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BEVEZETES

A banyaszati, ipari tevékenységnek, lakossagi szennyviz-
kibocsatasnak, valamint a mezdgazdasagban elterjedt fokozott
mértékli peszticid-, herbicid- és mitragya- felhasznalasanak
koszonhetden  kornyezetiinkben megnovekedett a  kiilonb6zo
nehézfémek (pl. 6lom, kadmium, réz, cink, nikkel) mennyisége.
Ezek a talajbol keriilnek a ndvényekbe, majd a novények
elfogyasztasa altal a taplaléklancba, végiil az emberi szervezetbe is,
ahol szdmos megbetegedést, koros elvaltozast valthatnak ki. Az
esszencialis nehézfémek kozé tartozo réz (Cu) és cink (Zn), valamint
a toxikus kadmium (Cd) magas koncentracidja altalaban a novények
gyengébb fejlettségét okozza, klorotikus és nekrotikus tiineteket
eredményez, valamint az Oregedés jelei is mutatkoznak. Ezek
hatterében reaktiv oxigénformak (reactive oxygen species, ROS)
tultermel6dése, vagyis az oxidativ stressz kialakulasa, a
nehézfémeknek a redox homeosztazis fenntartasaért felelGs
antioxidansokkal val6 interakcidja, tovabba mas esszencialis elemek
metabolizmusaban keletkezett zavarok allnak. A nehézfémekkel
szennyezett vizek ¢és talajok ndvények bevonasaval torténd
megtisztitdsara (fitoremedidciod) évtizedek ota folynak kisérletek.

A nehézfémeket nagyobb  mennyiségben  felvevé  un.
hiperakkumulalok kozé tartozd az indiai mustar (Brassica juncea L.)
egészen fiatal, még csirazd egyedein vizsgaltuk a nehézfémek

élettani, anatomiai hatasat.



CELKITUZESEK

A szakirodalombol jol ismert tény, hogy a nehézfém-stressz hatasara
a morfoldgiai elvaltozasokon til a ndvények oxidativ karosodast is
szenvednek. Mivel az eddigi kutatisokat altaldban felndtt
novényeken végezték és tobbnyire csak elénevelés utan alkalmaztak
nehézfém-kezelést, igy viszonylag kevés adat all rendelkezésiinkre
arrol, hogy mi torténik a névényi egyedfejlodés kezdeti szakaszaban,
vagyis a csirazas ideje alatt alkalmazott nehézfém-stressz hatasara,
tekintve, hogy ez az ontogenezis legérzékenyebb stadiuma.

Kisérleteinkben a Cu, illetve a Zn mint esszencialis, és a Cd mint
toxikus nehézfémeknek a csirdzds menetére gyakorolt hatdsat
vizsgéltuk, tovabba az egyes stressz-paraméterek ido- és
koncentracio-fiiggd valtozasait, valamint az esetlegesen bekdvetkezd
morfologiai, anatomiai elvaltozasokat kovettik nyomon indiai
mustar  (Brassica juncea L.) csirdz6 magjaiban  mint

tesztndvényekben.

Kérdéseink tehat a kovetkezok voltak:

. Kivalthat-e a Cd-, illetve a Cu- és Zn- kezelés oxidativ
stresszt a csirazas soran?

. Ez az oxidativ stressz milyen paraméterekkel jellemezhet6?
Milyen kvantitativ és szemikvantitativ modszerekkel lehet nyomon

kovetni az oxidativ stressz valtozasait?



. Befolyasolja-e az alkalmazott koncentracid és a kezelés id6
hossza a vizsgalt stressz-paraméterek alakulasat?

o Hogyan valtoznak ezek a paraméterek az idd, illetve
koncentraci6 fliggvényében?

. Hisztokémiai eljarasokkal is kimutathato-e az oxidativ
stressz a gyokércsucsban?

