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Tartalmi 6sszefoglalé

A mezdgazdasagi novényeket érintd abiotikus kornyezeti stresszorok, mint a so,
homérséklet, szarazsag vagy nehézfémszennyezés mellet az ipar fejlédésével a nanoanyagok
okozta stressz is kihivasok el¢é allithatja a novénytermesztést. Ilyenkor a novények nem érik el
hozamuk maximumat, csokkent novekedést és biomassza mennyiséget mutatnak, ezért a
novények stressz alatti fejlodését tdmogatd, a terméshozamot noveld eljarasok
tanulmanyozasa kiemelkedden fontos a tarsadalom szamara. A kiilonb6zé nanoanyagok
valtozatos tulajdonsagainak koszonhetden széleskorli hatast képesek gyakorolni a ndvények
novekedésére. A nagyobb mennyiségben a rhizoszféraba keriilé réz-oxid nanopartikulumok
(CuO NP) gatolhatjak a gyokérnovekedést, mig a nem esszencialis szilicium, illetve szilicium
alapi nanoanyagok szamos tanulmany szerint képesek enyhiteni a kiilonboz6 abiotikus
stresszorok, igy a nehézfémstressz hatdsait is. A CuO NP egyszikli novényekre gyakorolt
hatasanak korabbi vizsgalata soran kideriilt, hogy az eltérd tolerancidt mutatd novényfajok

gyokérnovekedés-gatlasanak hatterében eltérden valtozik a reaktiv jelmolekulak egyensulya.

A dolgozatomban a CuO nanopartikulum-indukalt stressz lehetséges enyhitését
vizsgaltuk szilicium-dioxid (SiO2 NP) nanopartikulummal elékezelt magokbol fejlédd
egyszikli csirandvényekben (cirok, buaza, rozs ¢és tritikalé), kiillonds tekintettel a

gyokérnovekedésére €s a hatterében huzddo nitro-oxidativ stresszvalaszokra.

A munka soran in vitro szemihidropénikus rendszert alkalmaztunk annak érdekében,
hogy kizardlag a nanoanyagok hatdsat tudjuk vizsgalni a novények csirdzasara és korai
gyokeérfejlodeésre, majd detektaltuk a reaktiv jelatviteli molekuldk egyensulydban €s a nitro-
oxidativ stressz eredményeként kialakuld fehérje tirozin nitracioban bekdvetkezd

valtozasokat.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a magok SiO2 NP eldkezelése képes volt
enyhiteni a CuO NP-indukalt gyokérnovekedés-gatlast cirok, rozs és buza esetén, mikdzben
tovabbi negativ kihatasa volt a tritikalé gyokérfejlodésére. A novekedési valaszok hatterében
novényfajtol és alkalmazott SiO2 NP-koncentraciotol fiiggd valtozasokat detektaltunk a
reaktiv jelmolekuldk gyokércsticsi mennyiségében, valamint valtozasok torténtek a fehérje
tirozin nitracio mértékében és megoszlasiban egyarant. Osszességében elmondhatd, hogy a
nanopartikulumok okozta stressz enyhitése mdas nanoanyagokkal Ilehetséges, aminek

hatterében komplex valtozasok allnak a reaktiv jelmolekulak homeosztazisaban.

Kulcsszavak: egyszikiiek, Si nanopartikulum mag elékezelés, CuO nanopartikulum

stressz, nitro-oxidativ homeosztazis



1 Irodalmi attekintés
1.1 A nanopartikulumok altalanos jellemzai

A nanopartikulumokkal valo kutatasok mar régebb ota zajlanak, els6ként Zsigmondy
Richard, az 1925-6s kémiai Nobel-dijas vegyész alkotta meg a nanométer kifejezést, a
részecskeméret jellemzésére. A modern nanotechnologia kiemelkedd alakja Richard Feynman
Nobel-dijas fizikus. Feynman, mar 1959-ben az Amerikai Fizikai Tarsasag iilésén elGadast
elutasitottdk. Mara az altala felvetett hipotézisek nagy része igaznak bizonyult. Feynman
eldadasa utan 1974-ben, egy japan tuddés, Norio Taniguchi definidlta eldszor a
nanotechnologia fogalmat, a nanométeres nagysagrendi félvezetok miikodésének leirasara. A
kovetkezd eldrelépés az 1980-as években tortént, amikor Kroto, Smalley és Curl a
Massachusetts Institute of Technology kutatéi felfedezték a fulleréneket, valamint Eric Dexler
megirta az “Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechnology” cimii konyvét. A
tudomanyag tovabb fejlédott, amikor egy masik japan tudos, Lijima szén nanocsoveket allitott
el6. Az azdta eltelt ido alatt megndtt az érdeklédés a nanotechnologia feltorekvo teriiletei
irant. A nanotechnologia ipari alkalmazédsa exponencialis novekedésnek indult, hatést
gyakorolva az orvostudomanytél kezdve az élelmiszer-és kozmetikai iparra, de

mezd6gazdasagra is egyarant [Hulla és tarsai, 2015].

A nanopartikulumok tgy definialhatéak, mint kisméretli, kornyezetiikt6l jol elkiiloniild
objektumok, amelyek mérete legalabb két dimenzidban az 1 és 100 nm kozotti tartomanyba
esik [1.abra]. A nanopartikulumoknak nagyon valtozatos tulajdonsagaik lehetnek az alapjan,
hogy milyen az Osszetételiik, eredetiik, ¢s hogyan allitottak eld. Osztalyozasuk az anyagi
Osszetétel alapjan négy nagy csoportba oszthatd: (1) szervetlen alapti nanoanyagok, melyek
kiilonboz6 fém és fém-oxid nanoanyagokat foglalnak magukba (pl réz-oxid); (2) szénalapt
nanoanyagok, mint a fullerének és szén-nanocsovek; (3) szerves alapti nanoanyagok; (4)
kompozit alapt nanoanyagok, amelyek az el6zdek tetszleges kombinacidjabol késziilnek és

bonyolult szerkezetiiek [Kartick és tarsai, 2021].



Antitest
V.S Csavar
Gl l:ik(')l Riboszoma

Baktérium

b 4 Al " - _"A r
i - Vorosvértest  Sejt Ceruzahegy I\
HHI l | | | | | | 1 J

10! 10° 10! 102 108 104 10¢ 10¢ 107 10%
L‘é $ . .
52 Ay P wil R
Qo W ERS

Fullerén  Dendrimer I:;':'t““m Nanopartikulum  Maghéj ~ Liposzoma  Polimer
1.abra: Kiilonb6zé biomolekulak és targyak segitségével abrazolt méretaranyok

osszehasonlitdsa [Shukla és tarsai, 2021].

A nanopartikulumok szintézisét kémiai, fizikai és biologiai modszerekkel végzik. Fizikai
modszerek kozé sorolhatdak tobbek kozott az elektrokémiai, ultrahangos, besugarzasos,
parologtatasos és kondenzacios folyamatok. A kémiai modszerek lehetnek mikroemulzio,
mikrohullamu és hidrotermalis szintézis folyamatok. Biologia modszerrel vald eldallitasuk is
lehetséges baktériumok, cianobaktériumok, gombak, algdk ¢és ndvények kivonatanak
eldallitasaval, valamint mezégazdasagi hulladékok felhasznalasaval is [[jaz és tarsai, 2020;
Razak és tarsai, 2022]. A részecskék szintézise alapvetden két mddszerrel torténhet, feliilrdl
lefelé és alulrol lefelé iranyulo eljarasokkal [Ayuk és tarsai, 2017] [2.abra]. A feliilrél lefelé
iranyul6 modszerekben nagyobb anyagokat bontanak kisebb molekulakra pl. mechanikus
marassal, amely egy szaraz szintézismodszer [Hamatani és tarsai, 2022]. Ezzel szemben
nedves modszereknek nevezik azokat a fizikai, kémiai és bioldgiai eljarasokat, amelyek
alulrol felfelé iranyulnak. Ezek épitkez6 moddszerek, itt az anyag molekularél molekulara,

aggregalodva épiil fel [De Oliveira és tarsai, 2020].
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2.dbra: A nanopartikulumok szintézisének modszerei [Naaz és tarsai, 2023].

