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1. BEVEZETES

Az emberi tevékenység kovetkeztében a kornyezetszennyezés egyre nagyobb méreteket Olt a
Foldon, ezért rendkiviil fontos a karos hatdsok megismerése és tanulminyozisa, tovabba a
karosité hatasok semlegesitése, vagy kikiiszobolése. A bioszféraba bocsatott veszélyes anyagok
kisebb vagy nagyobb mértékben minden ¢él6lényre, igy a ndvényekre is hatnak. Fontos feladat
tobbek kozott, a novényeket érd hatdsok pontos megismerése és annak tanulmanyozésa, illetve
feltarasa, hogy milyen véltozasokat indukalnak a novényekben, hiszen a benniik felhalmozodott
mérgezd vegyliletek a tiplaléklancon keresztiil eljuthatnak az emberi szervezetbe, és
mérgezéshez vezethetnek. Ma mar tobb tudoményag is foglalkozik a kornyezetszennyezés
detektalasaval (kémia, biokémia, fizika, biofizika, molekuléris bioldgia, genetika, stb.), tovabba
a kérosité hatasok semlegesitésével és kikiiszobolésével. Erdemes ezért a vizsgalatokat is tobb
tudomanyteriilet modszereinek kombindlasdval vagy egymds utdni alkalmazasaval végezni
annak érdekében, hogy teljesebb képet kapjunk vizsgalatunk targyardl.
A normalis ¢életmiikodéshez sziikséges folyamatokat gétld ingerek az él6lényekben védekezési
folyamatokat inditanak be. Ennek kovetkeztében egy, a normadlistdl eltéré allapot alakul ki,
amely ha hosszabb ideig fennmarad mar szemmel is jol lathaté kiilsé valtozasokat okoz. Ezt az
allapotot stressz allapotnak nevezziik. A stresszt okozo inger a stresszor, amely a legkiilonfélébb
kornyezeti valtozasokat foglalja magaba. A stresszoroknak tobbféle csoportositasa 1étezik. Egyik
lehetséges csoportositdsi szempont szerint, a stresszorokon beliil alapvetéen két csoport
kiilonithetd el:

e a természet, vagyis a kornyezet extrém megnyilvinuldsai, mint pl. a vizellatottsigi

zavarok: arvizek vagy belvizek illetve szarazsag, és

e az emberi tevékenységbdl szdrmazo kdrnyezetszennyezés altal okozott stresszek.
A klimavaltozds kovetkeztében napjainkban egyre gyakoribbak az aradisok, amelyeknek a
kovetkezménye a talaj oxigéntartalmanak részleges vagy teljes kiszorulasa. Ez kiros a névényi
fejlédés szempontjabol. A ndvény gydkerének az egészséges mitkodéshez megfeleld mennyiségii
talajoxigénre van sziiksége. Abban az esetben, ha ez nem biztositott, a novény dallapota
kezdetben leromlik, majd elpusztul a levegdtlen talajban megindulo karos folyamatok- dgymint

széndioxid felesleg, toxikus anyagok felhalmozddasa- kovetkeztében.

Az egyre novekvd ipari tevékenység egyenes kovetkezménye, a kornyezetbe keriild szennyezd
anyagok szaméanak és azok mennyiségének novekedése. Ezek az anyagok természetesen a
bioszféra minden részében jelen vannak, de mivel a novények elsddleges kozege a talaj, a

vizsgalataink kozéppontjaba a talaj szennyezOanyagai keriilnek. Napjainkban a legnagyobb
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problémat a nehézfémek és azok vegyiileteinek talajba jutdsa okozza. A novényekkel
interakcioba 1ép6 nehézfémek Ilehetnek esszencialisak, azaz a novényi miikddéshez
elengedhetetleniil fontosak, valamint nem esszencialisak, azaz olyanok, amelyek a novénybe
jutva mar barmilyen kis mennyiségben is toxikus tiineteket okoznak. Az eldbb emlitett két
elemcsoport hatdsmechanizmusukat tekintve kiilonbozok, ezért a novényélettani vizsgalatok
soran is lényeges hatdsaikat Osszevetni és a kiillonbozdségeket megallapitani. A nikkel
esszencidlis nehézfém, amely azonban toxikus tiineteket okoz, ha tobbletben jelenik meg a
novényben. Az egyik legtoxikusabb nem esszencialis nehézfém a kadmium, amely banyaszati és
mezdgazdasagi tevékenység soran keriil a kornyezetbe, illetve a novényekbe (szerves- és
miutragyak, talajjavitd6  anyagok, novényvédd  szerek, szennyviziszap, gépjarmil
gumiabroncskopas). Elettani hatasait tekintve a kadmium akkumul4lédasa a novényben komoly
anyagcsere- ¢s ezzel egyiitt fejlddési zavarokat okoz, amely terméskieséshez vezet. Tekintettel
arra, hogy a novények nehézfém tiird képessége nagyobb, mint az emberé, nikkel és kadmium
szennyezés esetén a novényben akkumulalt, de még szdmira nem letdlis mennyiség emberi
szervezetbe jutva elegendd koncentracidban mar mérgezést okoz. Mindez indokoltta teszi a

nehézfémek altal eldidézett ndvényi reakciok minél sokrétiibb tanulmanyozésat.

A fentieket figyelembe véve nyilvanvald, hogy a stresszfaktorok, illetve azok hatasainak
vizsgalata fontos ndvényélettani kutatasi feladat. Erdemes elkiiloniteni a természetben eléforduld
és elo nem forduld alkalmazott koncentracidok kiilonbozo hatasait, illetve ezen hatasok idobeli

megjelenését.

A klasszikus novényélettani vizsgalati modszerek (klorofill tartalom meghatarozas,
elemtartalom mérés, antixidativ enzimaktivitds meghatirozas, szerves sav mérés) jo eszkozei a
stressz€lettani kutatdsoknak, mivel alkalmasak a novény fiziologids, illetve stresszallapot
jellemzésére. Ezek a modszerek sok esetben a novény szoveteinek feltarasat, feldolgozasat
igénylik, ami invaziv mivoltukb6l adéddéan egy egyeden csupén egy vizsgalatot tesznek lehetdve,
holott egy novényegyed tobbszori, in vivo vizsgalata sokkal arnyaltabb képet adhatna a stresszor
altal kivaltott novényi valaszokrdl. Emellett az is fontos, hogy a vizsgalat a lehetd legkevesebb
sériilést okozza, mivel a sériilés mar onmagaban stresszhatasnak tekinthetd, ami az eredmények
pontossagat kérddjelezheti meg. A modern ndvényélettani kutatdsokban egyre szaporodnak a
nem invaziv vizsgalati mddszerek (fluoreszcencia indukcios mérés, miiszeres klorofilltartalom
meghatirozas, fotoszintetikus aktivitdis mérés, sztoma konduktancia mérés), illetve igény
mutatkozik més tudoményteriiletek mddszereinek integrildsara is a novényi stressz kutatdsa
soran. A stresszélettanban tj modszernek szamit6 valtakoz6 aramu impedancia mérés is megfelel

ezen elvarasoknak, mivel paraméterei informaciot szolgéltatnak a novényi szovet allapotardl €s
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annak megvaltozasarol, 1ényegi szoveti roncsolds nélkiil, mivel mindossze két, viszonylag rovid
¢s vékony elektroda keriil a ndvényi szovetbe. Feltételezhetd tehdt, hogy az igy kapott
eredmények megfeleléen tiikrozik a novény élettani allapotat, anndl is inkabb, mivel
azértékelésnél alkalmazott modell paraméterei nagymértékben fiiggnek a ndvényi szévet belsd

viszonyaitdl. fgy varhatéan gyors és pontos eredményeket kapunk e médszer alkalmazasaval.

A vizsgalatokat célszerli tovabba nem modellndvényen, hanem haszonndvényeken végezni,
hiszen éppen az emberi fogyasztisban vagy takarminyozisban fontos ndvényfajok
stresszvalaszai szolgdlhatnak udtmutatdsul a novénynemesitésnek, illetve a fitoremedicios
torekvéseknek.

A fenti elvarasokbdl kiindulva a doktori kutatdsaim soran két fo teriiletre fokuszaltam:

e Kklasszikus novényélettani vizsgalati moddszerek segitségével- HPLC, antioxidativ
enzimaktivitas mérés, fluoreszcencia indukcié mérés, SPAD index mérés-, arra a
kérdésre kerestem a valaszt, hogy melyik az a legkorabbi id6pont, amikor a
nehézfémstressz hatdsai a kezelést kovetden kimutathatok egy eszencialis és egy nem
eszencialis nehézfém mérgezést kovetden.

e modszertani szempontbol egy, az orvostudomanyban, illetve az
¢lelmiszertudomanyokban elterjedten alkalmazott szoveti szerkezet valtozasait jelzo
modszert, a valtakozo dramud impedancia mérés alkalmassidgat kivantam megvizsgalni
kornyezeti stresszorok &ltal kivaltott novényi szoveti valtozasok korai detektalasira és

nyomon kovetésére.






2. IRODALMI ATTEKINTES ES CELKITUZES

2.1 Nehézfém terhelés hatasa a novényekre
Az emberi kdrnyezetatalakito tevékenység kovetkeztében jelentdsen megnétt a ndvényeket érd
stressztényezOk szama, illetve azok mértéke. Mindez komoly kihivasok elé allitja az €16
szervezetek alkalmazkodo képességét (CHEN és ZONG, 1999).
A novényi produkciora szamos karositd kornyezeti tényezd hat (DREZNER et al, 2007),
amelyek koziil az egyik legfontosabb a nehézfém terhelés. A nehézfém kifejezés a 3,5-7 glem’
stiriségli és magas rendszamu (20-nal nagyobb) elemeket jeloli, magéba foglalva az atmeneti
fémeket, metalloidokat a lantanoidéakat és az aktinoidakat is (DUFFUS, 2002).
Az él6 szervezetekkel Osszefiiggésben megkiilonboztetiink esszencidlis és nem esszencialis
nehézfémeket. Az esszencidlis nehézfémek, gyakran egyittal mikroelemek is, azaz ppm-es, vagy
annal kisebb koncentracioban fordulnak elé a természetes kornyezetben. A legfontosabb
esszencialis nehézfémek a kovetkezdk: cink, kobalt, mangdn, molibdén, nikkel, réz, vanddium és
a vas. A mikroelemek kis mennyiségben sziikségesek az ¢éldlények szamadra, élettani
szempontbol azonban nagy jelentdséggel birnak: enzimek aktiv helyei, illetve prosztetikus
csoportok atomjai is lehetnek. Az esszencidis elemeknek alapvetden kétféle problémakore
adédhat: hidany esetén a novények nem képesek kifejlodni, ami altaldban a fotoszintetikus
produkci6é csokkenésében nyilvanul meg, és ez végeredményben kisebb termést eredményez.
Tobblet esetén, ami lehet nagy dozisu és/vagy hosszu ideig tartd mérgezés, toxikus tiinetek
jelentkeznek, ami végiil letalis allapothoz vezet. A nem esszencialis nehézfémeknél, igymint pl.
a kadmium és az arzén csupén tobbletrdl, azaz mérgezéses allapotrol beszélhetiink, nincs hidny-,
vagy optimalis ellatottsagi allapot (PRASAD, 2004).
A novények képesek tolerdlni a nehézfémeket egy bizonyos intervallumon beliil. BAKER és
WALKER (1989) nehézfémtolerancia szempontjabdl harom csoportba osztotta a novényeket:

e kizardk (a novényi biomassza fémakkumulicidja alacsonyabb a talaj fémmennyiségénél),

e indikatorok (a ndvényi biomassza fémakkumuldcidja megkozelitdleg hasonld a talaj

fémmennyiségéhez),

e akkumulidlé fajok (a novényi biomassza fémakkumulacidja meghaladja a talaj
A nehézfémek felvételiik soran versengenek mas fémekkel ugyanazon membrancsatornakért. A
nikkel példaul a réz, a cink és a kobalt mellett jellemzbéen a vassal verseng (CATALDO et al.,

1978). Mindezek kovetkeztében a nehézfémek, igy a toxikus nehézfémek is, rovid idd alatt



bejutnak a novénybe, és kiilonb6z6 anyagcsere utakba bekapcsolodva zavart idéznek eld a
normalis miikddésben (PRASAD, 2004).
A nehézfém mérgezés novényi detoxifikacioja igen komplex folyamat, szdmos tényezd
kozremiikodésével (TUBA és CSINTALAN, 1993), dgymint

o csokkent mértéki szallitas (ANGELOVA és IVANOV, 2009),

e kiilonbdzo sejtszervekbe torténd kivalasztas (LASAT, 1998),

e kelatilas (COBBET, 2000),

e illetve a biotranszformacié (TOMSETT et al., 1992).
A novények gyokerei képesek fémeket megkotd keldtor vegyiileteket kivalasztani, és a
rizoszférdba bocsitani: cukrokat, aminosavakat, illetve leggyakrabban szerves savakat (pl.
almasav, borostyankdsav, citromsav) (SALT et al., 1993; CARVALHAIS et al., 2010), ami
segiti a felvételiiket fliggetleniil att6l, hogy esszencidlis, vagy nem esszencidlis nehézfém
talalhato a talajban. Ugyanezen vegyiiletek, mivel erds affinitdsuk van a nehézfémek felé,
szerepet jatszanak a fém kivalasztdsban a novényi szervezeten beliil is (FULEKAR et al., 2009).
A felvett nehézfémek tobb tipusba sorolhaték att6l fiiggden, hogy melyik ndvényi részben
halmozddnak fel:

e jellemzden a hajtasban felhalmozodok: Ag, Cr, Pb, Al, Va, Sn

e jellemzden a gyokérben felhalmoz6dok: Cd, Co, Cu, Fe, Mo

e ecgyenletes eloszlasiak: Ni, Mn, Zn (PRASAD, 2004)
A fitoremediacié egy nehézfémtdl, vagy mds kornyezetkarositdo vegyiilettdl szennyezett talaj,
vagy tapkozeg megtisztitasat jelenti novények segitségével.
A fitoremediacié sikerét megalapozhatja a nehézfémek novényekre gyakorolt hatdsanak minél
pontosabb megismerése. A nem esszencialis nehézfémeket a novény nem képes beilleszteni a
metabolizmusiba, ezért fontos kutatisi feladat megakadalyozni azt, hogy a nehézfémek
kifejthessék karositd hatasukat. Ennek egyik lehetséges modja a nehézfém extrakcidja a
szennyezett talajbol, illetve egy, a nehézfémet jol akkumuldlé fajban koncentrdlni, majd
megsemmisiteni (PADMAVATHIAMMA ¢és LI, 2007). Az igy létrejott biomasszabdl a fém
esetlegesen visszanyerhetd, amennyiben gazdasdgilag megtériil (ZACCHINI et al., 2009).
Vilagszerte mindossze koriilbeliil 400 novényfajrol tudjdk, hogy nehézfémeket képesek
hiperakkumulalni. Az akkumulalhat6 fémek a kadmium, a krém, a réz, a mangén, a nikkel és a
cink (KERSTEN et al., 1980). Az akkumulal6 novények legtobbje a Brassicaceae csalad tagja,
beleértve tobb Thlaspi fajt, amelyek foként nikkelt €s cinket tudnak nagyobb mennyiségben
felhalmozni, egészen a testtomegiik 3 % - ig (30000 png/ g széraz anyag), anélkiil, hogy a

metabolizmusukban letilis folyamatok indulndnak be. A nikkel hiperakkumulator Thlaspi
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goesingense Hal. tanulmanyozésa sorin KRAMER ez al. (2000); valamint KUPPER et al. (2001)
megéllapitottak, hogy a hiperakkumulécié tgy valésul meg, hogy a novény hatékonyan képes a
nikkelt a hajtas sejtjeinek kozponti vakuéluméaba pumpalni és ott tarolni, azaz kivonni a névényi
metabolizmusbol.

A nehézfémek irodalméabol kitlinik, hogy a hiperakkumuladciora képes fajok legtobbje nem
fejleszt nagy levéltomeget, vagy nincs nagyiizemi termesztésben (FULEKAR et al., 2009).
Fontos feladat tehat a mezdgazdasagi termesztési gyakorlatban szerepld fajok nehézfémstresszre
adott reakcioinak vizsgalata, azért, mert koziliik keriilhetnek ki a késObbiekben potencialis

ténylegesen hatékonyan bioakkumulalé fajok, fajtak.

2.1.1 A kadmium jellemzése és a novényekre gyakorolt hatasa

A kornyezeti stressz tényezOk koziil a kadmium az egyik leginkabb kérositd elem, amely
novénybe jutdsat kovetden novekedésvisszaesést és csokkent termést okoz (MALAN és
FARRANT, 1998).

A kadmium egy nem esszencialis nehézfém, amely foként az ipari tevékenység eredményeként
keriil a bioszféraba, tobbek kozott erémiivek, fémfeldolgozd lizemek, szemétégetdk, cement
tizemek melléktermékeként, de legnagyobb részben, mint a foszfat miitragydk vivéanyaga.
Kijuthat a természetbe tovdbba szennyviziilepités és kezelés eredményeként, és a vérosi
kozlekedés velejargjaként, az autd gumiabroncsok kopasabdl adédéan (MHATRE és
PANKHURST, 1997). Az emberi tevékenységtol alig befolyasolt teriileteken a kdzeti
asvanyosodas folyamatai sordn keriilhet kadmium ndvények altal felvehetd formaban a talajba.
A kadmium a természetben altaliban nem o6nalldan, hanem legtobbszor 6lom- cink tartalmu
asvanyokban fordul el6 (BAKER et al., 2000).

