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Abszrakt

A vas egy esszencialis mikroelem, amely kiemelkedden fontos katalitikus szerepet tolt be
a redox-folyamatokkal jaro, igy a reaktiv oxigénformakat eliminald enzimreakciokban.
Kiemelked6 szerepe van a fotoszintetikus és 1égzési elektrontranszport-lancok miikodésében.
Haszonnovények esetén a vasellatds romlasa terméshozam-csokkenéshez vezethet, de a
termesztett novények vashidanya hozzajarul az emberi vashiany kialakulasahoz is. A vas
szervezeten beliili tobblete szintén fokozza az oxidativ karosodasok mértékét, igy a ndvényi
anyagcsere utvonalak optimalis miikodését, elsésorban Fenton-reakciokon keresztiil. A levelek
vas-homeosztazisanak megdrzésében a gyokér vasfelvételi rendszer és a hosszatava
vastranszport szabalyozasanak esszencialis szerepe van. E folyamatban a mezofillum-sejtek
vasérzékelése €és az ebbdl kiinduld hosszutavu szignalizacidés rendszer lehet felelés. A
kutatasokban Arabidopsis thaliana modellen vizsgaltuk levélsejtek, és kompartmentjei
(mitokondriumok, kloroplasztiszok, vakuélum) vastartalmanak, illetve levelek vaseloszlasanak
valtozésat kiilonbozd vasellatdsokra adott valaszként. A kapott eredmények alapjan Ossze
tudjuk vetni, hogy a vasellatas milyen hatassal van az egyes kompartmentek vaseloszlasanak

valtozasara.



Roviditésjegyzék

ATM3: ATP-binding Cassette Transporter of Mitochondria 3 (ABC transzporter)
bHLH: basic-Helix-Loop-Helix transzkripcios faktor

BSA: szarvasmarha szérum albumin

BTS: BRUTUS

BTL: BRUTUS-Like

CIA: Cytosolic Iron-Sulfur Assembly

DDT: dithiotreitol

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

FER1/3: Ferritin

FIT: Fer-Like Iron Deficiency Induced Transcription Factor
FPN3: Ferroportin 3

FRO: Ferric Reductase Oxidase (vas-kelat-reduktaz)

HRZ: Hemerythrin motif-containing Really Interesting New Gene-and Zinc-finger protein
IDT1: Iron Ideficiency Tolerant 1

ILR3: IAA-Leucine Resistant 3

ISC: Iron-Sulfur Cluster system

MFL.: Mitoferrin-Like

MIT: Mitochondrial Iron Transporter

NEET: Asp-Glu-Glu-Thr motivummal rendelkez6 fehérje
NiCo: Nikkel-kobalt transzport protein

NRAMP: Natural Resistance-Associated Macrophage Protein



OPT: Oligopeptide Transzporter (floém-specifikus vas transzporter)
PIC: Permease In Chloroplasts

PS: fotokémiai rendszer (Photosystem)

PVP: polivinilpirrolidon

PYE: POPEYE

ROS: reaktiv oxigén formak (Reactive Oxygen Species)
SDS: natrium-dodecil-szulfat

SUF: Sulfur Utilization Factor

URI: Upstream Regulator of IRT1

VOZ1/2: Vascular Plant One-Zing Finger 1/2

VTL: Vacuolar Iron Transporter-Like

XRF: rontgenfluoreszcencia

YSL: Yellow Stripe-Like



Bevezetés

A vas (Fe) kiemelt fontossagt esszencialis mikroelem novényekben. Kiemelkedd szerepe
van a fotoszintetikus és 1égzési elektron transzportlancok miikddésében, valamint ROS-
eliminal6 és klorofill bioszintetikus enzimek kofaktora (Vigani és Hanikenne, 2018; Schmidt
¢s mtsai., 2020). Ezek koziil a legnagyobb Fe igénye a fotoszintetikus elektron transzport lanc
komplexeinek van, melynek muikoddtetéséhez 22 Fe sziikséges, elsésorban Fe-S centrumok (1.
fotokémiai rendszer; PSI, Citokrom; Cyt be/f komplex, ferredoxin), illetve hem-csoportok (Cyt
be/f, PSII) és szabad nem-hem Fe (PSII) formajaban (Schmidt és mtsai., 2020), igy a ndvények
Fe tartalmanak talnyomo része a hajtasban, azon belil is a mezofillum-sejtek

kloroplasztiszaiban talalhaté (Briat és mtsai., 2015; Hantzis és mtsai., 2018).

A foldkéregben a Fe az egyik leggyakoribb elem mégis kdrnyezeti hatasok miatt, mint
példaul a magas talaj pH, szdrazsadg, vagy meszes talajok, a ndovények szdmdara nehezen
elérhetd. Eppen ezért a vashiany a modern mezégazdasagi novénytermesztés egyik legnagyobb
kihivasa (Schmidt és mtsai., 2019). A ndvényi szervezetben a Fe elégtelen mennyisége a sejtek
biokémiai folyamatainak zavaraihoz vezet, tobbek kozott esszencialis redox-folyamatok
sériilhetnek. Szervezet szinten igy vashiany hatdsara a fotoszintetikus aktivitas és
biomasszaprodukcié visszaesik, valamint gatlas ala keriil a klorofill-bioszintézis, melynek
fenotipusos megjelenése a levelek sargasaga, az igynevezett vas-klorozis. A Fe felvételi és
hossztavu transzportrendszereinek milkodésnek zavara szintén hiany tiineteket valt ki a
levelekben, mig a Fe tobblete és esetleges felhalmozodas a mezofillum-sejtekben hozzajarul a
reaktiv oxigénformak (ROS) megemelkedett mennyiségéhez, és oxidativ karosodasok
kialakulasahoz is (Hanikenne és mtsai., 2021; Bashir és mtsai., 2021). A gyokerek vasfelvételi
rendszere mitkkodésének és hosszutava transzport-folyamatai szabalyozasanak esszencialis
szerepe van a levelek Fe homeosztazisanak fenntartasaban (Gayomba és mitsai., 2015;
Kobayashi, 2019).

A magasabb rendii névényekben két jellegzetes mechanizmus alakult ki a vasfelvételre,
melyek a Fe redukciojan, illetve komplexalasan alapulnak (Kobayashi és Nishizawa, 2012).
Ezek koziil a fufélék (Poaceae) talajbol torténd vasfelvételéhez stabil Fe-komplexeket
képeznek, és ezek keriilnek felvételre a rhizoszférabol, mig a tobbi zarvatermd esetében Fe(I1I)-
komplexek redukciojat kdvetden Fe?" keriil felvételre, amely mar a citoplazmaban hoz létre

stabil Fe-komplexeket (Gao és Dubos, 2021). A novényi Fe transzport soran a membranon



keresztiil Fe transzport folyamatokban a két stratégia kiilonb6zé aranyban megfigyelhetd a
legtobb ndvénycsoportnal (Sagi-Kazar és mtsai., 2022).

