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BEVEZETES

Napjaink vilagméreti problémédja a komyezetszennyez€s, melyben nagy szerepet
jatszanak a kiilonbozé atmeneti- és nehézfémek. Ezek toxikus hatdsa mér régota ismert
és az a tény, hogy felhalmozodhatnak az okoszisztémaban: a talajban, a taplaléklancban
és igy végsd soron az emberi szervezetben, mara a kutatasok kozéppontjaba helyezte
ezen fémek élettani hatdsanak vizsgalatit. A nehézfémek kilonbozo szinti
hatasmechanizmusanak vizsgélata tobb szempontbdl is kiemelt figyelmet érdemel:

A legkiilonb6zobb ipari gyartastechnologidkban kiterjedt az alkalmazasuk, aminek
kovetkeztében bizonyos teriileteken rendellenesen megemelkedhet a talaj nehézfém
koncentracioja. A megnovekedett nehézfémtartalom a taplaléklanc minden egyes
tagjaban hosszu tavon kimutathaté karosodast okoz. Ebbdl a szempontbol killonosen
fontos az emberi szervezetben felhalmozddasra hajlamos fémek (pl. Cd, Pb, stb.)
hatasmechanizmusanak vizsgalata.

Bar néhany nehézfém (pl. Cu, Zn, Mn, Fe stb.) 1étfontossagi a novények €s az éllatok
esszenciadlis mikroelem igényeinek biztositdsdban, igy a mezdgazdasagl termelés
fokozasaban, az ipari szennyezés, valamint a termésnovelés érdekében helyteleniil
alkalmazott tuladagolasuk viszont a fellépd gatlas miatt terméscsokkenést eredményez.
Az Okoszisztémat terheld, novekvd mértékii nehézfémszennyezés tehat egyre tobb és
bonyolultabb problémat vet fel. Ezek megoldasdhoz hosszutavi komyezetvédelmi
stratégia kidolgozasa sziikséges ami azonban a nehézfémek hatdsmechanizmusaval
kapcsolatos kiterjedt €s részletes kutatdsi programot igényel. Ehhez kapcsolodéan
munkank soran két jellegzetes komyezetszennyezd nehézfém, a kadmium €s a réz
novényélettani hatdsat vizsgéaltuk, amelyet a novényi produktivitasért felelds

kloroplasztisz kialakuldsara fejtenek ki.
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IRODALMI BEVEZETES

Vilagszerte szamtalan, sokréti vizsgalatot végeztek a kadmium és a réz
kornyezetszennyezd hatdsaval kapcsolatban. A kisérleti adatokbol kitlinik, hogy
tobb oka is lehet toxikus mértéki feldasulasuknak a kornyezetben, nagyon sok,
szerteagazo forrasbol szarmazhatnak mint kornyezetszennyezd tényezok. Az

alabbiakban a legfontosabb szennyezdforrasok rovid attekintését adjuk.

Kornyezetszennyezési forrasok

Ipari és banydaszati tevékenység okozta szennyezés

Elemzés készillt Presco (Eszaknyugat Anglia) sargaréz eldallitd ipari vidékén a
kornyék talajanak réztartalma é€s erdeinek fanovekedése kozotti osszefiiggésrol. Az
1950 6ta gytjtott adatok szerint a talajterhelés a 1égkori kitlepedés miatt az izemtol
mintegy 3 km-re volt a legnagyobb. Bar 1975 utan a kibocsatas mintegy 85 %-kal
csokkent, a fak novekedési Uteme (torzskérméretre vonatkoztatva) azonban a
korabban akkumulalodott nagy mennyiségili réz miatt (ami a normal hattérérték tobb
mint kilencszerese) még mindig 15-20 %-kal volt alacsonyabb mint mas teriileteken.
(TURNER és mtsai. 1993)

Hasonl6 vizsgalatot végeztek a Don-medencében, ahol azt tapasztaltdk, hogy az
"Ukrecink" szinesfémiizem légkoron keresztili szennyezdé hatasa 1,5 km sugaru
korben volt a legerdteljesebb. Itt a réz-szennyezettség legalabb kétszeres de néhol
kozel szazszoros volt a természetes értékhez képest. A kadmium-szennyezés mértéke

is a kétszeres illetve a huszonnégyszeres érték kozott valtakozott.  Ennek
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kovetkeztében ezen a teriileten a gabonafélék nehézfémfelvétele meghaladta az
egészségiigyl hatarértéket, €s a termés is csokkent 50-70 %-kal. (KRIVONOSZOVA
¢s mtsai. 1989)

Hazankban a Metallochemia nagytétényi gyarat korilvevd terillet nehézfém
szennyezettségét elemezték részletesebben. Itt a kadmiumtartalom haromszorosan, a
réztartalom négy-6tszorosen lépte til a megengedett hatarértékeket. A szennyezdédés
a talaj felsd 0-10 cm-es rétegében volt a legnagyobb mértéki, s ez légkori
kiillepedésre utal. Ezt bizonyitja az is, hogy az wuralkodo szélirany miatt
(Eszaknyugat) a legszennyezettebb teriilet az iizemtél délkeleti irdnyban 800 méteren

beliil elhelyezkedd rész volt (SZABO 1991).

A kozlekedés nehézfémszennyezése

Magyarorszagon az egyik legforgalmasabb autopalya, az M-7-es menti talaj és a
gyepnovényzet nehézfémtartalmat vizsgaltdk. Mint ismert, a réz-szennyezés
elsdsorban a fékbetétek és surlodo feluletek kopasabol, a kadmium pedig a
gumikopenyek porladasabol és egyes fémalkatrészek kopasabol szarmazhat. A kapott
adatokbol kitinik hogy a fémtartalom az uttol vald tavolsag fuggvényében
fokozatosan csokkent. Kozvetlenil az autopalya mellet 1évé 1 m-es savhoz
viszonyitva 100 m-es tavolsagban a talaj réz- és kadmiumtartalma harmadara, a
gyeptakaro fémtartalma pedig a felére csokkent. Az Utpadkan valé feldusulas arra
utal, hogy a szennyezdk részben kozvetlenil az utra keriilnek, majd onnan az
esovizzel a padkara mosodnak. A légkorbe jutdo fémek masik része viszont tobb-
kevesebb idot tolt a levegdben, és az uralkodd szelekkel sodrodik tavolabbi

teriiletekre (KADAR 1993).



A kozlekedés és az urbanizacié egyiittes hatasat vizsgaltadk Budapesten. Azt
tapasztaltak, hogy a réz hétszeresére, a kadmium 6tszorosére dusult fel, foleg a belsod
varosrészben az utcai sorfak alatt €s az ipari korzetekben. Ez a mennyiség mar
meghaladja a novények altal toleralhaté koncentraciot. Ezért a varos néhany
teriiletén, ahol gyiimolcs- zoldség- és szoldtermesztés is folyik a csaladi hazak
kertjében, fennall annak a veszélye, hogy a novények nehézfém szennyezettsége

meghaladja az elfogadhato hatarértéket (KADAR 1993).

A mezdgazdasagi termelés dltal okozott szennyezés

A mezdgazdasagban a terméshozam novelése €s a mindség javitasanak érdekében
sokféle miitragyat, talajjavitd anyagot és novényvédoszert alkalmaznak. Ezek toxikus
elemeket is tartalmazhatnak, igy tartés hasznalatuk utdn egyes novények é€s rajtuk
keresztiil a taplaléklanc tobb eleme is karosodhat. Megkiilonboztetett figyelem kiséri
példaul a széles korben hasznalt foszformiitragyak kadmiumtartalmat. Hiszen mig
Eurdpaban az élelmiszerek 6lomtartalma - az 6lommentes benzin elterjedése miatt -
csokken, az ¢élelmiszernovények kadmiumtartalma - éppen a kiterjedt
foszformiitragyazas miatt - mindeniitt emelkedik (CSATHO 1994).

Bar a Magyarorszagon hasznalt mitragyak kadmium mellett jelentds mennyiségii
rezet is tartalmaznak, ez utobbi foleg a novényvédoszerek hasznalatakor valhat
veszélyessé. Eloregedett gyimolcsosok, szolok szantofoldi novényekkel torténd
felvaltasat, illetve 0j gyiimolcsosok telepitését ezen kultirakra gyakran lehetetlenné
tette az a tény, hogy a korabbi kiterjedt novényvéddszer-hasznalat kovetkeztében
toxikus mértékben feldusultak a killonb6zé mikroelemek, koztiik a réz is (BENSON

1968, BORNEMISZA 1985).



Mindkét fémbol jelentés mennyiséget tartalmazhat a szennyviziszap, amelyet a
mezogazdasagban talajjavito hatasa miatt alakalmaznak. Az igy kezelt teriileteken a
fémtartalom 59-100 %-a a talaj fels6 20 centiméterére lokalizalodott, de kis
mennyiségben még 100 cm mélyen is kimutathato volt. Ezeken a teriileteken a
takarmany- és gabonanévények levelében €s szemtermésében 1s megndtt a kadmium-

és réztartalom (JUSTE és MENCH 1992).

A fémionok felvétele a talajbol

A két fém felvételének mérteke és sebessége fiigg a talaj szerves- és dsvanyianyag
tartalmatol, kotottségétdl, pH-jatol (XUE és HARRISON 1991).

A zold muharral végzett kisérletekben azt tapasztaltdk, hogy az azonos
mennyiségben kijuttatott CdCl,-bol 1ényegesen tobbet vett fel a névény podzol
talajon €s az Gn. vorosfoldon mint csernozjom talajon. Koztudott, hogy ez utdbbiak
humusztartalma nagyobb, szell6zése jobb, kotottsége pedig kisebb mint a podzoloké,
voros- és sziirkefoldeké (ALAKSZEJEV és ZURIN 1982). A talaj pH-janak foleg
azért van nagy jelentosége, mert ha ez savas iranyban tolddik el, csokken a talaj
kationmegtartd képessége, tehat nd a talajkolloidokrol a talajoldatba jutd
nehézfémionok szama. [tt a réz leginkabb szabad hidratalt ion, a kadmium pedig
szervetlen komplex formajaban van jelen. A komplexek kénnyebben mozognak a
talajprofilban, ezért a noévények szamara viszonylag jobban hozzaférhetd,
konnyebben felvehetdé a kadmium (ALLOWAY 1990).

A kadmium és a réz felvételét befolyasoljdk még a hémérséklet, a napsugarzas, a
killonbozé agronomiai  eljarasok stb. (CSATHO 1994). Kukorican végzett

vizsgalatok soran példaul azt tapasztaltak, hogy az azonos koncentracioban adagolt



kadmiumbol - mikézben a hémérsékletet 15°C-rél 25°C-ra emelték - a novény
legtobbet a legmagasabb homérsékleten vette fel (JUSTE €s mtsai. 1989).

A fémek felvétele azonban nem csupan a kulsé tényezoktol fugg, hanem az adott
noveény genotipusatol és fejlettségi allapotatol (kor, novekedési sebesség, gyokérzet
mérete és mélységi eloszlasa, transpiracios egyiitthato stb.). Jelentds kilonbségek
mutatkozhatnak példaul a kulonb6z6 novényfajok €s az egyes fajtak kozott is. Ezt
igazoljak a kadmium-felhalmozasra szelektalt kukorica hibridekkel végzett
vizsgalatok. Ezekbol kitlinik, hogy a kadmium-kizar6 hibridek szemtermésében és
hajtasaban legalabb egy nagysagrenddel kisebb volt a fémtartalom, mint a kadmium-
felhalmozoknal (HINESLY és mtsai.1982).