Az elmult évtizedekben a nanotechnologia széleskorli alkalmazasa a kiilonféle
iparagakban szamos helyen eredményezte a nanopartikulumok megjelenését, koztik a
mezOgazdasagban. Ebben az agazatban a nanoanyagokat szamos modon hasznaljak fel,
tobbek kozott tragyazasnal, kartevd irtasban és mag elékezelésben. Elmondhato6 az is, hogy a
nanopartikulumok kijutasa nem csak a direkt alkalmazasuk révén keriilhet a mez6gazdasagi
talajokba, hanem véletleniil, egyéb emberi tevékenység hatdsara is. Fontos, hogy a
nanopartikulumok statikus természete, valamint a talajjal és levegével vald kolcsonhatasai
miatt a novények ki vannak téve a kornyezetbe keriild részecskék hatasainak. Az elmult
néhany évben beszamoltak szamos karos hatasrol, melyek fliggtek a nanopartikulumok
tipusatol, forrasatol, részecske méretétél és a novényfajtol egyarant. A nanopartikulumok
karositjdk a sejtosztodads stadiumait szamos novény gyokércsucsaban és megvaltoztattdk a
gyokérnovekedéssel kapcsolatos gének expresszidjat. Kozvetett toxicitast is okoznak azaltal,
hogy megvaltoztatjak a talaj baktériumkozosségeit, mas szennyezdanyagok felvételét idézik
eld. Elmondhato, hogy egyarant novelhetik vagy csokkenthetik a terméshozamot, €s
bekeriilhetnek a taplaléklancba, jobbara ismeretlen kovetkezményekkel az emberekre és
allatokra nézve [Rizwan és tarsai, 2017].

A nanopartikulumok széleskorii alkalmazasuknak kdszonhetéen konnyen jutnak a talajba,
ahol hosszu ideig 1étezhetnek [3.4bra]. Befolyasolhatjak a talaj fizikai kémiai tulajdonsagait,

igy megzavarva a talaj mikrobidlis miikodését, a ndvények ndvekedését és terméshozamat.



[Rajput és tarsai 2018]. A nanopartikulumok jelen vannak a szennyviziszapban is, amely
mezdgazdasagi hasznositdsa réven is bekeriilhetnek a kornyezetbe igy szennyezve a
talajkornyezetet és kozvetlen kapcsolatot alakithatnak ki a mezégazdasagi novényekkel [Brar

¢s tarsai, 2010]

™ &

— Kornyezet ) )
Festékek Csomagolas

@ 4 A Gyogyszerek
) 4
ot Félvezetok (

— > ,X “
Nanopartikulumok = \ / COOOC
&2 Elektronika
-

Autoipar )|
S =

‘el

<€ Nanopartikulumok

Bio-ipar
Textiliak : =
Y
0 .
Energia
Kozmetikumok

3.abra: Nanopartikulumok kornyezetbe keriilésének lehetséges forrasai [Rastogi és tarsai,
2017].

A nanopartikulumok felvétele, szallitasa ¢és felhalmozodasa fligg a részecskék
tulajdonsagaitdél, mint példaul a méret, alak, kémiai Osszetétel, emellett a ndvény
kornyezetétdl és allapotatol [Wang és tarsai, 2022]. A ndvények gyodkereinek
membrantranszporterei, aquaporinjai, hordozéfehérjéi és csatorndi keriilnek kapcsolatba a
nanopartikulumokkal, melyek segitségével belépnek a sejt belsejébe [Ma ¢és tarsai, 2008].
Belépés utan az apoplasztikus uton torténik a szallitas, azonban elakadhatnak a
sejtmembrannal vagy a Caspary-csikndl, igy a mozgas szimplasztikus tutra valt [Rico és tarsai,
2011]. A nanopartikulumok tomoriilhetnek, és a nagy méret akadalyozhatja a sejtfalbol a
sejtmembranba vald belépést [Popp é€s tarsai, 2005].

1.2 Réz-oxid nanopartikulumok

A réz (Cu) konnyli megmunkalhatosaga miatt meghatirozo szereppel birt az emberiség
kultartorténetében. A réz a foldkéregben egy gyakran eléforduld atmenetifém. lonjai képesek
elektronokat fogadni, illetve leadni, ezaltal pedig magas redoxpotencialt mutatnak [Foley és
tarsai, 2002]. J6 aram- és hovezetd képességének kdszonhetden széles korben alkalmazzak. A

novények szdmara esszencidlis mikroelem. Részt vesz szdmos f6 ¢lettani ¢és biokémiai



folyamatban, mint a fotoszintézis, mitokondrialis 1égzés, és az oxidativ stressz valasz
[Marschner, 2011]. Magas koncentracioban toxikus, csokkenti mas elemek felvételének
hatékonysagat, oxidativ stresszt 0koz, karositja sejtkomponenseket, valamint a fotoszintetikus

pigmentekre is negativ hatassal van [Shabbir és tarsai,ui 2020].

A fém-oxid nanopartikulumok, mint a CuO, egyike a legfontosabb nanopartikulumoknak.
Olyan lényeges elemet tartalmaz, amely elengedhetetlen a novény megfeleld fejlodéséhez,
valamint az emberben lejatsz6dod anyagcsere folyamatokhoz is. Kivalo vezetdképességgel,
katalitikus aktivitassal, és antimikrobialis tulajdonsaggal is rendelkezik [Rajput és tarsai,
2018]. Ezen tulajdonsagainak kdszonhetden szamos felhasznalasi modjuk 1étezik, példaul
miutragyakban, iivegekben, keramiakban, fényérzékeny elektromos eszkdzokben,

félvezetokben réz helyettesitésére [Ochoa és tarsai, 2018].

A réz-oxid nanopartikulumokat szamos kiilonféle modszerrel lehet eldallitani. A szamos
eljaras koziil a leggyakrabban alkalmazott mddszerek a hdbontés, kémiai kicsapds, valamit
szol-gél eljarasok mind kiillonb6z6 méreti és tulajdonsagii  nanopartikulumokat
eredményeznek [Grigore és tarsai, 2016].

1.3 Réz-oxid nanopartikulumok altalanos hatasai a névényekre
A CuO nanopartikulum névényekbe torténé felvétele, szallitasa, bioakkumulacidja fiigg a

legtobb esetben a gyokéren keresztiil jutnak be a névényekbe, mivel elsédlegesen a gyokér az
érintett szerve a nanopartikulumok talajszennyez6 hatasanak. A gyokerek altal felvett
nanopartikulumok szallitasat, és elosztasat a tovabbi szovetek felé a xilém végzi. A gyokér
mellett tovabbi bejutasi pontot jelentenek a fold feletti ndvényi szdvetek, mint a kutikula,
sztomak, trichomak, valamint a kiilonb6z6 sériilések [Rico és tarsai, 2011].

A CuO nanopartikulumok a bejutast kovetden két modon hatnak a ndvényekre, vagy
rezet szabaditanak fel, vagy részecskestresszt okoznak, aminek hatterében a reaktiv
oxigénformak (ROF) képzddése all [Rajput és tarsai, 2018a]. A felszabaduld réz a névények
szamara esszencialis mikroelem, azonban magas koncentracioban mérgez6. Az abiotikus
stressz, kivaltképp a nehézfémek ROF és reaktiv nitrogénformdk (RNF) tulzott mértékii
képzddéséhez vezet. A ROF leggyakoribb képvisel6i a szuperoxid-gyokanion (O27), szinglet
oxigén (*O2), hidrogén-peroxid (H202) és oxigéngyok (O) [Hossain és tarsai, 2015], melyek
f6 célpontjai a sejtek. A ROF karos hatdsai kozé tartozik a membranlipidek peroxidacioja,
amely tovabbi toxikus vegyiileteket general, tovabba csokkentik a DNS és RNS tartalmat,

valamint fehérjéket és enzimeket gatolnak [Madian és tarsai, 2010]. A nitrozativ stressz alatt a



nitrogén-monoxid (NO) és az ebbdl képzddd rokon molekuldk altal kivaltott stresszt értjlik,
melynek célkeresztjében a fehérjék dllnak. A ROF ¢és RNF metabolizmusanak
Osszefliggésének egy jol szemléltetd példaja a szuperoxidgyok anion és NO reakcidja, amely
peroxinitritet termel és ez altal fehérje tirozin nitraciot idéz elé [Gow és tarsai, 2004]. A
fehérjék nitracidja egy irreverzibilis folyamat, ami egy nitrat csoport hozzaadasat jelenti a
tirozin aminosav aromds gylriijének ortho szénatomjan [Radi, 2004]. Ez a modositas a
fehérjék funkcidvesztését és gyors lebomlasat IS eredményezheti, emiatt jelzésértékii a
nitrozativ stressz stlyossaganak szempontjabol [Corpas és tarsai, 2007] A 4. Osszefoglald

abran lathat6 a nanopartikulumok hatdsa a novényekre.
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4.abra: Osszefoglalé abra a nanopartikulumok névényekre gyakorolt hatdsairol

[Murali és tarsai, 2022].