Azokban a talajokban, ahol a kadmium szennyezés hosszli idén keresztiil fennmarad, illetve
meghaladja a 0,35 pM vagy annal magasabb koncentriciét, csupin a kadmiumot
hiperakkumulalni képes novény, a Thlaspi caerulescens L. marad életben (EBBS et al., 2002). A
z0ldborsé esetében az a legkisebb kadmium koncentraci6, amely mar terméscsokkenést okoz, 10
mg kadmium 1 kg szarazanyagra vonatkoztatva (ORMORD, 1977).

Az egyik legkonnyebben felvehetd és a ndvényekben gyorsan transzlokalédd nehézfém a
kadmium, ezzel is magyarazhatd a viszonylag alacsony koncentracid ellenére fellépd erds
toxicitaisa (CHAKRAVARTY és SRIVASTAVA, 1992). A novények kadmium felvételét
alapvetden befolyasolja a talaj kadmium koncentracidja, illetve az, hogy a talajban 1évd
kadmium a novények altal felvehetd formaban van-e jelen, valamint mas elemek koncentricidja,

a talaj pH és redox potencial értéke, illetve a homérséklet.

11



Vizes oldatban a kadmium kétértéki kation formdjdban van jelen és erds komplexképzd
hajlammal rendelkezik, féként kén- és nitrogéntartalmt ligandumokkal, elsésorban fehérjékkel
1ép reakcioba (CATALDO és MCFADDEN, 1988; GREGER és LINDBERG, 1992), amely
karos a novényre nézve, mivel a nehézfém komplexek jelenléte megzavar szdmos anyagcsere
utat és szerkezeti, illetve miikodésbeli rendellenességeket okoz a sejtben.

A talajban jelen 1év0 egyéb elemek koncentracidja a felvehetdség szempontjabdl azért 1ényeges
tényezd, mert a kadmium azokkal verseng a ndvénybe jutdsért, hiszen felvételiik tobbnyire
ugyanazon a membrancsatornan keresztiil torténik. Ezen elemek a kovetkezok lehetnek: cink,
kalcium, kilium, magnézium, mangan, nikkel, réz és vas (CLARKSON és LUTTGE, 1989;
RIVETTA et al., 1997).

A kadmium gyokérbe jutidsa végbemehet apoplazmikus és szimplazmikus dton aktiv és passziv
transzporttal egyardnt (SALT et al., 1995). A kadmium 30 % - a a gyokér kéreg szovetén passziv
diffiziéval jut 4t, de aktiv médon is bejuthat a novénybe egy H'-ATP-azhoz kototten (COSTA
és MOREL, 1994). A gyokér xilémet apoplazmikus és/vagy szimplazmikus tton is elérheti
(SALT et al., 1995).

A kadmiumnak erds affinitdsa van eredetileg tipelemek felvételét szolgald ioncsatorndk irant,
tigymint a K" és a Ca**csatornak (LINDBERG et al., 2004). Ezen kiviil a levélszovet kutikul4jan
és a sztomdkon 4t is be tud jutni a ndvényekbe (FISMES et al., 2005), a levélen keresztiil.
Mindezek miatt a kadmium kénnyen bejut a névénybe és gyorsan transzlokalodik.

A kadmium foként a gyokérben halmozodik fel és csupan kis hanyada jut el a fold feletti
részekbe, ennek ellenére mas fémekhez képest (Ni, Zn és Cu) magas a levél kadmium tartalma
(CATALDO et al., 1988).

A talaj 40 ppm kadmium tartalma jelentdsen csokkentette a hajtdsmagassagot és a hajtas atmérot,

valamint 49,2 %-kal visszavette a hajtas eldgazddasat Populus alba L. esetében (KHAMIS et al.,

crer

s 2z

2014).

A fentiek alapjan nyilvanvald, hogy a kadmium nagyon mérgez0 mar egészen Kkis
koncentracioban is (CHAKRAVARTY és SRIVASTAVA, 1992).

A kadmium-mérgezésnek szamos, szemmel joOl lathat6 tiinete van: a levelek széle elbarnul,
klordzis 1ép fel, voroses levélér és levélnyél alakul ki, a levelek 6sszekunkorodnak, a gyokérzet
barna szine és csokkent novekedése figyelheté meg (KABATA-PENDIAS és PENDIAS, 1984).
A fotoszintézis az egyik legfontosabb anyagcsereut, amelyre a kadmium mas nehézfémekhez
hasonléan kozvetleniil hat, tobbek kozott peroxidativ koriilmények eldidézésével, melynek

kovetkezményeként példaul a kloroplasztisz membrénlipid és fehérje komponensei lebomlanak
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(DROPPA és HORVATH, 1990). HORVATH et al. (1996) kimutattik tovabba, hogy a PSII
sokkal érzékenyebben reagdl a kadmium mérgezésre, mint a PSI, mégpedig aziltal, hogy a
klorofill képtelen normalis pigment komplexet kialakitani, ezéltal a PSII miikodése gatlodik. A
fotoszintézis hatékonysagat a klorofill a/b ardny megvaltoztatdsaval és a Calvin ciklus
kulcsenzimjeinek gatldsdval is csokkenthetik a nehézfém ionok (STIBOROVA et al., 1986). A
kadmium a CO, fixaciét is gitolhatja. A kadmium szamos szerkezeti ¢s mitkodésbeli zavart okoz
a fotoszintetikus rendszerben, a protoklorofillid-reduktdz enzim gatldsan keresztiil csokken a
klorofill mennyisége (SANTOS et al., 2010). Emellett a klorofill molekuldkban talalhaté Mg**
ion kicserélodhet Cd2+—ra, ami csOkkenti a fotoszintetikus rendszer kvantumhasznositasat
(SANTOS et al., 2010). A fotoszintézis gitlasat természetesen koveti a szdraz anyag
akkumulacié mértékének csokkenése is (CHIRAZ et al., 2004; KHAMIS et al., 2014). A
kadmium fotoszintézisre gyakorolt hatisa tehéat, tobb folyamat kozvetlen és kozvetett gatld
hatasinak egyiittes kovetkezménye.

A kadmium mérgezés sulyos szerkezeti és mukodésbeli zavarokat okoz a ndvényekben.
Kadmium jelenlétében a sejtosztédds nem &ll le, csupan a sejtek taguldsa gatolt (PRASAD,
2004). A sejt novekedés gatlasa tobb mechanizmus, foként sejtfal és membranmodosulasok
egyiittes kovetkezménye (ROS et al., 1992; OUARITI et al., 1997; PRASAD, 2004). OURITI et
al. (1997) paradicsom novények sejt membranjain végzett vizsgalatai sordn megéllapitottak,
hogy kadmium jelenlétében csokkent a sejtmembran telitetlen zsirsavak -a linol- és a linolénsav-
ardnya (ROS et al.,1992), ami szintén merevebb membranstruktirat eredményez (ROS et al.,
1992).

A nehézfémek visszavetik a csirdzasi folyamatokat, hatasukra a kikelt csirandvények gyokér- €s
hajtashosszusaga, illetve friss- és szaraztomege nem éri el a normal értékeket. Magok és
csirandvények vizsgalatandl kideriilt, hogy a mikroelemek koziil a réz és a kadmium a
sziklevélben, a cink €s a magnézium az egész magban, a vas pedig a maghéjban halmozddik fel
(SINGH et al., 1996). A kadmium retardal6é hatdsa miatt csokken az érett mag mennyisége is,
ami annak tudhat6 be, hogy a nehézfém felvétel kovetkeztében csokken a termés zsir-, fehérje-
és szénhidrat-tartalma (MALAN és FARRANT, 1998).

A kadmium kezelés szachar6z felhalmozodast is eredményezhet és mas egyéb olyan tiineteket,
amelyek az Oregedési folyamatok soran figyelhetOk meg. (SKORSINSKA er al., 1991). Mas
vizsgélatok szerint a kadmium alkalmazéasa csokkenti a széndioxid megkdtést és a szachardz
szintet a fotoszintézis sordn (SHEORAN et al., 1991). Kadmium jelenlétében megnovekszik
néhdny aminosav mennyisége (pl. lizin és hidroxilizin), melyek felhalmozddasa mar egyéb

novényi stressz esetében is megfigyelhetd volt (COSTA és SPITZ, 1997).
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A kadmium a novények altalanos anyagcseréjére és vizforgalmara is hat (SANITA DI TROPPI
et al., 1999). Kadmium stressz napraforgd novény relativ viztartalminak csokkenését okozta,
illetve novelte az egységnyi feliiletre esé sztdoma szdmot. A magas kadmium koncentracid
jelentdsen befolyasolja a novény vizallapotat oly modon, hogy a vizfelvétel gatolt,
kovetkezésképpen a novény vizhidnyos tiineteket mutat (COSTA és MOREL, 1994). Zo6ld bab
novény normalis vizellatottsdga mellett 22 nM/l —es kadmiumos kezelés hatasara a vizpotencial
csokkent és a levelek relativ viztartalma is jelentésen csokkent, illetve szignifikdns turgor
veszteséget tapasztaltak (BARCELO et al., 1996).

Kukorica esetében a megnovekedett kadmium koncentricid kovetkeztében moddosult a
gyokérszerkezet: az endodermisz lignintartalma megnétt, a hipodermiszbe H-tipusu lignin épiilt
be. Mindez megnovelte a gyokér sejtfalak merevségét (DEGENHARDT és GIMMLER 2000;
BARCELO et al., 1996).

Kadmium stressz hatdséra a ndvényben védekezé mechanizmusok 1épnek mitkddésbe a toxicitas
kivédésére. Detoxifikacidja soran a kadmium féként a fehérjék kén és nitrogén tartalmu
ligandumaival képez komplexeket, valamint cink és vas-tartalmi enzimek prosztetikus
csoportjaihoz kapcsolodva lehetetleniti el azok eredeti funkcidjat (CATALDO és MCFADDEN,
1988; GREGER ¢és BERTELL, 1992).

Kadmium mérgezést kovetden indukalt génexpresszid aktivalja a fitokelatin szintdz enzimet €s
glutation alapd peptidek, a fitokelationok szintézise indul meg (GRILL er al, 1985). A
fitokelatinok, amely vegyiiletek fontos szerepet jitszanak a nehézfémek megkotésében,
komplexet képeznek a kadmiummal és egy Cd*'/H" antiport mechanizmuson keresztiil a
vaku6lumba juttatjdk a kadmiumot (SALT és WAGNER, 1993). A fitokelatinok féleg glutamin,
cisztein és glicin tartalmu Osszetett vegyiiletek, kiilonb6z6é komplexeket képeznek a kadmiummal
oly mddon, hogy a cisztein tiol csoportja kelatot képez a nehézfém-ionnal, igy a kadmium ionok,
mint szabad toltéshordozok nem tudjak karos hatdsukat kifejteni a citoplazmédban (GRILL et al.,
1985).

Higannyal kezelt dohanyndvények esetében jelenlétiiket feltételezték mar 1973-ban (ANELLI et
al., 1973), de csak 1985-ben GRILL et al., izolaltak el6szor a fitokelatinokat.

A fentiekbdl lathato, hogy a kadmium eljut a teljes névényi szervezetbe és kiillonb6zé mdodokon
képes felhalmozddni. A tolerancia mechanizmusok széles spektrumanak koszonhetden a
novények kiilonb6z6 mértékben, de relative sokdig képesek toleralni a kadmium mérgezést
szemmel lathat6 tiinetek nélkiil. A hiperakkumulétor fajok, pl. a Thlaspi caerulescens L.
4tlagosan szdraz tomegre vonatkoztatva 84,96 mg/kg (TERRY és BANUELOS, 2000)

kadmiumot tud felvenni.
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Humanbioldgiai szempontbdl éppen ez a tény jelenti a veszélyforrast, hiszen, allati —emberi-
szervezetbe jutva ugyanez a kadmium mennyiség mar silyos karosodidsokhoz vezethet. A
kadmium a majban marad és hosszu (10-30 év) felezési idejli, ami azt jelenti, hogy nagyon kis
mennyiségll, de hosszan tartd6 kadmium terhelés az emberben felhalmozddva egészségkockazatot
jelent (CLEMENS et al., 2013). A szervezetbe juté kadmiumnak &ltalaban csupan 5%-a jut a
vérbe. (EFSA, 2009). Abban az esetben viszont, ha a szervezet vastartalma alacsony, a vérbe

juttathaté kadmium mennyisége tobbszorose lehet (MCLAUGHLIN et al., 1999).

2.1.2 A nikkel jellemzése és a novényekre gyakorolt hatasa

A nikkel a foldkéreg huszonkettedik leggyakoribb eleme, a természetben Onalléan, vagy vas
mellett fordul el6. A peridodusos rendszerben a 28 szamu elem, az atomtomege: 58,71 g. Hosszu
ideig vitatott volt, de az ujabb kutatasok igazoltdk, hogy a nikkel a novények szdmaira
esszencialis nehézfém (DIXON et al., 1975; BROWN et al., 1987).

A természetben nagyobb mennyiségben foként az ultrabazikus vulkani kézetekben, kialakulo un.
szerpentin talajokban fordul eldé (MEINDL er al, 2014). A szerpentin talajokban a nikkel
koncentracioja elérheti a 8000 ppm-et is. Az antropogén tevékenység (fémbanyaszat, fosszilis
lizemanyag égése, jarmiivek kipufogazai, héaztartasi hulladék, koziizemi- és ipari hulladék,
szerves- ¢és mitragyazas) kovetkeztében is egyre nagyobb mértékli a kornyezet nikkelterhelése

(BAKER és BROOKS, 1989; SEREGIN és KOZHEVNIKOVA, 2006), ezért egyre tobb

al.,2013).
A nikkel novénybe jutdsa tobb tényezo fliggvénye:
e atalaj, vagy a tipkozeg kémhatdsa (KUKIER et al., 2004),
e mas ionok jelenléte (MCKENNA et al., 1993; LUO és RIMMER, 1995; PODAR et al.,
2004),
e talaj szervesanyag tartalma (BURKE et al., 2000; JEAN et al., 2008).

A Lathyrus sativus L. esetén 5-6s pH-ig a nikkel felvétel folyamatosan emelkedett, a 8-as értéket
elérve csokkenésnek indult (PANDA et al., 2007). Berkheya coddii Ehrh. ndvényben a Ca®" és
Mg2+ ionok gatoltik a nikkel felvételt (ROBINSON et al., 1999).

A nikkel felvétele foként a gyokéren keresztiil torténik passziv és aktiv transzportfolyamatok
eredményeként (SEREGIN és KOZHEVNIKOVA, 2006), amelyeknek az aranya véltozhat
novényfajonként (ASCHMANN ¢és ZASOSKI, 2006), attol fiiggden, hogy a nikkel milyen
formaban van jelen a talajban, vagy a tapkozegben, illetve a rendelkezésre 4ll6 nikkel

koncentraci6jatol. Példaul a vizoldékony nikkel vegyiileteket a kation transzport rendszeren
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keresztiil veszi fel a novény; mivel a réz és a cink kompeticidés gatlasban vannak a nikkellel
szemben, ezért nagy valdszinliséggel ez a harom ion ugyanazon transzportcsatornakat hasznalja
(CATALDO et al., 1978; KORNER et al., 1987). Emellett a magnézium transzport rendszer is
szerepet jatszik a novény nikkel felvétele sordn, a toltés/méret ardnyuk hasonlésdga miatt
(OLLER et al., 1997).

A nikkel szallitisa a transpirdcios aram segitségével, a xilémen 4t jut a gyokérbdl a levélbe, majd
az osztddo, fiatal szoveti részekbe, riigyekbe, termésbe €s a magba a retranszlokiciés folyamatok
révén, a floémen at torténik (WELCH 1995; FISMES et al., 2005; PAGE et al., 2006). FISMES
et al. (2005) vizsgalatai soran levélen keresztiil juttattak nikkelt salatdba (Lactuca sativa L.),
retekbe (Raphanus sativus L.) és babba (Phaseolus vulgaris L.). Eredményeik szerint - amelyek
egybeestek korabbi munkik megéllapitasaival NEUMANN és CHAMMEL, 1986)- a nikkel egy
igen mobilis elem a floémben (NEUMENN és CHAMMEL, 1986), mivel a mérgezés helyétdl
gyorsan eljutott novények mas részeibe, foként a fejlédo részekbe.

A nikkel, mint esszencidlis nehézfém, a glioxaldz enzimekben, a peptid deformildzokban, az
F430 porfirinvegyiiletben, a metil-Co M reduktaz kozponti fématomyja, illetve néhany szuperoxid
dizmutizban, valamint hidrogenazokban is megtalalhato.

Esszencidlis mivoltat els6ként hiivelyesekben, az uredz enzim alkotojaként bizonyitottak
(DIXON et al., 1975) és a nikkel ezen enzim aktivalasdban is szerepet jatszik (TERRY és
BANUELOS, 2000), illetve az emberi szervezet szamara is esszencialis. Az uredz enzim (EC
3.5.1.5, urea amidohidrolaz) egy, a sejten belill a citoszdélban talalhat6 (MOBLEY és
HAUSINGER, 1989) nikkel-fiiggd metalloenzim, ami az urea ammoniava és szén-dioxidda
torténd hidrolizisét katalizalja (SIRKO és BRODZIK, 2000). Az ureazt minden novényi
szovetben kimutattadk (POLACCO és HOLAND,1994), elsddleges feladata, hogy levetdveé teszi
az €16 szervezet szamara az urea (kiilsd, vagy belsd, metabolikus folyamatokbol szdrmazo)
felhasznalasat nitrogén eldallitasara (MOBLEY és HAUSINGER, 1989). Az nikkel esszencidlis
mivoltat szintén bizonyitja BROWN et al. (1987) tanulmanya, amelyben leirtdk, hogy
elhanyagolhatéan alacsony (< 30 nanogram Ni/l) nikkel tartalmi tapkozegben nevelve az arpa
csirazési képessége, a csiranovények vitalitisa és az életképes magok szama is csokkent.
Eletképtelenek voltak azok a magok, amelyek nikkelhidnyosnak voltak tekintheték, vagyis
széraz tomegre vonatkoztatva kevesebb, mint 30 nanogram nikkelt tartalmaztak. Nikkel
visszapotlas esetén ezen szimptomak megsziintek €s az arpa novények képessé valtak megélni a
teljes életciklusukat.