KUBOI és mtsai (1986) 9 novénycsaladba tartozé 34 faj kadmium-felvételét
vizsgaltak. Meéréseik alapjan a vizsgalt novénycsalidokat 3  csoportba
osztottak. Legkisebb volt az akkumulacidja a pillangésoknak. A péazsitfuvekre,
liliomfélékre, tokfélékre és az ernydsokre a kozepes akkumulacid volt jellemzd. A
kadmium felhalmozasa a libatopfélék, a keresztesviraguak, a burgonyafélék és a
fészkesek esetében volt a legnagyobb. Ennek ellenére a kadmium leginkabb a
pillangdsviraguakra, legkevésbé a keresztesviraguiakra volt fitotoxikus.

Az irodalmi attekintés tovabbi részében az altalunk vizsgalt két nehézfém, a

kadmium és a réz élettani, €s ezen beliil elsésorban a fotoszintetikus apparatusra

gyakorolt hatasat tekintjuk at.

A kadmiumszennyezés élettani hatasai

A kilonbozd szennyezd nehézfémek kozil a kadmium az egyik legmérgezobb

vegyszer, mivel a névény szamara konnyen felvehetd, nagy mennyiségben képesek



akkumulalni, s mar viszonylag kis koncentracioban is szamtalan €lettani folyamatot
befolyasol. Felhalmozddasa a kiilonb6z6 novényi részekben a névekedés csokkenését
eredményezi, ami példaul a levél feliletének és a hajtds zoldtomegének
csokkenésében nyilvanulhat meg (WEIGEL és JAGER 1980). Befolyasolja a
novények hormonhaztartasat is. Ezt bizonyitja, hogy az etilén szintézisére
futobabban serkent6leg hat a kadmiumkezelés. A hatas az amino ciklopropan-
karboxilaz-szintetaz mukodésének befolyasolasan keresztill érvényesil (FUHRER
1982). A kadmium csokkenti a novény szdarazsagtiirését 1s. Normal €s vizhianyos
koriulmények kozott nevelt futdbab palantakrdl nyert adatokat Osszehasonlitva
jutottak erre a megallapitisra (BARCELO és mtsai 1986). A hatas azzal
magyarazhatd, hogy a kadmium néveli a sejtfalban az elasztikus modulus értékét, igy
csokkenti a fal rugalmassagat. Szarazsagtiirést csokkentd hatasat erdsiti az a tény,
hogy a kadmium a sztomamukodést is gatolja.

A kadmium specifikusan hat a fotoszintézis legkiilonb6zobb Iépéseire. Ennek
kapcsan, a kilonb6zé modszerekkel totént kadmiumkezelés utan, a fotoszintézis
kovetkezd részfolyamatait és jellemzoit tanulmanyoztak: kloroplasztisz-szam,
tilakoid-szerkezet, klorofill- és karotinoidtartalom, pigment-protein komplexek, PSII
aktivitas, Calvin ciklus valamint a zoldulés, azaz a kloroplasztiszok kialakuldsanak
folyamata.

A kloroplasztiszok szama - a kadmiumos tapoldatban nevelt paradicsom levelében -
a kontrollhoz viszonyitva 56 %-ra csokkent, ha a kadmium koncentracidjat 1pM-rol
20 uM-ra novelték. Ez a folyamat részben visszafordithaté volt, ha a tapoldathoz 500
uM mangant adtak (DUDKA 1983). Kimutattak, hogy a pigmentek felhalmozodasat
is gatolja a kadmium. Futobab levelében példaul a klorofill- és karotinoid-tartalom

20-50 uM kadmium-koncentracio esetén 56 %-kal illetve 65 %-kal csokkent



(KRUPA ¢és mtsai.1992). Hosszan tartdo kadmiumkezelés esetén a kloroplasztisz
egész strukturdja is degradalodik, ami igen nagy plasztoglobulusok megjelenésében
¢s a granumok szerkezetének fellazulasaban nyilvanul meg (BASZYNSKI és
mtsai.1980). Ezzel parhuzamosan a tilakoid membranok belsé finomszerkezete is
megvaltozik, ami arra vezethetd vissza, hogy a kadmiumkezelés hatasara csokken a
foszfatidil glicerolt alkoté transz-A’-hexadekansav mennyisége, amely felelés a
fénybegylijtdé komplex oligomerizacidjaért, és ennek kapcsan a PSII szabalyos
miukodéseéért (KRUPA 1987).

BAZZAZ és GOVINDIJEE (1974) kisérleti adatai szerint a kadmium elsésorban a
PSII oxigéntermelését csokkenti. VAN DUIJVENDIJK-MATTEOLI és DESMET
(1975) szerint is a nehézfém a PSII vizbonto oldalan fejti ki gatlo hatasat, a Mn-
tartalmu fehérje mennyiségének csokkentésén keresztiil. Ezzel szemben LI és MILES
(1975) kimutattak, hogy a kadmium gatlé hatasanak elsodleges oka a PSII
reakciocentrumanak megvaltoztatasa.

BASZYNSKI és mtsai. (1980) izolalt spenot kloroplasztiszokon vizsgaltak a
kadmium hatasat a fotoszintetikus aktivitasra. Mesterséges elektrondonorokat €s
akceptorokat alkalmazva azt tapasztaltak, hogy 20 uM kadmium 60 %-kal gatolta a
PSII, és a PSII-PSI egyiittes aktivitasat. Ha a PSI aktivitasat elkilonitve vizsgaltak,

nem tapasztaltak gatlo hatast.

A fenti eredményekkel ellentétben, kadmiummal kezelt babon végzett fluoreszcencia
vizsgalatok soran azt tapasztaltak, hogy a fém nincs hatdssal a PSII primér
fotokémiai folyamataira, azonban a PSII antenna méretét ¢€s a plasztokinon

mennyiségét csokkenti (KRUPA ¢s mtsai. 1992).



A novény novekedésének lelassulasa, a levélfelilet és a zoldtomeg csokkenése
valdsziniileg a szénhidrat anyagcsere, pontosabban a Calvin ciklus egyes enzimeinek
(Rubisco, foszfoenolpiruvat-karboxilaz, glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz,
ribuloz-5-foszfat kinaz stb.) gatlasaval magyarazhatdo (KRUPA €s mtsai.1991). A
fentiek alapjan valdszinasithet6, hogy a Calvin ciklus reakcioit gatolva csokken az
ATP és NADPH igény, igy masodlagosan csokken az elektrontranszport aktivitasa
(KRUPA és mtsai.1993).

Az elozoekben felsorolt kisérleteket zold novényeken végezték, de bizonyos adatok
arra utaltak, hogy ezek a hatdsok csak masodlagosak a kadmium zoéldilési
folyamatot befolyasolo hatasahoz képest (BASZYNSKI €s mtsai.1980).

A zoldilést sotétben nevelt (etiolalt) novények szabalyozott korulmények kozott
torténd  megvilagitasaval  tanulmanyozzdk. Ezekben a novényekben a
proplasztiszokbol sotétben etioplasztiszok képzédnek, melyek {6 szerkezeti egysége
a prolamellaris test. Ez egy rendezett struktiraji membranrendszer, melynek f6
fehérjealkotoja a protoklorofillid-NADPH-oxidoreduktdz (PCR) enzim. Ez
katalizalja a protoklorofillid-klorofillid atalakuldst. Megvilagitas elott ugyanis a
prolamellaris test f6 porfirin pigmentje a protoklorofillid, mely a PCR enzim
alegységeivel és a NADPH-val komplexet alkot (BODDI és mtsai.1989).
Megvilagitas hatasara a protoklorofillid atalakul klorofilliddé, amely ezutan levalik
az enzimrol. Ekozben a prolamellaris test szerkezete megbomlik, vezikulumok
fizédnek le, melyek az elektronmikroszkopos felvételen is jol lathatok. Ezutan a
vezikulumok primer lamelldkat alkotnak, melyekbdl a tovabbiak soran kialakul a
kloroplasztisz jellegzetes granumos szerkezete (HOFFMAN 1987, LANG és
VAGUIJFALVI 1993). Tehat a kloroplasztisz szabalyos struktirdjanak kialakulasa

parhuzamosan megy végbe a klorofill bioszintézisének befejezd 1épéseivel.
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Az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a kadmium a kloroplasztisz biogenezise és
ezen belil a klorofill bioszintézis tobb pontjan is hatékony gatlé tényezo,
befolyasolva a kloroplasztisz normalis mikodéséhez sziikséges strukturalis és
funkcionalis feltételek kialakuldsat.

PADMAIJA és mtsai. (1989) babbal végeztek kisérleteket. A babszemeket kiilonb6z6
napig. Meérték a csirandvények d-aminolevulinsav (ALA), protoporfirin, Mg-
protoprofirin-€szter, protoklorofillid- €s klorofilltartalmat, valamint az ALA-
dehidratdaz enzim aktivitdsat, amely a porfobilinogén ALA-bol vald kialakulasat
aranyosan csokkent a sotétben csirdztatott, majd 7 oran keresztiil megvilagitott
csiranovények levelében az ALA- ¢€s a klorofill szintje. Nem valtozott viszont a
protoporfirin, a Mg-protoprofirin-€szter valamint a protoklorofillid mennyisége. 50
uM kadmiumkezelés hatdsaira az ALA-dehidratdaz aktivitasa is mintegy felére
csokkent. Az eredményekbdl arra kovetkeztettek, hogy a nehézfém valahol a
protoporfirin IX kialakulasa elott, valoszinlileg az ALA-szintetaz és/vagy az ALA-
dehidrataz mikodésének szintjén fejti ki gatlo hatasat a klorofill bioszintézisre.
STOBART és mtsai. (1985) arpat csiraztattak sotétben és a sotét-fény periodus
valtoztatasaval mérték a klorofill koncentracidjanak valtozasat, a protoklorofillid-
tartalmat és regeneracidjanak mértékét, a "szabad" protoklorofillid mennyiségét
exogén ALA adagolasakor é€s az in vivo abszorpcid spektrumot. Azt tapasztaltak,
hogy 10* M kadmium-kezelés is 60 %-os gatlast eredményezett a klorofill
Ebben az esetben regeneracionak azt a folyamatot nevezik, melynek soran az etiolalt

novényt a megvilagitast kovetden ujra sotétben tartjak, s ennek kovetkezt€ben a
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korabban fototranszformalodott protoklorofillid helyett ujra protoklorofillid
halmozodik fel. A kisérlet soran azt tapasztaltdk, hogy a kontroll mintaknak 30-40
percre volt sziiksége ahhoz, hogy 50 %-os felhalmozasi szintet érjen el. A kadmium
10* M és 10° M koncentracional is jelentdsen lassitotta a folyamatot: 50 %-os
regeneraciohoz 100 illetve 70 percre volt szikség. Magasabb kadmium
koncentracional  szinte egyaltalan nem  tapasztaltdk a  protoklorofillid
Gjrafelhalmozasat. A kadmiummal kezelt levelekben meghataroztdk a kiilsdleg
adagolt ALA-bol szarmazo protoklorofillid mennyiségét. A mérések eredményeibdl
kitinik, hogy a kadmium és ALA egyiittes adagolasanal a "szabad" protoklorofillid
szintjének csokkenése - a kontrollhoz képest - sokkal kisebb mértékli volt, mint a
csak kadmiummal kezelt mintaknal. A "szabad pigment" kifejezés ez esetben
fehérjéhez nem kotott pigmentet jelol. A protoklorofillid in vivo elrendezddését is
befolyasolja a kadmium. A levelekrdl mért in vivo abszorpcid spektrumokban a 655
nm-es fosav a kék felé tolodott el kadmium hatasara: 630-635 nm-nél jelent meg. A
felsorolt eredményekbol arra kovetkeztettek, hogy a kadmiumnak a klorofill
bioszintézisére gyakorolt gatlo hatdsa annak koszonhetd, hogy zavarja az ALA
szintézisét és a protoklorofillid-NADPH-oxidoreduktdz enzim miikodését.