Nivenyi hormon valtozas

Apoptozis és nekrozis Enzimatikus és nem enzimatikus
antioxidansok eléallitiza

1.4 A réz-oxid nanopartikulumok hatisa egyszikiiekre
A réz-oxid nanopartikulumok hatasat vizsgalva egyszikii novényekben a kisérletek

jelent6s szama rizsre, buzara és kukoricara iranyult. A rizs (Oryza sativa L.) esetében

novekedés-gatlast figyeltek meg, az alkalmazott koncentraciok és kisérleti rendszerek



tobbségében [Feigl, 2023]. Ezzel szemben a buzaval (Triticum aestivum L.) végzett kisérletek
valtozatos eredményeket produkaltak. Bizonyos esetekben a nanopartikulumok alkalmazasa
pozitiv hatast valtott ki, ndvelve a novények novekedési paramétereit és terméshozamat
[Badawy ¢s tarsai, 2021]. Mas tanulméanyok koncentraciofiiggd valtozast mutattak ki. Magas
nanopartikulum koncentracié ndovekedést indukalt, alacsonyabb viszont csokkent novekedést
eredményezett [Ibrahim és tarsai, 2022]. Kukoricaval (Zea mays L.) végzett kisérletekben a
gyokér és hajtasnovekedés csokkent a nanopartikulumok hatasara, hidroponikus és talaj
rendszerekben egyarant. Az arpa eltéré valaszt mutatott a kezelés koncentraciojatol és
id6tartalmatol fiiggéen [Feigl, 2023]: in vitro kisérletekben a nanopartikulumok hozzaadasa
javitotta az arpa (Hordeum vulgare vagy Hordeum sativum L.) csirazasi képességét [Kadri
tarsai, 2022], viszont talajkisérletekben ndvekedés visszamaradasa figyelhetdé meg

[Burachevskaya és tarsai, 2021; Fodorenko és tarsai, 2021].

Vizi egyszikiiek, a Landoltia punctata (G.Mey.) [Shi és tarsai, 2011] és a Lemna minor
(L.), tekintetében is végeztek vizsgalatokat: mindkét novény esetében novekedésgatlas
tapasztalhato a nanopartikulumok koncentraciojatol és méretétdl fiiggetleniil [Song és tarsai,
2016; Koce ¢s tarsai, 2017; Yue és tarsai, 2018]. Az eddigi tanulmanyok alapjan elmondhato,
hogy az egyszikiiek legtobb esetben negativan reagaltak a CuO nanopartikulumos kezelésre.

2 Aszilicium altalanos jellemzése

A szilicium a foldkéreg masodik leggyakoribb eleme az oxigén utan. Fémes elem, amely
tobb mint 370 kdzetalkotd dsvanyban megtalalhato, igy a legtobb talajtipus részét képezi. A
természetben haromféle oxidacids allapotban 1étezik, ezek a -4, +2 ¢és a +4. A legtobb
talajképz0 kézetben a +4-es oxidacios allapot a leggyakoribb el6fordulasu [Tubafia és

Heckman, 2015].

A kiilonb6zo talajokban a szilicium mennyisége 23-35 tomegszazalék kozott valtozik,
azonban a legtobb szilicium vegyiilet oldhatatlan formaban talalhaté [Richmond és Sussman,
2003; Prychid és tarsai, 2003]. Novényekben fajonként valtozé6 a mennyisége, ami a
kiillonbozo felvételi képességgel bird szilicium transzporterekkel magyarazhaté [Hodson és
tarsai, 2005; Deshmukh és Bélager, 2016]. A szilicium a talajban szilikagél, szilicium-dioxid
és szilikat formdban fordul eld. Ezen feliil halmazallapota szerint megkiilonboztetiink szilad
és folyékony format. A szilard fazis tilnyomo tobbségben kvarcbodl tevddik Ossze, kristalyos
szilikatformakkal, amorf szilicium-dioxiddal, valamint agyagasvanyokkal egyiitt [Savant és
tarsai, 1999]. A szilicium folyékony fazisban elsésorban ortokovasavként van jelen [Casey,

2003], de megtalalhaté még, szervetlen anyagokkal és szerves szilicium vegyiiletekkel képzett
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komplexek formajaban is. A szilicium az emberi egészség egyik kulcsfontossagi nyomeleme,
emellett a novények egészsége szempontjabol is meghatarozo: Kkilonbozoé kornyezeti
koriilmények kozott enyhiti az abiotikus stresszek szamos formajat [Martin, 2013; Ali és
tarsai, 2013].
2.1 A szilicium nanopartikulumok felvétele és szallitasa

Rao és munkatarsai [2017] arrél szamoltak be, hogy szamos szallitéfehérje, mint az Lsl,
Ls2 és Ls6 hatékonyan szallitja a Si-nanopartikulumokat a gyokerektdl a hajtas felé. Az Lsl
gén kifejezodése magasabb volt a gydkerekben Si-nanopartikulumos kezelés utan. Az Lsl és
Ls2 gén expresszidja sostressz alatt is novekedett rizsnovényekben Si-nanopartikulumos
kiegészités mellett, ami azt mutatja, hogy ezek a transzporterek hozzéjarulnak a felvételhez és
szallitashoz [Jadhao és tarsai, 2020; Yamaji és tarsai, 2015]. A Si- nanopartikulumok

szallitdsanak Osszefoglaloja az 5. dbréan lathato.

Si-nanorészecskék

A noveény és a
nanoreészecskék
kolcsonhatasa

Caspary-csik

5.abra: Az Si- nanopartikulumok szallitasa névényekben [Haleema és tarsai, 2023].

2.2 Szilicium nanopartikulumok hatisa névényekre

A szilicium novényekre gyakorolt jotékony hatdsat szamos korabbi tanulmany
alatdmasztja. Az elénydk tobb mechanizmuson keresztiil is kimutathatéak. Az amorf
részecskék képezhetnek egyfajta mechanikai gatat a korokozokkal szemben, emellett lignin,
fitoalexinek és fenolok szintézisén keresztiil fokozhatjak a védekezOképességet [Guntzer és
tarsai, 2012; Ma és tarsai, 2006]. A védekezésben jatszott szerepén tll, a magok csirazasban is
kifejti pozitiv tulajdonsagait. A Si-nanopartikulumokkal torténd el6kezelés javitotta a magok
atlagos csirazasi idejét, és novelte a palantak friss és szaraz tdomegét paradicsom ndvényekben
[Siddiqui és Al-Wahaibi, 2014]. A szilicium tovabba megemelte Changbai vordsfeny6

(Larixolgensis) palantak atlagos magassagat, a fogyokerek hosszat, atmérdjét, valamint az
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oldalgyokerek szamat [Bao és tarsai, 2004]. A kiilonb6z6 koncentracidban (5 g/L és 3 g/L)

alkalmazott Si-nanopartikulumok noévelték a paradicsom levélszamat, és novények
magassagat IS [Fitriani és Haryanti, 2016]. Mindezek mellett a fotoszintézis folyamatat is
segiti ugy, hogy noveli a fotoszintetikus pigmentek szintézisét, az elektrontranszport

sebességét és a fotokémiai kioltast [Siddiqui és tarsai, 2014; Xie és tarsai, 2012].

| Nehézfém ellenallds

Netté fotoszintézis fenntartasa |

/7[ Sejtvédelem 1

Biotikus stressz ellenallas l

Novekvo ellenallo képesség
; /)I Vizstresszallosag |
| Lerakodas

i UV-B védelem

gyokerszorokben
Csokkenti az oxidativ
stresszt

A

l Sejtfal szilifikacio J

l Gyskeér altali felvétel \

l | Befolyasolja a hormonokat l

Noveli a talaj termékenysége% T

FET]

h

Sejtek kozotti jelatviteli foly tok el

)

|

6.dbra: Altaldnos ésszefoglalé a Si- nanopartikulumok hatdsairél [Goswami és
tarsai,2022].

2.3 Szilicium hatasa abiotikus stresszfolyamatok esetén

Szamos kutatas kimutatta, hogy a szilicium alkalmazasa képes szamos abiotikus stressz
negativ hatdsait enyhiteni [Frew és tarsai, 2018]. Megfigyelték, hogy a szilicium képes volt
tobb mddon is a sostressz hatdsait enyhiteni, igy példaul képes megvaltoztatni a gyokérsejtek
membranjanak ateresztoképességet, ezzel stabilizdlva a szerkezetiiket, valamint blokkolhatja a
s0 aramlasat a gyokerekben [Luyckx és tarsai, 2017]. A szilicium hatékonyan képes tovabba
megelézni, vagy csokkenteni a szarazsagstresszt, mivel segit fenntartani az ozmotikus
egyensulyt, tdAmogatja az asvanyi anyagok felvételét, és aktivalja a novények antioxidans
védelmi rendszerét [Gunes és tarsai, 2008]. Szamos ndvényfaj esetében bizonyitott tovabba,
hogy a szilicium segit mérsékelni a hdstressz hatasait [Malhotra és Kapoor, 2019]. Beépiilve a

xilém sejtjeinek falaba, igy elleallova téve azokat [Takahashi és Kurata, 2007].