A novényi szovetekben a toxicitds hatdrértéke: 20-30 mg/kg sziraz tomeg (FORSTNER, 1995).
Néhany novényfaj hiperakkumulalja a nikkelt, dgymint az Alyssum fajok és a Thlaspi fajok

(TERRY és BANUELOS, 2000).
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A nikkel uM-os koncentraci6 folott (0,05-10 pg/g szaraz tomeg) mérgezést okoz a névényekben
(NIEMINEN et al., 2007), amely az alabbi tiinetekben nyilvanul meg:

e kiszaradas (LLAMAS et al., 2008; IORI et al., 2013),

o fotoszintetikus aktivitas és sztdoma konduktancia csokkenés (VELIKOVA et al., 2011),

e levél klorozis (KHALID és TINSLEY, 1980; PICCINI és MALAVOLTA, 1992;

ZORNOZA et al., 1999),

o gyokérnovekedés visszaesés (SAMANTARAY et al., 1997; SEREGIN et al., 2003).
A novényen belilli nikkel kivalasztisnak nem minden részlete tisztdzott, annyi azonban
bizonyosnak latszik a hiperakkumuldlé és a nem-hiperakkumuldlé fajok felépitésének
osszehasonlitasanal, hogy a levélsejtek vakuolumai a detoxifikacio fé helyszinei (KRAMER et
al., 2000).
A kiilonb6zo novényi szovetekben mas €s mas vegyliletek felelnek a nikkel komplexalasért, de
az foként szerves savak segitségével valosul meg (BROOKS et al., 1981; TATAR et al., 2000;
CHEN et al., 2003; MONTARGES-PELLETIER et al., 2008). A szerves savak egyrészt az
oldhatosagot eldsegitd protonforrasul szolgalnak, masrészt, mint anionok részt vesznek a nikkel
kationok megkdtésében, igy a komplexalasi folyamatokban (MONTARGES-PELLETIER e al.,
2008).
A hiperakkumuldl6 fajok nagysigrendileg mg/kg szaraz anyag nehézfémet tudnak felhalmozni.
A novényi hiperakkumulacid élettani szempontbol rendkiviil érdekes €és fontos téma, mivel a
hiperakkumulator fajok jelentds mértékben hozzajarulhatnak a talaj nehézfémektdl vald
megtisztitisdhoz, viszont a zarvatermoknek csupan 0,2 %-at teszik ki és azok koziil is sok
alkalmatlan a val6s felhasznalasra, mivel tuil kis biomasszat nevel (BAKER és BROOKS, 1989).
Harom hiperakkumulal6 faj (Alyssum murale L., Thlaspi caerulescens L., Leptoplax emarginata
Boiss.) rontgen abszorpcids spektroszkopiai vizsgalatai felfedték, hogy a nikkel féként nikkel-
malat komplexek forméjiban tarolodik a levélben. Ezzel szemben az Alyssum murale L. és a
Leptoplax emarginata Boiss.) szaraban a citromsav komplexalja a nikkelt (MONTARGES-
PELLETIER et al., 2008).
A szerves savak mellett méis ligandumok is részt vehetnek a nikkel komplexilasdban és a
detoxifikacidéban:

e hisztidin (KRAMER et al., 1996),

e nikotinamid (MARI et al., 2006; OUERDANE et al., 2006; CALLAHAN et al., 2007),

e szalicilsav (FREEMAN et al., 2005).
Az utobbi két alfejezetbdl kitlinik, hogy a kadmium és a nikkel egyarant olyan nehézfémek,

amelyek jelentdsen kérosithatjdk a ndvényi szervezetet, de a hatidsmechanizmusaik modja
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kiilonbozd. A kiilonbozOség alapvetden abbol a ténybdl taplalkozik, hogy a kadmium egy nem
esszencialis nehézfém, azaz barmilyen kis koncentrdcidban toxikus a novény szdmara, mig a

nikkel pedig esszencialis, ezért a nikkel toxicitas csupan csak fémtobblet esetén 1€ép fel.

2.1.3 Nehézfém terhelés hatasara indukalt egyes védekezési mechanizmusok

2.1.3.1 Reaktiv oxigén formak kialakuldsa nehézfém stressz kovetkeztében

Szamos stresszre a novények altalanosan azzal valaszolnak, hogy megnd az aktiv oxigén gyokok
mennyisége a novény sejtjeiben. Reakcidképes oxigén gyokok dllanddan keletkeznek a névényi
sejtekben az anyagcsere folyamatok melléktermékeként fiiggetleniil attol, hogy éri-e stresszhatis
a novényt, vagy sem. A novényekben jol szervezett védekezési mechanizmusok léteznek a
képzddo oxigén gyokok semlegesitésére, ezért ha a novény egészséges, akkor az oxigén gyokok
keletkezése és megkotése egyensulyban van (ARORA er al, 2002). A fébb antioxidans
vegyiiletek: a karotinoidok, az aszkorbinsav, a glutation és a tokoferol. A kiilonb6zd antioxidans
enzimek: a szuperoxid diszmutiz (SOD), a gvajakol peroxiddz (POD), a katalaz (CAT), az
aszkorbat peroxiddz (APX), a glutation reduktiaz (GR) és a lipoxigenidz (LOX) (ELSTNER,
1988; GORA és CLIJSTERS, 1989; MEHLHORN et al., 1995; DIPIERO et al., 1997).

A peroxidazok (EC 1.11.1.7.) valamennyi ¢él6lényben eléforduld gliikkoproteinek, prosztetikus

csoportjuk a protohem és az alabbi reakciot katalizaljak:

DH, + H,O, —» D + 2 H,O

ahol DH, az elektrondonor. Az enzimek in vivo szerepe nem teljesen tisztazott, feltehetéen az
anyagcsere vagy stressz soran keletkezd hidrogén - peroxid bontdsat katalizdlja. A novényi
peroxidazok a polifenolok oxidalasaval szerepet jatszanak a betegséggel szembeni ellendllas
kialakulasaban (CSEKE és VAMOSNE-VIGYAZO, 1991). Szubsztrat specifikussaguk
sz¢éleskorll in vitro aktivitds-mérésekhez legelterjedtebben a gvajakolt hasznaljak, ezért masik
elnevezésiik a gvajakol-peroxiddz. A POD-ok a sejtfalban, a citoszdélban, a vakuélumban és az
apoplasztban egyarant megtalalhatok, de a mitokondriumban, illetve a kloroplasztiszban nem.
Ezzel szemben az aszkorbinsav peroxiddz (EC 1.11.1.11.) névényekre és algdkra jellemzo, a
sejtszervecskékben: a kloroplasztiszban, a mitokondriumban, a glioxiszémakban, a
peroxiszomakban és a citoplazmaban (ARORA et al., 2002) protohem prosztetikus csoportot

tartalmaz6 enzim, amely az alabbi reakcidt katalizélja:

2 aszkorbinsav + H,O, — 2 dehidroaszkorbinsav + 2 H,O
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Az enzimnek jellemzbéen az aszkorbinsav az elektrondonorja €s az aszkorbat-glutation ciklus elso
enzimeként a hidrogén-peroxidot semlegesiti (ASADA, 1992).

A legtobb stresszfaktor, példaul a magas vagy az alacsony hdmérséklet, a hosszantartd szdrazsag
vagy eléarasztas, a nehézfém ionok és mas karos vegyiiletek hatasara, a novényi sejtek fizioldgiai
egyensulya megbomlik, féként az enzimreakciok jellegének és aktivitdsanak befolyasolasaval.
Az ¢l16 sejtek védekez0 mechanizmusai koziil konnyen mérhetd az antioxidativ enzimek
aktivitasnovekedése. A stimulaciot késobb aktivitas csokkenés kovetheti, ha a nehézfém ionok
mennyisége magasabb a novény tiirési hataranal. ITURBE-ORMAETXE et al., 1998). LEE et
al. (1977) kutatasaiban kadmium hatasa kovetkeztében a POD aktivitisa emelkedett szdja
csirandvényekben. Nagy mennyiségli cinkkel és rézzel kezelt bab ndvényben Oregedési
folyamatokat figyeltek meg, amely folyamatok velejargja a POD és a LOX enzimek
aktivitasanak emelkedése (GORA és CLIJSTERS, 1989). GALLEGO et al. (1996) kisérleteiben
vas és kadmium terheléskor, 0,5 mM koncentracidnal aktivitas csokkenést tapasztaltak az 6sszes
antioxidativ enzim esetében. Ennek a csokkenésnek az okat az enzimek karosodasara vezették
vissza, melyet oxidativnak feltételeztek, mivel a nehézfémek serkentik a reaktiv oxigénformak
képzddését. Az enzimgatlds masik oka lehet, hogy a nehézfémek az enzimek szulthidril
csoportjaihoz kozvetleniil kotddnek, igy az enzimszerkezet megbontasat, azok aktivitasanak

csokkenését vagy elvesztését eredményezik (PADMAIJA et al., 1990).

2.1.3.2 A nehézfémek detoxifikacidja szerves savak segitségével

A szerves savak elterjedtek az €16 szervezetekben, de a ndvényekben kiemelkedden nagy
mennyiségben fordulnak eld. Ennek oka, hogy sok ponton kapcsolddnak a kiilonb6zé ndvényi
anyagcsere utakhoz. A 1égzési folyamatok kapcsan kiemelt szerepiik van a ndvényi szervezet
energiaellatasdban, az aminosav bioszintézisben, a zsirsav bioszintézisben és oxidicidban, a
glioxalsav ciklusban, a szénhidrat bioszintézisben (POPOVA és PINHEIRO de CAVALHO,
1998), illetve a fotoszintézis intermedierei (LOPEZ-BUCIO et al., 2000).

A novényekben taldlhatd szerves savak mennyisége fajonként, fajtanként, de még szdvetenként
is kiilonbozo, illetve kornyezeti stresszhatasok eredményeként jelentdsen megndhet (LOPEZ-
BUCIO et al., 2000), valamint diurnalisan is valtozhat. Ricinus communis L. xilém nedvében
figyelte meg SCHURR és SCHULZE (1995) a borostyankdsav, a citromsav €és a fumarsav
mennyiségének diurndlis véltozésait, illetve LOPEZ-BUCIO et al. (2000) Lagerstroemia indica
L. novények szerves sav tartalom mérése soran megallapitottdk, hogy a diurnédlis maximumuk
éjjel van.

A szerves savak a novényekre haté fémekkel is kolcsonhatasban allnak, és mivel bioldgiailag

leboml6 anyagokrdl van szd, kornyezetkarosité mellékhatas nélkiil alkalmazhatdk a kel4dtokhoz-
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kotott nehézfém fitoextrakciés folyamatokban (KHRISNAMURTI et al., 1997). A gyokér
szerves sav kivalasztis révén csokkenti a gyokér kornyéki talaj kémhatasat, igy novelve meg az
esszencidlis, vagy éppen toxikus nehézfémek oldhatésdgat (CHEN er al., 2003), mivel a fémek
alacsony kémhatdson jobban oldédnak. A nehézfém toxicitds ezutdn a termesztett ndvények
alacsonyabb terméshozamaban nyilvdnulhat meg (MOSSOR-PIETRASZEWSKA, 2001).
CIESLINSKI er al. (1998) kadmiummal kezelt durumbizanal tapasztaltik, hogy a biza
rhizoszférjanak a szerves sav mennyisége egyenes aranyban allt az alkalmazott koncentracioval.
A szerves savak kelatképzo hatékonysaga a kdvetkezd sorrendet mutatja: citromsav > almasav >
ecetsav (GAO et al, 2003). A nehéztémek detoxifikdlasaban jelentds szerepe van a
fitokelatinoknak, amelyek komplexaljak és a vakuolumba szallitjak a kérositdé fémionokat, de,
kiilonosen hiperakkumulald fajok esetén nem kizarolag a fitokelatinok feleldsek a tolerancia
mechanizmusok kialakitasaban (EBBS et al., 2002).

A szerves sav - fém interakcié masik formédja a novényekben a fém transzport és detoxifikacio,
amely folyamatok foként a citromsav és az almasav kozremiikodésével zajlanak (BROOKS et
al., 1981, TATAR et al., 2000).

Reteknél figyelték meg, hogy a citromsav csokkenti a kadmium mérgezést oly mdédon, hogy
kelatképzéssel kevésbé toxikus formava alakul, ami eldsegiti a fém eljutasat a gyokérbdl a
levélbe (CHEN et al., 2003).

HAN et al. (2009) izolaltdk a citrat szintdz enzimet kddold gént, a OsCSl-et, ami rizsben
aluminium mérgezés hatasara indukalodik. Ezt a gént azutan atvitték tobb egymastol kiillonb6zd
transzgénikus dohanyvonalakba, majd expresszaltatva azt tapasztaltik, hogy megemelkedett a

citrat efflux, ami eldsegitette a fokozottabb almuminium toleranciat.

2.2 Az elarasztas novényekre gyakorolt hatasa

A szamos kornyezeti stresszhatasbol kiemelkedik az elarasztis stressz, mivel a klimavaltozas
egyik lehetséges kimeneteleként nagy valdszintiséggel jelentds mennyiségli, az ember altal lakott
és miuvelt foldteriilet keriilhet a kozeljovOben viz ala, vagy valhat idészakosan elarasztottd
(CHEN és ZONG, 1999), amelynek a ndvényekre nézve karos kovetkezményei vannak. Az elsd
és legfontosabb probléma az elarasztas esetében az, hogy a talajbdl kiszorul az oxigén, ami pedig
a szarazfoldi novények normalis gyokérmiikodésének elengedhetetlen feltétele. Oxigénhianyos
kornyezetben a novény nem képes a tapanyagok felvételére és tovabbitisara, amely a
hajtasokban €s a levelekben ion- és tdpanyaghianyt okoz (TUBA, 1996).

Egyéb stresszhatdsok mellett az oxigénhidny egyik legelsé kovetkezménye szintén az oxigén
szabadgyokok mennyiségének emelkedése a novényi szovetekben (BLOKHINA ez al., 2003),

ami maga utdn vonja az oxidativ enzimek aktivitidsanak véltozasat is. Oxigénhidny esetén a
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vaku6lumbol egyre tobb proton keriil a citoplazmaba, amely noveli a citoplazma savassagat, és
ez végiil az alapvetd életfolyamatok ledllasahoz vezethet (TUBA, 1996). Négy napos zoldborsd
novény eldrasztasakor a gyokérnovekedés lelassult, de a novény ndvekedése és fejlodése nem
allt le. Ezt a lelassult ndvekedést az okozta, hogy az elarasztast kdvetden a gyokérben a mitotikus
sejtosztodas rovid idon beliil jelentdsen csokkent, &m késobb a merisztéma mitotikus funkcioja
Ujra aktivizalddott, igy a zoldbors6 novény novekedése az eldrasztas hatdsara nem allt le (NIKI
és GLADISH, 2001).

Az elarasztds kartékony hatdsanak kikiiszobolésére a novényekben adapticios stratégidk
alakultak ki. Az elarasztast tiird, illetve a mocsari, vizparti ndvények gyOkerében levegdvel
telitett tiregecskék, ugynevezett aerenchimék alakultak ki, melyek a novény segitségére vannak
az elarasztas okozta oxigénhiany semlegesitésében (JUSTIN et al., 1987). Az aerenchimék az
elarasztasra tolerdns novényekben eredendéen megtaldlhatok, de azokban a ndvényekben,
amelyek életében az eldrasztis nem természetes jelenség, egy az aerenchimikhoz hasonld
képzOddmény alakul ki hirtelen elarasztas hatasara. A gyokér szallitoszovetének kozponti
zondjaban a sejtek elhalnak és ugynevezett lizigén széllitoszoveti iireg alakul ki. Négy napos
z0ldbors6 novények hirtelen elarasztasakor az tiregek kialakuldsa mar huszonnégy 6ran beliil
elkezdddik a gyokerekben. Ezekben a gydkerekben normal koriilmények kozott nem alakulnak
ki a szallitoszoveti tregek. Elarasztott szovetekben az aerenchima fejlédés 0Osszefiigg a
cellulazok megnovekedett aktivitisaval, mivel mindkét jelenséget az etilén szabalyozza. (NIKI
és GLADISH, 2001).

Az elarasztds utdn UjralevegOzetett talajokon megfigyelték, hogy a OsIRT2 és OsNrampl
fehérjék kifejezetten segitik a kadmium felvételét (NAKANISHI et al., 2006; TAKAHASHI et
al., 2011), tehat ez is jelzi, hogy az elarasztott koriilmények kozott jelen 1€vé kadmium felvételét

0O levegodztetettség esetén specidlis proteinek segitik.
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2.3 A valtakoz6 aramu impedancia fogalma és alkalmazasi teriiletei az élettudomanyokban

2.3.1 A valtakozo aramu impedancia fogalma, biolégiai szovetek impedanciaja

Ha egy anyagra adott frekvencidjui szinuszosan valtozd fesziiltséget kapcsolunk, akkor az
anyagon keresztiil foly6 4ram is szinuszosan valtozd lesz, és a frekvencidja megegyezik a
fesziiltség frekvencidjaval. Ha az anyagnak csak ohmos ellenallasa van, nincsen induktivitasa és
kapacitdsa, akkor a fesziiltség és az aram fazisa ugyanaz. Amennyiben az anyag induktiv jellegl,
akkor az aram késik a fesziiltséghez képest, ha az anyag polarizalodik az elektromos térben, azaz
elektromos kapacitdsa van, akkor az aram siet a fesziiltséghez képest. A szinuszos fesziiltség és a
szinuszos dram hanyadosa definici6 szerint a valtakoz6 aramu impedancia. A valtakoz6 aramu
impedancia a frekvencia fiiggvényében adja az elektromos impedancia spektrumot (EIS). Az
elektromos impedancia mérésével, értelmezésével, modellezésével az elektromos impedancia
spektroszkopia foglalkozik (GRIMNES és MARTINSEN, 2000).