BODDI és mtsai. (1995) 8 napos etiolalt arpa alcsony homérsékletii fluoreszcencia
emisszios €s gerjesztési spektrumait elemezték. Megallapitottak, hogy az etiolalt
novényben kadmium hatasara jelentés mennyiségii rovid hullamhosszu (632,5 nm)
protoklorofillid forma halmozodik fel. A nehézfém ezenkivill specidlisan
befolyasolja, "fellazitja" a prolamellaris membran szerkezetét, és jelentdsen gatolja a
fototranszformaciot. Hatdsara 685 nm helyett 680,5 nm-nél alakul ki a klorofillid

maximuma, ami arra utal, hogy egy megbontott szerkezetli komplexbe épiil be. A



gatlo hatas kivédhetd vagy jelentésen csokkenthetd volt a kadmiummal azonos
koncentracioban adagolt NADPH segitségével.

PAREKH ¢és mtsai. (1990) kukorican végezték a vizsgalatokat. A nyolc napig
sotétben nevelt novényekrol levagott levélszegmenteket 24 orara fényre helyezték

10°, 10*, 107 M CdCl, jelenlétében és a klorofill bioszintézis kiilonbozd

prekurzorait adtdk a mintadkhoz. Kimutattak, hogy mar 4 6ras megvilagitas esetén is a
kadmium gatolta a klorofill felhalmozodasat. A gatlas mértéke 0,1 mM CdCl,
jelenlétében 80 % volt. A glicin, szukcinat, glutamat, 2-oxoglutarat, MgCl,, cisztein
stb. nem vagy alig fejtett ki védé hatast. A glutation jelenléte viszont teljesen
megszuntette a nehézfém gatlo hatasat. A glutation nélkilozhetetlen szamos
biokémiai folyamathoz, mint példaul a fehérjeszintézis, DNS-szintézis, jelenléte
elengedhetetlen sok enzim aktivitdsahoz, kiilonb6z0 transzport- €s anyagcsere
folyamatokhoz. A kisérleti eredméynek azt mutatjak, hogy a kadmium gatolja a
glutation kialakulasat, s ezen keresztil hat a klorofill bioszintézisére.

HORVATH és mtsai (1996) zoldiilé arpan vizsgaltdk a kadmium hatasat a
fotoszintetikus apparatus kialakulasara. Az alcsony homérsékletii fluoreszcencia
emisszié spektrumokbdl kitiint, hogy a protoklorofillidnek sem a szintézise, sem a
fotokonverzidja nem gatlodott a zoldilés soran. Ennek ellenére azt tapasztaltak, hogy
a kadmiumkezelés erdsen csokkentette a klorofill felhalmozasanak mértékét. A
klorofill fluoreszcenciajanak élettartama ¢€s a fluoreszcencia indukcio vizsgalata
soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kadmium elsésorban a klorofill
molekulak stabil pigment-protein komplexbe torténd beépiilését gatolja meg,

amelyek elengedhetetleniil szitkségesek a fotoszintetikus apparatus normalis

mukodéséhez.



A rézszennyezés élettani hatasai

A réz eszencidlis mikroelemként elengedhetetlenil sziikséges a novények normalis
fejlodéséhez, anyagcserefolyamataik zavartalansagahoz. Szamos létfontossagu enzim
(pl. polifenol oxidaz, aszkorbinsav oxidaz, Rubisco, szuperoxid dizmutaz €s katekol
oxidaz) lényeges alkotorésze vagy aktivatora (CLARKSON és HANSON 1980).
Befolyasolja a szénhidrat - €s fehérjeanyageserét (DELHAIZE és mtsai. 1985), a
polifenol anyagcserét (ROBSON és mtsai. 1981) s ez utobbin keresztill a sejtfal
szerkezetének kialakulasat. Ezaltal hatassal van a novények vizhdaztartasara is
(LONERAGAN 1982). Jelenléte szitkséges a klorofill bioszintéziséhez, hiszen
példaul arpa levélben a réz mennyiségének 50-60 %-os csokkenése a
pigmenttartalom 50 %-os csokkenését eredményezte (BASZYNSKI €s mtsai. 1978,
DROPPA és HORVATH 1990). Kozvetlen hatassal van az elektrontranszportra, mint
a transzportlanc egyik redox komponensének osszetevoje.

Nagy élettani jelentosége mellett a kutatdsok azt is igazoltdk, hogy magas
koncentracioja toxikus hatasu a novényekre.

STIBOROVA és mtsai. (1986) arpaval végzett kisérletekben kimutattdk, hogy a réz
gatolta a gyokér és a hajtas novekedését. A fémkoncentracié novekedésével
parhuzamosan csokkent a fehérjetartalom, s ez a tendencia erdsebb volt a gyokérben
mint a hajtasban. Hasonlé eredményre jutottak MOUSTAKAS és mtsai. (1994) is,
akik zabbal végeztek szabadf6ldi kisérleteket nehézfémmel erésen szennyezett
terilleteken. Azt tapasztaltdk, hogy ahol magas volt a talaj fémkoncentracidja, a
kontrollhoz képest Iényegesen kisebb volt a novények zoldtomege és magassaga.
LIDON ¢és HENRIQUES. (1992) 0,002 - 6,25 g/m’ rézkoncentracioji tapoldat

sorozaton nevelték a rizst. A csirazas 30. napjan a réztartalom a legnagyobb
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koncentracional a hajtdsban harmincszoros, a gyokérben harminhétszeres volt a
legkisebb koncentracidohoz viszonyitva. Ennek megfeleléen a hajtashossz hatodara, a
gyokérhossz negyedére csokkent a kezelési koncentracioval aranyban.

A réz-tuladagolasnak a kloroplasztisz strukturdjara gyakorolt hatasat vizsgaltak
spenoton (BASZYNSKI €s mtsai. 1988) és zold algan is (SANDMAN ¢és mtsai.
1980). Mindkét kisérlet soran azt tapasztaltak, hogy réz hatdsara megnétt a
plasztoglobulusok, a tilakoidok kozotti zarvanyok szama, csokkent a granumok
mennyisége, degradaléodtak a sztroma lamelldk, ilymodon teljesen felbomlott a
kloroplasztisz finom szerkezete.

Az arpaban a réz csokkentette a csiranovény klorofill tartalmat, €s jelentdsen gatolta
a Rubisco aktivitasat. A kisérleti adatokbol ugy tiinik, hogy ez utobbi hatas a f6 oka a
réz fotoszintézisre gyakorolt gatlé hatasanak (STIBOROVA és mtsai. 1986). Zabban
a réz tiladagolasanak hatasara 47 %-kal csokkent a klorofill tartalom, 7 %-kal a PSII
aktivitasa és egyéb ﬁtotoxikus tinetek széles skalajat figyelték meg. Dontonek
azonban itt is a Rubisco aktivitasara gyakorolt gatlo hatds bizonyult, ami limitalta az
egész fotoszintetikus aktivitast. (MOUSTAKAS ¢€s mtsai. 1994).

Vizkultaraban nevelt rizsen is vizsgaltdk a réz-tuladagolds toxikus hatasat. A
kisérleti adatok alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontak le:

- a réz gatld hatasa a fotoszintetikus elektrontranszporton belil elsdsorban a PSII
oxidalo oldalan és a citokromok szintjén jelentkezik,

- réz-tiladagolas hatasara sériil a fotoszintetikus membran, s ez befolyasolja az ATP
€s a NADPH termelddését (LIDON és mtsai. 1993).

Magas réztartalmu talajon nétt bazan fluoreszcencia vizsgalatokat végeztek. A
kisérlet soran a kontrollhoz képest alacsony F,, F,, t;» €s F./F,, értékeket kaptak, az

F, értéke viszont ezekben a novényekben magasabb volt. Ezek az adatok arra
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utalnak, hogy csokkent az elektron akceptorok mennyisége a PSII redukalé oldalan,
destrualédott a PSII, ezaltal zavar keletkezett a fotokémiai reakcidoiban (LANARAS
€s mtsai. 1993).

Futobabon végzett vizsgalatok soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a PSII
aktivitasanak 50 %-os csokkenése elsosorban a komplex akceptor oldalanak
szerkezeti atalakuldsara vezethetd vissza (MAKSYMIEC és mtsai. 1994). Magas
azt tapasztaltak, hogy a PSII aktivitdsa nem valtozott, a PSI -é viszont némileg
novekedett. Ez utobbi jelenség a fokozott plasztocianin szintézisnek tulajdonithato.
A kisérlet alatt a gyokerek novekedése csokkent, a hajtasé szinte semmit sem
valtozott. A kisérleti adatok szerint a lipidek és a pigmentek szintézise némileg
intenzivebb volt mint a kontrollban (BASZYNSKI €s mtsai. 1982). A réznek a PSII
aktivitasara gyakorolt gatlé hatasat kimutattdk cianobaktériumon is. A kisérleti
adatok arra utalnak, hogy a gatlas helye a Mn”" kétohelye koriil lokalizalhaté. Ezt
bizonyitja az a tény is, hogy a gatld hatas kivédhetd volt Mn adagolasaval (GUPTA
1988). Az elektrontranszportra gyakorolt gatld hatast vizsgaltak példaul sotétben és
fényen inkubalt, izolalt spenot kloroplasztiszokon. A gatlas foka kisebb volt sotétben
¢s alacsony fényintenzitason, mint teljes megvilagitasnal. Ha a reakciocentrumokat
elkiillonitve vizsgaltak a PSI rezisztensebbnek tint, s legérzékenyebbnek a PSII
oxidalo oldala bizonyult (CEDENO-MALDONADO ¢s SWADER 1972).
SAMUELSSON ¢és mtsai. (1980) szintén izolalt spenot kloroplasztisszal dolgozva azt
tapasztaltdk, hogy a réz magas koncentracioban gatolta az elektrontranszport
sebességét és aszkorbat jelenlétében a PSI aktivitasat. Ez utdbbi hatds lehet annak a
kovetkezménye, hogy a réz katalizalja az aszkorbat autooxidacidjat, ezaltal nagy

mennyiségli H,O, felhalmozdodasat eredményezheti. A réznek az elektrontranszportra
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gyakorolt fitotoxikus hatasat izolalt spenot kloroplasztiszon vizsgalva azt
tapasztaltak, hogy a réz indukalja a membranlipidek peroxidaciojat, ezaltal eléidézi a
telitetlen zsirsavak destrukcidjat. Ez a hatds a fotoszintetikus membran

dezorganizacidjat eredményezi (SANDMANN és BOGER 1980).
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CELKITUZES

Az irodalmi adatokat attekintve nyilvanvald, hogy béar az utébbi évek soran szamos
kisérletet végeztek a kornyezetszennyez6 nehézfémek, ezen belil a kadmiumnak €s a
réznek a kifejlett novények fotoszintézisére gyakorolt hatasaval kapcsolatban, az
eredmények azonban gyakorta ellentmondanak egymasnak. Az irodalmi adatok
ellentmondasossaga jellemz6 a kadmiumnak a kloroplasztisz biogenezisére gyakorolt
hatasaval kapcsolatban is. Bar a rézzel kezelt zold novényekben kimutattdk a
klorofilltartalom csokkenését és a kloroplasztisz ultrastruktirajanak felbomlasat, a
plasztisz kialakulasaval kapcsolatos irodalmi adatok nagyon korlatozottak.