Fiatal, xilém-6sszekottetéssel nem rendelkezd hajtasrészekbe a Fe els6sorban a floémen
kovetden a Fe jelentds része a xilém-nedv mozgésaval jut a levelekbe (von Wirén és mitsai.,
1999; Rellan-Alvarez és mtsai., 2010; Kobayashi ¢és Nishizawa, 2012). A levelek fejlodése
soran minden esetben a lamina disztalis, csucsi része differencialodik legeldszor, mig a
differenciacio folyamata a levél eredéséhez kozeli, proximalis teriileteken fejezddik be. A
fejlodo levelek szoveteibe igy kezdetben floém, majd a differencidcio progresszidjaval xilém-
transzporttal jutnak el az asvanyi tapelemek. A levelekben a Fe-closztas szabalyozasaért a
levelek érrendszerében, specifikusan a faparenchimaban lokalizalt Yellow Stripe-Like (YSL) 1
¢s 3 Fe-nikocianamin transzportereknek lehet szerepe (Kumar és mtsai., 2017). Hianyukban a
Fe a levelekben az erek menti szovetekben ragad, mig a mezofillum fenotipusosan klorotikus
lesz. Vashiany hatasara a YSL1/3 expresszidja csokken, és a floém lokalizalt Oligopeptid
Transzporter (OPT) 3 expresszioja megemelkedik, mig vastobblet hatdsara ellentétes valtozas
tapasztalhato (Le Jean és mtsai., 2005; Mendoza-Cdzatl és mtsai., 2014). Az OPT3 a floémen
keresztiili hosszl tav, hajtasbol a gyokerek fel¢ iranyuld Fe-szignalizacidban jatszhat szerepet
(Mendoza-Cézatl és mtsai., 2014), hianya a gyokér vasfelvételi génjei konstitutiv serkentését
okozza (Kumar és mtsai., 2017; Garcia és mtsai., 2018). Az OPT3 expresszidja vashiany
hatasara megel6zi a gyokér vasfelvételt szabalyozo elemeket (Khan és mtsai., 2018), igy
feltételezhetden a levelek Fe eloszlasa tobbek kozott a YSL1/3 — OPT3 rendszer mitkdésének

szabalyozasa alatt allhat.

A sejten beliili vasmozgatast a citoplazma és az organellumok kozott kozvetlen moédon
szabalyozhatja a citoplazmatikus vas-koncentracio valtozas, attdl fliggden, hogy vashidnyt,
vagy vastobbletet jelzé szignal alakul-e ki (Gayomba és mtsai., 2015). A mitokondriumok
vasfelvételéért Arabidopsis thaliana-bana Mitochondrial Iron Transporter (MIT) 1 és 2 felel6s,
melyek kettés mutacioja letalis a ndvény szamara (Jain és mtsai., 2019). Uborkaban (Cucumis
sativus) vashiany hatasara e mitokondralis transzportereknek megemelkedik az expresszidjuk
(Migocka és mtsai., 2018), mely folyamat Osszefliggésben all a mitokondriumok kitiintetett
szerepével a sejtek energiahaztartasaban (Vigani, 2012; Vigani és mtsai., 2013; Jain és Conolly,
2013; Vigani és mtsai., 2019). Mindazonaltal vashiany hatasara a kloroplasztiszok vastartalma
csokken, és a vasfelvételben szerepet jatszo f6 elemek expresszidja is gatlas ala keriil (Pham és

mtsai., 2020; Sagi-Kazar ¢és mtsai., 2021), mely er6siti a feltételezést, miszerint a
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kloroplasztiszok  optimalis  mikddése  Kiegyenstlyozott — vasellatast — igényel. A
kloroplasztiszokba torténé vasfelvételben a redukcion alapuld ttvonal tiinik elsédlegesnek
(Jeong és mtsai., 2008), melyben a Ferric Reductase Oxidase (FRO) 7, a Permease In
Chloroplasts (PIC) 1 és valoszintileg a Nickel-Cobalt (NiCo) membranfehérje jatszanak
szerepet (Jeong és mtsai.,, 2008; Duy ¢és mtsai., 2011). Bar a PIC1 fehérje szerepe
megkeriilhetetlennek tiinik a felvételben (Duy és mtsai., 2007), a mechanizmus a mai napig
nem ismert kelléen. E felvételi rendszer része lehet a kloroplasztiszok belsd
burkoldémembranjaban lokalizalt Mitoferrin-Like (MFL) 1 transzporter, amely a MIT1 és 2

transzporterek rokonfehérjéje (Vigani és mtsai., 2019).

A mitokondriumok és plasztiszok vashaztartdsa tobb ponton, tobb kettds lokalizacioji
fehérje miatt is kapcsolatban all egymassal. A Ferroportin 3 (FPN3; ismert még IREG3 és
MARI1 néven is) mind a mitokondriumokban, mind a kloroplasztiszokban megtalalhato,
szerepe a legljabb kutatasok szerint a vas-leadasban, igy a toxikus vas-felhalmozés
elkeriilésében van (Kim ¢s mtsai., 2021). Bar korabbi kutatasok feltételezték a szerepét a vas-
felvételben is (Conte és mtsai., 2009), a levelek fejlodése soran tapasztalt kifejez6dési mintazata
alapjan ez valosziniitlen (Pham és mtsai., 2020). A ndvényekben éltalanosan jelen 1évo, vas-
nikocianamin transzporterekként ismert YSL csalad két tagja (YSL4/6) Arabidopsis thaliana
csirdz6 magvaiban expresszal, €s megjelenik a sziklevelek proplasztiszainak membranjaban,
ezért szerepét feltételezik a plasztiszokbdl torténd vas-leadas szabalyozasaban (Divol és mtsai.,
2013). A fejlodo és kifejlett repce (Brassica napus) lomblevelekben mért expresszios mintazata
azonban szintén valosziniitlenné teszi, hogy az YSL4 jelentOs szerepet jatszana a mezofillum-
sejtek plasztidialis vas-felvételében (Pham és mtsai., 2020). Conte és mtsai., (2013) eredményei
azt mutattak, hogy az YSL4/6 els6sorban a tonoplaszt membranjaban taladlhatdo meg, ezért a

sejteken beliili vas-ujraclosztasban lehet szerepiik.