A novényi szovetekben az elektromos vezetoképesség az ionok jelenlétének tulajdonithato. A
sejtek kozotti allomany, az apoplazma, €s a sejteken beliili allomany, a szimplazma féleg ohmos
ellenallassal rendelkezik (PETHING és KHELL 1987). A sejtmembran az elektromos térben
polarizalodik, és kapacitasként viselkedik (PETHING és KHELL; 1987, KUANG és NELSON,
1998). A novényi szovetek elektromos tulajdonsagait tehat a sejtalkotok, illetve azok szerkezete
hatarozza meg, amely azt is elérevetiti, hogy amennyiben két szoveti szerkezet eltér egymastol,
akkor ez az eltérés az impedancia spektrumokban is megmutatkozik majd. A bioldgiai szovetek
elektromos impedancidja egy komplex érték, mely egy valds és egy képzetes részbdl tevodik
Ossze, amelyeket a szovet kiillonbozo alkotorészeinek ellenallasa é€s kapacitdasa hatarozza meg
(KUANG és NELSON; 1998; DEAN et al.; 2008). A sejtmembran elektromos szempontbdl ugy
viselkedik, mint egy kondenzétor viszonylag nagy atvezetési ellenallassal, amelynek a kapacitasa
fiigg a frekvenciatdl (HAYDEN et al., 1968). Alacsony frekvenciandl, f <1000Hz, az dram
foleg a sejtek kozott, az apoplazmaban halad, és a sejt membran nagy kapacitdsa miatt nem tud a

membranon athatolni €s a sejtek belsejében, a szimplazméban haladni. A frekvencia novelésével

a membran kapacitisa csokken és magas frekvencidkon, f >10° —10°Hz, a membran ellenallas
gyakorlatilag nulldva valik és az aram két egymassal parhuzamos tton halad egyrészt a sejtek
kozott, masrészt a sejteken beliil, amely alacsony eredd ellenallast eredményez (PETHING és
KHELL, 1987; KUANG és NELSON, 1998; GRIMNES és MARTINSEN, 2000). Az ¢I6
szOvetben az impedancia spektrum 1 Hz frekvenciatol 10" Hz frekvencidig négy savot
tartalmaz: az o sav létrehozisaban szerepet jatszanak a membran feliiletén az ellenionok, az

aktiv membranhatasok, az ion csatorndk és az ionok diffuziéja. A f savot a passziv membrin
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kapacitas, illetve a sejtek kozotti és sejten beliili allomanyok polarizacios és vezetési
mechanizmusai hozhatjak 1étre. A y sdv els6sorban a kotott és szabad viz polarizacigja miatt
alakul ki. A & sdvot a sejt szervek, pl. a mitokondriumok, illetve a makromelekuldk

polarizaci6ja okozhatja.
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1. 4bra. Az 616 szovet jellegzetes impedancia spektruma a frekvencia fiiggvényében (Grimnes, Martinsen,
2000, nyoman).

Lathato, hogy az €16 szovet impedancia nagysaga a frekvencia novelésével csokken, a fazisszog
periodikus véltozast mutat (1. abra). Az impedancia nagysaginak csokkenése azt szemlélteti,
hogy bizonyos szoveti alkotérészek mar nem képesek polarizacioval kovetni az elektromos tér
valtozasat a magas frekvencia miatt. Az o sdvot az okozza, hogy az egyes ionmozgasok mar
nem képesek olyan gyors helyvaltoztatd mozgasra, amelyet a ndvekvd frekvencia igényelne. A
B sav azt szemlélteti, hogy a membranok mér nem tudnak olyan gyorsan polarizdlodni, ahogy a
frekvencia megkovetelné. Ha példaul a sejt membran mér nem teljesen €p, akkor a csokkenés
mértéke sokkal kisebb, ezért az impedancia spektrum felvildgositast adhat a szovetben a
membranok integritasardl is. A & sav a makromolekuldk polarizacidjdnak megsziinését jelenti.
A vy sdv a viz molekuldk polarizicidjanak ledlldsa miatt jelenik meg a nagyon magas
frekvencianal (PETHING és KHELL, 1987, KUANG és NELSON, 1998; GRIMNES és
MARTINSEN, 2000; MARTINSEN et al., 2002; DEAN et al., 2008). Altaldban a szimplazma
ellendlldsa egy nagysagrenddel kisebb, mint az apoplazma ellenéllasa, illetve a membran
ellendllasa, pedig kb. egy nagysidgrenddel nagyobb, mint az apoplazma ellenillasa (GRIMNES
és MARTINSEN, 2000).

2.3.2 Novények valtakozé arami impedanciajat kozelité modellek

A novényi szovetek impedancidjat csak az utobbi idében kezdték részletesen vizsgalni. A mért

impedancia spektrumok értelmezésére tobbféle elektromos modellt fejlesztettek ki (GRIMNES
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és MARTINSEN, 2000). A novényi szovetek impedancidjat 10 Hz - 1 MHz frekvencia
tartominyban (a f sdvban) lényegében harom tényezd hatdrozza meg:

e asejten beliili 4llomény ellenéllasa,

e asejtek kozotti dllomany ellenalldsa és

e asejtmembran impedancija.
A novényi szovetek impedancia spektrumat tobbféle modellel probaltak értelmezni. A mért
impedancia értékekre kiilonbozé modell fiiggvényeket illesztenek, amelyek megadjak a modell
paramétereket. Az illesztésre a komplexszamokra kidolgozott legkisebb négyzetek mddszerét
haszniljadk (MACDONALD, 1992). Az els6 probalkozasok kozott szerepel a Hayden-modell
(HAYDEN et al., 1968). Ez a modell tartalmazza a sejtfal ellenédlldsat (R;), a sejtmembrin

ellenallasat (R,), a citoplazma ellendllasat (R3) és a sejtmembran kapacitasat (C).

R,

Rs3

R

Az ered6 impedancia:

_ RiRoR3-jXR((R; +R3)
R3(R| +Ry)-jX(R|+R, +R3)

ahol X :C— a membran kapacitds impedancidja és C a sejtmembran kapacitisa, o=2nf a
®

korfrekvencia, fa mérd frekvencia és j=+/—1 a képzetes egység.

Ha R,>>Rj, R, akkor
2 2n
Z_R1R3+X R; - jXR{(R| -R3)

Rlz+x2

Ha a méréfrekvencia alacsony, illetve ® — 0, akkor Z = R; és ha a frekvencia nagy, azaz ®
—ac, akkor Z = Rj.
Egy tovabbfejlesztett modell a mddositott Hayden-modell (TOYODA és TSENKOVA 1998),

amelyik figyelembe veszi, hogy a sejtmembran impedancija fiigg a frekvenciatdl:

Ra

Rs ZIII

24



Ennek az ered6 impedancidja:

7 1
/R, +1/(Rg+Zy)

amely tartalmazza az extracelluléris tér, vagy az apoplazma ellenéllasat (R,), az intracellularis tér

vagy szimplazma ellenalldsat (R) €s a sejtmembran impedancidjat (Z,,) konstans ¢ fazisszoggel.
A Zm értékét a kovetkez6 modon lehet kifejezni:

Zn=(cos @ +jsin @)/ Cy®

Ahol j=+/—1, ® = 2xf, ahol f a mérd fesziiltség frekvenciaja és Cy, a sejtmembran kapacitasa.

Az tugynevezett kettés héj modell kiilon figyelembe veszi a citoplazmaban levdé vakuolum

ellenallasat és a vakuolumot koriilvevé membran kapacitasat (ZHANG és WILLISON, 1991):

R4 C5

R, a sejtfal illetve a sejtek kozotti allomany ellenallasa, R, a citoplazma, illetve a sejten beliili
allomany ellendllasa, C; a sejtmembran kapacitisa, R4 a vakudlum ellenalldsa és a Cs a
vakuolumot koriilvevé membran kapacitésa.

A fenti modellekben az egyes szoveti alkotérészek ohmos ellenallasa, illetve kapacitasa felel
meg a modell egyes elemeinek. Igy a modell paraméterek kozvetleniil az egyes szoveti
alkotorészekre jellemzd értéket adja, ez lehetdvé teszi a kiilonbozd szerkezeti valtozasok
kovetését is. A mért impedancia spektrumok altaldban nem csak a szovet spektrumat
tartalmazzak, hanem az elektrodok illetve az elektrodok kozott a sériilt szovetrészek
impedancidjat is, mivel a méréshez hasznalt elektrodok altaldban tii- vagy sikelektrodok,
amelyek a szovetbe szirva a sejtek felszakadasat okozzdk (ZHANG és WILLISON, 1991, 1992).
Az elektrodok impedancidja altalaban az 1000 Hz-nél alacsonyabb frekvencia tartomanyban
jelenik meg. Az elektrod impedanciat szamitassal is figyelembe lehet venni (ZHANG és

WILLISON, 1991, 1992).

2.3.3 Valtakozo6 aramu impedancia spektroszkopia alkalmazasa novényi szovetekben
2.3.3.1 Gyokér novekedés becslés és terménymindség vizsgalat

A gyokér novekedés jellemzésének alaphipotézise az volt, hogy a gyokér/talaj rendszer
kapacitdsa n6 a gyokér feliilet novekedésével, igy mérhetdvé valik a gyokér fejlédése (CAO et

al, 2011). A gyokér novekedés in situ analizise sok metodoldgiai nehézséget vet fel, ezért fontos
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egy egyszerl, roncsoldsmentes mérési modszer kidolgozasa. Rajkai ef al. (2005) 30 Hz - 1 MHz
frekvencia tartomanyban mérték az impedanciat a talajban, illetve a gyokér és a szar talalkozasa
kozott, olyan elektrodakkal, amelyek vezetdé gél és egy csipesz segitségével érintkeztek a
novényi szovettel. Megallapitottak, hogy a kapacitas-véltozas Osszefliggott a gyokér tomegével
és hosszusagival. Ezen mddszer hidnyossdga, hogy az elektréda nem érintkezik kozvetleniil a
szallitészoveti folyadékkal, ezért REPO er al. (2005) inkabb vizkultiras kisérleti beallitast
alkalmaztak és megallapitottdk, hogy az osztott paraméterti modellben az ellendllasok Osszege
csOkkent a gyokér tomegének novekedésével (REPO et al, 2005).

Az impedancia paraméterek alkalmasak a gyiimolcsérés folyamatanak kovetésére is. HARKER
és MAINDONALD (1994), EIS segitségével jellemezték a nektarin (Prunus persica L. Batsch
cv. Fantasia) érése soran bekovetkezd sejten beliili és sejten kiviili ellendllas véltozasokat és
jelentds sejtfal ellenallas csokkenést (7181-r61 3342 Ohm-ra) A4llapitottak meg, ami
Osszefiiggésben allt a gyiimolcs sejtfalaban talalhatdo mobilis ionok mennyiségi novekedésével, a
sejtfal degredaciéval és az elektromos toltés kidramlassal. VOZARY et al., (1999) alma érését és
tarolast vizsgaltdk és megallapitottdk, hogy a szimplazmis ellendlldss nem valtozik a
sejtmembran degradaciobol adoédd sejten kiviili ellendllas jelentdsen csokken. Nektarin
(HARKER és MAINDONALD, 1994) és kirdlydinnye (SUGIYAMA et al., 1989) érése soran is
csokkent a sejtek kozotti allomany ellenéllédsa, valdszinileg a sejtmembran fluiditdsdnak
novekedése miatt. LIN et al, (2012) kidolgoztak egy gyors, hordozhat6 impedancia mérésre
alkalmas rendszert, amit sirgarépa gyokérre alkalmaztak. A spektrum jellege megegyezett
korabbi mérések eredményeivel (ZHANG és WILLISON, 1992). PARK et al., (2013) zoldségek
(sargarépa, burgonya ¢€s retek) nyomds hatisara eldidézett szerkezeti valtozasat detektaltak
elektromos vezetOképesség mérésekkel. FILGUEIRAS ef al., (2002) megallapitottadk, hogy az
egy adott ion-Osszetételli kozegre specifikus linedris kapcsolat irja le az iondsszetétel és az
elektromos vezetOképesség kozotti dsszefliggést. Mindezen informaciok alapjan DOMINGUES
et al., (2012) kifejlesztettek egy tdpanyag-ellatottsagot figyeld rendszert vizkulturan nevelt

salatara.

2.3.3.2 Az EIS alkalmazasai a novényi stresszvizsgalatokban-abiotikus és biotikus stressz
detektalas

A novényt ér0 stresszhatasok €s azok kovetkezményeinek vizsgalata mar néhany évtizede a
novényélettan egyik fontos kérdéskore. A novényélettan kutatdéi szdmara szdmos eszkoz all
rendelkezésre a kornyezeti stresszhatdsok detektalasara. A klasszikus novényi stressz kutatas
igen pontos modszerekkel dolgozik a novény egészségi allapotanak felderitése soran. Ezek

legtobbje a ndvényi szovet roncsolasaval, illetve valamilyen szinti preparalasaval jar, ugymint:
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klorofill tartalom mérése (ARNON, 1949), fehérje koncentracid mérése, stressz-indukalt
enzimaktivitds vdltozdsa mérése (JOCSAK er al., 2009).

Az Osszes eddig felsorolt mddszer a ndvény roncsolasaval jar igy nem lehet ugyanazon az
egyeden elvégzett tobb méréssel nyomon kovetni a stresszhatdsok evolicidjanak fazisait,
ugymint a valaszt, a tolerancia fazisat és végiil vagy a letélis, vagy a regeneracios idészakot
(TUBA, 1996). Ez a tény hibaforrasokat visz be a kisérleti rendszerbe. Emellett fontos
ndvényélettani vizsgalati kritérium, hogy a mérés lehetdleg roncsolasmentes legyen, szintén a
hibalehetdségek csokkentése végett. A roncsolasmentes novényi stressz detektaldsi modszerek
jorészt a fotoszintetikus apparatus valtozasainak méréséhez kotddnek, ugymint klorofill-tartalom
mérés, SPAD indexszel, fotoszintetikus aktivitds mérése, sztoma konduktancia, transpiricid
mérés, klorofill fluoreszcencia-indukcié mérés. Ez utobbi mérés példaul hasznalhatd informéaciét
szolgaltat a novény altalanos allapotardl, de egyes hatranyos tulajdonsigai folott nem lehet
szemet hunyni: csupan egyes levél pontok allapotat jellemzi (TUBA, 1996), ami kérdésessé teszi
az egész novényre vonatkoztatott megallapitdsokat. Ezt a hatranyt késébb a fluoreszcencias
képalkotas (TUBA et al., 2000) kikiiszobolte, de tovabbra is nagy sziikség van uj, foként in situ
vizsgalatokat lehetdvé tevd mérési protokollok kidolgozasa, kiilonds tekintettel a korai fejlettségi
stddiumu csirandovényekre. Ahhoz, hogy impedancia mérésekkel a novényi szovetekben
kiilonb6z6é kornyezeti hatasokra 1étrejove szerkezeti és miikodési valtozasokat kovetni tudjuk,
ismerni kell normalis viszonyok mellett ezeket a spektrumokat, illetve a kozelitd modell
paramétereit. HAYDEN et al. (1968), ZHANG és WILLISON (1992) és TOYODA és
TSENKOVA (1998) burgonya és sargarépa impedancia jellemzdit hataroztdk meg normaél
kortilmények kozott. A kiposztalevél impedancia paramétereit szintén ZHANG és WILLISON
(1993) mérték ki egy specialis hengerszimmetrikus elektréd elrendezéssel.

Az impedancia méréseket el0szor a hdstressz esetében alkalmaztidk, mivel az élelmiszeripar
mindségjelzd vizsgalatokat igényelt z6ldségek és gylimolesok tarolasa soran. Megfigyelték, hogy
burgonya és alma hiitvetaroldsa sordn a hOmeérséklet csokkenésével, azaz a hiités hatdsara a
sejtek kozotti allomany és a sejteken beliili allomany ellendlldsa megnovekszik mind a
burgonyagumé (HAYDEN er al, 1968), mind az alma altermés szoveteiben (TOYODA és
TSENKOVA, 1998). Az impedancia méréseket sikeresen alkalmazzak a tartdsitasi folyamatok
vizsgélatinal is, pl. almaszeletek fagyasztasanal (TOYODA és TSENKOVA, 1998 ).

Szaritasi folyamatokban a hdmérséklet emelésének hatdsara mind a sejtek kozotti allomany,
mind a sejteken beliili dllomény ellenéllasa lecsokken (TOYODA et al, 1994). Korabbi mérések
soran megfigyelték, hogy az almaszeletek szaritdsanél a sejten beliili 4llomény ellenallasa alig
valtozik, amig a minta nedvességtartalma 30 % folott van, és elkezd novekedni, amikor a

nedvességtartalom ezen érték ald csokken. A sejtek kozotti dllomany ellendllasa viszont kicsit
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novekszik, amig a minta nedvességtartalma 30 %-ra nem csokken, majd jelentésen csokken a
nedvességtartalom tovabbi csokkenésével. Mindkét ellenallas értéke nagysdgrendekkel megnd,
amikor a nedvességtartalom 5-10 %-ra csokken (VOZARY et al., 1999).