Ezért munkank soran célul tiztik ki, hogy a kadmium- és a rézszennyezésnek a
kloroplasztisz biogenezisére gyakorolt hatasdnak o6sszehasonlitd vizsgalatat azonos
novényen, azonos nevelési korilmények kozott végezzik el. Ennek soran a
kiiléonbozé kadmium- és rézkoncentracioval kezelt zoldulé arpa levélben vizsgaltuk a
nehézfémek felhalmozdodasanak mértékét, €s ennek kapcsan valaszt kerestiink arra,
hogy a felhalmozott nehézfém hogyan befolyasolja a fotoszintetikus pigmentek
van-¢ a kloroplasztisz normalis szerkezetének kialakuldsara, valamint a fenti
sajatsagok megvaltozasa milyen mértékben befolyasolja a fotoszintetikus funkcio

kialakulasat.
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ANYAG ES MODSZER

Vizsgilt anyag

A kisérleteket kétsoros Oszi arpaval (Hordeum wvulgare L. Triangel, Hollandia)
végeztik.

Vetés elott a magokat 0,3 %-os H,O,-dal fertétlenitettitk, majd 12 o6ran keresztil
desztillalt vizben duzzasztottuk. Ezt kovetéen autoklavban sterilizalt, perlittel kevert
foldbe vetettitk, majd sotét termosztatban, 21°C-on neveltiik a csiranévényeket. Az
ontozes felére higitott Hoagland oldattal tortént.

A 7 napos csirangvények levelét a levélnyaknal levagtuk, s fé6zOpoharba allitva 12
oran keresztiil sotétben inkubaltuk 0,01; 0,1 és 1 mM CdCl,, illetve 0,01; 0,1 és 1
mM CuSO, oldatokban, amelyek 2 cm magassagban lepték el a levél tovét.
Kontrollként desztillalt vizzel kezelt névényeket hasznaltunk.

Ezt kovetéen ugyanezekben az oldatokban, fénypanel alatt, szobahdmérsékleten 48
oran keresztil folyamatosan megvilagitottuk a novényeket. A megvilagitas
intenzitasa 120 umoél m™ sec™ volt.

A kilonbozé vizsgalatokhoz a mintavétel a fénykezelés kezdetét kovetéen a 6., 12.,
24. és 48. oraban tortént. A zoldulés kezdeti pontjaként a 12 draig sotétben inkubalt

mintat hasznaltuk.
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Vizsgalati médszerek

A mintdk fémtartalmanak meghatdarozasa

A fémtartalom meghatarozasahoz az arpa leveleket 105°C-on 36 o6ran keresztiil
kiszaritottuk, porratortiik, majd 2-2 ml 30 %-os H,O,-dal és 65 %-os HNOs-val
kezeltuk. Ezutan a mintakat teflonedényben nagy nyomason, magas hdmérsékleten
roncsoltuk, majd leszlrtik. A méréseket ICAP-61E tipusi atomabszorpcios
spektrofotométeren végeztik a KEE Kémiai és Biokémiai Tanszékén Bertényiné

Divinyi Zsuzsa segitségével.

A pigmenttartalom meghatdrozdsa

A 0,2-1g arpa levelet 6 ml 80 %-os acetonban eldorzsoltik, 4000g-n 5 percig
centrifugaltuk, majd az acetonos kivonat abszorpcidjat 663 nm, 644 nm ¢€s 480 nm
hullamhosszokon mértiik (ARNON 1949, HORVATH és mtsai. 1972). A mintak
friss sulyra vonatkoztatott pigmenttartalmat a kovetkezo képletek alapjan szamoltuk
ki:

klorofill (a+b) ug / g friss suly = (20,2 X Aggat 8,02 X Agg3) X V/W

karotinoidok pg / g friss sily = 5,01 x Aygo X V/W;

ahol: V = a szovetkivonat térfogata (ml), w = a szovet friss tomege (g), A =az
adott hullamhosszon 80 % - os acetonnal szemben mért fényelnyelés.

A feliluszok abszorpcid spektrumat 400 - 750 nm kozott SHIMADZU UV - 160

tipust spektrofotométeren vettiik fel.



A kloroplasztisz membranfehérjéinek mennyiségi meghatdarozdsu

4 g arpa levelet 5 ml 20 mM tricint (pH 7,8), 400 mM szacharézt, 10 mM NaCl-ot
és 5 mM MgCl,-ot tartalmazé pufferben homogenizaltuk, 4 réteg gézen sziirtiik,
majd a szirletet 10 percig 6000g-vel centrifugaltuk. A csapadékot az izolald
pufferrel egyszer mostuk €s az igy kapott iledéket 1 ml izolalé pufferben
szuszpendaltuk fel (DROPPA ¢és mtsai. 1990). A fehérjemeghatarozashoz
MARKWELL €s mtsai. (1981) modszerét hasznaltuk . A 10 pl plasztiszszuszpenziot
desztillalt vizzel 1 ml-re egészitettik ki, majd hozzamértiink 3 ml reagenst, amelynek
osszetétele 100 rész 2 % Na,CO;, 1 % SDS, 0.4 % NaOH 0,16 % Na-tartarat, és
egy rész 4 % CuSO, volt. ‘A mintdkat 10 percig szobahomérsékleten inkubaltuk,
majd 0,3 ml felére higitott Folin-Ciocalteu reagenst adtunk hozza, és 45 perc
elteltével 660 nm-nél mértiik az oldatok abszorpcidjat. A fehérjék mennyiségét 0,1-1

mg BSA-val készult kalibracios egyenesrol olvastuk le.

Fluoreszcencia emisszio spektrumok felvétele

A levél csicsanak 1 cm-es darabjat eltavolitottuk, a kovetkezd 2-3 cm-es darabot
ilveg mintatartoba helyeztikk és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A mérést
PERKIN-ELMER MPF-44B tipusu alacsony homérsekletli, regisztrald
spektrofotométeren végeztiik, az ELTE Novényélettani Tanszékén. A gerjesztd fény
hulldmhossza 440 nm volt. A regisztralt spektrumokat az "SPSERV" szamitogépes
programmal dolgoztuk fel. (A programot Bagyinka Csaba - MTA, SzBK, Biofizikai

Intézet - készitette.)



Elektronmikroszkopos felvételek készitése

A megfeleloen kezelt €s megvilagitott levelekbdl 1 mm’-es darabokat kimetszettiink
¢s glutaraldehidben 4 6ran keresztil fixaltuk, majd 0,15 M foszfat pufferrel (pH 7,2
mostuk. Ezutan a mintakat 2 6ra hosszat 1 %-o0s ozmium tetroxid oldatban tartottuk,
96 %) alkoholos oldattal végeztiikk. Ezt kovette a kétszer 15 perces propilénoxidos
kezelés, majd a mintakat 1 orara propilénoxid €s durkupan I 1:1 aranyt keverékébe
aztattuk. Ezutan durkupan I oldatban aztak 24 o6raig, majd durkupan II-ben 3 o6ra
hosszat. A metszés utani kontrasztositasnal a metszeteket 4 percig 5 %-0s
uranilacetattal és 5 percig olomnitrattal festettik. A vizsgalatokat HITACHI 7100
tipusu késziiléken végeztik, az ELTE Novényszervezettani Tanszekén Kristof Zoltan

segitségével.

Fluoreszcencia indukcié vizsgalata

A méréseket Plant Efficiency Analyser (PEA) - Hansatech Ltd., King’s Lynn, UK. -
tipusu készulékkel végeztiik. Elsoé 1épésben az arpa levelek csucstol 2 cm tavolsagra
1év6 szakaszat a berendezéshez tartozo csipeszek segitségével 20 percig sotétben
inkubaltuk. Ezt kovetéen 30 masodpercig 60 %-os fényintenzitasi megvilagitast
alkalmaztunk. A fényerdsség 1800 umol m? s volt. A gerjesztd fény hullamhossza
650 nm volt, a fluoreszcenciat 695 nm-nél regisztraltuk. Az indukciés gorbéket a

PEA Data Transfer (P02.002) nevii szamitdgépes programmal elemeztiik.



KISERLETI EREDMENYEK

A fémtartalom valtozasa z6ldiil6 arpa levelekben
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Vizsgalataink soran elsoként arra kerestink valaszt, miként valtozik a két fém

koncentracioja a kezelt levelekben.

L. tablazat A kadmiumtartalom valtozasa (ug kadmium/'g friss suly) zoldilé arpa

levelekben az id6 és a kiilsé oldat koncentraciojanak fiiggvényében

Megyvilagitasi Kontroll 0,01 mM 0,1 mM 1,0 mM
ido (h)
0 0,77 £ 0,46 5,60 £ 4,5/ 2235 = 14,43 150,00 = 34,50
6 091 = 0,18 6,97 = 3,42 3022 = /1,29 161,89 = 4,94
12 1,05 £ 0,19 15,72 £ 8,77 4386 * 11,39 413,20 = 55,00
24 1,21 £ 0,16 17,81 = 4,49 97,80 + /3,27 723,00 = 152,00
48 1,99 £ 0,46 31,90 £ 174 200,23 + 2573 |1392,10 = 34500

Az 1. tablazat adataibol kitlinik, hogy a sotétben 12 6ra hosszat kadmiummal kezelt

arpalevélnél is jelentos kilonbség mutatkozik a kontroll és az egyes kezelési

koncentraciok kozott, tehat a fém felvételét elsdsorban a kiilsd oldat toménysége
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hatdrozza meg. A zoldilés els6 hat ordjaban a kadmiumtartalom a kiindulasi
allapothoz képest csak kismértékben névekszik. Tovabbi megvilagitas hatasara a
kadmium felvétele jelentdsen megnd, ami arra utal, hogy a kadmium akkumulacidja
nem csupan a kiilsé oldat koncentraciojatol fiigg, hanem a kezelés idejével is
aranyos. A zo6ldilés 48. ordjaban a két legnagyobb koncentracional mar egy

nagysagrenddel nagyobbak a mért értékek a kezdeti allapothoz képest.

IL. tablazat A réztartalom ( ug réz/'g friss suly) valtozasa z6ldilé drpa levelekben az

idé és a kiilsé oldat koncentraciojanak fiiggvényében

Megvilagitasi Kontroll 0,01 mM 0,1 mM 1,0 mM
idd (h)
0 233 + 1,23 5,66 £ 3,00 31,70 £ 20,52 109,46 = 73,61
6 3,78 + 354 487 = 357 29,55 £ 24,70 | 111,65 = 71,56
12 2,96 = 1,78 9,00 £ 595 43,07 £ 24,10 | 188,00 = 96,92
24 2,73 = 1,64 10,10 £ 525 57,18 £ 21,34 | 339,65 = 168,70
48 544 £ 1,29 18,36 = 1,89 102,49 = 27,41 762,41 £ 8,40

A kadmiumhoz hasonl6 tendencidk érvényestlése figyelhetd meg a réz esetében is
(IL. tablazat). A sotétben tortént inkubdcid utan a kilsé oldat koncentracidjanak
fuggvényében novekszik a levelek réztartalma, és a legnagyobb koncentracidval

kezelt levélben ez az értek kozel 6tvenszeres a kontrollhoz képest. A megvilagitas
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elsé 6 ordjaban itt sem novekszik jelentésen a fémtartalom. A tovabbi megvilagitas
hatasara bekovetkezd réztartalom valtozas arra utal, hogy a levelek réz
akkumulacidja is koncentracio- ¢€s idofuggd folyamat. Ha 0Osszehasonlitjuk a
legnagyobb koncentracioval kezelt levelekben a két fém felhalmozodasat, jol lathato,
hogy a réz akkumuldcidja kisebb mértékld, mint az a kadmium esetében

megfigyelhet6 volt.

