nitrdcid azonban a stressz hatasara fokozodott. Ezekkel
ellentétben a cink-kezelt B. napus gyokérzete gatolt ndvekedést, életképesség vesztést, ROF
akkumulaciot, lipid peroxidaciot és tirozin nitraciot mutatott.

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a cink tobblete masodlagos, nitro-oxidativ
stresszt indukal. Az indiai mustar relativ cink tlirése, az olajrepcéhez képest a kisebb mértékii
oxidativ karosodasainak koszonhetd. Vagyis a Brassica novények cink érzékenységét a

nitrozativ folyamatok kevésbé, mig az oxidativ folyamatok inkdbb meghatarozzak.
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