A fagytlirés egy komplex folyamat, amely fizioldgiai, fizikokémiai és kémiai valtozasok Aaltal
teszi lehetévé a novény szamara a faggyal szembeni toleranciat. Hidegben megné a telitetlen
zsirsavak ardnya, amely folyamat lehetdvé teszi a membran atjarhatosagat, permeabilitast még
alacsony homérsékleten is. A fagytiirés masik fontos feltétele a polaros lipidek, azaz a
foszfolipidek mennyiségi novekedése, valamint a citoplazma allapotanak véltozdsa (HIETALA
et al., 1998). A véltakoz6 arami impedancia mérések alkalmasak a fagytiirés vizsgéalatara (REPO
et al., 1994; HIETALA et al., 1998) kiilonb6z6 novényfajokon ugymint, pl. kosarfiiz (Salix
viminalis) (REPO et al., 1997), erdei feny6 (Pinus sylvestris L.) (REPO et al., 1994), és nyirfa
(Betula pendula) (LUORANEN et al., 2004). WU et al., (2008) megéllapitottak, hogy padlizsin
esetén a fagyasztds és felengedés utdn a mért impedancia spektrumok teljesen elveszitették
eredeti (a friss zoldségre jellemzd) jellegiiket és a mérdfrekvenciatdl fiiggetlenné valtak. Ez arra
utal, hogy sejtmembranok stlyosan kéirosodtak a fagyasztis sordn, és a sejt kozotti allomany
keveredett a sejten beliili dllomannyal. REPO er al. (1994) kimutattdk, hogy a sejten beliili
ellenallas korrelacioban all a fliz (Salix viminalis), lucerna (Medicago sativa L.) és szarvaskerep
(Lotus corniculatus L.) fagytiirési képességeivel, kiilonosen az alkalmazkodas kezdeti fazisaban.
Ez a korrelacié a szovetek viztartalminak csokkenésén alapul (SUTINEN et al., 1992), amely
csokkenti az ion mobilitast. VAINOLA és REPO, (2000) két azalea fajt vizsgilt: az elsé egy
kisebb levelli vékonyabb kutikuldju, tobb szivacsos paerenchima szdvetet és apoplazmikus teret
tartalmazo faj, illetve egy nagyobb levelli vastagabb kutikuldju és tobb paliszad parenchimat
tartalmaz6 faj. Mindezen szoveti szerkezeti kiillonbségeket az elektromos impedancia mérésekkel
is detektalni tudtdk, bar a hidegtiirési képesség csak a kislevelll fajoknal mutatott korrelaciot az
impedancia paraméterekkel (VAINOLA és REPO, 2000). A "Kettés héj modell" alapjan végzett
szamitisok szerint a 6 hétig hidegben tartott novényekben a sejtek kozotti allomany ellenallasa
megnd €és a sejtmembran kapacitasa lecsokken (ZHANG et al, 1993). Valtakoz6 éaramu
impedancia paraméterek alkalmasak a novények tapanyagellatottsagdnak becslésére is:
foszforhiany esetén az ellendllasok értéke jobban ndvekszik, mint kalciumhianynal
(GREENHAM et al., 1972). Erdsebb radioaktiv besugarzast kovetd sériilés is kimutathaté az
impedancia paraméterek segiségével. FELFOLDI et al., (1993) megfigyelték, hogy az 50 kHz-
nél és az 5 kHz-nél mért impedancidk nagysaganak ardnya novekszik a besugarzasi dozis
emelkedésével.

Viltakozo6 aramu impedancia méréssel kimutathaték és nyomon kdvethetok mikorrhizas fertdzés

és hidegkezelés altal kivaltott, a gyokérrendszerben bekovetkezett olyan véltozasok is, amelyek
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mas nem-invaziv technikdval nem lennének kimutathatok, példaul a gyokér-talaj kapcsolat
mértéke mikorrhizas kezelést kovetéen (REPO et al., 2014).

BAZIHIZINA et al (2015) egy nikkelt akkumuldlé faj, a Psidium guajava L., fizioldgiai
reakcidit tanulminyoztdk magas nikkel koncentricié mellett. Impedancia méréseket végeztek,
majd Ra és Rs értékeket hatdroztak meg. Eredményeikben a sejten beliili ellenallas értékek nem
szignifikdnsan ugyan, de novekedtek a nikkellel kezelt novényekben. A diszkusszi6 nem
tartalmazta a tapasztalt ellenallas valtozasok fiziologiai hatterének értelmezését, az apoplazmas
véltozasokat a sejtkozotti Allomény iontartalom novekedésének tulajdonitottak.

A Dbiotikus stresszhatdsokat egyediil virusfertdzések esetén vizsgdltdk impedanciaval.
GREENHAM et al., (1978) a paradicsom mozaik virus lokalis nekrotikus hatasait vizsgalta
Nicotiana glutinosa L. novényeken. A virusfertézések altal okozott élettani valtozasok nyomon

kovethetdk voltak a valtakozo arami impedancia méréssel.

2.3.3.3 Novényi vizallapot jellemzése valtakoz6 arami impedancia méréssel

Az alacsony frekvencia tartomdnyban az 4ram nem jut be a sejtekbe, hanem a sejtkozotti
allomanyon fut keresztiil, igy a mért értékek a novény vizallapotanak szolgaltatnak informéaciét
(ZHENG et al., 2014). GIL et al., (2008) avokidd6 novény vizsgilata soran megéallapitottak,
hogy a kornyezet vizallapotanak valtozdsara a novény gyorsabban reagal sztomavalasszal, mint
ahogy az, az abszcizinsav transzport alapjan varhat6 lenne. A gyokér és a hajtis sejtkozotti
allomany fesziiltség kiillonbségeit mérték a szar alapi része és a levélnyél kozott és
megéllapitottdk, hogy a fesziiltség valtozasok Osszefliggésben allnak a sztomakonduktancia

valtozasokkal, igy valosziniisitették, hogy ennek része lehet a gyokér-hajtds kommunikaciéban.

2.4 Célkitiizés

Az éltalam tanulmanyozott kutatasok eredményeibdl kitlinik, hogy szamos munka sziiletett a
kadmium és a nikkel hatdsainak vizsgalatira, azonban nem taldltam olyan tanulményt, amelyben
ezen két nehézfém hatdsait vizsgaltdk volna egymdéssal Osszehasonlitva a stressz hatas
kialakulasnak korai szakaszaban, szerves savak bevonasaval és mindezt a gyokéren és a levélen
is, mivel altaldban a vizsgalatok egy novényi szervre korlatozédnak.

Ezért munkam sorén célul tliztem ki a kadmium é€s nikkel - mint nem eszencidlis és eszencialis
nehézfémek - a metabolizmusra és egyes, a stressz elleni védelmet szolgalé mechanizmusok
kialakuldsara gyakorolt hatdsanak tanulmédnyozéisat a stresszélettanban 4ltaldanosan hasznalatos
paraméterek meghatarozasiaval. Mindezt arpa csiranovényeken, ami a novényélettani kutatasok
gyakori tesztnovénye, illetve mezdgazdasagilag is jelentds termesztett faj. A vizsgalatok soran

célszerlien a novényi stresszélettan kutatidsban dltalanosan elfogadott mddszerek hasznalataval
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kivantam élni, dgymint szerves sav tartalom és két olyan antioxidativ enzim aktivitisanak
mérése - GPX, APX -, amelyek, sejten beliili lokalizdcigjukbol adéddan, a teljes sejt allapotardl
szolgéltatnak informaci6t. Emellett kiegészitd, illetve a fémterhelés meglétét aldtdmaszto
mérésekként elemtartalom, SPAD index és fluoreszcencia indukcids méréseket is végeztem. Az
alabbi konkrét kérdésekre kerestem a véalaszokat:

1. Ot szerves sav (oxalecetsav, citromsav, almasav, borostyankdsav €s fumarsav) konstitutiv
mennyiségének meghatirozasa arpa csiranovényekben.

2. Viltozik-e a fenti szerves savak mennyisége kadmium és nikkel hatdsdra a stressz
kialakuldsanak kezdeti (0-24 ora) és késobbi (0-7 nap) szakaszaban.

3. GPX és APX enzimaktivitisok meghatirozasa kadmium és nikkel hatdsara a stressz
kialakulasanak kezdeti (0-24 6ra) és késobbi (0-7 nap) szakaszéaban.

4. A két fém hatasara bekovetkezd szerves sav mennyiség és antioxidativ enzimaktivitas
valtozasainak Osszevetése, amennyiben vannak, a kiillonbségek megallapitisa és a
legérzékenyebben reagald szerves sav, vagy enzim megnevezése. a stressz kialakuldsanak
kezdeti (0-24 6ra) és késobbi (0-7 nap) szakaszaban.

Mindezek mellett, 6sszehasonlitva egyes konzervativ modszerekkel (elemtartalom meghatarozas,
morfologiai- és szovettani vizsgilatok), a ndvényi stresszélettanban ) modszerként, a valtakozo
aramu impedancia mérés elvégzését is elhataroztam, mivel az irodalomban felleheté eredmények
azt mutatjak, hogy a véltakoz6 dramui impedancia mérés alkalmas a novényi szovet allapotanak
jellemzésére, de nem talaltam olyan munkat, amely kadmium stressz hatisaival Osszefiiggésben
alkalmazta volna ezt a mérési modszert. A kutatdsi eredmények alapjan gyors, konnyen
elvégezhetd és értékelhetd modszerrdl van szd, amely alkalmas in vivo mérésekre is, igy
vélhetden sikerrel vonhatd be a kadmium stressz hatdsainak detektdldsdba is. A mérés soran
hasznalt tlielektrodakat a hengeres fodgyokérbe és a hajtasba lehet biztonsdgosan behelyezni, ami
kétszikll faj hasznalatat tette sziikségessé. Ezért a valtakozé dramu impedancia mérések soran
kisérleti novényként a zoldborsot valasztottam, mint egy, a mezdgazdasigban és a
novényélettani kutatdsokban széles korben elterjedt kétszikii fajt. Az impedancia méréssel
Osszefiiggésben az alabbi kérdésekre kerestem a vélaszokat:

1. Kadmium kezelés hatdsainak jellemzése zoldborsd csirandvényeken kiilonbozd nevelési
koriilmények (levegdztetett €s nem levegdztetett vizkultirds és perlites nevelés) kozott
impedancia méréssel, illetve a legidedlisabb nevelési mod kivalasztasa.

2. Hatassal van-e kis koncentracioban egy nem mérgez6 fémion a valtakozé aramu
impedancia mérés paramétereire?

3. Alkalmas-e a véltakozé drami impedancia mérés nehézfém stressz detektélasra?
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Kisérleti novények és nevelési koriilmények

3.1.1. Arpa névények nevelése

Az arpa (Hordeum vulgare L. *Triangel’) magvakat beaztattam 3 %-os néatrium hipokloritba,
fertétlenitettem 3 percig, majd, sorozatos €s erdteljes Oblitést kovetden desztillalt vizben 3 oran
keresztiil aztattam azokat. A magvakat ezutan 1,2 l-es konténerekbe helyeztem, amelyek
peremére csirztatotdlakat tettem. A bedzatott magvak a csirdztaté talakon iiltek ugy, hogy a
magvak alsé széle érintkezzen a desztillalt viz feliiletével. A csirdztatd tilakat folpack folidval
takartam le, a magvak kiszaradasat elkeriilend6. A csirandvényeket fejlettségiiktol fliggden
harom-6t napos korukig Conviron S10 fitotronkarmaban (20 °C; 120 uM m™-s" fényintenzitas;
12-12 h fény/sotét periddus) neveltem, majd feles Hoagland tapoldatra helyeztem (HEGEDUS et
al., 2001). A téapoldatra helyezést kovetden a csirandvények a feles toménységii Hoagland
tapoldaton még tovabbi 6t-hét napon keresztiil fejlddtek. Az arpa nevelésénél a kétféle nehézfém
hasznédlata és a tobb alkalmazott koncentraci®é miatt, nagy szami ndvényneveld edénnyel
dolgoztam egy id6ben és nem allt rendelkezésemre elegendd szamu akvarium pumpa. Az
elarasztas okozta anoxia elkeriilése végett a feles toménységli Hoagland tapoldatot kétnaponta

frissre cseréltem.

3.1.2 A Hoagland tapoldat osszetétele

A feles toménységli Hoagland tapoldat 6sszetevdi €s azok koncentracidja: [g/1]

Makroelemek: kalcium: Ca(NOs), x 4H,0O 49,35
kalium: KNO; 34,65
foszfor: KH,PO4 14,28
magnézium: MgSO4 x 7TH,0O 27,30

Mikroelemek: bor: H;BO; 4,285
mangin: MnSOy4 x H,O 2,067
cink: ZnSO4 x TH,0 0,331
molibdén: Na,MoO, x 2H,0 0,036
réz: CuSOy4 x 5H,O 0,120
Na-Fe EDTA (Selecton B2): 7,45
vas: FeSO,4 x 7TH,O 5,57
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3.1.3 Zo6ldborsé novények nevelése

Kisérleteim sordn az impedancia mérésekhez a borsot (Pisum sativum L. cv. ’Debreceni
vilagos’) vélasztottam, mivel barmely évszakban gyorsan és jol csirdzik és vizkultiras nevelése
is konnyen megvaldsithatd. A magokat 3 %-os natrium hipokloritban aztatdssal 5 percig
sterilizaltam, majd tobbszori folyovizes Oblités utdn 6 6ran keresztiil desztillalt vizben aztattam
tovabb. A duzzadt magvakat el6z6leg autoklavban nedvesen sterilizalt nedves perlitbe vetettem.
A nevel6 dobozt atlyuggatott folpack foliaval lefedtem és 48 6ran at szoba hémérsékleten, sotét
szekrényben csirdztattam. A csirdztatds soran desztillalt vizzel masnaponként Ontoztem. A
csiranovényeket fitotronba, Conviron S10 tipusid kamraba helyeztem €s ott neveltem 22-23 °C-
on, napi 16 éras 120 pM m™>s™ fényintenzitisi megvilagitassal, 58 % relativ paratartalom
mellett. A 8 o6ras sotétperiodus alatt a kamra hémérséklete 20 °C volt. A harom napos
novényeket a perlitrél feles higitdsu Hoagland tapoldatra helyeztem (TERRY, 2000). A
Hoagland tapoldatos nevelés egyrészt az elarasztist szimulalta, masrészt a nehézfém kezelés is

pontosan ¢és konnyen kivitelezhetd benne.

3.14 Arpa csiranovények nehézfém (kadmium, nikkel) kezelése
A csirandvényeket tiz napos korukban kezeltem CdCl,-dal és NiCl,-dal (kadmium: 10 uM, 50
uM, 100 uM, 300 uM; nikkel: 100 uM, 500 uM, 1000 uM), majd a mintavételezésre a kezelést

koveto 0, 1, 4, 7. napon keriilt sor.

3.1.5 Zoldbors6 csiranévények kadmium kezelése és elarasztasa

A harom napos borsé csiranovényeket feles-Hoagland tipoldatot tartalmazd vizkultdrdban
novények felét Maxima tipusi (Hagen- Németorszag D-25488 Holm) akvariumpumpaval
levegdztettem. Ebben a kisérleti bedllitisban azutdn még tovabbi hét napig neveltem a
novényeket és a kezelés napjan, valamint azt kovetden az elsd, negyedik és a hetedik napon
vettem mintdkat kadmium tartalom, morfolégiai elemzés €s impedancia mérés elvégzése
céljabol.

A kisérletet haromszor ismételtem.

3.1.6 Zoldborso csirandvények magnézium kezelése

A harom napos borsé csiranovényeket feles-Hoagland tapoldatot tartalmazé vizkultiraban

célbol, hogy megvizsgéaljam egy ugyancsak kétértékii, &m nem mérgezd ion jelenlétének hatasat

az impedancia paraméterekre. A kezelt novények felét Maxima tipusd (Hagen- Németorszdg D-
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25488 Holm) akvariumpumpaval levegdztettem. Ebben a kisérleti beallitdsban azutan még
tovabbi hét napig neveltem a novényeket és a kezelés napjan, valamint azt kovetden az elso,
negyedik és hetedik napon vettem mintdkat impedancia mérés elvégzése céljabol.

A kisérleteket harom ismétlésben végeztem.

3.2 Zoldborsé csiranovények gyokér- és hajtashosszisag mérése

Az impedancia mérések végett bedllitott kisérlet soran a kadmiumos kezelést kovetd elso,
negyedik és hetedik napon a csiranovényeken gyokér- és hajtashossziisig mérést végeztem.
Minden mérési napon kezelésenként 10 novényen végeztem a méréseket a gyokéren és a

hajtason egyarant.

3.3 Morfolégiai és fénymikroszkopos vizsgalatok

A kadmiummal kezelt novények esetén az impedancia mérésekkel parhuzamosan a morfoldgiai
és fénymikroszkdpos vizsgalatokra is sor keriilt. A magnéziummal kezelt novények esetében
nem végeztem morfoldgiai és szovettani vizsgilatokat, mivel a magnézium kezelés nem
eredményezett lathat6 kiilonbségeket a morfoldgiai paraméterekben, illetve az impedancia
spektrumokban sem. A fénymikroszképos vizsgalatokhoz a csirandvények epikotiljabol és az
els6dleges gyokerek felsd harmadabol vettem mintakat. A fénymikroszkopos képeket az E6tvos
Lorand Tudomanyegyetem Novényszervezettani Tanszékén készitették. A mintakat eldszor 0,1
M-os pH 7,2 - es foszfat puffereroldatban 1évé 4 %-os formaldehidben fixaltak. Ezt kovette
etanol oldat sorozattal elvégzett dehidratacid, majd a paraffin bedgyazas. Egy Leitz Wetzlar
mikrotdmmal ezutan a fixalt mintdkbdl 10 mikron vastagsagd metszeteket készitettek, melyeket
targylemezre tettek. A targylemezek fedélemezeit tojas albuminnal boritottdk. Kezelésenként 5
novény gyokerét és epikotiljat vettem mintaként, melyekbdl egyenként négy targylemez késziilt,
targylemezenként 25 metszettel. A metszeteket Bismarck barnaval és malachitzolddel festették.
A mikrografos vizsgalatokat egy Opton III: fénymikroszképon végeztem az Eotvos Lorand

Tudomanyegyetem Novényszervezettani Tanszékén.
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3.4 Impedancia spektrumok meghatarozasa

A mérések el6tt a ndvényt csapvizzel ledblitettiik és leitattuk sziirdpapirral. Minden alkalommal
a novény gyokerébe és szardba tengely irdnyban elektrodokat szdrtunk 2 mm tavolsdgban. Az
arannyal bevont rézelektrodok atmérdje 0,35 mm €s hossza 5 mm volt.