Mind a mitokondriumok, mind a kloroplasztiszok fontos szerepet jatszanak Fe kofaktorok
bioszintézisében (Balk és Pilon, 2011). A kloroplasztiszokban a Fe-S kofaktorok bioszintézise
a sajat cianobakterialis eredetii Sulfur Mobilization (SUF) utvonalan keresztiil torténik (Balk és
Pilon, 2011) melynek talnyomo része a fotoszintetikus elektrontranszport lanc részeként nem
szabadon mozgathatdo (Hantzis és mtsai.,, 2018. Az ATP-binding Cassette Transporter of
Mitochondria (ATM) 3 a mitokondrialis Iron-Sulfur Cluster (ISC) 6sszeszerelési titvonal tagja,
amely a Cytosolic Iron-Sulfur (CIA) 6sszeszerelési utvonal miikodéséhez szolgaltat Fe-S
prekurzorokat. A mitokondrialis ISC ttvonal miikddése nem csak a 1égzési elektrontranszport

lanc Fe-S centrum igényeit szolgélja ki, hanem a citoplazmatikus Fe-S fehérje bioszintézis
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megfeleld miikodéséhez is elengedhetetlen (Schaedler és mtsai., 2014). Megtalalhato mind
mitokondriumokban, mind plasztiszokban a kiilsé (burkolo)membranhoz horgonyzott NEET
motivum fehérje, melynek a citoplazmatikus fehérjék felé torténd Fe-S centrum atadasban van
szerepe (Zandalinas és mtsai., 2020; Nechushtai és mtsai., 2020). Bar ¢ fehérjének kitlintetett
szerepe van az eukariota sejtek vashaztartdsaban, nem ismert azonban, hogy a miikodése miként

kapcsolodik az organellaris vashaztartashoz.

A vakudlumok jelentés szerepet jatszanak a sejt-szintii vashaztartasban. A
vakuolumokban tarolt Fe konnyen remobilizdlhatd, és a vakouldris Fe transzporterek
kozvetleniil befolyasolhatjak a citoplazma és a vakuolaris vas-pool aranyat (Gayomba és mtsai.,
2015), ezért a magvak vas-raktarozasanak sok esetben a vakuolumok a szinterei (Roschzttardtz
¢s mtsai., 2009). A vakudlumokbdl torténé vas-mobilizacioért alapvetéen a Fe(ll)
transzporterként ismert NRAMP 3/4 fehérjék felelosek (Bastow és mitsai., 2018), mig a
vakuolumokba iranyul6 vas-transzport a VTL fehérjék feladata (Gollhofer és mtsai., 2014). Az
NRAMP3/4 Fe exporterek expresszidja vashiany hatasara jelentésen megemelkedik, ezzel
novelve a citoplazma vastartalmat (Lanquar és mtsai., 2005; Mary és mtsai., 2015). Fe tobblet
hatasara az NRAMP3/4 expresszidja csokken, mig egyes szovetekben a VTL transzporterek
expresszioja és a Fe vakuolumba toltése novekszik (Bashir és mtsai., 2021). A vaku6lumokban
raktarozott Fe mobilizacidjdhoz elengedhetetlen a TDX25 aszkorbat-transzporter megjelenése
a tonoplasztban (Hoang és mtsai., 2021), igy a vakudlumba keriil6 aszkorbinsav végzi el a Fa
redukcidjat, mely lehetévé teszi transzportjat az NRAMP 3/4 fehérjéken keresztiil. Az
aszkorbinsav szerepet jatszik a tonoplasztban lokalizalt Citokrém bse1 (CYBASC1) elektron-
donoraként, melynek kézvetlen szerepe lehet a vakuolaris Fe redukcidjaban (Grisen és mtsai.,
2004). Rizs (Oryza sativa) tonoplasztbol azonban kimutattak a FRO1 vas-kelat-reduktaz
jelenlétét (Li és mtsai., 2019), mely arra utal, hogy a vakuolumbdl torténé vas-felszabadulas is
a redukcion alapulo stratégiat koveti. A vakuolaris Fe szerepe igy tobbek kozott a

citoplazmaban elérheté Fe mennyiségének szabalyozasaban tiinik fontosnak.

A szbvet- €s sejt-szintli vashaztartas szabalyozasaban sejt-szintii vas-szenzor(ok)nak kell
kozre jatszania, melyek a sejtek és kompartmentjeik vas-homeosztazisat monitorozzak. A
Brutus (BTS) haemeritrin-doménnel rendelkez6 E3-ubikvitin-ligaz, a sejt kritikus érzékel6je és
egyben negativ regulator is. A BTS akkor stabil, ha vasat kot és ez a stabilitds szlinik meg
vashianykor. Stabil allapotban basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) transzkripcios faktorok
degradaciot er6siti a proteoszomakban (Rodriguez-Celma és mtsai., 2019), melyek a gyokér

vasfelvételi rendszerének szabalyozasaban vesznek részt (Gao és Dubos, 2021). A levelekben
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a BTS, a Vascular Plant One-Zing Finger (VOZ) 1 és 2 transzkripcios faktorok, a POPEYE
(PYE), illetve a bLHL IVc csaladjanak homo- és heterodimerképzd tagjai: IAA-Leucine
Resistant (ILR) 3, az Iron Ideficiency Tolerant (IDT) 1, a bHLH104 és a bHLH115
expresszalnak. Fe jelenlétében az ILR3 heterodimert képez a PYE negativ regulatorral. A BTS
vas hidnyaban ubikvitindlja a VOZI1/2-t az ILR3-at ¢és mas IVc-bHLH transzkripcios
faktorokat, €s inicialja a 26S protedszoman torténd degradacidjukat (Gao és Dubos, 2021;
Rodriguez-Celma és mtsai., 2019). Gyokerekben a rendszer az Upstream Regulator of IRT1
(URI) upstream szabalyozoval, Ib csaladba tartoz6 bHLH (bHLH 38/39/100/101), valamint a
Fer-Like Iron Deficiency Induced Transcription Factor (FIT) transzkripcios faktorokkal
interakcidba keriilve szabalyozzdk a gyokerek vasfelvételét (Kobayashi, 2019; Schwarz és
Bauer, 2020), azonban a levelek sejtjeiben végbemend szignalizacids folyamatok és effektor-
funkciok sokkal kevésbé feltartak. Szintén hianyoznak az ismeretek arrdl, hogy e szignalizacios
folyamatok miként befolyasoljak az organellaris vashaztartasban ismert effektor elemek
mikodését. Fe hianya esetén azonban a kloroplasztiszok vasfelvétele gatlas ala kertil, melyben
a redukcion alapulé felvételi rendszer gatlasa fontos (Solti és mtsai., 2012; Pham és mtsai.,
2020; Sagi-Kazar és mtsai., 2021). A levelek sejtjei kozott, tovabba a levelekbdl az erek felé
iranyuld szabalyozo rendszer, melyben tobbek kozott a YSL1/3 és OPT3 transzporterek is részt
vesznek (Grillet és mtsai., 2018; Gao €s mtsai., 2021), szintén fontos, a Fe eloszlasat szabalyozé

funkcioval bir.