A kiilonb6z6 koncentraciéoji CdCl, és CuSO, oldattal kezelt etioldlt arpa

pigmentartalmanak valtozasa a megvilagitis hatdsara

Mindkét fémnél megfigyelhetd, hogy a novekvd koncentracio a megvilagitas

hatasara bekovetkezd pigmentfelhalmozast csokkenti.
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1. abra Kadmiummal kezelt etiolalt darpa klorofilltartalmadnak vdaltozdsa a zéldiilés

soran



A kontroll levelekben a klorofill intenziv felhalmozdédasa csak egy kb. 6 ords lag
periddus utan indul meg, s ez a folyamat még az 1 mM kadmiumkezelés esetében is
megkezdodik (1. é&bra). A zoldulés 12. 6rajaig minden minta esetében
megtigyelhetiink bizonyos mértékli akkumulaciot, amelynek nagysagat a kiils6 oldat
koncentracioja hatarozza meg. A tovabbiakban a kontroll €s a két kisebb kadmium-
koncentracio esetében folytatddik a pigmenttartalom novekedése, bar a felhalmozas
meértéke erésen fligg az alkalmazott kadmium koncentraciotol. A 1. dbran jol lathato
viszont, hogy az 1 mM kadmiummal kezelt minta esetében a korabban kialakult kis
mennyiségi klorofill is elbomlik. A 48 ora hosszat megvilagitott levelek
klorofilltartalma erdsen fiigg az inkubdlo oldat kadmiumtartalmatol. Mar a legkisebb
koncentracio is 40 %-o0s, a 0,1 mM kezelés kozel 90 %-os gatlast eredményez. Az 1
mM kadmiumkezelés pedig teljes mértékben gatolja a klorofill felhalmozodasat. Az
1. abran a gorbék elhajlasabol arra lehet kovetkeztetni, hogy 48 ora utan a klorofill
A rézkezelés hatasara a klorofill akkumulacidban az els6 12 oraban hasonlo
valtozasokat figyelhetiink meg mint a kadmiummal végzett méréseknél (2. dbra). A
kontroll és a két kisebb rézkoncentracié esetében a pigmenttartalom névekedésének
menete a megvilagitas tovabbi szakaszaban is hasonlit ahhoz, amit a kadmiumnal
megfigyeltiink. Azonban a gatlas mértéke itt kisebb: a 0,01 mM 25 %-kal, a 0,1 mM
réz pedig csak 50 %-kal csokkentette a pigmentfelhalmozast. A kadmiummal
Osszehasonlitva jelentds kiilonbség tapasztalhaté a legnagyobb koncentracid
esetében, hiszen a réznél még 1 mM kezelésnél is megfigyelhetd egyértelmi

pigmenttartalom novekedés.
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2. abra Rézzel kezelt etiolalt arpa klorofilltartalmanak vdaltozasa a zoldiilés soran
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3. abra Kadmiummal kezelt etiolalt arpa karotintartalmdnak valtozdasa a zoldiilés

sordn
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A 3. abran jol latszik, hogy a zoldulés soran a karotinoidok felhalmozodasa is csak a
lag periodus utan indul meg. Az akkumulacié mértéke ebben az esetben is fiigg a
kadmium koncentracidjatol, de a kezelés hatdsara kialakult gatlas sokkal kisebb
mértékil mint az a klorofillnal megfigyelhet6 volt. 48 6rds megvilagitas utan még az
1 mM kadmiummal kezelt levelekben is 30 pg/g friss suly a karotinoidtartalom, ami

negyede a kontrollban mért értéknek.
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4. abra Rézzel kezelt etioldlt drpa karotintartalmanak valtozdsa a zoldiilés sordn

A rézkezelés hatasara is koncentraciotol fiiggben valtozik a karotinoidtartalom
(4.abra). Az 1 mM rézzel kezelt levelek karotinoidtartalma negyede a kontrolban
mért értekeknek.

A fenti adatokbol tehat levonhato az a kovetkeztetés, hogy mindkét fém
koncentraciotdl fiiggden csokkenti a pigmentek felhalmozodasat, és a gatlas mértéke
a klorofillok esetében sokkal kifejezetteb, mint az a karotinoidoknal tapasztalhato

volt.
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5. abra Kadmiummal kezelt etioldlt darpa abszorpcios spektrumainak valtozdasa a

zoldiilés sordn



Az 5. dbran jol lathato, hogy a kontroll névényekben a klorofill voros elnyelése mar
12 6ranal jellegzetes 663 nm-es savként jelenik meg, és a 48 6ras megvilagitas soran
az abszorpcios spektrum voros és kék maximumanal egyarant intenziv a névekedés,
ami a klorofill és a karotinoidok szintézisével hozhaté kapcsolatba. A kadmium-
kezelés hatasara kialakult abszorpcios spektrumoknak a kontrolltol valo eltéréseire a
mar kordbban megmért, koncentraciotol fuggd pigmenttartalom csokkenés ad
magyarazatot (v.0. 2-4. abra). Ez az oka annak, hogy a klorofillokra jellemz6 voros
maximum korlatozottan né kadmiumkezelés hatasara. A karotinoidokra jellemz6 kék
tartomanyban is koncentraciotol fiiggben csokkennek a maximumok értékei a
kontrollhoz képest, de itt a csokkenés kisebb mértékii, mint azt a vords tartomanyban
tapasztaltuk: az 1mM kadmiumra jellemzd érték negyede a kontrollénak. Ez is
alatamasztja a pigmentek akkumulaciojanak vizsgalatakor korabban kapott
z6ldild mintakrol felvett abszorpcios spektrumok a kadmium jelenlétében meért
spektrumokhoz hasonlé tendencidkat mutatnak. A koncentraciotol fuggd valtozas
mar a zoldilés 12. érajaban is megfigyelhetd, bar a kontrolltol valo eltérés itt meg
csak a legnyagyobb koncentracional jelentds. 48 6ra megvilagitas utan a voros €s a
kék tartomanyban is a réz mennyiségével aranyosan csokkennek az abszorpciods
maximumok. A karotinoidokra jellemz6 cstcs 0,01 mM-nal 86 %, 0,1 mM-nal 56%,
ImM esetében pedig csupan 16 % a kontrollhoz képest. A vorés tartomanyban is
hasonl6 aranyokat kapunk: a 0,01 mM-ra jellemz6 abszorpciés maximum 88 %, 0,1

mM-nal ez 55 %, 1mM esetében pedig 11 % a kontroll értékéhez képest.