Az impedancia spektrumokat egy HP 4284 A tipusu precizids valtakoz6 drami mérdvel (Hewlett
Packard Ltd., USA) hatdroztuk meg 800 Hz -1MHz frekvencia tartomanyban 100 kiilonb6z6
frekvencia értéknél. A szinusz jel bemeneti fesziiltsége 1 V volt. Minden minta gyokerén és
hajtasdn a 2 mm tavolsdgnil mértiik a véltakozé &4ramd impedancia nagysigat (Z-t) és

fazisszogét (¢-t). A mért spektrumokat a masodik abran mutatom be.

1,60E+04 - A 0.00E+00
1 10 100 1000 10000 1E+0 1E+0
. 1,20E404 - -1.00E+01 | 5 6
£ =
o 4
C  8.00E+03 - & 2.00E+01 | :,
= ' 4
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N 400E+03 |
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2. abra. Tipikus impedancia nagysaga, Z (A) és az impedancia fazisszoge, ¢ (B) kontroll névény gyokerén

mérve.

Az impedancia méréseket a Budapesti Corvinus Egyetem Fizika- és Automatika Tanszékén

végeztem.

3.5 Az impedancia spektrumok értékelése

Minden egyes novénynél akar a gyokéren, akar a szaron a 2 mm tavolsagnal mért impedancia
spektrumbdl meghataroztuk az R = |Z] ‘cosp, valds részt és X = |z -sin@, képzetes részt
minden mérd frekvencianadl. Az R és az X értékekbdl meghataroztuk a 10kusz gorbét (Argand
diagramot, 3. abra), azaz az impedancia pontjait a komplex szamsikon, amelyet a modositott
Hayden-modellel (Toyoda et al., 1994) kozelitettiink, €s meghataroztuk (3. abra) a sejten beliili
allomany ellenallasat (Rg), a sejtkozotti dlloméany ellenallasat (R,), valamint a plazma membran

kapacitasat (Cp,).
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3. abra. Az impedancia l6kusz gorbe.
A modositott Hayden modell impedancia kifejezése

- 1

aholZ_ = (cos ¢+ jsin (p)/ C,o

Zn= sejtmembran impedanciija

Cn=sejtmembran kapacitasa

w=t4zisszog

0=

Ha a méré frekvencia kicsi, illetve tart a 0-hoz (f =0, a nagy R és X értékeknél), akkor a
sejtmembran kapacitasdnak megfeleld impedancia megnd, tehat az aram ,,nem tud bejutni” a
sejtekbe és foként a sejtek kozott halad, tehdt a mért impedancia értékek ebben az esetben
tulajdonképpen megegyeznek a sejtek kozotti allomany ellenallasaval, R,-val.

Ha a mér6 frekvencia nagy, illetve a végtelenhez tart (f 2o, kicsi R és X értékek), akkor a
sejtmembran kapacitasanak megfelelé impedancia értéke lecsokken €s a nulldhoz tart. Ekkor az
aram mind a sejtek kozott, illetve a sejten beliil folyik és igy a mért impedancia érték
lényegében, megegyezik a sejten kiviili és a sejten beliili dllomény parhuzamos ereddjével. Ezen
parhuzamos ered6bdl szamithaté a sejten beliili allomany ellenallasa.

A koriv a valds tengelyt két pontban metszi, a kis frekvencidknal kozvetleniil az Ra értéket
kapjuk és a magas frekvencidknal, pedig az RaRs/(Ra+Rs) értéket (az Ra és Rs parhuzamos
ereddjét). Minden egyes mérési sorozatndl megrajzoltuk a l0kusz gorbét és annak
tengelymetszetébdl hataroztuk meg az Ra, Rs értékeket (3. dbra).

A C,, értékeket a lokusz gorbe szélséértékénél hatiroztuk meg. A Z egy komplex szam,

amelynek valds és képzetes része (a mért értékbdl szamolva) megegyezik rendre az x egyenlet

35



jobb oldaldnak valds és képzetes részével, ami két egyenletet jelent. Mivel az R, és Rg
ellenallasokat a 16kusz gorbe két metszés pontjabdl hataroztuk meg, igy a két egyenletben csak a

¢ és a C,, marad ismeretlenként, amelyek a két egyenlet megoldasdval meghatarozhatéak. A

kisérletek értékelésénél csak a Cy,-t hasznaltuk fel, mivel ennek van szemléletes jelentése.

3.6 Fluoreszcencia indukcié mérés
A Kklorofill tartalom meghatidrozasa mellett a novényélettani €s a molekularis névénybioldgiai
vizsgélatok sordn igen elterjedt stresszdetektildsi mddszer a klorofill fluoreszcencia indukcid
vizsgélata is. A fluoreszcencia indukcids paraméterek koziil a legelterjedtebb novényi vitalitist
jelzd index az Fv/Fm érték, mely szamos stresszdetektalasi munkaban megjelent/megjelenik
(WIEDEMUTH et al., 2005, PAPAZOGLOU et al., 2007; LI et al., 2006; ARAUS et al., 1998;
VASSILEV és MANOLOV, 1999). A hagyomanyos fluoreszcencia indukcidés méréseket
sOtétadaptalt novény megvilagitasaval végzik. Az alabbiakban kovetkeznek a leggyakrabban
mért és alkalmazott paraméterek:

e FO: kezdeti, vagy minimalis fluoreszcencia, amely a fénygytijté komplex stabilitasarol

szolgéltat informéciot,

¢ Fm: maximalis fluoreszcencia,

e Fv: valtozo/variabilis fluoreszcencia Fm-FO,

e FVv/FO: segitségével megbecsiilhetd a PSII maximalis elsddleges fotokémiai kapacitasast,

e Fv/Fm: a PSII maximalis kvantumhatékonysigat adja meg (LI et al., 2006; MAXWELL

és JOHNSON, 2000; VASSILEV és MANOLOV, 1999).

A mérés eldtt 30 perccel a leveleket sotétadaptaltam, majd kezelésenként 10-10 ndvény
fluoreszcencia indukci6jat mértem 1s idétartamig, 3000 pmol m™s™ fényintenzitason, Plant
Efficiency Analyser (PEA) hordozhat6 fluoreszcencia méré miiszerrel (Hansatech, King’s Lynn,
UK), amelynek a fényforrdsa harom, 650 nm-es fényt kibocsaté didda volt (YUSUF et al., 2010).
Gyors fluoreszcencia kinetikat (Fo=> Fy) mértem, amely mérés lehetéséget ad a novények
fotoszintetikus mikodésének gyors jellemzésére az F,/F,, paraméter altal, ami a véltoz6 (F,=F,-
Fo) és a maximalis (F,) fluoreszcencia hanyadosat mutatja meg €és a PSII maximalis

kvantumhatékonysagat jelzi:

Fo/Fu=(Fu-Fo)/Fun

Az Fy a novény biokémiai folyamatoktdl fiiggetlen alapfluoreszcencija.
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Az Fv/Fm paraméter egészséges fotoszintézisti ndvénynél 0,8-0,85 kozott van (BOLHAR-
NORDENKAMPF és OQUIST, 1993). Amennyiben ez az érték 0,8 - nal alacsonyabb, akkor az

a fotoszintetikus kapacitas jelentds csokkenését jelzi.

3.7 SPAD index mérés (novények klorofill tartalmanak becslése)

A SPAD - Soil Plant Analysis Development (WIEDEMUTH et al., 2005) késziilék alkalmas
eszekdz a novényi klorofill tartalom becslésére. A mérés soran a miszer 650 és 940 nm
hullimhosszon méri az intakt levél transzmissziéjat 6 mmZ-es felilleten (HUMBECK és
KRUPINSKA, 2003). A kalibraci6 azt mutatja, hogy a SPAD index értéke széles tartomanyban
linearisan valtozik a levél aktualis klorofilltartalmatol fliggéen (WIEDEMUTH et al., 2005).
Kezelésenként 10-10 novény levelét mértem a SPAD mérével (SPAD-502; Konica Minolta

Sensing Inc, Japén).

3.8 Szerves sav mérés

0,5 g arpa levelet és gyokeret dorzsoltem el folyékony nitrogénben, majd kvarc homokkal és 1
ml desztillalt vizzel homogenizaltam. A homogenizatumot ezutan 15 percig 12000 g fordulattal
centrifugaltam. A feliiluszot 45 pm atmérdji fecskenddsziirén (MILLEX-HV-PVDEF- 0,45 pum;
13 mm) atnyomtam (BOOMINATHAN és DORAN, 2003). A sziirt feliiluszokat hasznaltam fel
szerves sav tartalmuk meghatdrozasara forditott fazisi HLPC (Waters) segitségével (UV
detektor). A HPLC méréseket a Budapesti Corvinus Egyetem Gyiimolestermdé Novények
Tanszékén végeztem. Vizsgilataim sordn Ot szerves sav mennyiségét hataroztuk meg:
oxalecetsav, citromsav, almasav, borostyankdsav és fumarsav. A savak mindségi €s mennyiségi

meghatarozasahoz sztenderdeket hasznaltunk (Merck).

3.9 Nehézfém tartalom meghatarozas

A kémiai analizishez a kiszéritott novényi mintakbdl 0,1 g poritott gyokeret vagy levelet
roncsoltam el tomény hidrogénperoxid €s salétromsav 1:1 ardnyu elegyében. A teljes feltarast
teflon bombaban végeztem el tigy, hogy eldszor 12-16 o6ran at szobahdmérsékleten reagaltattam,
majd 120 °C-on autoklavozdssal roncsoltam. A roncsolmanyt S3-as szlir@papiron szlrtiik és
feltoltottiik desztillalt vizzel 10 ml-re (HORVATH er al, 1996). A nehézfém tartalom
meghatirozasa ICAP-61E tipust plazma emisszids spektrométerrel tortént a Budapesti Corvinus

Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszékén.
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3.10 Novényi szovetkivonat készitése enzimaktivitas mérésekhez

A levagott novényi részekbdl (gyokér, hajtas) 0,5g-ot jéghideg dorzsmozsarban 1,5 ml izolald
pufferben homogenitisig dorzsoltiink, majd a kapott szuszpenziot 20 percig centrifugéaltam,
10000 g-vel. A feliildszét eppendorf csovekben alikvotaltam, majd enzimaktivitds mérésekre

hasznaltam azokat.

Izolal6 puffer Gsszetétele:
0,1 M K-foszfat puffer (pH 7,8)
1 mM fenilmetilszulfonilfluorid (PMSF)

2 mM Dietiléntriamin pentaecetsav (DTPA)
1 mM ditiotreitol (DTT)
5 mM aszkorbéat

3.11 Enzimaktivitasok meghatarozasa
Az enzimaktivitisok meghatarozdsa a novényi szovetek sejtmentes extraktumabdl (10000 g,
feliiluszo) tortént, méréséhez SHIMIDAZU UV-160A spektrofotométert hasznaltunk. Az

aktivitasi értékeket harom parhuzamos mérés atlagabdl hataroztuk meg.

Gvajakol peroxidaz (E.C.1.11.1.7.)
Reakci6: 4 gvajakol + 4 H,O,=> tetragvajakol + 8 H,O

Oldatok: foszfat puffer (pH 6,0), 0,015 M H,0, 0,02 M gvajakol

REAKCIOELEGY Vak |Minta | Végkoncentricié
0,5 M K-P puffer pH 6,0 |0,8 ml|0,8 ml | 100mM

0,015 M H,0, 1,0mM

0,02 M gvajakol 0,5ml|0,5 ml |3,33 mM
desztillalt viz 1,7ml|1,6 ml |-

enzimkivonat - 0,1ml |-

végtérfogat 3ml |3 ml

Az abszorpcidmeghatirozast a vakkal szemben 1 cm-es livegkiivettdban végeztem 470 nm (e =
26,6 mmol'cm") hullimhossznal 60 masodpercen 4t egy SHIMIDAZU UV-160A
spektrofotométeren (HEGEDUS et al., 2001).
Aktivitas szamitasa: (3/0,1)*(1/26,6)* (DA 1min/60)*(1,5/0,5) x 4

mértékegység: ukat/g fr. t
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AszKkorbinsav-peroxidaz (APX) (E.C. 1.11.1.11.)
Reakcio: 2 aszkorbinsav + H,O, — 2 monodehidroaszkorbinsav + 2 H,O

Oldatok: 0,1 M K-foszfat-puffer (pH 7,0)
3 mM Aszkorbinsav

0,015 M H,0,
REAKCIOELEGY Vak Minta | Végkoncentracio
0,1 M K-foszfat-puffer pH 7,0{ 1,5 ml |1,5 0,05 M
3 mM aszkorbinsav 0,5ml {0,5ml [0,5 mM
0,015 M H,0, 0,05 ml| 0,05 ml | 0,25 mM
desztillalt viz 0,95 0,85 -
enzimkivonat - 0,1ml |-
végtérfogat 3,0ml [3,0ml

Az aszkorbinsav oxidaci6jabol szdrmazd abszorpciOcsokkenést a vakkal szemben
kvarckiivettiban végeztem, 290 nm (&290= 2,8 mmol’! cm'l) hullamhossznéil 60 masodpercen at,
25 °C-on egy egy SHIMIDAZU UV-160A spektrofotométeren (Nakano és Asada 1981).
Aktivitas szamitasa: (3/0,1) x (1/2,8) x (DA min/60) x (1,5/0,5)

mértékegység: ukat/g fr. t

3.12 Statisztikai elemzés
Az éabréazolt értékek harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagolasabdl (+S.D) keletkeztek. A
kezelések szignifikancia szintjeit ANOVA (p>0,05) elemzéssel, Duncan teszttel, SPSS 7.0

programmal allapitottam meg.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Egy napos és egy hetes kadmium és nikkel kezelés hatasanak vizsgalata a stressz

kialakulasanak korai szakaszaban

4.1.1 Kadmium és nikkel felhalmozédas arpa (Hordeum vulgare L.) csiranovényekben
Kisérleti eredményeimbdl elséként az elemfelhalmoz6das dinamikajat mutatom be, mivel
alapvetd a nehézfémek novénybe jutdsanak kimutatdsa. Az arpa csiranovények gyokér és levél
kadmium, illetve nikkel tartalmét az alabb lathat6 4-dik és 5-dik dbrdk szemléltetik. A kadmium
és a nikkel felhalmozd6déasardl altalanossdgban megallapitottam, hogy folyamatos volt a kisérlet
teljes id6tartamaban és koncentricidfiiggést mutatott (MURADOGLU et al., 2015) nehézfém
tipustol és vizsgalt novényi szervtdl fliiggetlentil (4. dbra., 5. abra).

A gyokér egy nagysagrenddel tobb kadmiumot halmozott fel, mint a levél, de a felhalmozodas

jellege azonos volt: folyamatosan ndvekvd és koncentraciofiiggd volt.

Gyokérkadmium tartalom Levél kadmium tartalom
- 180 1
10000 A B
160 -
< 140 1
(7]
o 120 -
(=2}
= ]
= 100
=
E 80 -
S
S 60
40 -
20 -
" 4
o 1+ 2 3 4 5 6 7 8 o 1 2 3 4 5 6 7 8
I1d6 (nap) I1d6 (nap)
—@—— kontroll ———f—— 10 pM kadmium
50 uM kadmium 100 uM kadmium

——— 300 uM kadmium
4. abra. Arpa csiranovények gyokér (A) és levél (B) kadmium tartalma 10 pM, 50 pM,100 pM és 300 uM

kadmium kezelés hatasara.

Kezdetben 0,48 ug/g szt volt a kezelések eldtti kontroll kadmium tartalom. Ez az érték a

kisérlet utols6 napjara drasztikusan megndtt: 300 uM kadmiummal kezelt 4rpa csirandvények
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gyokér kadmium tartalma elérte a 7948,11+1069,97 ng/g szt értéket (4. A édbra). A levél
kadmium felhalmozésa jellegében megegyezik a gyokérével, de egy nagysigrenddel kisebb
mértékli volt: a hetedik napos a 300 uM-os kadmium kezelés 142,7253+13,75 ug/g szaraz

tomeg kadmium felhalmozo6dast eredményezett (4.B. dbra).

A gyokérben és a levélben a kadmium felhalmoz6das dinamikija egyik alkalmazott
koncentraci6 esetén sem eredményezett telitési gorbét, igy megallapithatom, hogy a kisérlet
id6tartama alatt a kadmium felvétele folytonos volt, valamint az egyes kezelések statisztikailag
szignifikdnsan elkiiloniiltek egymastdl (2. melléklet, 1. tiblazat) minden alkalmazott

koncentracioban és mindkét novényi szervben (4. A-B dbra).

Gyokér nikkel tartalom Levél nikkel tartalom
600 - .
A 250 B
500 -
- 200 -
» 400 - )
o 150 -
m .
= 300 1
§ 100 -
S 200 -
100 - / 50 -
0° T T T 4 T T 4 1 0 "Afx T T T T g 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 8
1dd (nap) Id6 (nap)
—4@— ontroll —J— 100 uM nikkel
500 uM nikkel 1000 pM nikkel

5. abra. Arpa csiranévények gyokér (A) és levél (B) nikkel tartalma 100 pM, 500 uM és 1000 pM nikkel

kezelés hatasara.

Az 5. abran lathaté a nikkel felhalmozodasa a gyokérben és a levélben. A két novényi rész

nikkelfelhalmozasa kiegyenlitettebb volt anndl, mint amit a kadmium esetében tapasztaltam.