Bar a levelekben, igy a mezofillum-sejtekben a Fe mennyisége és lokalizacidja nagyon
fontos szereppel bir, mégis kevéssé ismert, hogy levél-szinten nem-vashianyos koriilmények
kozott milyen vas-eloszlasi mintazatok alakulnak ki szoveti, €és sejt-szinten, illetve ezeket a

mintdzatokat milyen vas-homeosztazis szereplok alakitjak ki.

Célkitizés

Munkénkban célul tliztiik ki a sejt szintli vashaztartas Osszefiiggéseinek megértését a
fotoszintetikusan aktiv, kloroplasztiszokkal ¢és mitokondriumokkal rendelkezd ndvényi
sejteken beliil. Vizsgalataink soran arra is keressiik a valaszt, hogy milyen szdvet szintii

kapcsolat van a levelek vaseloszlasdnak szabalyozasaban.



Anyagok és modszerek

Novénynevelés

Vizsgalataink soran Arabidopsis thaliana L. (Col-0) novényeket hasznaltam fel.
Hidroponias nevelést alkalmaztam % toménységii Hoagland tapoldatban (1,25 mM Ca(NOs)z,
1,75 mM KNOg, 0,5 mM MgSQOg, 0,25 mM KH2PO4, 0,08 pM CuSOa, 4,6 pM MnCly, 0,19 pM
ZnS04, 0,12 uM NayMoOs, 11,56 uM H3BOs, és Fe(lll)-citrat vasforras, valtozo
koncentraciokban). A kisérleti csoportoknak megfeleléen optimalis vasellatasu (oFe, 20 uM
Fe(lll)-citrat a tapoldatban), szupraoptimalis (sFe, 100 uM Fe(Ill)-citrat a tapoldatban), és
vashianyos (dFe, 1 hét elénevelés 5 uM Fe(lll)-EDTA tartalm tapoldatban, majd vasmentes
tapoldat) novényeket neveltem. 5 hetes nevelést kovetden tortént a mintavételezés
izolalasainkhoz és az analitikai méréseinkhez. Az izoldlasokhoz a kisérleti novények teljes

rozettajat felhasznaltam, a levélnyelek és a legfiatalabb levelek kivételével.

Protoplaszt- és vakuolum-izolalas

A protoplasztok és vakuolumok izolalasdhoz Robert €s mtsai (2007) protokolljat kovettiik
kisebb modositasokkal. Kezelésenként 1-1 g tomegii levelet 2 mm szélességli csikokra vagtunk
¢s 10-10 ml izolalé oldatban: 1% (w/V) cellulaz (Onozuka R-10, Serva), 1% (w/V)
macerozyme (R-10, Serva), 0,4% (w/V) CaClz-2H20, 0,4 M mannitol, mM dithiotreitol (DTT),
10 mM MES, pH 5,6 vakuum ala helyeztiikk 6ketl5 percig. Ezt kdvetéen 4 oran keresztiil
inkubalttuk Oket folyamatos razatas mellett (72 rpm) sotétben. A feltart levéltormelékbdl a
protoplasztokat egy mos6 pufferrel (0,4 M mannitol, 10 mM MES, pH 5,6) atnedvesitett sz{ir6n
(150 mesh) keresztiil kigytjtottik, majd kiiilepitettiik centrifugalassal (80 xg, 2x10 perc, 25
°C).

A vakuolum izolalast protoplasztokbol végeztiik. A kiiilepitett protoplasztok egy részét
lizis pufferben : 0,2 M mannitol, 10% (w/V) Ficoll, 10 mM EDTA, 5 mM NaPOg4, pH 8,
0,0005% (w/V) Neutral Red (Sigma) felvettiik, és rarétegeztiink 4% (m/V) Ficollt tartalmazo
gradiens oldatot: 0,3 M mannitol, 4% (w/V) Ficoll, 6,8 mM EDTA, 5 mM NaPO4 pH 7,8,
0,0003% (w/V) Neutral Red, és végiil Ficoll-mentes vakuélum puffert (0,45 M mannitol, 5 mM
NaPOgs, pH 7,5, 2 mM EDTA). A gradienseket egy Beckman L7-65 ultracentrifugaban, Sw40-
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Ti rotorban centrifugaltuk (71 000 xg, 5 perc, 10 °C). A vakuélumok a 0 és 4% (m/V) Ficoll-

réteg hataran rozsaszin savként jelentek meg.

Kloroplasztisz- és mitokondrium-izolalas

Kloroplasztisz izolalashoz jégen, el6re behiitott eszkdzokkel dolgoztunk. Az Arabidopsis
leveleket izolald pufferben: 50 mM Hepes-KOH pH 7, 330 mM szorbitol, 2 mM EDTA, 2 mM
MgCly, 0,1% (w/V) szarvasmarha szérum albumin (BSA), 0,1% (w/V) Na-aszkorbat, 1% (w/V)
PVP homogenizaltuk (Waring blendor homogenizator). A homogenatumot két réteg gézen és
egy réteg Moracloth™-on keresztiil atsziirtiik és centrifugaltuk (1000 xg, 5 perc, 4 °C). A
csapadékot felvettiik mosopufferben: 50 mM HEPES-KOH, pH 7,0, 330 mM szorbitol, 2 mM
EDTA, 2 mM MgClz, mig a feliilaszot mitokondrium izolalashoz hasznaltuk tovabb.

A feliiluszobol kitilepitettiik a tovabbi sejttormeléket (5000 xg, 10 perc, 4 °C) majd
kitilepitettiikk a mitokondriumokat (17 000 xg, 15 perc, 4 °C). A csapadékot mosopufferben
vettiik fel, majd 28% Percoll-gradiensre rétegeztiik és centrifugaltuk (40 000 xg, 45 perc, 4 °C).
A mitokondriumok egy sargéas-fehér savot formaltak a gradiens tetején. A mitokondrium-
frakciot ezt kovetden BSA-mentes mosopufferrel tizszeresére higitottuk €s kitilepitettiik (23

000 xg, 15 perc, 4 °C). A csapadékot BSA-mentes mosopufferben vettiik fel.