0 oras
—— Kontroll
~~~~~ 0.1 mM Cu
£ —=-0.01 mM Cu
e —-—-1mM Cu
=
=
0,00 +——t—+——F—t—t——t—t—t—t———————————————————————1
400 450 500 550 600 650 700 750
Hullamhossz / nm /
12 oras
257
24_
——Kontroll ‘
< 1‘54,.,:' -==0,01 mM Cu;
“
-
£
=
=
Hullimhossz /nm /
48 oras
1,6 +
14 +
12+ — Kontroll
—~—=0,01 mM Cu
g MY, N e 0,1 mM Cu
2 —-—-1mMCu
£ 08 -
= ;
= K
0,6 +-
0,4 +
0,2 -
0,0 4;.:,:‘;::.,.,,,\‘rﬁ..,,.>‘,,"‘-.""_("'—'7"',—""7'_}
400 450 500 550 600 650 700 750
Hullamhossz / nm /
6. abra Rézzel kezelt etioldlt drpa abszorpcids spektrumainak valtozdsa a zoldiilés

sordan



Az etiolalt arpa alacsony hémérsékletii fluoreszcencia emisszié spektrumanak

valtozasa megyvilagitas hatasara CdCl,-dal és CuSO,-tal kezelt levelekben.

Ez a mérési modszer - amely a fotoszintetikus pigmentek fototranszformacidjarol és
a kozottik 1évé kapcsolat kialakulasarol szolgaltat informaciokat - pontosabb és
részletesebb adatokat nyujt mint a szobahdmérsékletli abszorpcios spektrumok.
Ennek oka, hogy az egyes klorofillforméak emisszids savjai kozotti tavolsag nagyobb,
tovabba az alacsony homérséklet nagyobb felbontést, tehat nagyobb érzékenységet
eredményez.

A kontroll és a kadmiummal kezelt levelekrél a zoldulés kezdetekor felvett
emisszids spektrumokon jol latszik (7. abra), hogy minden mintdban megtalalhat6 a
630 és 650 nm-es protoklorofillid forma, ezek kialakuldsa nem gatlodott a 12 06ras,
sotétben tortént inkubacio alatt. 1 6ra megvilagitas utan mindegyik levelben lezajlott
a fototranszformacid, a képzdédott klorofillid abszorpciés maximuma 685 nm-nél
Viszont a legnagyobb, 1 mM kadmium koncentracioval kezelt minta maximuma
rovidebb hullamhossznal, 677 nm-nél alakul ki. Ez arra utal, hogy itt a klorofillid
molekulak nem tudnak komplexbe épiilni, igy "szabad" vagy lazan kotott formaban

lehetnek jelen (RASKIN 1981).
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valtozdsa a zoldiilés késobbi szakaszaban
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A 6 6ran keresztiil megvilagitott kontroll €s a két kisebb kadmiumkoncentracidval
kezelt levelekben (8. abra) mar megjelenik a 730 nm-es forma is. Mennyisége a
kontrollban és 0,01 mM kadmiumnal kézel azonos a 685 nm hullamhosszu formaval,
0,1 mM kadmium esetében viszont a 730/685 nm-es arany csak 0,5. Az 1 mM
kadmiummal kezelt levelekben a 730 nm-es hulldmhosszi forma alig jelenik meg, €s
a rovid hullamhossznal kialakult maximum is a kék felé tolodik. 48 ora megvilagitas
utan a 730/685 nm-es arany a kontroll esetében 4:1, s ettdl a két kisebb kadmium-
koncentracioval kezelt mintakrol felvett spektrumok sem térnek el jelentdsen. Az 1
mM CdCl, koncentracioji kezelés hatasara a hosszu hullamhosszi formak joforman
teljesen hianyoznak, a spektrum maximuma 680 nm-nél révidebb hullamhossznal
figyelhetd6 meg. A 0,1 mM kadmiummal kezelt mintdkban a révid hullamhossza
maximum ugyancsak a 680 nm-nél alacsonyabb hullamhosszra tolodott (8. abra).

A sotétben 12 o6raig rézben inkubalt levelekrol felvett emisszidos spektrumokon
minden koncentracional megfigyelhetd a 630 és 650 nm-es protoklorofillid formakra
jellemz6 maximum, tehat kialakulasuk ebben az esetben sem gatlodott, bar aranyuk
a réz koncentraciojatol fuggden valtozott (9. abra). 1 6ra megvilagitds utin a
kontrollban és minden kezelt mintaban lezajlott a teljes fototranszformacio, és a
kadmiummal ellentétben a magasabb rézkoncentraciéval kezelt mintak emisszids
spektrum maximuma kozelebb van a kontroll maximumahoz mint az az 1 mM

kadmium koncentracional megfigyelhetd volt (9. abra).
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10. abra Rézzel kezelt etiolalt darpa fluoreszcencia emisszio spektrumdnak valtozasa

a zoldiilés késobbi szakaszdaban



A kontrollnal a 6. 6raban a hosszi és a rovid hullamhosszi formak maximuma kozel
azonos, a kiilonb6z6 rézkoncentracioval kezelt mintaknal viszont ez az arany 0,5.
Ugyanakkor a rovid hulldimhosszi emisszios csucs minden rézzel kezelt spektrumnal
a kontrollhoz képest rovidebb hullamhossznal figyelheté meg (10. dbra) A hosszu
hullammhosszi forma kialakuldsat gatlo hatdas minden rézkoncentracional szinte
azonos mérték(l. 48 ora utan azonban a spektrumok nagyjabodl fedik egymast, ami
arra utal, hogy a klorofill bizonyos ideji késleltetés utan a rézzel kezelt mintakban is

beépiilhetett normalis mitkodésre alkalmas, stabil komplexekbe.

A Kkiilonbozé koncentracioju CdCl, és CuSO, oldattal kezelt etioldlt arpa

plasztiszfehérje tartalmanak valtozisa megvilagitas hatasara

Ezzel a vizsgalattal arra a kérdésre kerestink vélaszt, hogy a kadmium és a réz
milyen mértékben gatolja a plasztisz fehérjéinek szintézisét, s ezaltal hogyan
befolyasolja a fotoszintetikus apparatus normalis szerkezetének kialakuldsat.

A TII. tablazat adataibol lathat6é, hogy a megvilagitasi id6 elérehaladtaval a
fehérjetartalom mind a kontroll mind a kadmiummal kezelt mintakban fokozatosan
nd, ami arra utal, hogy a kontroll mintakban intenziv fehérjeszintézis indul meg, €s a
fehérjetartalom 48 ora alatt kb. haromszorosara nd.. Ez a mennyiségi novekedés a
0,01 és 0,1 mM kadmiumnal kb. két és félszeres, | mM esetében pedig kb. kétszeres.
Tehat még a legnagyobb kadmium koncentracional is csak 35 %-os gatlast
tapasztalunk a fehérjefelhalmozasban, ami messze kisebb mértékii mint az a

klorofillfelhalmozas esetében tapasztalhatd volt.



IIL. tablazat A fehérjetartalom (mg fehérje/'g friss suly) valtozasa kadmiummal

kezelt zoldilé arpa levelekben az idé és a kiilsé oldat koncentracidjanak

fiiggvényében
Megviligitasi id6 Kontroll 0,01 mM 0,1 mM 1,0 mM

(h)
0 398 £ 1,00 500 = 2,87 446 = 249 585 + 0,06
6 570 = 1,82 562 % 1,76 488 = 111 389 £ 260
12 8,00 = 2,00 510 = 0,89 520 = 1,00 533 £ 171
24 952 % 3,22 810 = 153 741 = 295 800 + 0,88
48 13,10 £ 2,70 1050 = 1,81 900 + 183 829 £ 1,11

IV. tablazat A fehérjetartalom (mg fehérje/g friss suly) valtozdsa rézzel kezelt

z0ldiilé arpa levelekben az id6 és a kiilsé oldat koncentracidjanak fiiggvényében

Megyvilagitasi idé Kontroll 0,01 mM 0,1 mM 1,0 mM
(h)
0 398 = 1,00 8,60 £ 061 764 = 3,72 6,18 = /1,29
6 570 £ 1,82 439 £ 239 442 = 1,17 4,63 £ 2,98
12 8,00 £ 2,00 9,25 £ 3,20 6,50 £ 0,78 556 £ 0,73
24 9,52 + 3,22 722 £ 1,70 785 + 2,63 955 £ 2,11
48 13,10 £ 2,70 1353 = 212 1033 £ 228 899 * 1,75




Mint az a IV. tablazat adataibol is kitlnik, fehérjetartalomban hasonl6 valtozasokat
tapasztalhatunk a rézzel kezelt mintdk esetében is. A megvilagitas hatasara mind a
kontroll mind a rézzel kezelt novényeknél megindul a fehérjefelhalmozas, amely a
zoldilés 6. ordja utan valik intenzivvé. 48 6rds megvilagitas utan a rézkoncentracid
fuggvényében kismértékt csokkenés figyelhetd meg a fehérjetartalomban a 0,1 mM
vagy annal magasabb rézkoncentraciok esetében, de a legnyagyobb koncentracio is
csupan 30 %-os gatlast eredményez a fehérjeszintézisben. A fenti két tablazat
adataibol tehat vildgosan lathatd, hogy mindkét fémnek a fehérjefelhalmozasra
gyakorolt gatlasanak a mértéke messze elmarad a klorofillfelhalmozasra kifejtett

gatl6 hatasahoz képest.
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A kadmium és a réz hatiasa a zoldiilé arpa levelek fluoreszeencia indukeio

sajatsagaira

A fluoreszcencia indukcié vizsgalatokkal arra kerestink valaszt, hohgy miként
modosul az etiolalt arpa levél fotoszintetikus funkcidja a zoldulés soran, illetve hogy
ezt a folyamatot hogyan befolyasolja a nehézfémszennyezés. A méréseket a
megvilagitas 6. orajatol kezdve végeztik, mivel a zoldulésre altalaban jellemzd nagy
szorasértékek miatt a korabbi idopontok eredményei nagyon nehezen voltak

értékelhetdk.

s

rer.

valtozik. Ezzel szemben az 1mM kadmiummal kezelt levelek Fo értéke mar a 6.
oraban is lényegesen alacsonyabb mint a kontrollé, s a zoldiilés soran tovabb
csokken: a megvilagitas 48. oOrajaban a kontrollnak csupdn a hatoda. A véltozo
fluoreszcencia (Fv) értéke a 6. draban a kontrollban és a két kisebb kadmium
koncentraci6 esetében kozel azonos, s a megvilagitas soran a kontroll és a 0,01 mM

kadmiummal kezelt névényekben folyamatosan n6. A 48. oraban kb. 6t-hétszerese a
kiindulasi értéknek. A novekedési folyamatot a 0,1 mM kadmium koncentracional is
megfigyelhetjik a zoldulés 24. orajaig. Ezutan viszont az Fo értéke jelent6sen
csokken, a megvilagitas végén a kontrollnak csupan 50 %-a. 1 mM kadmium
esetében az Fv értéke mar a kiinduldsnal is valamivel alacsonyabb mint a tobbi
mintaban, s bar a 24. draig itt is lathatd egy nagyon kismértékii névekedés, a zoldulés

végére az Fv értéke gyakorlatilag nullara csokken.
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11. abra Kadmiummal kezelt arpa levél Fv és Fértékeinek valtozasa zoldiilés sordn
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12. abra Rézzel kezelt drpa levél Fv és F, értékeinek vdltozdsa a z6ldiilés sordn
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A 12. abran az Fo érték a megvilagitas 6. érajaban szérason belil kozel azonos a
kontroll és mindharom rézkoncentracio esetében. A kontroll és a két kisebb réz
koncentracio esetében az Fo értéke bar kismértékli csokkenést mutat, ennek mértéke
a zoldilés soran nem volt szignifikans.. Az 1 mM kadmiumkezelésnél viszont az Fo
értéke a megvilagitas 24. 6rajaig egyértelmiien csokken, s bar ezutan szintje mar nem
valtozik, a 48. o6rdaban a kontrollnak mindossze kétharmada. Az Fv a kontroll,
valamint a 0,01 mM és a 0,1 mM rézkoncentraci6 esetében a megvilagitas egész
ideje alatt intenziv novekedést mutat. Ettol eltér az 1 mM rézzel kezelt minta,
novekedést mutat, ezutan viszont egyértelmiien csokken. A 48. draban értéke kozel
30 %-a a kontrollnak, tehat a réz tendencidjaban ugyanolyan, csak kisebb mértékii
gatlast fejt ki mint a kadmium.

Az Fv/Fm hanyados az -elektrontranszportlanc allapotarol, mikodésérél ad
felvilagositast. Optimalis esetben, fejlett z6ld novényeknél értéke 0,80-0,83 kozott
valtozik. A 3. dbran lathato, hogy a kontroll, a 0,01 mM kadmium, valamint a 0,01
mM és 0,1 mM réz koncentracio6 esetében a zoldulés 6. 6rajaban az Fv/Fm hanyados
értéke mindossze 0.4 koriili, de a z6ldulés elorehaladtaval intenziv novekedést mutat.
A megvilagitas 24. 6rajaban ezeknél a mintaknal telitési értéket ér el, ami kb. 0,8,
tehat megfelel a zold novényekre jellemzd Fv/Fm hanyadosnak. A legnagyobb
koncentracioju rézkezelés hatasara kialakult novekedés mértéke a 24. oOrdig
megegyezik az elobb emlitett mintakéval, ezutan viszont a hanyados értéke a
kontrollhoz képest 20 %-kal csokken. Az ImM kadmiummal kezelt levelekben az

7o

erételjesen csokken. Ertéke a zoldiilés végén a kontrollnak mindossze 6tode.
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A fotoszintetikus elektrontranszport mukodésérdl, elsdsorban a PSII-héz tartozéd