A kisérlet soran a fémfelhalmozddas folyamatosan novekedett €s koncentraciofiiggést mutatott.
Telitési gorbe egyik alkalmazott koncentriciéndl sem jelentkezett, ami azt jelenti, hogy a

vizsgalt valtozasok folyamatosan novekvd fémtartalom mellett zajlottak.

A gyokérben a kisérlet végére az 1000 uM- os nikkel kezelés 476,25+38,43 ug/g szaraz tomeg

nikkel tartalmat eredményezett, ami kozel 6tszazszoros emelkedést jelent a kontrollhoz képest
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(5. A abra). A levél a gyokérhez képest megkdzelitdleg fele annyi nikkelt halmozott fel. Az
utols6 mintavételi idépontban, a hetedik napon, a levél nikkel tartalma 203,34+19,56 ug/g szaraz
tomeg érték volt, ami a kontrollhoz képest kétszaz szoros ndvekedést jelent (5. B abra). Ez
jellegét tekintve egyenletesebb eloszlast mutatott, mint a kadmium felhalmoz6das. A nikkel
felhalmozdédas egyik alkalmazott koncentracié esetén sem eredményezett telitési gorbét,
felvétele szintén folyamatos volt. A kiilonbozé koncentraciok szignifikasnsan elkiilontiltek (2.

melléklet, 1. tablazat).

4.1.2 A kadmium- és nikkelfelhalmozodas eredményeinek értékelése

A kétféle nehézfém kiilonbozo tipusa egyértelmiien megmutatkozott a fémfelhalmozodasban is,
mivel a kadmium féként a gyokérben marad ¢€s kis része jut a levélbe, ezzel szemben a nikkel a
novényben egyenletes eloszlasu nehézfémek kozé tartozik (PRASAD, 2004), azaz a fold alatti €s
fold feletti részek fémfelhalmozasa, még ha eltéré mértékii is ugyan, de ugyanolyan
nagysagrendii. Eredményeim 6sszhangban allnak RUBIO et al, (1994) rizsen (Oryza sativa L.)
végzett vizsgalataival, miszerint a kadmium nagyobb mértékben halmozddott fel a gyokérben,

mint a hajtdsban, mig a nikkel eloszlasa kiegyenlitett volt a két novényi rész kozott.

Ez a kiilonbozdség az eltérd detoxifikdcidos mechanizmusokbol adodik. A kadmium mérgezés
semlegesitésének egyik kulcsmomentuma a gyokérben indukalt detoxfikaci6, ahova az
eszencialis tipelemek (cink, kalcium, kalium, magnézium, mangéan, nikkel, réz és vas) felvételét
szolgal6 ioncsatorndkon keresztiil konnyen bejut (CLARKSON és LUTTGE, 1989, RIVETTA et
al., 1997), majd nagy része a negativ tOltési sejtfalalkotokhoz kapcsolodik, pl. a
poligalakturonsav negativ toltésti karboxilcsoportjdhoz (PRASAD, 2004). Ezért a felvett
kadmium nagy része a gyokérben marad a sejtfalhoz kototten (DEGENHARDT és GIMMLER,
2000), illetve a gyokér sejtjeiben detoxifikéalva, €s kisebbik része a fold feletti szervekben jelenik
meg (CATALDO et al., 1983). Ezen kiviil a levélszovet kutikul4jan és a levél sztomdin &t is be
tud jutni a kadmium a névényekbe (FISMES et al., 2005). A fentiek mutatjak, hogy a kadmium
toxicitdsanak okait méir egészen kis alkalmazott koncentracional is (CHAKRAVARTY és

SRIVASTAVA, 1992).

Ezzel szemben a nikkel, felvételét kovetden a transpiracios aram segitségével, a xilémen at jut a
levélbe, majd az osztddo, fiatal szoveti részekbe (NEUMENN és CHAMMEL, 1986; WELCH
1995; FISMES et al., 2005; PAGE et al., 2006), és detoxifikacioja jellemzden szerves savak
segitségével, valosul meg a vakuSlumban (KERSTEN er al, 1980; BROOKS et al., 1981;
TATAR et al., 2000; CHEN et al., 2003; MONTARGES-PELLETIER et al., 2008).
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Osszefoglalva megéllapitottam, hogy a kadmium és a nikkel egyarant mobilis nehézfémek
(NEUMENN és CHAMMEL, 1986) és gyorsan bejutottak az arpaba és felhalmozodtak ott.
Mivel az Osszes alkalmazott kezelés meghaladja a természetben el6forduld és a novény altal
felvehetd mennyiségeket, ezért valosziniisithetden a kisérlet tovabbi méréseinél tapasztalt
véltozasok a nehézfém tolerancia, vagy mérgezés altal indukalt detoxifikdciés mechanizmusok

kovetkezményei voltak.

4.1.3 Egy hetes kadmium és nikkel kezelés hatasa a SPAD indexre

A SPAD inedx és a 4.1.4 alfejezetben bemutatasra keriilo klorofill fluoreszcencia indukcids
mérések egyarant elterjedt stresszdetektalasi mdédszerek mar onmagukban is, de més fizioldgiai
paraméter mérése mellé¢ kiegészité/megerdsitd mérésekként is gyakran haszndljdk azokat
(WIEDEMUTH et al., 2005; SHAO et al., 2007; ALI et al., 2008), ezért fontosnak tartottam
doktori munkam soran is kovetni ezt a gyakorlatot. A SPAD index és a fluoreszcencia indukcid
mérést csupan egy hetes kisérleti beéllitidsban végeztem (6-10. abra), mivel a kezeléseket kovetd
elsé napon elvégzett mérések eredményei vagy nem mutattak valtozast 1d.: F,/F, értékek, vagy
csupan kis mértéki, statisztikailag nem szignifikéns valtozasokat eredményezett, igy okafogyotta

valt az egy napon beliili kisérleti beallitis alkalmazasa (3. melléklet, 1. tablazat).

Kadmium SPAD index Nikkel SPAD index
A B

45 - 45
40 40
. 35 y 35
5 30 8 30 -
£ 25 £ 25
2 20 2 20
& 15 - & 15 -
10 - 10
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il o L

0 1 4 7 0 1 4 7

1dS (nap) Id6 (nap)
3 kontroll = 10 uM 50 uM 100 uM

W300pyM @3 500pM = 1000 pM

6. abra. Egy hetes kadmium (A) és nikkel (B) kezelés hatasa a SPAD indexre.

A SPAD index az els6 napon (6. dbra) a kadmiummal kezelteknél ingadozisokat mutatott, de
klorézisra utal6 koncentracioval ardnyos SPAD index csokkenés csupan a negyedik naptol volt

szignifikns, ami a hetedik napon is folytatddott (6A. abra), valamint csupan a kontroll és a

sz
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lehetett kimutatni ezzel a mddszerrel (3. melléklet, 1. tablazat). A nikkellel kezelt arpa esetén is
megfigyelheté volt SPAD index csokkenés a negyedik naptdl, de szignifikdns kiilonbségeket

nem tudtam kimutatni (6B. abra).

4.14 Egy hetes kadmium és nikkel kezelés hatiasa a fluoreszcencia indukcié mérés
paramétereire

A fluoreszcencia indukciés paraméterek koziil els6ként a PSII maximélis kvantumhatékonysagat
megadé (LI et al., 2006) és legelterjedtebben hasznalt F,/F,, értéket mutatom be. A 7A. dbrin
lathatd, hogy a kadmiummal kezelt novények F,/F, értékei nem véltoztak a negyedik napig, az
egy hetes kisérlet alatt csupan az utols6 napon a 300 uM-os koncentracidndl tapasztaltam

szignifikans F,/F,, érték csokkenést (7A. 4bra).

Kadmium Fv/Fm Nikkel Fv/Fm
09 - A 0,9 B
' 0,35 | gm - - -
0,85 - - e - o L8
0,8 - f
0,75 - - 0,073
£07 E o
0,65 - Z 0,65
Z 06 0,6
0,55 | 0,55
0,5 | 0,5 -
0,45 | 0,45 -
LR | : 0,4 . , |
0 1 4 7 0 1 4 7
Id6 (nap) Id6 (nap)
O kontroll 1 10 pM 50 pM 100 uM

W300puM [ 500puM 1000 uM

7. abra. Egy hetes kadmium (A) és nikkel (B) kezelés hatasa a fluoreszcencia indukcié mérés Fv/Fm értékére.

A nikkel kezelés F,/F,, értéke a negyedik napon a 300, az 500 és az 1000 uM-os kezelésnél
csokkent €s a legmagasabb koncentracionél szignifikans is volt, illetve a hetedik napon tovabb
csOkkent a két legnagyobb koncentracio esetén (7B. abra). Ekkor, kiilonosen az 1000 uM-os
kezelésnél nagy szoras értékek voltak, ami abbdl adodott, hogy voltak mérési pontok, amelyek
normalis fluoreszcencia indukciés kinetikdt mutattak és voltak olyanok, amelyek a
fotoszintetikus apparatus karosodésat jelezték. Ennek az oka abban keresendd, hogy ezzel a
mérési modszerrel egy egy pontot lehet mérni a levélen és a teljesség kedvéért nemcsak a
klorotikus teriileteket mértem, hanem a latszolag egészséges helyeket is. Mivel az Fv/Fm
paraméter Osszességében nem bizonyult elég érzékenynek, az aldbbiakban bemutatom a

fluoreszcencia indukcié mérés Fy, Fy, és az F, paramétereit is.
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Az Fy paraméter a gerjesztett antenna klorofill-a pigmentek emisszidjit mutatja meg, még
miel6tt a gerjesztési energia a reakcidé centrumok felé vandorolna. Ez a paraméter fiiggetlen a
fotokémiai reakcioktdl és valtozasait strukturdlis médosuldsoknak tulajdonitjdk: VASILEV et al.
(1995) a klorofill-a kadmium hatasara bekdvetkezd degradaciojat jelolik meg az Fy értékek

csokkenésének hatterében.

Levél alapfluoreszcenciaja A 600 - Levél alapfluoreszcenciaja
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500 -
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O kontroll 1 10 uM 50 yM 100 uM

W300pM [ 500pM B 1000 pM

8. abra. Kadmiummal (A) és nikkellel (B) kezelt harom napos-érpa csiranovények fluoreszcencia indukcios

meérése soran kapott FO paraméterének valtozasai egy hetes kezelés alatt.

Kisérleteim soran a kadmium kezelés nem okozott jelentds valtozast az F, paraméterben,
ellenben a nikkel kezelés legnagyobb koncentraciéja (1000 uM) (8B. édbra) szignifikdns FO

novekedést okozott, ami strukturalis valtozasokra utal (3. melléklet, 1. tablazat, 5. tablazat).

4500 - Levél maximalis fluoreszcenciaja Levél maximalis fluoreszcenciaja
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3500 - 3500 -
3000 - 3000 -
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1500 - 1500 -
1000 - 1000 -
500 - 500 -
0 - 0-

0 1 4 7 0 1 4 7
1d6 (nap) 1d6 (nap)
3 kontroll = 10 uyM 50 uM 100 uM

m300pyM [E500uM 1000 uM

9. abra. Kadmiummal (A) és nikkellel (B) kezelt harom napos arpa csiranévények fluoreszcencia indukcios
mérése soran kapott Fm paraméterének valtozasai egy hetes kezelés alatt.

A fluoreszcencia mérés tobbi, Fm, Fv és Fv/Fm paraméterei nem elsésorban strukturalis

valtozasokrdl, hanem — természetesen azokkal Osszefiiggésben all6 — funkciondlis allapotat
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tiikkrozi a sotétadaptalt leveleknek. E paraméter 6sszetevoit a 9. és a 10. abrakon.mutatom be. A
korabbiakkal 0sszhangban, az F,,, paraméter itt is a nikkellel kezelt novények esetében mutatott
tendenciézus csokkenést (9B. abra), a kadmiummal kezelteknél nem. Csokkend tendencia volt a
300 uM, az 500 uM és az 1000 uM-os kezeléseknél negyedik naptdl és ezen tendecidk a hetedik
napon szignifikdns kiilonbségekként mutatkoztak meg (9B. édbra, 3. melléklet, 3. tiblazat, 6.

tablazat).
Levél valtozé fluoreszcenciaja Levél valtozé fluoreszcencidja
3000 3000 -
2500 2500 -
2000 2000 -
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10. abra. Kadmiummal (A) és nikkellel (B) kezelt harom napos arpa csiranévények fluoreszcencia indukciés
mérése soran kapott Fv paraméterének valtozasai egy hetes kezelés alatt.

Az F, értékek valtozasai alapjan a kadmium és a nikkel is csokkenti a véaltozo fluoreszcenciat, de
eltér6 modon (10A., 10B. abra). A kadmium kezelések mindegyikénél a hetedik napon
egyotodére csokkent a valtozo fluoreszcencia értéke (10A. abra), illetve a nikkelnél nem volt
ugyan ilyen mértékli a csokkenés, azonban ennél a fémnél mar a kisérlet negyedik napjan

szignifikins csokkenést lehetett €szlelni (3. melléklet, 4. tablazat, 7. tablazat).

4.1.5 A SPAD index és a fluoreszcencia indukciéo mérés paraméter valtozasainak értékelése
A SPAD index és a klorofill fluoreszcencia indukcidé méréseket kiegészité mérésekként szantam
a szerves sav €s az antioxidativ enzimaktivitds mérések mellett. Mivel a kapott eredmények
értelmezése Osszefiiggésben van egymdssal, ezért azok azok értékelését is Osszevonva mutatom
be. A SPAD index mérések egyszeriiségiik és gyorsasaguknak koszonhetden igen elterjedtek a
novénytudoméanyok alkalmazott és elméleti agaiban is (ARAUS et al, 1998; GARDEA-
TORRESDEY et al., 2004; WIEDEMUTH et al., 2005; LI et al., 2006; PAPAZOGLOU et al.,
2007; SHAO et al., 2007; ALI et al., 2008). A SPAD méréseket elsdsorban a névény tapanyag-
ellatottsaganak becslésére fejlesztették ki, €s leginkdbb ezen a teriileten hasznaljak, ez a miiszer
alkalmas a kiilonboz6 stresszhatasok — igy a nehézfémstressz - nyomonkovetésére is. ALI és
munkatarsai (2008) a brasszinoszteroidok stresszmérsékld hatdsat tdmasztottak ala SPAD index
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mérésekkel aluminiummal kezelt mungdébabon (Phaseolus mungo L.). WIEDEMUTH et al.
(2005) arpa oregedési folyamatait kovették nyomon, melynek keretében szintén folyamatosan
mérték a klorofill tartalmat, annak fokozatos csokkenését. Az irodalmi adatok alapjin
stresszdetektildsra alkalmas gyors mérési mddszerként a SPAD index mérést kisérleteim soran
kiegészité mérésekként elvégeztem.

A SPAD index értékei a kadmium és a nikkel kezelés esetében csokkenést mutattak. Ez az
eredmény Osszhangban all kordbbi megfigyelésekkel, amelyek szerint a kadmium gétolja a
klorofill szintézist (PADMAJA et al, 1990). HORVATH er al. (1996) kimutattdk, hogy
kadmium jelenlétében a klorofill képtelen normélis pigment komplexet kialakitani, ezéltal a PS
II miikodése gatlodik. Masrészt peroxidativ koriilmények eldidézésével, a kloroplasztisz
membran-lipid-fehérje komponensei lebomlanak (DROPPA és HORVATH, 1990), igy inaktivva
valnak.

A SPAD index kontroll értéke mar a negyedik naptol szignifikansan elkiiloniilt a kadmiummal
kezeltektdl, amelyek SPAD index csokkenést eredményeztek, ami arra utal, hogy a levélbe jutott
kadmium mar fotoszintetikus pigmentek kialakulasat gatolta, illetve a meglévdket karositotta.
Nikkel esetében is ismert tény, hogy fotoszintetikus aktivitds csokkenést (VELIKOVA et al.,
2011) okoz, illetve ezzel sszefiiggésben levél klordzist (KHALID et al., 1980; PICCINI és
MALAVOLTA, 1992, ZORNOZA et al., 1999) eredményez.

A kadmium kezelésnél megfigyelhetd, hogy az F,/F, értékek valtozatlanok maradtak még
viszonylag magas koncentriciok mellett is. Osszevetve a SPAD index véltozdsaival azt a
latszolag ellentmondasos eredményt kaptam, miszerint a pigmenttartalom csokkent ugyan, de a
fotoszintetikus apparatus hatékonysadg nem. Ennek magyarazata a két modszer eltérd jellegében
keresendd. A SPAD mérés egy statikus paramétert - a pigmenttartalmat - jelez, mig a
fluoreszcenia indukcid a fotoszintetikus apparatus miikdodésérdl szolgaltat informéciot. Tehat a
kadmium hatésara a pigmentszintézisben zavarok keletkeznek ugyan, de a megmaradt pigmentek
még hatékonyan mitkddnek.

A méréstechnika fejlddésével ma mar tobb olyan fluoreszcencia indukcids paraméter ¢€s
értékelési rendszer 1étezik, amelyek a mérgezés korai stidiuméban is kimutatnak véltozasokat
(STRASSER és STRASSER, 1995). Kisérletemben azért a fenti méréseket valasztottam, mert a
novényi stresszélettan méréstechnikai gyakorlatdban széles korben elterjedtek és azonnali
eredményt adnak (WIEDEMUTH et al., 2005, SHAO et al., 2007, ALI et al., 2008).