Vastartalom-meghatarozas

Az izolatumok protoplaszt- és organellum-tartalmat Biirker-kamra, és fénymikroszkop
(Nikon Optiphot-2) segitségével hataroztuk meg, majd szolubizal6 oldatban: 50 mM HEPES-
KOH, pH 7,0, 330 mM szorbitol, 2 mM MgClz, 1% (w/V) natrium-dodeciul-szulfat (SDS) és
1% (w/V) DTT szobahOmérsékleten szolubilizaltuk 30 percen keresztiil. A protoplaszt és
kloroplasztisz mintakbdl centrifugalassal (10 000 xg, 5 perc) eltavolitottuk a keményitét. Ezt
kovetden a mintakhoz 100 uM aszkorbinsavat és 300 pM batofenantrolin-diszulfonatot (BPDS)
adtunk, majd egy 1 6ras sotét inkubaciot kdvetden UV-VIS spektrofotométerrel (UV-2600,
Shimadzu) 535 nm hullamhosszon mértiik az abszorbanciat. A protoplasztok és organellumok
vastartalmat Smith és mtsai (1952) altal meghatarozott extinkcids koefficiens segitségével

hatroztuk meg (22,14 mM™ cmY).
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Induktiv csatolasi plazma tomegspektrometria (ICP-MS)

A levélmintak feltarasat Soos és mtsai. (2019) mddszere alapjan végeztiik. A begytijtott
levélmintakat 48 oran keresztiil 60 °C inkubaltuk, majd salétromsavval emésztettiik. Az feltart
levelek elemanalitikai meghatarozasat May Zoltan (MTA-TTK) végezte el ICP-MS

modszerrel.

Kvantitativ Real-Time PCR (qRT-PCR)

A begytlijtott levélmintdkon RNS kinyerést TRI Reagenssel (Sigma) és DirectZolTM
RNA MiniPrep (Zymo Reasearch, USA) RNS kinyerd kittel végeztiink a gyartd utasitasai
szerint. Reverz transzkripcid6 RevertAid reverz transzkriptdz enzimmel (Thermo Fisher
Scientific) és random hexamer oligonucleotidok haszndlataval tortént 42°C-on. Az atirt cDNS

mintakat -80°C-on taroltuk felhasznalasig.

A cDNS mintakon 0,5-0,5 uM génspecifikus primerparral és 2x higitott SYBR Green
reagenssel (Luminaris Color HiGreen High ROX, Thermo-Fisher Scientific), 15 pul
végtérfogaton végeztiink Real-Time PCR reakciokat. Minden biologiai minta mindegyikét 3
technikai parhuzamos mérésben mértiik. A gRT-PCR mérést StepOnePlus Real-Time PCR
géppel végeztiik a kovetkez6 beallitasok alapjan: eléemésztés 50 °C 2 percig, amit 10 percen
keresztiilt 95 °C-on denaturacid/enzimaktivacié kovet, és végiil 40 cikluson keresztiil 95 °C-on
denaturacio (15 masodperc), 30 masodpercig kapcsolasi hdmérseklet (Tm = 58 °C) és ujabb 30
masodpercig 72 °C-on 1év6 lanchosszabbitas kovet. A relativ génexpressziot actin, S-tubulin,

¢és EF1a kontroll génre normalva a Plaffl (2001) mddszer segitségével szamoltuk.

Rontgenfluoreszcencia (XRF) térképezés

Szaritoszekrényben (60 °C, overnight), jelentés nyomas nélkiil, de a levélminta
kilapultsagat biztositd koriilmények kozott légszaraz allapotra széritott levélmintdkon
végeztiink elemtérképezést Horiba XGT7200 (Horiba, Japan) Rontgen-fluoreszcencia
leképez6-rendszer segitségével. A gerjesztési Rontgensugar egy keskeny polimer ablakon
keresztiil jutott a minta feliiletére, majd a mintabol kibocsatott Ka fotonokat detektalva kaptuk
meg a feliileti elem eloszlast. Az elem térképezést minden esetén a levelek kozepén végeztiik,

hogy a f6ér is jol kivehetd legyen. A mérés sordn a gyorsitd fesziiltség 50 kV, az aramerdsség
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1 mA volt. A mérésekhez 100 pm atmérdjii nyalabot hasznaltunk, 1000 s areankénti leképezési
Hyperspy v1.7.1 Python csomagot hasznaltunk. A Fe Ka (6.4 KeV) intenzitas térképeken
intenztias profilokat készitettiink, mellyel a vaseloszlds valtozasat modelleztiik. A profilok
zajszlirését az intenzitds profilok tendencidjanak megallapitisdhoz Savitzky—Golay filter

segitségével végeztiik.

Statisztikai analizis

A vastartalom mérések statisztikai analizise Prism szoftver (v. 9.2; GraphPad Software,
Inc., USA) segitségével tortént. A valtozdsok Osszehasonlitasara egy-utas ANOVA-t
hasznaltunk, Tukey post hoc teszttel [P< 0,05, n= 3*3 (bioldgiai*technikai)]. RStudio-ban
(RStudio Inc.) az XRF térképek intenzitas profiljaira linearis regresszioval egyenest

illesztettiink, hogy megkapjuk az R? értéket és a meredekséget.

Eredmények

A szimplasztikusan raktarozott és felhasznalt Fe valtozasait protoplasztok vastartalom
meghatarozasaval vizsgaltuk (1. é&bra). Az optimalis kezeléshez képest a vashidnyos
ndvényekben jelentds csokkenést tapasztaltunk, mig a szupraoptimalis kezelésnél szignifikans

novekedést.
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1. dbra: Arabidopsis protoplasztok vastartalma kiilonb6zé Fe ellatdsok hatdsdra.
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Mivel a mezofillum-sejtekben a Fe elsésorban a kloroplasztiszokban talalhato,
valosziniinek tlinhet, hogy a vastobblet részben ezekben a kompartmentekben raktarozodik,
ugyanakkor nem tapasztalunk szignifikdns valtozast a kloroplasztiszok vastartalmaban a

vasellatas emelésével (2. abra).
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2. dbra: Arabidopsis mezofillum kloroplasztjainak vastartalma kiilénb6z6 vaselldtdsok hatdsdra.
A masik legvaloszinlibb vasraktaroz6 kompartment a névényi sejtek vakudluma (3. dbra),

bar itt sem tapasztalunk szignifikans kiilonbséget a vakuolaris vastartalomban a vasellatas

novelésével.
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3. dbra: Arabidopsis levél sejtek vakudlumainak vastartalma kiilénbézé vaselldtdsok hatdsdra.
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Nem tapasztaltunk kiilonbséget a mitokondriumok vastartalmaban egyik kezelés esetében
sem (4. ébra). Itt azonban kiemelendd, hogy a mitokondriumok vasigénye a
kloroplasztiszokhoz képest eltorpiil, és az alkalmazott vashianyos kezelésiink hatdsara sem

mutatkozik jelentds valtozas.
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4. dbra: Arabidopsis levél sejtek mitokondriumok vastartalma kiilénb6z6 vaselldtdsok hatdsdra.