° A csirdzas soran elsdként megjelend gydkércstics
fejlddésében mutatkoznak-e morfologiai, szovettani elvaltozasok?
Ezek Osszevethetdk-e az oxidativ stressz paramétereinek vizsgalata

soran kapott eredményekkel?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkben indiai mustar (Brassica juncea L.) magvakat
csiraztattuk steril Petri-csészékben, szobahdmérsékleten (24+1°C),
sOtétben 12, 24, 48 és 96 oran at (roviditve 12h, 24h, 48h és 96h). A
csirazatashoz hasznalt oldatok desztillalt viz és a nehézfémek (Cu,
Zn ¢és Cd) kiilonbozé soinak felhasznalasaval készitettik, a
nehézfémekre szamitva 50, 100 és 200 mg L™ koncentraciokban.
Ezutan keriiltek feldolgozasra az eltéré csirdzasi stddiumban levd
desztillalt vizes lemosast kdvetden a csirazo magvakbol friss anyagot
mértlink ki, majd ezeket homogenizaltuk, lecentrifugaltuk és a
feliilliszobol mértiik a kiilonbozé  stressz-paramétereket (FRAP,

GSH, LP, 6ssz fehérje- tartalom, GST, SOD, CAT, GPOX, GR).



A csirdzas soran a magvak altal felvett nehézfémek kvantitativ
meghatarozasa atomabszorpcios spektroszkopias modszerrel (AAS).
Négyféle in vivo festési eljarast alkalmaztunk az oxidativ stressz sejt
és szovet szintll kimutatasara: Schiff-festést, anilinkékkel, Trypan-
kékkel, valamint sésavas floroglucinnal val6 festést.

Az in vivo hisztokémiai festések eredményein tal kivancsiak voltunk
arra is, hogy a kiilonb6z6 nehézfém-kezelések okoznak-e a fejlédo
els6dleges  gyokérben  szdvettani  elvaltozasokat. Ehhez
fénymikroszkopos metszeteket készitettiink, amelyeken vizsgaltuk,
hogy a nehézfém-stressz hatasara bekovetkezik-e valamilyen
anatomiai valtozas a fobb szovettajakon, vagyis a rizodermisz, az
elsédleges kéreg parenchimatikus allomanya és a kdzponti henger
(sztéle) egymashoz viszonyitott mennyiségi aranya vizudlisan
véaltozik-e. Tovabb4a anilinkékkel, toluidinkékkel, malachitzolddel és
sosavas floroglucinnal festettik meg a metszeteket, annak
kideritésére, hogy a nehézfém-stressz hatdsara bekovetkezik-e
szamottevd kalloz- illetve lignin-szintézis a killonb6z6 szovettajak

sejtjeiben.

EREDMENYEK

1. A vizsgalt antioxidans paraméterek mindharom nehézfém-kezelés
esetében id6- és koncentraciofiiggben valtoztak. Az AAS
segitségével kimutattuk, hogy a kezelések idétartaméanak novelésével
¢és az emelkedé koncentraciok alkalmazasa nyoman nodvekedett a

felvett nehézfémek mennyisége a Brassica juncea csirazo magjaiban.



2. A FRAP-moédszer alkalmasnak bizonyult annak igazolasara, hogy
a Cu és a Zn okozta oxidativ stresszt az antioxidans védelmi rendszer
id6- és koncentraciofiiggd gyors aktivizalodasa kiséri. Ugyanezt
erGsitette meg a GSH-szint alakulasa is. Eredményeink — az irodalmi
adatokhoz hasonloan- arra utalnak, hogy a GSH-depléci6 hatterében
a Halliwell-Asada-ciklus fokozott miikodése, valamint a fitokelatin-
szintézis allhat, ami mellett de novo szintézis is bekdvetkezhetett.

A FRAP- értékek alakuldasaban a Cd esetében is 1d6- és
koncentraciofiiggést lehetett megfigyelni, a Cu- és Zn-kezeléshez

képest ugyanakkor idében kisebb mértékii csokkenést tapasztaltunk.