A fémtoxicitds jelentés kovetkezményekkel jar az egész Okoszisztémdra, amelyben a

novények kulcsfontossagu résztvevok. Azok a ndvények, amelyek fémekkel szennyezett
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kornyezetben nének, csokkent novekedést és magas fémfelhalmozdodast mutatnak [Liang és
tarsai, 2007]. A nehézfémek magasabb koncentracidja 1ényegesen befolyasolja a kritikus
2015]. A nehézfémek gyakori hatasai kozé tartoznak a klorozis, csokkent biomassza,
fotoszintézis gatlasa, megvaltozott tdpanyag asszimilacid, Oregedés, amely tulajdonsagok
végsd soron a novények pusztuldsdhoz vezetnek [Ali és tarsai, 2011; Bhat és tarsai, 2019]. A
szilicium nehézfém stressz tiineteit is képes enyhiteni, egyrészt azaltal, hogy lerakodhat a
sejtek kozotti terekben, igy géatolva meg a nehézfémek ndvényen beliili mozgésat [da Cunha
¢s do Nascimento, 2009]. Emellett a szilicium vegyiiletei képesek komplexeket 1étrehozni a
nehézfémekkel igy csapddzva azokat. A szilicium hatassal van a novényen beliili fémion
kompartmentalizaciojara és elosztasra [Adrees és tarsai, 2015]. Tovabba morfologiai
valtozésokat is okozhat, példaul megnoveli a levelek méretét, szamat, a gydkerek hosszat és

tomegét, illetve megvaltoztatja a névényi hormonok termelését [Hernandez-Apaolaza, 2014].
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3  Célkitiizések
Az ipar fejlodésével egyre szélesebb korben elterjedt a nanopartikulumok, mint a réz-

oxid hasznalata, amely mig kis mennyiségben pozitiv hatast gyakorolhat a ndvények
fejlodésére, mint mikroelem-forras, azonban magas koncentracioban részecskestresszt
okozhat. Szamos tanulmany beszamolt arrdl, hogy a szilicium, annak ellenére, hogy nem

esszencialis tdipanyag, mérsékelheti bizonyos névényi stresszorok hatasat.

A munkank alapjaul egy korabbi tanulmany eredményei szolgalnak, ami szerint az 50%-
os gyokérnovekedés-gatlast okozd CuO-nanopartikulum stressz eltéré nitro-oxidativ valaszt
valtott ki a relativ érzékeny cirok és a tolerans btiza, rozs és tritikalé gyokereiben. Ennek
folytatasaként, a dolgozatban elséként vizsgaljuk CuO nanopartikulum-indukalt stressz
lehetséges enyhitését  szilicium-dioxid nanopartikulum mag-el6kezeléssel — egyszikii
csirandvényekben, aminek soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt.

e Képes-e modositani, és ha igen, hogyan a magok szilicium-dioxid
nanopartikulummal torténd elokezelése a beldliik fejlodd csirandvények 50%-
0s gyokérnovekedés gatlast okozd réz-oxid nanopartikulum-koncentraciora
adott gyokérndvekedési valaszat?

e Hogyan valtozik a reaktiv jelmolekuldk egyensulya a moddosult
gyokérnovekedési valaszok hatterében?

e Hogyan valtozik a fehérje tirozin nitraci6 intenzitasa és mintazata a szilicium-
dioxid nanopartikulum mag-el6kezelés hatasara réz-oxid nanopartikulum
stressz alatt, mutat-e ez Osszefliggést a moddosult gyokérnovekedési

valaszokkal?
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4 Anyagok és mdédszerek
4.1 Felhasznalt novények

A felhasznalt kisérleti ndvények magjait a szegedi Gabonakutatd Nonprofit Kft.
biztositotta. A kdvetkezd egyszikiieket hasznaltuk: cirok (Sorghum bicolor L., GK Emese),
rozs (Secale cereale L., Wibro), tritikalé (x triticosecale, GK Maros) és btiza (Triticum
aestivum L., GK Békés).

4.2 Nanopartikulumok

A kisérlet soran két kiilonb6z6 féle nanopartikulumot alkalmaztunk.

Korabbi kisérletek soran meghataroztuk a vizsgalt ndvényfajok gyokérndvekedését 50%-
ban gatlo CuO nanopartikulum koncentraciokat [Kacziba és tarsai, 2023]. A relativ érzékeny
cirok esetében ez a koncentracid 50 mg/L, mig a relativ tolerdns rozs, tritikdlé és buza
esetében 150 mg/L volt. A CuO nanopartikulumokat modositott precipitacios modszerrel
készitették [Phiwdang és tarsai, 2013; Molnar és tarsai, 2020 (b)]. A CuO nanopartikulumokat
korabban transzmisszids elektronmikroszkoppal vizualizaltak, ami azt mutatta, hogy elipszoid
¢s palcika alakuak, a részecskék laza aggregatumokat alkottak. A részecskék atlagos mérete

48, 2+ 6,3 nm volt.

A magok elékezeléséhez egy 10-20 nanométeres részecskeméretli szilicium-dioxid
nanoport (Sigma-Aldrich, 637238) hasznaltunk, amelyb6l kiilonboz6 koncentracidju
szuszpenziot készitettiink (100, 200, 400 és 800 mg/L) 30 perces ultrahangos szonikalassal. A
magokat 6 oran keresztiil kezeltiik a szuszpenzidkban, s6tétben, szobahdmérsekleten. A 6 6ra
elteltével eltavolitottuk a magokat a folyadékbol, majd 24 o6ra alatt megszaritottuk és
felhasznalasig hiitdszekrényben taroltuk.

4.3 Kisérleti rendszer

Az els6 lépés a kisérlethez hasznalt, kezeletlen és elokezelt magvak csiraztatasa volt iveg
Petri-csészékben. A kisérletek in vitro, szemihidroponikus rendszerben torténtek, steril, két
réteg sziirGpapirral bélelt Petri-csészékben. A szlir6papirokat 5 ml ioncserélt vizzel (kontroll),
vagy 5 ml, korabban meghatarozott réz-oxid nanopartikulum-szuszpenzioval itattuk at.
Minden csészébe 10 magot helyzetiik egyenlden elosztva, majd jeldltiik és lezartuk azokat
foliaval. A foliaval lezart csészéket 5 napra novényneveld szobaba helyeztiik, ahol kontrollalt
koriilmények kozott csirdzhattuk, 250 pmol m™ s fényintenzitassal megvilagitva (fehér LED
5700 K), tavoli voros kiegészitéssel (PSI, Drasov, Csehorszag) 12 dras nappali €s sotét

periodussal, valamint 55-60%-o0s paratartalommal 2542 °C hdmérsékleten.
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4.4 Gyokérnovekedési paraméterek vizsgalata

A termesztési ciklus végén megmértik a ndvények fOgyokérhosszat, valamint
megszamoltuk a gyokereket, illetve oldalgydkereket
4.5 Reaktiv jelmolekulak detektalasa

A szuperoxid gyok-anion kimutatasahoz 10 uM-os dihidroetidiumot (DHE) hasznaltunk
Tris-HCI-ben (10 mM, pH 7,4). Az inkubacioés id6t (30 perc 37 °C sotétben), majd kétszeri
mosast kovetden kihelyeztiik a megfestett gyokereket targylemezre [Pet6 és tarsai, 2013].

A hidrogén-peroxid meghatdrozasa 50 uM  Amplex Red (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazin) fluoroférral tortént. EQy 20 perces inkubaciot kovetden a gyokéreket

egyszer mostuk Na-foszfatpufferben (50 mM, pH 7,5) [Lehotai és tarsai, 2012].

A NO kimutatasdhoz a gydkércsucsokat DAF-FM DA (4-amino-5metilamino-2,7 -
difluorofluoreszcein diacetat) festékoldatba helyeztiik, 10 uM-0s koncentracioban. A festés
30 perc alatt sotétben tortént, majd kétszeri mosast kovetden kihelyeztiik a megfestett
gyoOkereket targylemezre, és fluoreszcens mikroszkop segitségével dokumentaltuk [Kolbert és

tarsai, 2012].

A peroxinitrit vizsgalata APF festékkel tortént. A mintdkat szobahOmérsékleten ¢és
kétszer mostuk Tris-HCI (10 mM, pH 7,4) pufferben, majd targylemezre helyeztiik és
fluoreszcens mikroszkop segitségével detektaltuk [Chaki és tarsai, 2009].

A hidrogén-szulfid kimutatasra WSP-1 (Washington State Probe 1) fluoreszcens festéket
hasznaltunk. A ndvényi gyokereket foszfat pufferrel mostuk, majd hozzaadtuk a WSP-1
festéket 15 mM-os koncentracioban (20 uM Hepes-NaOH, pH 7.5 pufferben készitve).
Szobahdmeérsékleten 40 percen keresztiil inkubaltuk, majd 3 desztillalt vizes mosast kdvetden
targylemezre helyeztiik, és fluoreszcens mikroszkop segitségével dokumentaltuk [Li és tarsai,
2014].