Az izolalt proplasztok €s organellumai vas-megoszlasanak vizsgalata mellett elemeztiik
a Fe eloszlasanak két-dimenziés mikromintazatat a levelekben XRF térképezéssel (5. 4bra).
Elemzésiinkben elsddlegesen Osszevetettiik a foér és a kvazi nagyobb levélerektdl mentes
lamina teriiletein mérhet6 Fe Kou (~6,4 keV) emisszio relativ intenzitasanak aranyait, melybol
kideriilt, hogy a vasellatas valtoztatasanak hatdsara nem alakult ki jelentds valtozas a Fe

levéllemezen beliili eloszlasaban (6. dbra).
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5. dbra: Levél tertiletén lévé mintavételezés helye (A, C, E) és Fe(Ka) térképek (B, D, F) kiilbnbézé kezelésekkel (dFe:
A, B; oFe: C, D; sFe: E, F). Elemzés sordn 3 tipusu mintdt vettiink: A levélérbdl és lamindbdl vett k6zds horizontdlis
teriilet (barna lamindbdl vett horizontdlis k6zépvonall teriilet (zé1d), lamindbdl vett vertikdlis k6zépvonalu teriilet

(kék; D képnél az utdbbi ketté teljesen dtfed).
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6. dbra: Az ér és a lamina vas-intenzitdsanak ardnya. A grafikonon az érnek vett teriileteket jel6lik a feketétél eltéré
szinek. A: vashidnyos-, B: optimdlis vaselldtottsdgu-, C: szupraoptimdlis vaselldtottsdgu kezelés. Ez a Fe (Kay)

térképek barna része alapjan késziilt.
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A kvazi érmentes lamina horizontalis vizsgalatanal (6. abra A, B, C) azonban azt
tapasztaltuk, hogy az levél féerétdl tavolodva csokkent a Fe Kay jel intenzitasa, mely eloszlasra
hatést gyakorolt a ndvények vasellatdsa. A legmeredekebb csokkenést a Koy emisszid értékében
vashianyos (dFe) novényeknél mértiink (7. abra A), mig vastobblet (SFe) hatasara volt
legenyhébb a csokkenés (7. abra C). A kvazi érmentes lamina vertikalis vizsgalatanal a
levélalap felé csokkent az intenzitas (7. abra DEF), a szupraoptimalis vasellatasnal (sFe) ez a
hossztengelyével parhuzamos intenzitasvaltozas mar csak minimalis mértékiinek adodott (7.

abra F).
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7. dbra: A lamina horizontdlis és vertikdlis kézépsiku vas-intenzitdsok grafikonjai (dFe: A, D; oFe: B; E; sFe: C, F;
horizontdlis: A, B, C; vertikdlis: D, E, F.). A gérbék kértiili sziirke sdv a gérbe 95%-os konfidencia-intervallumat
jelenti. A lila egyenes, a regressziészamitdssal megkapott linedris egyenes. A vashidnyos névény levelében (dFe)
regresszioszamitdsndl kapott meredeksége -231000 horizontdlis irdnyban (A), illetve -99300 vertikdlisan (D).
Optimdlis vasellatdsu névény levelében (oFe) e paraméter -48700 (B) és -56000 (E) értékekre vdltozott és a
szupraoptimdlis vasellatdsu névény levelében (sFe) a paraméter a legalacsonyabb, -24900 (C) és -14300 (F)
értékeket mutatta. Az illesztés megbizhatdsdga korrigdlt R? értékekben a kévetkezbk voltak A-F-ig: 0.951, 0.783,
0.573, 0.915, 0.792, 0.602. A szignifikancia-fok mindegyiknél kell6 mértékben volt alacsony volt (szintén A-F-ig):
1.03e110, 3,518, 1.12¢%8, 5.59¢e°%, 3.8¢%7, 8.18e%’.

Onmagukban a kvazi érben szegényebb teriiletek homogéneknek tekinthetéek, ugyanis a
szorasok mértéke jelentdsen alacsonyabb az intenzitasok mértéke mellett (8. &bra).
Onmagukban az intenzitds-mértékek nem hasonlithatdak Sssze, mivel a mérés technika nem
kvantitativ, de az abra szemlélteti, hogy mekkora szorasok voltak az adatokban. A hibahatarok

értékei: dFe mezofillum: 5.06%, oFe mezofillum: 4.47%, sFe: 3.79%.
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8. dbra: A kiilénbizo kezelések mérésinek dtlagos szordsai vashidnyos (dFe: 1 és 2.), optimdlis vaselldtdsu (oFe; 3. és
4. ) és szupraoptimdlis vasellatdsu (sFe; 5. és 6.) névények leveleiben a féér-kézeli teriileteken (1., 3., 5.) és a kvazi
érmentes lamina terliletén (2., 4., 6.).

A levelekben, illetve a mezofillum sejtjeiben tapasztalhatd vas-eloszlas mintazatanak
értelmezéséhez a levelek sejtjeinek vas-homeosztazisanak egyes Kkitlintetett szereppel bird
elemeinek expresszigjat vizsgaltuk. A relativ génexpresszids mintdzatok (9. dbra) azt mutatjak,
hogy a hasonld funkcidoban szerepet jatszo transzportfehérjék génjei hasonlod kifejez6dési
mintazattal is rendelkeznek. Az organellaris vas-importtal kapcsolatos gének: a mitokondrialis
MIT1 és MIT2, a vakudlumokhoz kotheté VTL2 és a kloroplasztisz MFL1 génje melyek
mindegyike az organellaris/kompartmentalis vasfelvételben jatszik szerepet, vashidny hatasara
magasabb, mig tobblet hatasara alacsonyabb expressziot mutatnak az optimalishoz képest (9.
abra A,B,C,D). Szemben az organellumokba/kompartmentekbe iranyul6 transzportrendszer
elemeivel, a Fe feltételezett sejten beliili remobilizacidjaval kapcsolatos elemek génjei: a
mitokondrium-citoplazma vas-kén-centrum bioszintézis 6sszekapcsolo ATM3, a Fe exporttal
Osszefiiggésbe hozott YSL4, a a mitokondriumhoz és a kloroplasztiszokhoz is kothetd6 NEET
fehérje, illetve a vakudlum vas-exporter a NRAMP3/4 esetében mind vashiany, mind vastobblet
hatasara csokkent a relativ transzkript-abundancia, mig az expresszio maXimuma optimalis
vasellatas soran volt megfigyelhet6 (9. abra E, F, G, H, I). A MIT1/2 illetve az NRAMP3/4
redundans funkcioja fehérjék, igy a mintazatuk nem feltétlen egyezik meg a hasonlo funkcid

ellenére sem.
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9. dbra: Organelldris vas transzporttal (fent), illetve vas remobilizdciéval kapcsolatos fehérjék (lent). Az aldhizds
szinei az organellumokat jelzik. Narancssdrga: mitokondrium; sététkék: vakuolum; sététzéld: kloroplasztisz. A
hisztogramok szinei a kezeléseket jelélik a jelmagyardzat alapjdn. A statisztikahoz egy-utas ANOVA proba volt

haszndlva, Tukey-féle post hoc teszttel (p<0,05; n=3*3 (biolégiai*technikai)