3. A lipid peroxidéci6 eltérden alakult a harom nehézfémnél. A
legnagyobb mértékii LP-t a Cd valtott ki a csirdzd6 magvakban,
melyet hisztokémiailag (Schiff-festés) is sikeriilt igazolni. Altalaban
az adott nehézfém koncentracioval parhuzamosan nagyobb MDA-
szintet mértiink, ugyanakkor az idé eldrehaladtaval mérséklodott,
ami az enzimes ¢és nem enzimes antioxidans védelmi rendszer
aktivizalodasanak és a karos lipid peroxidok eliminaldsanak volt

k6szonhetd.

4. A két esszencialis nehézfém (Cu és Zn) a SOD aktivitasat az id6
¢és a koncentraci6 fiiggvényében novelte, ami annak is kdszdnhetd,
hogy a mindkét fém kofaktora a citoplaszmaban is megtaldlhato

Cu/Zn SOD-nak.



5. A H,0; semlegesitésében érintett enzimek koziil vizsgalt CAT és
GPOX esetében inkabb a hosszi tavi kezelések (48-96h) valtottak ki
jelentdsebb enzimaktivitast, de a Zn esetében ez lassabban
kovetkezett be a Cu-hez képest. A SOD, a CAT, a GPOX és a GR
aktivitasaban hosszu tavon (48-96h) gatlas kovetkezett be a Cd-
kezelést kovet6en, miként szamos kordbbi tanulmanyban is
kimutattak. Ez is alatimasztja azon feltevést, hogy a Cd indirekt Gton

idézi el6 az oxidativ stresszt a novényi sejtekben.

6. A két esszencidlis nehézfém koziil a Cu okozott komolyabb
elvaltozasokat a fiatal gyokér morfogenezisében. Bar fejlédésbeli
rendellenesség jelei nem mutatkoztak, a Zn-kezelt ndvények
gyokércsucsaiban a Schiff-festés segitségével is detektalhatd volt az
oxidativ stressz egyik tipikus jele, a lipid peroxidacid, akarcsak a Cu-
kezelés esetében. A Cu-stresszre adott ndvényi valaszreakciok koziil
a lignifikaciot, illetve a kalloz-produkcidt is sikeriilt kimutatni. A
Cd-kezelés meglehetdsen hamar (12h) kimutathat6 volt a LP, amely
kezdetben az osztédasi zonaban, majd késébb a differencialtabb
gyokércsucsi régiokban is jelentkezett. A hosszll tavon kezelteknél
fellépd gyengébb Schiff-reakciobol a mérsékeltebb LP-ra, tehat a
lipid peroxidoknak az antioxidans védelmi rendszer altal torténd

hatastalanitasara kovetkeztethetiink.

7. A gyokércsticsok megnyuldsi és felszivasi zonajabol késziilt
keresztmetszeti képeken a nehézfém-stressz okozta szoveti

elvaltozasok nyomait inkdbb a hosszu tava (48-96h) kezeléseknél



lehetett felfedezni, els6sorban a Cu-kezelt ndvényekben. Az
anilinkék alkamasnak tinik a kalléz-képzodés kimutatdsara, bar
ennek teljes igazolasahoz tovabbi fotometrias mérések sziikségesek.
A lignifikdcié detektalasdra a sosavas floroglucin  mellett
hasznalhatonak mutatkozott a malachitzold és a toluidinkék is, de
inkabb a Cu-zel stresszelt ndvények esetében.

A Cd-stressz esetében a szOvettani metszeteken jelentGsebb
valtozasokat nem lehetett megfigyelni, legfeljebb a hosszabb tava
(48-96h) kezeléseket kovetGen. A rizodermiszben mutatkoztak a
kalloz-produkceio jelei, tovabba a rizodermisz mellett a hipodermalis
régioban is kisebb mértéki lignifikacidra utald festddést kaptunk,

ami korai adaptacios valaszként foghato fel.
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