4.6  Sejtfalmodosulasok vizsgalata

Difenil-bosrav-2-amino-etil-észter (DPBA; 0,25 tomeg/térfogatszazalék, desztillalt
vizben, 0,005 térfogatszadzalék Triton X-100-zal eldallitva) festék alkalmazhaté a kvercetin
kimutatasara. A gyokereket 7 percre festékoldatba helyeztik ¢és szobahOmérsékleten
inkubaltuk. Az inkubacios 1d6 letelte utan egyszeri desztillalt vizes mosast kovetkezett. A
gyokereket targylemezekre pakoltuk, majd legvégiil a fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk

[Sanz és tarsai, 2014].
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Anilin-kék festéket hasznaltunk kalloz vizsgalatara. A gyokércsucsokat 0,1%-0s anilin
(1M glicinben oldva) festékoldatba helyeztiik, és 5 percig inkubaltuk. Ezt kovetden a mintdkat
egyszer desztillalt vizzel mostuk és fluoreszcens mikroszkoppal detektaltuk [Feigl és tarsai,

2015].

4.7 Festési technikak mikroszkopos hattere

A novények gyokércsucsainak vizsgalatat minden esetben Zeiss Axiovert 200 M inverz
mikroszkopon (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) végeztiik. A mikroszkophoz csatlakozik egy
nagy felbontasu digitalis kamera (Axiocam HR, HQ CCD, Carl Zeiss, Jena, Németorszag). Az
altalunk hasznalt mikroszkop sziir6i kiilonb6zé excitacios és emisszids tartomannyal
rendelkeznek. A reaktiv nitrogénformak kimutatasara alkalmazott festési technikak esetében a
10-es sziiré-szett (exitacios hullamhossz tartomanya: 450-490 nm, emisszids tartomany: 515-
565 nm) bizonyult megfelelének. A DHE, DPBA és WSP-1 esetében pedig a 9-es sziird-szett
(excitacios hullamhossz tartomanya: 450-490 nm, emisszios tartomany: 515-c0 nm) volt
megfeleld. Anilin-kék esetében 49-es sziird-szett (excitacios hullamhossz tartomanya: 365nm,
emisszioés tartomany 445-50 nm), mig 20HE-sziiré-szetett hasznaltunk Amplex Red
kimutatasra (excitaciés hullamhossz tartomanya: 546/12 nm, emisszios tartomany 607/80
nm).

A novények gyokerének osztodasi zonajarol készitett felvételeket az Axiovision Rel. 4.8
szoftver segitségével elemeztiik. A pixel intenzitast egy 50 mikrométer sugart kérben mértiik,

mely ardnyos a detektalt molekula mennyiségével.

4.8 Western blot

fehérjekivonat elkészitéséhez eldszor a megfeleld mennyiségli gydkérmintat hiitdtt mozsarban
kétszeres mennyiségii kivonopufferben (50 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 % TritonX-100
és 10% glicerol) homogenizaltunk. A mintat 12000 rpm-en centrifugaltuk 20 percig 4 °C-on.
Ez utan a feliiliszot denaturaltuk nemredukalé mintapufferrel. A denaturalt fehérjemintakat
SDS poliakrilamid (4% stacking, 12% running) gélre vittiik fel, és gélelektroforézisnek
vetettiik ald, amely hatdsara a fehérjék méret szerint elkiiloniiltek. A szeparalddott fehérjéket
PVDF membranra transzfereltiik, majd jel6ltiikk 1:2000 aranyban higitott 3-nitrotirozin elleni
antitesttel jeloltiik, (4 °C, egy éjszaka) [Corpas és tarsai, 2008]. Masnap alkalikus foszfatazzal
konjugalt 1:10000 aranyban higitott masodlagos antitestet hasznaltunk az immuno-detekciora.

Végezetiil a nitralt fehérjék lathatova tételére BCPIP/NBT reakciodt végeztiink.
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4.9 Statisztikai elemzés
Az eredmények atlag +standard hiba (s.e.) értékben tiintettiik fel. A statisztikai elemzések

soran a mintak kozotti  kiilonbségek feltardsa érdekében tobbszords Gsszehasonlitd
elemzéseket végeztiink a SigmaStat 12 szoftverrel. A variancianalizist (ANOVA, P < 0,05)
alkalmaztuk, hogy meghatarozzuk a csoportok kozotti statisztikailag szignifikans eltéréseket.
Ezt kdvetden a Duncan-tesztet hasznaltuk a konkrét csoportok kozotti kiillonbségek részletes
vizsgalatara, lehetévé téve a poszt-hoc Osszehasonlitdsokat. Az igy kapott eredmények
megbizhatosagat és érvényességét a statisztikai szignifikancia szintje biztositotta, amely

alapjan a P-érték kisebb volt, mint 0,05.
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5 Eredmények
A kisérletek soran elészor azt vizsgaltuk meg, hogy a SiO2 NP mag elékezelés hogyan

hatott a vizsgalt fajok gyokérndvekedésére 50%-0s novekedésgatlast okozd CuO NP kezelés
mellett.

Gyokérhossz

Kontroll
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CuO+100 Si
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bcb bbb bb b
I THE E m CuO+400 Si
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7.abra: A CuO nanopartikulum stressz és SiO2 nanopartikulum eldkezelés hatdsa a
f6gyikérhossz valtozdsra. Az eredményeket datlag + standard hiba alakban tiintettem fel. (Az

eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a Duncan-teszt szerint P<0,05)

A 7. abran megfigyelhet6, hogy a magok SiO2 NP el6kezelése képes volt kompenzalni a
CuO NP-ok gyokérhossznovekedését gatlo hatasat a cirok, buza, valamint rozs esetében,
mikdzben a tritikalé gyokérnovekedését két koncentracidban is tovabb gatolta. A leginkabb
szembetlind pozitiv eredmény a cirok esetében figyelhet6 meg a 400 mg/L SiO, NP
koncentracional, mig 800 mg/L-es eldkezelés inkabb gatlban hatott a fOgyodkerek
novekedésére a tisztdn CuO NP-os kezelést kapott novényekhez viszonyitva. A buza esetén
tobb SiO2 NP elékezelés volt képes csokkenteni a CuO-indukalt gyokérnovekedés-gatlast, a
200, 400, 800 mg/L-es koncentraciok kozel azonos hosszndvekedést eredményeztek, melyek
koziil a 400 mg/L koncentracio érte el a legjobb eredményt. Rozs esetében a 100, 200 és 400
valaszt, mig a legmagasabb koncentracio kisebb mértékben, de még mindig javitotta a
gyékémévekedést a tisztan CuO NP-os kezelést kapott névényekhez képest. Tritikaléndl nem

crer

SiO2 NP-mal el6kezeltek azonos eredményt mutatnak a klzarolag CuO NP-mal kezeltekkel,
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mig a 200 és 800 mg/L-es eldkezelést kapottak szignifikansan tovabb csokkentették a
gyokérhosszokat.

A gyokér fejlodését szemléltetd masik paraméter a gyokérszam ( buza, rozs, tritikalé),

illetve az oldalgydkérszdm (cirok), amit szintén vizsgaltunk.

(Oldal)gyokérszam
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8.dbra: A CuO nanopartikulum stressz, majd SiO2 nanopartikulum elékezelés hatasa az
oldalgyokerszam valtozasra. AZ eredményeket atlag + standard hiba alakban tiintettem fel.
(Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a Duncan-teszt szerint P< (,05. N.s.-nincs
szignifikdans valtozas).

A 8. abran lathato, hogy SiO2 NP eldkezelés pozitivan befolyasolta az oldalgyokerek
szamat a cirok és rozs novények esetében, mikdzben a buza és tritikalé esetében sem a CuO,
sem a SiO2 NP kezelés nem modositotta érdemben a gyokérszamot. Cirok esetében a CuO
NP-os kezelés enyhén megemelte az oldalgyokérszamot, azonban a kiilonb6zé koncentracioju
SiO2 NP elékezelések jelentsen tovabb emelte az oldalgyokerek mennyiségét CuO NP
stressz alatt. A buza minden esetben pozitiv, de nem szignifikans valaszt mutatott. A rozs
esetétn 100 mg/L koncentracios elokezelés érte el a legpozitivabb hatast, mig az annal
nagyobb koncentraciok esetében folyamatos csokkend tendencia lathatd, viszont még ezekben
az esetekben is magasabbnak bizonyult a gyokérszam, mint a kizarélag CuO NP-n
nevelkedett csirandvények esetén. Végiil tritikaléndl a CuO NP-os kezelés eredményezett egy
enyhe novekedést a gyokérszamban, azonban sziliciummal kiegészitve egy enyhe csokkenés

lathato.
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Tanulméanyok kimutattak, hogy a szilicium Iényeges szerepet jatszik a ndvények stressz
folyamatainak enyhitésében. Dey és tarsai (2023) beszamoltak arrdl, hogy a szilicium exogén
alkalmazasa fokozza a novekedést és a tapanyagfelvételt Solanum tuberosum gumoiban.
Megfigyelték tovabba, hogy kadmium stressz, alatt a szilicium nanopartikulumos kezelés
jelentdsen csokkentette moso-bambuszban a novekedésgatlast [Emamverdian és tarsai, 2021].
Emellett a szilicium javitotta veteménybab novekedési paramétereit nehézfémmel és soval
szennyezett talajban is [El-Saadony és tarsai, 2021].