Diszkusszio

A szervek, szovetek, sejtek vashdztartasa erdsen szabalyozott rendszer, kevés informacio
all rendelkezésre arrdl, hogy a levelek vashéaztartasa, valamint a levelekben kialakuld vas-
eloszlasok milyen modon szabalyozottak. Vizsgalataink soran Arabidopsis thaliana névények
leveleinek vaseloszlas valtozasat, Fe felhalmozodasat, illetve levélsejtek vashaztartasat
vizsgéltuk. Az ICP-MS eredmények arra mutatnak ra, hogy a levelekben nem tortént
vasfelhalmozddas még szupraoptimalis vasellatds hatasara sem. Fontos megjegyezni azonban,
hogy bar a tobblet vasellatas dsszességében nem, XRF térképek alapjan eloszlasaban azonban
véltoztatta a levelekben a Fe mennyiségét. Mindemellett az optimalis kezeléshez képest nem
tapasztaltunk akkora kiilonbséget a vashiany esetén, mint amekkora kiilonbség volt a kezelések
kozott. A dFe novény levelének vastartalma részben az eldkezelésbdl, részben anyai hatasként
a magban raktarozott Fe remobilizacidjabol szarmazhat. Az XRF térképek eredményei alapjan
valosziniisitjiik, hogy az Arabidopsis rendelkezik egy olyan finoman szabalyozott rendszerrel,

mely vashianykor mind az elérhet6 Fe felvételét, mind annak a célba juttatasat segiti. A levelek
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sejtjeinek, illetve az egyes kompartmentek vas-igénye azonban telit6dni latszik. Bar expresszio-
analizisiinkben a mintavétel részletessége nem tette lehetdvé, hogy a levéllemezen beliili
eloszlas-valtozasok hatterében all6  génexpresszod-szintli  kiilonbségeket  vizsgaljuk,
feltételezhetd, hogy sejten beliili vas-igény telitési folyamatok (Solti és mtsai., 2012) is
hozzajarultak a laminan beliili eloszldsok kialakulasdhoz. Bar nem vizsgaltuk a ferritin
formajaban torténd vas-felhalmozodast, Brassica napus novényeken kapott eredmények
alapjan (Pham és mtsai., 2020) kevéssé tartjuk valdsziniinek, hogy a 100 uM vasellatas nagy
mennyiségli ferritin megjelenését indukalta volna. A kloroplasztisz ferritin megjelenésének
indukcidjahoz extrém koriilmények, igy vashianyt kovetéen alkalmazott >100 pM vas-sokk
alkalmazasa lett volna sziikséges (Lobréaux és mtsai., 1995; Ravet és mtsai., 2009). A ferritin

gének expresszidja tovabba szeneszcencia-fiiggo jelenség a levelekben (Cseh €s mtsai., 2022).

A lamina teriilete vas-eloszlds szempontjabol Osszességében homogénnak tekinthetd,
mely a levelek hossztengelyiikkel parhuzamos iranyban jobban megmutatkozik vizsgalataink
alapjan. A f6leg vashidnyos kezelés alatt jelentkezd, a levélalap iranydba mutatd csokkenés a
vas-jel intenzitdsaban Osszhangban lehet azzal, hogy a levélcstcs teriiletén nagyobb a
kloroplasztiszok denzitasa. Tekintettel arra, hogy a levelek vastartalmanak tulnyomo része a
kloroplasztiszokban talalhato (Terry és Abadia., 1987), a kloroplasztiszok denzitasa dontden
befolyasolhatja a levelekben a Fe eloszlasat. Horizontélis iranytl csokkenés, mely a foértol
tavolodd intenzitds csokkenés egyezést mutat azzal a feltételezéssel, miszerint a
szallitoszovetek, igy a floém vasleaddsa meghatdrozd szabdlyozd eleme a levelek
vaselosztasanak. Vashidny hatisara a szallitoszovetekbdl a mezofillum felé transzportalt Fe
mennyiség csokken, mely szabalyozas kapcsolatban lehet az OPT3 funkcidjaval (Kroh és Pilon,
2019). Vashiany hatasara az OPT3 kozremikodik a gyokerek vasfelvételi rendszerének
serkentéséhez (Jeong és mtsa., 2017). Amennyiben a gydkerek szamara nem elérhetd felvehetd
Fe, igy a levelekbe iranyuld vas-transzport is elmarad vashidnyos korilmények kozott, a

rezidudlis Fe mezofillum felé t6rténd leadasra tartdsan gatolt maradhat.

A sejteken beliili vas-eloszlasra mind a Fe hianya, mind a relativ tobblete hatast gyakorolt,
mely elsésorban a protoplasztok vastartalmanak értékeiben volt szembet{ind. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a kloroplasztiszok vastartalmaban is hasonlo jellegii tendenciakat mutattunk
ki. Mindazonaltal a protoplaszt-izolatumainkban a protoplasztonkénti vastartalom az sFe
mintdkban jelentdsebben kiilonbozott az oFe mintaktdl, mint a kloroplasztisz-izolatumokban.
A mezofillum sejtjeiben a Fe thlnyomo része a kloroplasztiszokban, azokon beliil is a