elektrontranszporton beliill fellépé gatlasrol szolgaltat informaciokat az Fi/Fv
hanyados. Ertéke a 14. dbran a megvilagitas elején minden mintanal kozel azonos, a
Ett6l csak az 1 mM kadmiummal kezelt minta tér el, amelynek Fi/Fv értéke a
megvilagitas 24. ordja utan rohamosan csokken, s a zoldulés végén csupan fele a
kontrollnak.

Az Fd/Fs hanyados a fotoszintetikus kapacitas valtozasarol tajékoztat. Ez az érték a
kontroll, valamennyi réz és a két kisebb kadmium koncentracio esetében a zoldiilés
kezdetén igen alacsony. A megvilagitas hatasara megindulé intenziv novekedés
eredményeként 24 6ra mulva a hanyados kétszerese annak az értéknek, ami az
alacsony fényintenzitason nevelt névényekre az irodalmi adatok szerint jellemz6. A
zoldulés késobbi szakaszaban viszont egyértelml csokkenés jellemzi ezeket a
gorbéket. A fentiektol eltér az 1 mM kadmiummal kezelt levelek Fd/Fs értékének
valtozdsa. A hanyados értéke ugyanis 6 6ra megvilagitas utan kisebb mint azt a t6bbi
koncentracional tapasztaltuk, s a zoldilés egész ideje alatt folyamatosan csokken, s

végil gyakorlatilag O lesz.
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A kadmium és a réz hatisa zoldiil6 4arpa levelek kloroplasztiszinak

finomszerkezetére

Az elozoekben leirt kisérletek eredményei arra utaltak, hogy a kadmium és a réz
killonbozé mértékii, metabolizmust gatldé hatdsa mellet a kezelt mintakban
fényindukalta destrukcios folyamatok 1is fellépnek. Ezt bizonyitjak az
elektronmikroszkopos felvételek is.

A fényképeken (16. abra) jol latszik, hogy az etiolalt levél plasztiszaiban szabalyos
szerkezetl prolamellaris test alakul ki. Ebb6l a kontroll mintakban a megvilagitas
soran szabalyos, granumos szerkezet fejlodik ki, amely a zold novények
kloroplasztiszaira jellemz6. Mind a kadmiummal, mind a rézzel kezelt mintdkban a
zoldilés kezdetén megindul a plasztisz finomszerkezetének kialakuldsa,
megjelenneka granumok igy a megvilagitas 12. o6rajadban még alig talalunk
kiilonbséget a kontroll és a kezelt mintak kozott. A zoldilés 48. orajaban viszont a
vizsgalt plasztiszok zoménél azt tapasztaltuk, hogy az 1 mM kadmiumkoncentracio
hatasara szerkezetiik teljesen destrualodott, az 1 mM rézkoncentracidval tortént
kezelés pedig azt eredményezte, hogy a granumtilakoidok "felfijodtak”, ezaltal a
membranhoz kotott funkciok itt is gatlodtak. Megjegyzendd viszont, hogy mind a
kadmiummal, mind a rézzel tortént kezelés soran is talaltunk szabalyos szerkezetii

plasztiszokat a mintakban.



A o . 4 N b s 4
16. abra Kadmiummal és rézzel kezelt zoldiilé arpa levél plasztiszszerkezetének

vdltozdsa a megvilagitds soran. 1.= etiolplasztisz, 2.= 12 6ras kontroll, 3.= 48 drds
kontroll, 4.= 12 oras 1 mM kadmium, 5.= 48 ords 1 mM kadmium, 6.= 12 érds ImM

réz, 7.= 48 oras 1 mM réz.
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AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Munkank soran két jellegzetes kornyezetszennyezd nehézfémnek, a kadmiumnak és
a réznek a kloroplasztisz kialakulasara gyakorolt hatasat vizsgaltuk zoldilé arpa
levélen. Az atomabszorpciés mérések alapjan megallapithato, hogy mindkét fém
fémek akkumulacidja az excizalt levélben a megvilagitas 12. drajatol gyorsul fel, €s
a 48. o6raban az egyes kadmium- ¢és rézkoncentraciok kozott nagysagrendi
kiilonbségek figyelheték meg. Az adatok Osszhangban vannak KADAR (1993)
eredményeivel, aki a kukorica nehézfémfelvételét vizsgalta szabadfoldi
aranyban nott a novény gyokerének ¢s hajtdsanak fémtartalma is. Hasonlo
eredményre jutottak LIDON és mitsai. (1992) akik vizkultardban nevelt rizs
novekedett. Megjegyzendd, hogy mindkét kisérletnél gyokéren keresztil tortént a
nehézfém felvétele, ezért akkumulacidjuk kisebb mértéki volt, mint amit mi
tapasztaltunk. A megvilagitas 48. orajaban ugyanis az excizalt zoldiilé arpa levélben
egy nagysagrenddel nagyobb kadmium- illetve réztartalmat mutattunk ki, mint amit a
kukoricaban €s a rizsben mértek.

A felhalmozodott nehézfémek Dbefolyasoltdk a fotoszintetikus pigmentek
akkumulaciojat. A kontroll noévényekben a pigmentek felhalmozddasdban
tapasztalhato lag periddus hossza a koérnyezeti tényezoktol - pl. relativ paratartalom,
tényintenzitas stb. - fiigg (BOURQUE ¢és mfsai. 1971, ALBERTE és mtsai. 1972,
ALBERTE és mtsai. 1973). Esetiinkben a lag periédus nagyjabol 6 dra idétartamu

mind a kontroll, mind a kadmiummal ¢és rézzel kezelt novényeknél. A klorofill
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felhalmozodasanak mértéke egyértelmien fuggott az alkalmazott nehézfém
koncentracigjatol (PAREKH és mtsai. 1986). A legkisebb kadmiumkoncentracio 40
%-0s, a 0,1 mM 90 %-os gatlast eredményezett a klorofillfelhalmozasban, és 1 mM
Igaz viszont, hogya legnagyobb koncentracid gorbéjének kezdeti szakaszan
kismértékli emelkedést lathatunk, ami a 12. 6ra utan letorik. Ez arra utal, hogy
ezekben a levelekben is megindul a klorofill szintézise, de a kialakult pigment a
megvilagitas soran lebomlik. Hasonlé eredményre jutottak HORVATH ¢és mtsai.
(1996), akiknél a kadmiumkoncentracié novelése ugyanilyen aranyu csokkenést
eredményezett a klorofilltartalomban, valamint STOBART ¢és mtsai. (1985), akinél a
0,1 mM kadmiumkezelés 60 %-os gatlast eredményezett a klorofillfelhalmozasban.
STIBOROVA és mtsai. (1986) arpaban, MOUSTAKAS és mtsai. (1994) zabban
kimutattdk, hogy a rézkoncentracié novekedésével aranyban csokken a levelek
klorofilltartalma. Ha a kiilsé oldat rézkoncentracioja 0,1 mM volt, az arpa levelének
klorofilltartalma 25 %-kal csokkent a kontrollhoz képest. A zab endogén
réztartalmanak 20 mg kg-1-ra emelkedése a klorofilltartalom 47 %-o0s csokkenését
idézte elo. Kisérletink soran azt tapasztaltuk, hogy ha a kulsé oldat
rézkoncentracidgja 0,1 mM volt, ez kb. 50 %-os csokkenést eredményezett a
klorofilltartalomban. Az altalunk mért nagyobb aranyu gatlasnak is lehet az az oka,
hogy a mi esetiinkben nem gyokéren keresztiil tortént a rézfelvétel, igy a levélbe
jutott nehézfémkoncentracié nagyobb mértékii volt mint az intakt novény levelében
felhalmozodott nehézfém mennyisége.

Mivel a karotinoidok bioszintézise sotétben is lejatszodik, mind a kontroll, mind a
fémmel kezelt levelek kb. 10 wug/g karotinoidot tartalmaztak. Tovabbi

felhalmozodasukat viszont mindkét fém gatolta, s a hatas koncentraciofiiggo volt, de
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kisebb mértéki mint a klorofillok esetében. Mig 1 mM kadmium a klorofill
akkumulaciojaban  teljes  gatlast eredményezett, addig a  karotinoidok
felhalmozodasat csupan 75 %-kal csokkentette. 1 mM réz pedig a
klorofillfelhalmozasban 90 %-os, a karotinoid felhalmozasban viszont csupan 75 %-
os gatlast okozott. A klorofill €s a karotinoidok akkumuldcidja kozotti kiilonbség
arra utal, hogy mindkét fém a pigmentek kozal -els6sorban a klorofill
felhalmozodasat gatolja.

Ezt a megallapitast tamasztjak ala az abszorpcios spektrumok vizsgalatakor kapott
eredmények is. Mindkét fém esetében megfigyelhetjiikk az abszorpcids maximumok
koncentraciotol fiiggd csokkenését mind a voros, mind a kék tartomanyban. Az egyes
spektrumokon belul viszont a kiillonb6zé csucsaranyok alig valtoznak. Ezek az
adatok Osszevetve a pigmentakkumulaci6 adataival arra utalnak, hogy a kadmium és
a réz gatlo hatasa elsdsorban mennyiségi és nem mindségi valtozast eredményez a
pigmenttartalomban.

Az alacsony hémérsékletii fluoreszcencia emisszio spektrumok vizsgalatakor azt
tapasztaltuk, hogy a 12 6ras, sotétben torténd inkubalds soran sem a kadmium sem a
réz nem gatolta a protoklorofillid kialakulasat, még 1 mM koncentracidban sem.
Minden spektrumon megfigyelhet6 ugyanis a 630 és 650 nm-es csucs, és aranyukbdl
arra lehet kovetkeztetni, hogy a kialakult protoklorofillid molekuldk jelent6s része
komplexbe épiilt (BODDI és mtsai. 1989). Ettél némileg eltérnek BODDI és mtsai.
(1995) kisérleti eredményei. Soététben 12 6raig kadmiummal kezelt etiolalt arpat
vizsgalva ugyanis azt tapasztaltdk, hogy a nehézfém gatolta a kialakult
protoklorofillid molekulak komplexbe épiilését. Megjegyzendd, hogy kisérletitk
soran az altalunk alkalmazott koncentracional egy nagysagrenddel nagyobbat, 10

mM kadmiumkoncentraciot hasznaltak, és a tapasztalt gatlas kivédheté volt a
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STOBART és mtsai. (1985) mar korabban is kimutattak. Kisérletinkben ilyen gatlast
nem tapasztaltunk, hiszen egy oOra megvilagitds utdn a kontroll valamint a kis
kadmium- és rézkoncentracidval kezelt mintaknal lezajlott a fototranszformacio, €s a
klorofillid maximuma 685 nm-nél alakult ki, ami a szabalyos komplexbe épiilt
molekulara jellemzd (RASKIN 1981). Az 1 mM kadmium- és rézkoncentracio
hatasara rovidebb hullamhossznal alakult ki a klorofillid maximuma, ami arra utal,
hogy a képzodott klorofillid molekuldk nem tudtak komplexbe €piilni (GARAB ¢€s
mtsai. 1974). A zoldiilés késobbi szakaszaban a nagy koncentracioval kezelt mintak
emisszios spektrumai arra utalnak, hogy a névekvd kadmiumkoncentracio egyre
intenzivebben gatolja a normalis pigment-protein komplexek kialakuldsat, hiszen
még 48 orai megvilagitas utan is a rovid és a hosszu hullamhosszu formék aranya a
kontrollhoz (0,25) képest eltér6: 1 mM kadmium esetében a 685/730 arany 4. Az
eltérés magyarazata lehet: a., a pigmentek képzddésének gatlasa, b., a fehérjek
szintézisének gatlasa, c., a komplexek Iétrejottének megakadalyozasa.
Feltételezésiink szerint a gatlas elsGsorban nem pigmentszintézist csokkenti, mint
ahogy ezt a fototranszformaciéval kapott eredményeink mutattdk és HORVATH és
mtsai. (1996) mar korabban igazoltak is. Kisérletikben kontroll és kadmiummal
kezelt etiolalt arpat rovid idejii megvilagitasnak tettek ki €s azt tapasztaltak, hogy
mindegyik mintaban megtortént a protoklorofillid fototranszformacidja. Ha a
leveleket ismételten sotétbe raktak, megindult a protoklorofillid jrafelhalmozodasa,
és ezt a folyamatot sem gatolta jelentésen a kadmium (HORVATH és mtsai. 1996).
A fentiekkel Osszhangban van az a megfigyelésink, hogy a zoldilés korai

szakaszaban még a legnagyobb, 1 mM kadmiumkoncentraciéonal is tapasztaltunk
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enyhe klorofillakkumulaciot. A rézzel kezelt levelekrol felvett emisszios
spektrumokon jol latszik, hogy 6 o6ra megvilagitds utan a rovid €s a hosszi
hullamhosszu formdak aranyaban még szamottevd a kilonbség a kontroll €s a rézzel
kezelt mintak kozott. A zoldilés 48. 6rajaban viszont nem tapasztalhato ilyen eltérés,
a spektrumok szinte fedik egymast. Ha ezt a tényt osszevetjik a klorofill
felhalmozasi gorbékkel levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy bar a réz