5.1 Reaktiv jelmolekulak egyensilyanak vizsgalata

A novekedésgatlas hatterében gyakran felborul a nitro-oxidativ homeosztazis egyensulya.
E jelatvitel rendszer legfontosabb elemei koziil els6ként szuperoxid gydk-aniont vizsgaltam,
amely az elsé képzddo reaktiv oxigénforma a sejtben, igy meghataroz6 szerepli az oxidativ

stressz kialakulasaban.
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9.dbra: A szuperoxid gyok-anion szint valtozasanak mérése CuO nanopartikulum
stressz, majd SiOz nanopartikulum elékezelés hatisa. Az eredményeket atlag + standard hiba
alakban tiintettem fel. (Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a Duncan-teszt
szerint P<0,05)
A gyokérnovekedési valaszok hatterében a reaktiv jelmolekuldk dinamiké4jdban is
valtozas tortént kisérleti rendszeriinkben. A cirok gyokércsticsaiban CuO kezelés hatasara

csak enyhén emelkedett meg a szuperoxidgyok-anion mennyisége, amit 200 és 800 mg/L-es
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SiO2 NP kezelés szignifikansan, a kontroll szintje ala csokkentett, mig a 100, 400 mg/L-es
koncentracioban alkalmazott kezelés kontrollhoz hasonlé O:” mennyiségéhez vezetett.
Buzaban a CuO NP-indukalt jelentésen megemelkedett O™ mennyiséggel szemben a 100
mg/L-es koncentracioji el6kezelés okozott kimutathatd kiillonbséget, itt a magok SiO, NP
kezelése szignifikansan, a kontrolltél csak kis mértékben eltérd szintre csOkkenttette a
szuperoxid gyok-anion felhalmozodast. Ezzel szemben a 200 mg/L-es SiO2 NP eldkezelés
nem valtoztatott, ennél magasabb koncentracidkban pedig enyhén megemelték a szuperoxid
gyOk-anion mennyiségét a tisztdn CuO NP-os kezeléssel 6sszehasonlitva. Rozsban a CuO NP-
os kezelés jelentésen megnovelte a szuperoxid gyok-anion szintjét. A réz-oxid okozta
stresszel szemben a 100 mg/L -es koncentracidju SiO2> NP el6kezelés a legerGsebb hatasu,
ahol jelentdsen, a kontroll gyokércsucsokban tapasztalt szint ala csokkent a szuperoxid-anion
szint a gyokerek merisztematikus zonaiban. A harom masik SiO2 NP eldkezelés szintén
csokkentette @ mennyiségét a CuO NP kezelés altal kivaltotthoz képest, azonban csak kisebb
mértékben. Tritikdléban a 800 mg/L-es kezelést kapott novényeknél figyelheté meg a
legnagyobb kiilonbség CuO NP-indukalt valasszal szemben, mig a legalacsonyabb, 100

mg/L-es kezelés kis mértékben tovabb emelte a O2 ~mennyiségét a gyokércsucsokban.
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10.abra: 4 hidrogén-peroxid szint valtozdasanak mérése CuO nanopartikulum stressz, majd
SiOz nanopartikulum elékezelés hatdsa. Az eredményeket dtlag + standard hiba alakban
tiintettem fel. (Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a Duncan-teszt szerint P<

0,05. N.s-nincs szignifikans valtozas).

A reaktiv oxigénformdk kozil a H20:2 egy kevésbé reaktiv forma, azonban magas
koncentracioban toxikussa valhat. A cirok gyokércsucsaiban mikézben a CuO NP kezelés
nem emelte meg a H2O2 mennyiségét, a 100 és 800 mg/L SiO2 NP elékezelések enyhén
novelték a szintjét. A buza esetében a CuO NP kezelés jelentés mértékben novelte H202
szintjét, amelyet kis mértékben, nem szignifikans modon tovabb emelte a SiO2 NP eldkezelés.
A CuO NP kezeléshez képest tovabb emelte a H2O2 mennyiségét rozsnal 100 ¢s 200 mg/L, és
tritikalénal 400 ¢és 800 mg/L SiO2 NP eldkezelések esetében.

A nehézfémstressz gyakran megvaltoztatja a reaktiv oxigén és nitrogénformak aranyat.
Korabbi kutatasok mar foglalkoztak a SiO2 potencidlis alkalmazasaval nehézfémstressz
enyhitésére, azonban ezek a kisérleti rendszerek kiilonbozdek voltak a dolgozatban
bemutatotthoz képest. Kimutattak, hogy a sziliciumos magkezelés enyhitheti a rézstressz
csokkentésével a novényi szovetekben. A Si fokozta az antioxidans enzimek aktivitasat,
koztik a peroxidazét, katalazét és szuperoxid-diszmutdzét [Riaz és tarsai, 2022] Krom
terhelés alatt a szilicium csdkkentette az oxidativ stresszt bors6 novényekben [Tripathi és

tarsai, 2015].

23



Megjegyzendé azonban, hogy bar a SiO; kezelés hatasa bizonyitottan képes hatast
gyakorolni a ROF metabolizmusara, a RNF homeosztazisara gyakorolt hatasair6l még szinte

semmit nem tudunk.
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11.dbra: A4 nitrogén-monoxid szint vailtozdasanak mérése CuO nanopartikulum stressz, majd
SiO2 nanopartikulum elékezelés hatdsa. Az eredményeket dtlag + standard hiba alakban
tiintettem fel. (Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a Duncan-teszt szerint P<
0,05).

A nitrogén-monoxid egy fontos jelatviteli molekula, és a reaktiv nitrogénformak
legismertebb képviseldje, amely sok biologiai folyamatban jatszik szerepet. A cirok
gyokércsucsaiban mért NO-szint a CuO NP kezelés hatasara jelentésen megemelkedett. Ezt a
100, 200, valamint 800 mg/L koncentracioban alkalmazott SiO> NP elkezelések ezt
mindossze enyhén, mig 400 mg/L kezelés szignifikdns modon csokkentette. Buza
gyokércsuicsaiban @ CuO NP-indukalt magas NO szint a legalacsonyabb koncentracioban
alkalmazott SiO2, NP kezelés hatasara tovabbi enyhe emelkedést mutatott, mikézben a
magasabb koncentraciok hatasara az NO szintje a gyokércsucsokban csokkend tendenciat
kovetett. Rozs esetében a kezelések csak tovabb fokoztdk a CuO NP altal indukalt NO
felhalmozodasat. A tritikalé gyokércsucsaiban a legalacsonyabb SiO> NP mag elékezelés
statisztikailag kimutathatéan csokkentette a felhalmozddott NO mennyiségét, mikdzben a 200

¢s 400 mg/L enyhén emelte azt.
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12.dbra: A peroxinitrit szint valtozasanak mérése CuO nanopartikulum stressz, majd SiO>
nanopartikulum elékezelés hatasa. Az eredményeket datlag+ standard hiba alakban tintettem
fel. (Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a Duncan-teszt szerint P< 0,05. N.s-
nincs szignifikans valtozas).

A reaktiv oxigén-¢és nitrogénformak szoros kapcsolatdnak egy jo szemléltetd példaja a
NO ¢és szuperoxid gyok-anion reakcidja, amelybdl peroxinitrit (ONOO") képzddhet. A
ONOO" képes reakcioba I1épni makromolekuldkkal és protein tirozin nitraciot okozni, igy
funkciovesztést és gyors lebontast eredményez [Gow és tarsai, 2004]. A cirok
gyokércsucsinak ONOO" tartalmat a CuO NP stressz nem befolyasolta, és a SiO2 NP
el0kezelések hatdsara is csupan enyhe felhalmozodés volt kimutathato. A buza
gyokércsucsaiban CuO NP hatasara képz6dé magas ONOO™ tartalmat a SiO2 NP kezelések
fokozatosan, de statisztikailag nem szignifikans mértékben mérsékelték a 800 mg/L
kivételével, ahol a CuO NP altal kivaltott mennyiséghez kozeli értéket detektaltunk. A rozs
gyoOkércsticsiban tovabbi ONOO™ felhalmozodast mértiink a CuO NP altal kivaltott
akkumulacion feliil a SiO2 NP eldkezelések hatasara. Ekozben tritikalé gyokércsucsaiban a
SiO2 NP eldkezelés nem szignifikans mértékben, de koncentracio fliggé modon csokkentette a

ONOO™ mennyiségét.
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13.dbra: A hidrogén-szulfid szint valtozasanak mérése CuO nanopartikulum stressz, majd
SiOz nanopartikulum elékezelés hatdsa. Az eredményeket atlag + standard hiba alakban
tiintettem fel. (Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a Duncan-teszt szerint P<
0,05).