tilakoidmembranok fotoszintetikus apparatusaban talalhatéd (Terry és Abadia, 1987; Morissey
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¢s Guerinot, 2009; Castagna ¢s mtsai., 2009; Hantzis és mtsai., 2018), igy varhat6 volt, hogy a
protoplasztok vastartalmanak valtozasa egyezéseket kell mutasson a plasztiszok vastartalmanak
alakulasaval. Az sFe kezelés soran tapasztalt kiilonbségek azonban ramutattak, hogy bar
szupraoptimalis vasellatas esetén a plasztiszokba torténd vas-traszport lassul, sot leall (Solti és
mtsai., 2012; Sagi-Kazar és mtsai., 2021), alternativ vas-felhalmozodasi helyek megléte
feltételezhetd a protoplasztokban. Fontos megjegyezni, hogy a Fe felhalmozodasa, illetve a
felszabaduld/szabad Fe jelenléte a kloroplasztiszokban Fenton-reakcidhoz ¢és oxidativ
stresszhez vehetne (Dedk és mtsai., 1999; Jeong és Guerinot, 2009). Egyes szovetekben, illetve
egyes ¢€lettani allapotokban torténhet vasfelhalmozodas ferritin formajaban (Sagi-Kazar és
mtsai., 2022), de ebben az esetben is a Fe feltételezhetéen a fotoszintetikus struktarak
bontasabol szarmazik. A sejtfal emésztésének és igy az apoplaszt eltavolitasanak a mértékét
nem ellendriztiik, igy elképzelhetd, hogy a rezidualis apoplaszt rendelkezett vastartalommal is
(Nikoli¢ és Romheld, 2002; Nikoli¢ és Romheld, 2007). A reziduélis apoplaszt-szennyezésbol
eredd vastartalom jelenlétét erdsiti Pham és mtsai (2020) mérései is, ahol sFe kortilmények
kozott nevelt Brassica napus novények kloroplasztiszaiban hasonloképpen nem novekedett
jelentdsen a vastartalom, mig a levelek vastartalma szignifikdnsan magasabbnak adodott.
Fontos megjegyezni, hogy szupraoptimdlis vasellatds esetében a protoplasztok mellett a
kloroplasztiszok vastartalma annak ellenére addédott magasabbnak, hogy a vasfelvételi és a
transzport rendszerek tagjainak expresszioja csokkent. Mind a mezofillum-sejtek, mind a
mitokondriumok ¢és kloroplasztiszok vasfelvétele a redukcion alapuld uton mitkodnek (Sagi-
Kazar és mtsai., 2022), azonban fénynek kitett szovetekként a levelekben a Fe (Fe(l11)-citrat)
fotoredukcioja jelentds (Nikoli¢ és Romheld, 2007; Jeong és mtsai., 2008; Gracheva és mtsai.,
2022) és hozzajarulni latszik gatolt enzimatikus vas-redukcid mellett is a tovabbi, kismértékii
vastartalom-gyarapodashoz. Hasonloan a Fe tobbletéhez, a vashiany is — a vakuélumok mellett
- elsdsorban a kloroplasztiszokat érinti. Mindezek az eredmények ramutatnak, hogy bar a
mitokondriumok vasigénye jelentésen alacsonyabb a kloroplasztiszokéhoz képest, a sejtek
anyag-¢és energiaforgalmaban betoltott szerepiik esszencidlis, igy vasfelvételiik, és egyben a
1égzési elektrontranszportlanc miikodésének a fenntartdsa szabalyozasi szinten prioritast élvez
a kloroplasztiszokkal szemben (Vigani, 2012, Vigani és Hannikenne, 2018). A
felelések, melynek fontos szerepe van a hosszitavu transzportban és a kloroplasztiszok
vasfelvételében (Nunes-Nesi és mtsai., 2014). A vastartalom normalizalasat jelentésen neheziti,
hogy — elsésorban vashiany esetén — mind a levelek feliiletndvekedése, a mezofillum sejtjeinek

expanzidja, de a kloroplasztiszok divizidja is elmarad, illetve lecsokken (Nikoli¢ és Rombheld,
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crer

expresszioja €s milkodése, de a nettd sejtenkénti organellum-szam is dontden alakitja. A
vakudlumok vastartalmanak meghatarozasaban vizsgalatainkban zavar6 koriilmény lehetett a
kiilonbozé vakuolum-mérettel rendelkezd sejtek egyiittes jelenléte a kiinduldsi novényi
anyagban, hiszen a nagyobb expanzidt mutatd, igy feltehetéen magasabb vasellatashoz jutott
sejtek vakuolumai feliilreprezentalhattdk a mintat. Mint azt az XRF leképezési adataink is

mutattak, e kiilonbségek kis 1éptékii skalan is jelentdsek lehetnek.

A sejten beliili vas-transzport folyamatok a folyamatban fontos elemek relativ transzkript-
abundanciajan keresztiili megértésére tett 1épéseink ramutattak, hogy a kezelések hatasara
jelentds egyezések alakultak ki a kifejezddési mintazatokban. A mitokondriélis és vakuolaris
vasfelvételben szerepet jatszo elemek relativ génexpresszidja csdkkenést mutatott a novekvd
vasellatasra. Szemben azonban a laborunk altal korabban vizsgalt, plasztisz-vasfelvételben
szerept jatszo elemekkel (Pham és mitsai., 2020; Sagi-Kazar és mtsai., 2021), amely elemek
expresszioja vashiany hatdsara is csokkent, a mitokondridlis vasfelvételben fontos elemek
expressziojanak az érintetlensége megerdsiti a mitokondridlis vasellatas szerepét az anyagcsere
kiegyensulyozasaban vashianyos kortilmények kozott is. A Fe remobilizacidoban feltételezetten
érintett elemek terén mind a hidny és a tobblet hatdsara is expresszid szintli gatlas 1épett fel. Fe
hianyara a valasz értelme egyértelmiinek tiinik, hiszen az egyébként is kevesebb mennyiségii
Fe alapvetden meghatarozott beépiilési helyeken sziikséges, hogy maradjon. A Fe tobbleténél
azonban a szupresszid oka elsdsorban a Fe felszabaduldsanak a gétlasdban keresendd. Az
expresszios mintazatrdl, illetve az organellumokban mért vastartalmakrol Osszességében
elmondhat6, hogy vashiany hatasara a Fe els6ésorban a mitokondriumok felé iranyitodik.
Optimalis vasellatas alatt a kloroplasztiszokba irdnyuld vas-transzport is miikddik, mely
lehetdvé teszi a fotoszintetikus apparatus kifejlédését és mitkddését (Solti és mtsai., 2016).
Végiil szupraoptimalis vas-ellatas hatasara a sejten beliili vas-transzportért €s re-allokacidért
felelés elemek gatlasa figyelhetd meg, melynek a vas-felszabadulas kivédésében, igy az

oxidativ stressz elkeriilésében lehet szerepe.

Kovetkeztetések

A novények vashaztartasa mind szervi, mind sejtes és intracellularis szinten is erds
szabalyozas alatt all. Bar a Fe eloszlasa a féér és az érben szegényebb lamina k6zott meglepden

allandonak bizonyult, mégis csokkend vastartalom mérhetd a levélszél, illetve a levélalap
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iranyaba, mely kiilonbségek részben ontoldgiai folyamatok eredményeinek tekinthetdek.
Magas, de kiilondsen alacsony vasellatds mellett jellegzetesen megvaltozik a sejtek vas-
haztartasa, mely megnyilvanul a Fe sejten beliili lokalizacidjnak véltozasaiban is.
Szupraoptimalis vasellatds esetében az egyes sejt kompartmentek vastartalma jelentOs
stabilitast mutat, mig vas-tobblet csak izolalt mezofillum-sejtekben volt kimutathatd, mely
felveti a lehetségét, hogy vas-felhalmozodas fiziologiai korilmények kozott elsésorban az
apoplasztban, de legkevésbé a mitokondriumokban alakul ki. A szupraoptimalis vasellatas alatt
tapasztalt altalanos szupresszido a sejten beliili vas-transzport folyamatok intenzitasanak
csOkkenését mutatja, melynek szerepe lehet az oxidativ stressz elkeriilésében, egyben szintén
ramutat, hogy az organellaris szintli vas-felhalmozas fiziologiai koriilmények kozott nem

favorizalt folyamat.
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