molekulak be tudtak épiilni a megfelelé pigment-protein komplexekbe, a magas
rézkoncentraci6 csak késlelteni tudta ezt a folyamatot.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasahoz, hogy vajon a két fém milyen mértékben
gatolja a kloroplasztisz fehérjéinek szintézisét, megvizsgaltuk a plasztiszfehérjek
mennyiségének fémkoncentraciotol fiuggd valtozasat. Korabbi irodalmi adatok
szerint a kadmium és a réz eltér6 modon gatolta tobb fehérje szintézisét.
STIBOROVA és mtsai. (1986) kimutattak, hogy 0,1 mM réz 10 %-kal csokkentette a
hajtas, és 45 %-kal a gyokér osszfehérjetartalmat. A kadmium ugyanilyen
koncentracioban a hajtas osszfehérjetartalmat nem valtoztatta meg, csak a gyokérét
csokkentette 10 %-kal. VAN-DUIJVENDIJK és DESMET (1975) szerint a kadmium
csokkenti a PSII vizbonté oldalan az oxigéntermelésben résztvevd Mn-tartalmu
fehérje mennyiségét. FLUCKIGER és mtsai. (1978) birsalman végzett vizsgalataik
soran kimutattak, hogy a nehézfémmel szennyezett novényekben kozel 50 %-kal
magasabb volt az amindsavtartalom mint a kontrollban. Feltételezésiik szerint az
aminosavak mennyiségének novekedése a fehérjék fokozott bomldsanak lehet a
kovetkezménye. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a zé6ldiilés eldrehaladtaval
minden mintaban nétt a fehérjetartalom, de a novekedés mértéke a kadmium- és

rézkoncentracio fiiggvényében valtozott. A fehérjék felhalmozasanak gatlasa viszont
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mindkét fém esetében sokkal kisebb mértékii volt, mint azt a fotoszintetikus
teljes mértékben, 1 mM réz pedig 90 %-kal csokkentette a klorofill felhalmozodasat.
Ezzel szemben a legnagyobb kadmium- €s rézkoncentracié csak 30-35 %-os gatlast
eredményezett a fehérjefelhalmozasban. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a
kadmium ¢€s a réz elsddleges gatl hatasa nem a fehérjék bioszintézisére iranyul.

Korabbi irodalmi adatok szerint a kadmium és a réz jelentdsen gatolja a
fotoszintetikus elektrontranszport muikodését is (LIDON és mtsai. 1993,
MAKSYMIEC és mtsai. 1994, SAMUELSSON és mtsai. 1980, DROPPA és
HORVATH 1990). Ennek vizsgalatara a fluoreszcencia indukcié mérését
valasztottuk. Ennek a modszernek az az elonye, hogy a vizsgalatok intakt levélen
végezhetok, €s az igy a kapott eredmények gyakorlatilag pontosan tikrézik az in vivo
allapotokat. A kontroll novényekben az ,,alap” fluoreszcencia intenzitdsanak szintje
(Fo) a megvilagitas 6. 6rajatol a 48. oraig kozel azonos, és értéke a zoldilés soran
nem valtozik. Ezzel szemben a maximalis intenzitds (Fm) folyamatosan n6, ennek
megfelelden a valtozo fluoreszcencia (Fv) értéke, amely az Fm és az Fo kulonbsége,
szintén egyértelmi novekedést mutat, a 48. Oraban kb. 6t-hétszerese a kiindulasi
értéknek (MELIS 1984). Az Fv/Fm héanyados az elektrontranszportlanc allapotarol,
mikodésérol nyujt tajékoztatast (LICHTENTHALER ¢és RINDERLE 1988).
Optimalis esetben, fejlett z6ld novényeknél értéke 0,80-,083 kozott valtozik
(BOLHAR-NORDENKAMPF és OQUIST 1993). A kontroll etiolalt arpa levelekben
a megvilagitds 6. ordjaban ez az érték mindossze 0,40 koruli, de a zoldilés
elérehaladtaval intenziv novekedést mutat. A 24. oraban telitési értéket ér el, ami kb.
0,80, tehat megfelel a zold novényekre jellemz6 Fv/Fm hanyadosnak. Szintén a

fotoszintetikus elektrontranszport miikodésérol, elsosorban a PSII-héz tartozo
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elektrontranszporton beliil fellépoé gatlasrol szolgaltat informaciokat az 3Fi/6Fv (Fi-
Fo / Fm-Fo) hanyados (DARR ¢és mtsai. 1981, HIDEG és mtsai. 1986). Ertéke a
kontroll levelekben a megvilagitas 12. 0rajaig kismértékii novekedést mutat, ezutan
pedig gyakorlatilag nem valtozik. Az 1 mM kadmiummal kezelt mintadknal a
hanyados értéke a kontrollhoz képest csokken, ami a dezorganizacidos folyamatok
kovetkezménye. Ez arra utal, hogy nem a PSII akceptor oldali
elektrontranszportjanak gatlasarol van sz6. Az Fd/Fs hanyados a fotoszintetikus CO,-
fixacios kapacitasrol tajékoztat (LICHTENTHALER és RINDERLE 1988). Ertéke a
zoldulés kezdetén igen alacsony, a megvilagitas hatasara viszont intenziv
novekedésnek indul, igy a kontroll levelekben a hanyados 24 6ra mulva eléri azt az
értéket, ami az alacsony fényintenzitason nevelt novényekre az irodalmi adatok
szerint jellemzé (LICHTENTHALER és RINDERLE 1988). A tovabbi zoldilés
soran enyhe csokkenés fiogyelheté meg az Fd/Fs értékében, amely a karboxilacios
kapacitis novekedésével magyarazhaté (BOLHAR-NORDENKAMPF és OQUIST
jelentosebben a kontrollhoz képest. 1 mM kadmium- és rézkoncentraciok esetében
viszont az Fo, Fm, Fv érték, valamint a hanyadosok értéke 1ényegesen alacsonyabb
mint a kontroll arpa levelekben. Az Fv és Fo értékek meghatarozasakor kapott
adataink részben ellentmondanak LANARAS ¢és mtsai. (1993) kisérleti
eredményeinek, akik réztartalmu talajon nétt buzan végeztek fluoreszcencia indukcio
vizsgalatokat. Méréseik szerint is alcsonyabb volt az Fv, Fm és az Fv/Fm érték a
magas réztartalmi buzaban mint a kontrollban, tapasztalataik szerint viszon az Fo
érték ezekben a noévényekben volt magasabb. Az eltérés szarmazhat abbdl, hogy 6k
kifejlett zold novényen, mi pedig sotétben csiraztatott zoldild arpan végeztik a

méréseket. A mi eredményeinkhez hasonlé adatokat kapott viszont HSU és LEE
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(1988), akik rézzel kezelt spenot kloroplasztiszokon mérték a fluoreszcencia
indukcidt, és az altalunk is vizsgalt értékek koncentraciotol fiiggd csokkenését
tapasztaltak. Ezt tamasztjak ala KRUPA és mtsai. (1993) adatai is, akik kadmiummal
kezelt babon végeztek méréseket, €s az Fv/Fm hanyados fémkoncentraciotol fiiggd
csokkenését tapasztaltak.

Annak eldontésére, hogy elsddleges hatasnak tekinthetok-e a nehézfémkezelésnél
megfigyelt funkcionalis valtozasok, megvizsgaltuk a plasztisz finomszerkezetének
valtozasat a zoldilés soran, és alakulasat a nehézfémkezelés hatdsara.
Megjegyzendd, hogy a magas kadmium- ¢és rézkoncentracionak a
plasztiszszerkezetre gyakorolt destruald hatdsat korabban mar szamos kisérlettel
igazoltak. BASZYNSKI és mtsai. (1988) spendton, SANDMAN ¢és mtsai. (1980)
zold algan vizsgaltak a réz-taladagolas hatasat. Mindkét kisérlet soran azt
tapasztaltak, hogya réz hatdsara megnétt a plasztoglobulusok, a tilakoidok kozotti
zarvanyok szama, csokkent a granumok mennyisége, degradalodtak a sztroma
lamelldk, ilymodon teljesen felbomlott a kloroplasztisz szerkezete. LIDON ¢€s mtsai.
(1993) is azt tapasztaltak, hogy réz-tuladagolas hatasara sérult a fotoszintetikus
membran. BASZYNSKI és mtsai. (1980) kimutattdk, hogy hosszan tarto
kadmiumkezelés esetén is degradalodik a kloroplasztisz egész strukturaja, ami igen
nagy plasztoglobulusok mejelenésében és a granumok szerkezetének fellazulasaban
nyilvanul meg. Elektronmikroszképos vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy
mind a kadmiummal, mind a rézzel kezelt mintakban a zoldilés kezdetén megindult
a plasztisz finomszerkezetének kialakulasa, megjelentek a granumok, igy a
megvilagitas 12. 6rajaban még alig talaltunk kilonbséget a kontroll és a kezelt
mintak kozott. A zoldulés 48. orajaban viszont a vizsgalt plasztiszok zoménél azt

tapasztaltuk, hogy az 1 mM kadmiumkoncentracié hatasara szerkezetik teljesen
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destrualodott, az 1 mM rézkoncentracioval torténd kezelés pedig azt eredményezte,
hogy a granumtilakoidok “felfijodtak”, ezaltal a membranhoz kotott funkcidk is
gatlodtak.

A felsorolt eredmények alapjan feltételezzik, hogy a kadmium elsédleges gatlo htasa
nem a fotoszintetikus pigmentek €s nem a plasztisz feharjéinek bioszintézisére
iranyul, hanem elsésorban a pigment-protein komplexek kialakulasat akadalyozza
meg (HORVATH ¢és mtsai. 1996). Viszont oxidativ koriilmények kozott, fényen a
szabad pigmentek destrudlodnak, ezaltal lehetetlenné valik a fotoszintetikus
apparatus normalis mikodése.

Eredményeink  aldtamasztizk SANDMAN ¢és BOGER (1980) korabbi
kovetkeztetéseit, miszerint a kétértékii réz ion a fotoszintetikus membranban
szabadgyokoket general, fokozza a lipidek peroxidacidjat, ezaltal a plasztisz
finomszerkezetének dezorganizacidjat idézi eld, ami lehetetlenné teszi a szabalyos

fotoszintetikus mukodést.
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OSSZEFOGLALAS

Munkank soran a kadmiumnak és a réznek a fotoszintetikus apparatus kialakulasara
gyakorolt hatasat vizsgaltuk zoldulé arpa levélen. Kisérleti eredményeink az
alabbiakban foglalhatok 6ssze:

Az excizalt zoldulé arpa levél nehézfémfelvétele erésen fiigg a kilsé oldat
koncentraciojatol és aranyos a megvilagitas idejével.

A két fém novekvo endogén koncentracidja jelentdsen gatolja a fotoszintetikus
pigmentek (klorofillok, karotinoidok) felhalmozodasat a zoldilés soran. Az
akkumulacio csokkenése jelentdsebb a klorofilloknal. A zoldulés elsé 12 ordjaban
viszont még a legnagyobb, 1mM fémkoncentracioval kezelt mintdknal is
megfigyelhetink kismértékii klorofillhalmozast. A gatld hatds intenzivebb a
kadmium esetében mint a réznél.

Az abszorpcids spektrumok vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a maximumok
érteke fémkoncentraciotol fiiggd csokkenést mutat mind a vorés, mind a kék
tartomanyban, a kiilonb6z6 cstcsaranyok viszont nem valtoznak.

A kadmium és a réz gatolja ugyan a plasztiszfehérjék szintézisét, de a gatlas sokkal
kisebb mértékii, mint azt a pigmentek felhalmozodasanal tapasztaltuk.

Az alacsony homérsékletii fluoreszcencia emisszio vizsgalatok eredményei azt
mutatjak, hogy a kadmium és a réz még 1mM koncentracioban sem gatolja a

sy

protoklorofillid kialakulasat és fototranszformacidjat klorofilliddé. Viszont a
kezelés késlelteti, | mM kadmium pedig teljesen megakadalyozza.
A fluoreszcencia indukcié mérések eredményei azt mutatjak, hogy bar a kisebb

koncentracioji nehézfémkezelés hatasara nem valtoznak az adatok a kontrollhoz
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képest, | mM kadmium- és rézkezelés hatasara 48 6ra megvilagitas soran sériil a
fotoszintetikus elektrontranszportlanc.

Az elektronmikroszkopos felvételek azt mutatjak, hogy a zoldilés soran minden
mintaban megindul a plasztisz szabalyos finomszerkezetének kialakuldsa, ami
viszont az 1 mM kadmiummal és rézzel kezelt mintakban a tovabbi megvilagitas
hatasara teljesen felbomlik.

A fenti eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a kadmium elsddleges
gatlo hatasa a  szabalyos pigment-protein  komplexek  kialakuldsanak
megakadalyozasara iranyul, a réz pedig a fotoszintetikus membran dezorganizacidjat

idézi eld, ezaltal lehetetlenné valik a szabalyos fotoszintetikus miikodés.
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