A H2S egy gaznemii szignalmolekula, amely indukalja az oldalgyokérképzodést, fontos
szerepet jatszik a magok csirdzasdban ¢és gylmolcs érésben, részt vesz a
stresszvalaszreakciokban, ugyanakkor szabadgyokoket is képezhet (Corpas €s tarsai, 2020). A
cirok merisztematikus zoénajaban a CuO NP kezelés nem okozott valtozast a H2S
mennyiségében, mikézben a 400 mg/L SiO2 NP eldkezelés kovetkeztében szintje
szignifikinsan megemelkedett. Bliza és tritikalé hasonloképpen reagal, CuO NP stressz
hatasara jelent6s HoS felhalmozddas tortént a gyokércsucsaiban, és mindkét faj esetében a 200
mg/L SiO2 NP elékezelés volt képes a legnagyobb mértékben csokkenteni azt. Rozsnal is
elmondhat6, hogy a CuO NP megemelte jelentdsen H2S mennyiségét a stressz
bizonyitékaként, mig kezelések kovetkezményeként csokkent a mennyisége, legfoképp 400
mg/L-es SiO2 NP kezelés hatasara.

5.2 Tovabbi valtozasok vizsgalata

A novények szamtalan mdodon védekezhetnek a nehézfémekkel szemben, ennek egyik
modja a sejtfalak modosuldsa. Ezek a modosuldsok magukba foglalhatjdk a sejtfalak
vastagodasat, kémiai Osszetételének megvaltozasat [Houston és tarsai, 2016]. Térpe banan
esetében sO ¢és szdarazsagstressz alatt a szilicium segitette fenntartani a natrium/kalum

egyensulyt és csokkentették a sejtfalkarosodast [Mahmoud és tarsai, 2020], valamint a
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14.abra: A kalloz valtozasanak mérése CuO- nanopartikulum stressz, majd SiO; -
nanopartikulum elékezelés hatasa. Az eredményeket dtlag + standard hiba alakban tintettem
fel. (Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a Duncan-teszt szerint P< 0,05. N.s-
nincs szignifikans vdltozas).

A kalloz a cellulozhoz hasonld poliszacharid, amely fontos szerepet jatszik a sejtfal
szerkezetének és védelmének szempontjabol a novényekben. A kall6z a ndvények elsodleges
mechanikai védelmi rendszerének tekinthetd kornyezeti stresszhatdsokkal szemben [Li és
tarsai, 2023]. A relativ érzékeny cirok gyokércsucsaiban kall6z mennyisége csokkent CuO NP
tovabb is csOkkentettek. Ezzel szemben a toleransabb fajoknél, a CuO NP terhelés hatasara
nagyobb mértékli kalloz lerakodas volt kimutathatd. Bliza és rozs gyokércsiicsainak kalloz
tartalma a SiO2 NP elokezelések hatasara csokkend tendenciat mutatott, ezzel szemben a

tritikaléban tovabb emelkedett a kalloz mennyisége a gyokércsucs sejtfalaiban.
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15.dbra: 4 quercetin vailtozasanak mérése CuO- nanopartikulum stressz, majd SiO; -
nanopartikulum elékezelés hatdisa. Az eredményeket atlag+ standard hiba alakban tintettem
fel. (Az eltérd betiik szignifikans kiilonbségeket jeleznek a Duncan-teszt szerint P< 0,05 N.s-
nincs szignifikans vdltozas).

A quercetin egy flavonoid vegyiilet, amely elésegit szamos novényélettani folyamatot,
mint példaul a magok csirazasat, novekedését és fejlodését. Erds antioxidans, ezaltal
hatékonyan 1ép fel szamos biotikus és abiotikus stressz ellen [Singh és tarsai, 2021]. A cirok
gyoOkércsticsainak  quercetin  tartalma  kontroll koriilmények kozott is  alacsonyabb
koncentracidban van jelen, mint az altalunk vizsgalt masik harom fajnal. A CuO NP stressz
némileg novelte a mennyiségét, amin a magasabb koncentracioban alkalmazott SiO2 NP
elokezelések csak kis mértékben tudtak tovabb emelni, mikdzben a legalacsonyabb SiO2 NP
koncentraci6 pedig tovabb csokkentette a quercetin mennyiségét a gyokércsiicsokban.
Buzéban a CuO NP stressz enyhén csokkentette a gyokércsicsok quercetin tartalmat. A Si02
NP elékezelések koziil egyediiliként a 400 mg/L-es koncentracid valtott ki nagymértéki
felhalmozodast. A rozs gyoOkércsticsainak quercetin tartalma btzéval és tritikdléval
Osszehasonlitva alacsonyabbnak bizonyult. A CuO NP stressz kis mértékben emelte a
mennyiségét a gyokércsucsokban, amely a legmagasabb alkalmazott SiO> NP eldkezelés
hatasara szignifikdnsan tovabb emelkedett. Tritikdléban a quercetin gyokércsucsi mennyisége
CuO NP stressz hatasara jelentdsen csokkent, de a 400 mg/L koncentracio kivételével tovabbi

csokkenéshez vezetett.
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5.3 A fehérje tirozin nitracioban bekovetkezo valtozasok vizsgalata
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16.dbra: Reprezentativ immunoblot, amely a fehérje tirozin nitraciot mutatja a cirok,
buiza, rozs és tritikalé gyokerében kontroll koriilmények kozott, valamint CuO NP stressznek
kitéve és kiilonbozé mennyiségii SiO2 NP-vel tortént elékezelés utan. A kék nyilak valtozatlan
nitralt fehérjesavokat, a piros nyilak az uj nitralt savokat, a sarga nyilak fokozott nitrdacioju

«rer

szarvasmarha-szérumalbumin, pozitiv kontrollként haszndlva.)

Az egyszikiiek gyokérzetében Western blot analizissel mutattuk ki a fehérje nitraciot,
mint a nitro-oxidativ stressz markerét (16. abra). Megallapithaté, hogy hasonléan korabbi
eredményekhez, a kontroll novényekben is kimutathatéoak a nitraciot jelzé savok, tehat
tarsai, 2009, Kacziba és tarsai, 2023]. Cirok gyokereiben a CuO NP emelte a nitraciot, mig
400 és 800 mg/L-es SiO2 NP koncentracio szamos fehérjesav esetén csokkentette a nitracid
mértékét a CuO NP stresszhez képest. Buzdban kontroll koriilmények kozott kevesebb nitralt
protein sav lathato, amik intenzitasa CuO NP stressz hatasara eltéréen valtozott. Az SiO2 NP
elokezelés hatasara a CuO NP stresszhez képest megjelent par erésodo sav is (40, 35 kDa),
azonban tobbségében az SiO2 NP el6kezelés csokkenést eredményezett a nitracidban. Rozs
gyoOkereiben a CuO NP stressz szamos fehérjesav esetén novelte a nitracid mértékét, emellett
a 200 mg/L SiO2 NP eldkezelés esetében a 40 kDa mérettartomanyban megjelent egy 01 sav,

valamint 6t erdsodé sav is a 40 és 15 kDa kozotti tartomanyban CuO NP stresszhez
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viszonyitva. Ezzel szemben a 400 mg/L SiO2 NP kezelés mar egységesen csokkentette a
nitracios jelet. Tritikalé gyokereiben a 200 mg/L eldkezelt 25 kDa savja és 800 mg/L 70 kDa
savja kivételével a nitracios jel csokkent SiO2 NP eldkezelés hatasara a CuO NP-stressz altal

indukalt valtozasokhoz képest.

A fehérje tirozin natraci6é szamos stresszel kapcsolatos folyamatban vesz részt [Kolbert és
tarsai, 2017]. A nehézfémekkel végzett korabbi vizsgalatokban, Brassica juncea-ban a nikkel
kisebb mértékben novelte a fehérje nitraciéo mértékét, mint Arabidopsis thaliana-ban [Kolbert
¢s tarsai, 2020]. Egy korabbi nem publikalt eredmény szerint az ionos réz-stressz nem okozott
fehérje tirozin nitraciot Brassica juncea, és Brassica napus novényekben [Feigl és tarsai,
2013]. Ez eltér az altalunk ebben a kisérleti rendszerben tapasztalt valtozasokt6l a CuO NP-
indukalt fehérje tirozin nitracido mértékében, ami arra utal, hogy a folyamat megjelenése és
mértéke egyarant fiigghet a vizsgalt novényfajoktol, de a rézkezelés formajatol is.

6 Osszefoglalas

Faj Elékezelés 0,- H,0, NO ONOO- H,S  Quercetin
Cirok 400 Si0, n.v.
Blza 200 Si0, n.v.
400 Si0, n.v.
800 Si0, n.v.
Rozs 100 Si0,
200 Si0, -
400 sio, =
Tritikalé 200 Si0, -
800 Si0, -

17.dbra: Egyszikiiek magjainak eldkezelése SiOz nanopartikulummal hatdssal van
azok késobbi CuO-indukalt stresszvadlaszaira. A piros szin erds csékkend, mig a rozsaszin
enyhén csokkend szintet jelent, a zold szin, erdsen novekvo, a halvanykék pedig enyhén

novekvo szintet jelent a reaktiv jelmolekulak vizsgalataban. N.v nincs szignifikans Valtozas.

A vizsgalat soran SiO2 NP elékezelt, majd CuO NP stressznek Kitett kiilonb6zo
mezdgazdasagilag fontos egyszikli novényeket vizsgaltunk. El6szor vizsgaltuk, hogy a SiO»
NP mag eldkezelés hogyan hatott a vizsgalt fajok gyokérnovekedésére 50%-0S
novekedésgatlast okozd6 CuO NP kezelés mellett. Kazciba és tarsai (2023) eredményeit
kiegészitve megallapitottuk, hogy a magok SiO2 NP el6kezelése képes volt kompenzalni a
CuO NP gyokér hossznovekedését gatld hatasat a cirok, bliza, valamint rozs esetében,
mikdzben a tritikalé gyokérnovekedését két koncentracioban is tovabb gatolta. Ebben az

esetben a gyokérszam sem valtozott érdemben, azonban SiO> NP elékezelés pozitivan
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befolyéasolta a cirok ¢és rozs novények oldalgyokérszamanak, illetve gyokérszdmanak
valtozasat. A tovabbiakban vizsgaltuk a reaktiv oxigén- €s nitrogénformak metabolizmusat,
mert a megvaltozott novekedési mintazat hatterében gyakran a felborult nitro-oxidativ
homeosztazis all. A relativ érzékeny cirokban a gyokérnovekedésre pozitiv hatasia SiO2 NP
elokezelés csokkend NO szintet és emelkedd H2 S mennyiséget okozott a gyokércsucsokban.
Buzaban és rozsban a SiO2 NP mag-elokezelés hasonld novekedési valaszt okozott, azonban a
fajok reakcioja mar eltér a reaktiv jelmolekulak valtozasat tekintve. Buzaban a SiO> NP
elokezelés hatdsara altalanossdgban csokkent a RNF mennyisége, mikdzben a H20:
novekedett. Ezzel szemben a rozsban mikézben az RNF mennyisége emelked6 tendenciat
mutatott, a gydkércsucsok Oz~ szintje csokkent, amivel parhuzamosan emelkedett a H20:
mennyisége. Ennek hatterében feltételezhetéen a SOD enzim megemelkedett aktivitasa allhat,
ugyanis a H2O> foleg O2" -bdl képzddik az enzim altal. Tritikaléban a SiO2 NP el6kezelés
tovabbi gyokérnovekedésgatlast okozott két koncentracioban is, amelynek hatterében rozshoz
hasonlo valtozas jelentkezett ROF tekintetében. A RNF mennyisége viszont eltéréen
valtozott, a 200 mg/L SiO2 NP eldkezelés novelte, mig a 400 mg/L csokkentette azt.
Megjegyzendd tovabba, hogy a harom, eredetileg relativ tolerans fajban a CuO NP-indukalt
novekedésgatlasra pozitivan vagy negativan hatdé SiO2 NP eldkezelések csokkentették a
gyoOkércsticsok HoS mennyiségét A reaktiv oxigén- és nitrogénformak megjelenése mellett
vizsgaltuk a fehérje tirozin nitraciot is, amelyet Western blot analizissel mutattunk ki. A CuO
NP-ra adott valaszként a fehérje tirozin nitracios szintje megn6tt a vizsgalt fajokban, melyet
Osszhangban van a Kazciba ¢és tarsai (2023) eredményeivel, mig a SiO2 NP eldkezelésre
eredményeként legtobb esetben csokkent a nitracid erdssége, mikdzben rozsnal €s tritikalénal
Uj savok is megjelentek. Az itt is tapasztalt valtozas a fehérje tirozin nitracid6 mintdzataban a
korabbi eredményekkel Osszhangban jelezheti a SiO2 NP eldkezelés 4ltal kivaltott

akklimatizaciot a CuO NP stresszel szemben [Feigl és tarsai, 2019].

Az elézményként szolgald tanulméanyban az 50%-os gyokér hossznovekedés-gatlasanak
hatterében egységes mechanizmusok alakultak ki: a relativ érzékeny cirok fenti gatlasahoz
kevesebb CuO nanopartikulumra volt sziikség, és a hattérben a gydkércsucsaiban nem
valtozott érdemben a reaktiv formak szintje, mikozben erds fehérje tirozin nitracid volt
kimutathatd. Ezzel szemben a relativ tolerdns buza, rozs és tritikalé novekedésgatlasahoz
joval nagyobb mennyiségi CuO NP-re volt sziikség, valamint a hattérben mikdzben
jelentdsen megemelkedett a reaktiv formak szintje, a nitracié6 nem emelkedett meg akkora
mértékben. EQy elGzetes kisérletsorozatban vizsgalt SiO. NP mag eldkezelés hatasa,

Oonmagaban, a négy faj gyokérnovekedésére pozitivan hatott. Ezen koriilmények kozott a
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reaktiv oxigén- és nitrogén formak szintjében viszont nem tortént jelentOs valtozas, a SiO2 NP
hatasa a reaktiv jelmolekuldk homeosztazisara csupan mas, jelen esetben CuO NP stressznek

kitett mutatkozik meg.

Jelen kutatds bizonyitotta, hogy a magok SiO> NP-mal torténd eldkezelése szamos
esetben képes volt csokkenteni a CuO NP-indukalt novekedésgatlast, viszont az ennek
hatterében tapasztalt valtozasok a reaktiv formak homeosztazisiban nem egységesek, hanem
fajra jellemzéek. Osszefoglalva elmondhatd tehat, hogy mig a CuO NP stresszorként egységes
nitro-oxidativ valaszt okoz a buza, rozs és tritikalé gyokereiben, addig a SiO, NP-os
elékezelés CuO stressz sordn kifejtett pozitiv hatdsa mogott eltérd, fajfiiggd nitro-oxidativ
valasz all.

Az eredmények alapjan bizonyitast nyert annak a lehetésége, hogy a nanopartikulumok
okozta stressz enyhitése mas nanoanyagokkal lehetséges, viszont az is megallapithato, hogy
az enyhiild stresszvalasz hatterében huzodo jelatviteli folyamatok joval komplexebbek, mint a

stresszfolyamatok hatterében detektalhatoak.
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8 Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott Kovacs Kamilla nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott Szilicium-dioxid
nanopartikulum-elékezelés hatasa a késébbi CuO nanopartikulum-indukalt stresszvalaszra
egyszikiliekben cimii palyamunkdmban leirtak esetében az aldbbi munkafolyamatok elvégzésében
vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(6tfokozatu skalan” jellemezve)

Magok eldkezelése, kisérleti novények nevelése 4

Noveények morfologiai vizsgalata, mérések elvégzése

Mikroszkopos mintak elkészitése, vizsgalata, képek kiértékelése

5
5
Mintaelbkészités és western blot analizis 5
4

Az adatok statisztikai feldolgozasa

Kelt: Szeged, 2024. jinius 18.

Uoroer Kowmaiddo

Palyamunkat benyujté hallgato (Kovdcs Kamilla)

alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

Témavezeto  (Dr.  Feigl Gabor, SZTE TTIK
Noveénybiolégiai Tanszék)

alairasa
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#Magyardzat:
A munkafolyamatokban valo részvétel mértékét otfokozatu skalan kerjiik értékelni. A skala egyes
eértékeinek jelentése:

5 — Felkészites utan a feladat teljes egészét onalloan végeztem a palyamunkdahoz sziikséges
mennyiségben.

4 — Felkeszités utan a feladat tobb mint felét onalloan végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mennyiségben.

3 — Felkészités utan a részfeladat felét dnalloan végeztem a palyamunkdhoz sziikséges mennyiségben.

2 — Felkészités utan a részfeladat kevesebb mint felét onalloan végeztem a palyamunkdahoz sziikséges
mennyiségben.

1 — A részfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a palyamunkahoz sziikséges mennyiségben.

9 Kaoszonetnyilvanitas
Koszonom témavezetdmnek, Dr. Feigl Gadbornak, hogy lehdvé tette és tamogatta

munkamat, az ¢ szakmai tuddsa nagymértékben hozzajarult a munkam sikerességéhez.

40