Az F,/F,, paraméter alkot6i a maximalis fluoreszcencia és a valtozo fluoreszcencia (F, = F,, —F)
a sotétadaptilt levelek masodik fotokémiai rendszerének funkciondlis dllapotat jellemzi, ezzel
egylitt az elsddleges fotokémiai reakciok soran a PSII hatékonysidgat (BUTTLER, 1977). A

kapott eredmények az F,/F, értékek valtozatlansigat mutatjdk még viszonylag magas
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koncentraciok mellett is. Az eredményeim Osszhangban allnak kordbbi munkik eredményeivel,
amelyek soran arpa F,/F,, paraméter valtozasit mérték kadmium kezelést kovetéen (VASILEV
és MANOLOYV, 1999). Mivel az F,/F, értékek valtozasaival a kadmiumnal, nem lehetett
kimutatni valtozast, nikkelnél is csupan a magas koncentracidknal (nikkel: 300, 500, 1000 uM).
Igy ez a paraméter nem bizonyult elég érzékenynek a kisebb mértékii nehézfém stressz
hatdsainak detektilasara és nyomon kovetésére. Ez az eredmény arra Osztonzott, hogy a
fluoreszcencia indukci6 tobbi paraméterét is bemutassam. Az alapfluoreszcencia (FO) fiiggetlen a
fotokémiai reakcioktdl és strukturdlisvaltozasokat jelez. Kisérleteim csupdn a nikkelkezelés
okozott jelentdsebb FO novekedést (magasabb pigment emissziot) az 1000 uM-os kezelésnél,
ami strukturdlis véltozisokra utal (8. A-B abra). Ennek lehetséges oka-mas munkdk tanulsdga
szerint is-, hogy az arpa jobban ellenall a kadmium toxikus hatdsdnak, mint mas novényfajok, pl.
a zOldborsd, vagy a paradicsom (BASZYNSKI er al, 1980; SHEORAN et al, 1991).
Eredményeim egybeviagnak VASSILEV €és munkatarsai (1995) megfigyeléseivel, amelyek
szerint az F,/F, paraméter véltozatlansiga mellett az F, és F, paramétereckben jelentds
csokkenést tapasztaltak, amelynek oka a nehézfémek okozta kloroplasztisz ultrastruktiravaltozas
lehet (VASSILEV et al., 1995), ami hasonlé az oregedési folyamatok sordn tapasztaltaknal
(SKORZYNSKA et al., 1998).

Osszességében SPAD index hasznalata jol elkiilonithetd kiilonbségeket csupan a magas
koncentraciokndl okozott, a kisérlet végén. A fluoreszcencia indukciés mérések eredményeibdl
azt a kovetkeztetést tudom levonni, hogy nem a leginkabb elterjedt F,/F,, paramétert érdemes
hasznalni, mivel a stressz hatas kialakulasanak els6 hetében nem valtozik, ellenben az F,
paraméter sokkal intenzivebb viltozast mutat, igy informativabb mutaté6ja lehet a fluoreszcencia
indukcios méréseknek.

Osszességében megéllapithatom, hogy a kadmium és a nikkel stressz kialakulds kezdeti
szakaszdnak pontos jellemzésére egyik fenti modszer sem bizonyult igazdn megfeleldnek,

illetéleg csupan a stressz jelenlétének megerdsitése céljabol érdemes alkalmazni azokat.

4.1.6 A szerves savak konstitutiv mennyiségének meghatarozasa a gyokérben és a levélben

A nehézfém mérgezéssel Osszefliggésben 1€vo szerves sav detoxifikacidt feltard irodalomban
nem taldltam elegendd adatot az arpa csirandvények konstitutiv szerves savak mennyiségére,
azaz, arra vonatkozolag, hogy a novényben természetes allapotdban milyen mennyiségben
vannak jelen az egyes szerves savak. Tobb arpin elvégzett munka is sziiletett, de ezek vagy csak
gyokéren (JACKSON és TAYLOR, 1970), vagy csupan a leggyakoribb savakra, mint pl. a

citromsavra és az almasavra vonatkoztak (TATAR er al., 2000), de az oxélecetsav,
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borostydnkdsav €s a fumarsav konstitutiv mennyis€gérdl, illetve a szervek kozotti mennyiségek
egymashoz vald viszonyérdl kevés adat all rendelkezésre. Emellett a novényi nehézfém stressz
vizsgalatok kapcsdn a szerves sav detoxifikaciot foként aluminiummal ¢€s nikkellel
Osszefiiggésben targyaltak, ezért a nehézfém hatis vizsgalata mellett fontos eredmény a szerves
savak kvantifikalasa kontroll koriilmények kozott.

A kétféle id6tartamu kisérlet eredményeinek interpretdldsa szempontjabol alapvetd fontossagu
volt a kiindulési értékek Osszevethetésége. A szerves sav mérések sordn azt tapasztaltam, hogy
az egy napos kisérlet utolsé mintavételi iddpontjan (24. 6ra) vett mintdk és az egy hetes kisérlet
masodik mintavételi idopontjanak (24. 6ra) mintdibol a feldolgozas soran kivont szerves sav
mennyiségek a levélben nagysigrendileg és abszolit értékben is megfeleltethetok voltak
egymasnak, ezért a két kisérlet idében folytonosnak tekinthetd és 0sszefiiggésében értékelhetd.
Ez azonban a gyokérbdl vett mintdkrol méar nem volt elmondhato, itt ugyanis kadmium
kezeltéknél az oxalecetsav és az almasav, a nikkellel kezeltek esetében az oxalecetsav, a
citromsav és az almasav értékei nagysigrendileg megegyeztek ugyan, de abszolit értékiik
kiilonbozott, ami valdszinlisithtéen a gyokér mintdinak nehezebb feldolgozhatésagabol adodott,
hiszen ugyanez a jelenség a levél mintdk eredményeiben nem fordult eld. Egy hetes kadmiumos
kezelésénél az oxalecetsav €s az almasav mérés jelentett kivételt, ahol a kiinduld értékek
magasabbak voltak, harom ismétlésbdl kettdben, amelynek oka a mintdk higitatlansaga lehetett.
Az eredmények azt mutatjdk, hogy az arpa gyokér és a levél szerves sav tartalma eltér, de
szervenként jellemzd ¢és nagysagrendileg azonos képet mutat a kiillonbozd kisérleti
beallitdsokban (egy napos és egy hetes id6tartam, kadmium és nikkel kezelés) (4. melléklet).
Altalanossagban megallapithat6, hogy - a fumérsav kivételével — a levél szerves sav tartalma
minden esetben magasabb volt a gyokér szerves sav tartalmanél és az oxalecetsav, a citromsav és

az almasav esetén egy nagysigrenddel haladta meg a gyokérben mért értékeket.

4.1.7 Kadmium kezelés hatasa arpa (Hordeum vulgare L.) csiranovények szerves sav

tartalmara

4.1.7.1 Egy napos és egy hetes kadmium Kkezelés hatasa arpa (Hordeum vulgare L.)
csiranovények gyokér szerves sav tartalmara

Az aldbbiakban egy napos és egy hetes kadmium (10, 50, 100 és 300 uM-os) kezelés hatasat
mutatom be arpa csirandvények szerves sav tartalmdnak (oxdalecetsav, citromsav, almasav,
borostydnkésav és fumarsav) véltozasain keresztiil, elséként a gyokéren. Osszességében a

gyOkérben a szerves sav mérések eredményei a nagy szoérdsok miatt a legtobb esetben
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statisztikailag nem szignifikansak. Ezért csak azon savakat targyalom kiilon, amelyeknél vagy
szignifikans valtozas 4llt fenn, vagy az eredmények tendencidjukban egyértelmiiek.

Az egy hetes kadmium kezelés sordn a gyokérben a kontroll sav értékek viszonylagos
alland6sagot mutattak és az alkalmazott kadmium koncentriciok a legnagyobb - 300 uM-os
kivételével -, nem okoztak valtozast (11-15 B abrdk). A 300 uM-os kezelés, a citromsav
kivételével, mar az elsé naptdl csokkenést idézett eld a szerves sav tartalomban, a kontrollhoz
képest (11. abra). A gyokérben a szerves sav mennyiségeirdl azt a megallapitast tehetem, hogy, a
borostyankdsav kivételével - ahol nem tapasztaltam tendenciézus valtozast - a szerves sav
mennyiségek csokkentek és ez a csokkenés az oxalecetsav (11. A dbra), a citromsav (12. A abra)
¢s a fumarsav (15. A abra) esetén tendencidjaban koncentraciofiiggd volt, illetve a kontroll és a
300 uM-os kadmium kezelés statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutatott (4. melléklet, 1-
5 tiblazat).

Gvokér oxalecetsav tartalom
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11. abra. Arpa csiranovények gyokér oxalecetsav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B)

kadmium kezelés soran.

Az egy hetes kezelés masodik mintavételi alkalméaval, ami a kezelés utin 24 oraval tortént, az
egy napos kisérlet eredményeihez hasonld valtozasokat tapasztaltam. A csokkend tendencia itt
azonban az 0sszes szerves sav esetében fenndllt (11-13. abra) és statisztikailag szignifikans volt a

citromsav, az almasav és a fumarsav esetében (4. melléklet, 12, 13, 15. tablazat).
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Gvokér citromsav tartalom
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12. 4bra. Arpa csiranovények gyokér citromsav tartalmanak valtozdsa egy napos (A) és egy hetes (B)

kadmium kezelés soran.

Gyokeér fumarsav tartalom
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13. abra. Arpa csiranovények gyokér fumarsav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B)

kadmium.
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4.1.7.2 Egy napos és egy hetes kadmium kezelés hatasa arpa (Hordeum vulgare L.)
csiranovények levél szerves sav tartalmara

A levélben az egy napos kisérlet sordn mért szerves sav mennyiségekbdl megallapithato, hogy a
kezelést kovetd els6 harom oraban nem valtoztak (14-18 A. abra), illetve a harmadik, hatodik és
a kilencedik 6rakban tapasztalt valtozasok nem voltak szamottevdek, illetve statisztikailag nem
voltak igazolhatéak (4. melléklet, 6-10. tablazat).

A tizenkettedik O6rdban az Osszes vizsgilt szerves sav tendencidjaban koncentriciot kovetd,
statisztikailag elkiiloniild novekedést mutatott, az oxdlecetsav, a citromsav, az almasav és a

borostyankosav esetében (4. melléklet, 6, 7, 8, 9. tablazat).

Levél oxalecetsav tartalom
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14. abra. Arpa csiranovények levél oxalecetsav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B)

kadmium kezelés soran.

A huszonnegyedik 6rdban a citromsav (15. A &bra), almasav (16. A abra), borostyankosav (17. A
abra) és a fumdrsav (18. abra) esetén mutattam ki statisztikailag szignifikdns novekedést (4.

mellékle, 7, 8, 9, 10. tablazat).
Az egy hetes kisérletre vonatkozdlag a levél oxdlecetsav tartalmaban a kezelést kovetd elsd

napon novekedést tapasztaltam (14B. 4bra). A kisérlet hetedik napjan ez a ndvekedés

statisztikailag is szignifikans volt (4. melléklet, 16. tiblazat).
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Levél citromsav tartalom
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15. dbra. Arpa csiranovények levél citromsav tartalméanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B) kadmium

kezelés soran.

Citromsav esetén (15B. abra) a 300 uM kadmium kezelés okozott ndvekedést a kisérlet
harmadik napjatol és az 6todik, illetve a hetedik napon mér statisztikailag is szignifikans volt (4.

melléklet, 17. tablazat).

Levél almasav tartalom
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16. abra. Arpa csiranovények levél almasav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B) kadmium

kezelés soran.

Almasav esetén a kisérlet idOtartamaban csokkenés tapasztalhatdo a kontroll mennyiségében,
viszont a harmadik naptdl a kezelések almasav tartalom novekedést eredményeztek (16B. abra).
Ez a novekedés - a citromsavhoz hasonldéan - az 6todik naptdl szignifikans a kontroll és a 300
uM kadmiummal kezelt novények kozott (4. melléklet, 18. tablazat).
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Levél borostyankosav tartalom
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17. abra. Arpa csiranévények levél borostyankésav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B)

kadmium kezelés soran.

Levél fumarsav tartalom
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18. 4dbra. Arpa csiranivények levél fumarsav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B) kadmium

kezelés soran.
A borostyankdésav tartalom is csokkend tendenciat mutatott a kisérlet elsé harom napjan, viszont
az 6todik naptdl a 100 és a 300 uM kezelések eredményeztek novekedést, ami a hetedik napon
csupan a 300 uM- os kezelésnél maradt meg és szignifikans volt (17B. abra, 4. melléklet, 19.
tablazat).
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A fumdrsav tartalom kontroll értéke is csokkend tendenciat mutatott a kisérlet harmadik napjatol
egészen a végéig, viszont a 300 uM kadmiumos kezelés a harmadik naptdl a kontrollhoz képest,

nem szignifikansan, de novekedést eredményezett (18B. 4bra, 4. melléklet, 20. tablazat).

4.1.8 Nikkel Kkezelés hatasa arpa (Hordeum vulgare L.) csiranovények szerves sav

tartalmara

4.1.8.1 Egy napos és egy hetes nikkel kezelés hatiasa arpa (Hordeum vulgare L.)
csiranovények gyokér szerves sav tartalmara

A kovetkezokben mutatom be a nikkel kezelés arpa csirandvények szerves sav mennyiségeire
gyakorolt hatasat.

Altalanossagban megfigyelhetd, hogy a gyokér szerves sav tartalma a kontroll novények esetén
az egy napos nikkel kezelés soran az almasav (21. abra) kivételével savtipusonként viszonylag

allando volt.

Gvokér oxalecetsav tartalom
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19. dbra. Arpa csiranovények gyokeér oxalecetsav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B) nikkel

kezelés soran.

Az oxalecetsav tartalomban (19A. abra, 4. melléklet, 21. tablazat) a kisérlet 5. napjatol
koncentraciofiiggd tendencidézus novekedést tapasztaltam a kontrollhoz képest az 0Osszes
alkalmazott koncentraciora nézve és ez a tendencia a kisérlet utols6 mintavételi napjin

szignifikans volt (19B. abra).
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Citromsav (mg/g szt)

Gyokér citromsav tartalom
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20. dbra. Arpa csiranovények gyokér citromsav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B) nikkel

kezelés soran.

A citromsay tartalom az 1000 pM-os nikkel koncentrici6 esetén a 12. és a 24. 6rai mintavétel

soran szignifikansan megnott a kontroll értékeihez képest (20A. dbra, 4. melléklet, 22. tablazat).

Almasav (mg/g szt)

Gyokeér almasav tartalom
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21. dbra. Arpa csiranovények gyokér almasav tartalmanak valtozdsa egy napos (A) és egy hetes (B) nikkel

kezelés soran.

A kisérlet 5. napjatol a citromsav esetén is - hasonléan az oxdlecetsavhoz - koncentracio fiiggd

novekedést tapasztaltam (20B. 4bra). A fentebb emlitett egységes kontroll savmennyiségek aldl

kivétel az almasav, amelynek kontroll értékei a kisérlet sordn csokkentek, ezzel szemben a

nikkel kezelések- a kontrollhoz képest- jelentds almasav tartalom novekedésben nyilvanultak

meg. A kisérlet kezdetétdl szamitott harmadik 6ratol szignifikansan elkiiloniil a kontroll és a 300
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uM nikkel kezelés almasav tartalomra gyakorolt hatdsa (21A. dbra), illetve a 24. érdban mar az
Osszes kezelés szignifikans kiillonbségeket eredményezett (4. melléklet, 23. tablizat).

Az egy hetes kisérleti bedllitdsban az almasav és a borostyankdsav értékek novekedtek a kezelés
napjai soran, &m szignifikans kiilonbséget nem allapitottam meg. A kezeléseknek tulajdonithatd
viszonylagos novekedést a statisztikai elemzés nem tdmasztja ala (4. melléklet, 33, 34. tablazat).
A borostyankésav tartalomban (4. melléklet), a nem tendenciézus 24. 6rds mintavétel kivételével
a kisérlet végére nem voltak szignifikins kiilonbségek a kezelésekben (4. melléklet, 33, 34.
tablazat).

A fumdrsav tartalomban a kisérlet 3. napjatdl altalanos savmennyiség csokkenés tapasztalhatd,
de a nikkellel kezeltek savtartalma a kontrollhoz képest kevésbé csokkent (4. melléklet, 25.
tablazat). Az egy hetes kisérlet sordn a fumarsav értékei ellentétesek voltak és kifejezett

csokkenést mutattak a kiindulasi értékekhez képest.

4.1.8.2 Egy napos és egy hetes nikkel kezelés hatiasa arpa (Hordeum vulgare L.)
csiranovények levél szerves sav tartalmara

Levél esetén a nikkel hatasa a korabbiaknal joval kifejezettebb €s tendencidzusabb. A levél
szerves sav tartalmat egy altalanos és a nikkel kezeléssel Osszefiiggésbe hozhat6 ndvekedés

jellemezte az egynapos kisérlet soran (22-26 4bra).

Levél oxalecetsav tartalom
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22. abra. Arpa csiranovények levél oxalecetsav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B) nikkel

kezelés soran.

Oxdlecetsav (22A. abra) esetén mar a kezelést kovetd 3. draban kiilonbségek mutatkoztak az

egyes kezelések kozott, de koncentracio fliggo, statisztikailag szignifikans kiilonbséget a 24. orai
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mintavétel sordn tapasztaltam, amikor a 100 és a 200 uM nikkellel kezeltek szignifikdnsan
elkiiloniiltek a tobbi kezeléstol (4. melléklet, 26. tablazat). Az egy hetes kisérletben az 5. és a 7.
napon a 300 és az 1000 uM-os kezeléseknél szignifikdsan magasabb volt a kontrollhoz képest
(22B. abra, 23B.

abra).

Levél citromsav tartalom
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23. dbra. Arpa csiranévények levél citromsav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B)

nikkelkezelés soran.

A citromsav (23. abra) tartalomban is ugyanez a tendencia jelenik meg a 24. oraban, de ott a sav
tartalom értékei jelentdsen magasabbak voltak. Az almasav tartalom a levélben allandonak
tekinthetd, egyediill a 300 uM-os kezelés eredményezett szignifikdnsan nagyobb almasav
tartalmat a 12. és a 24. 6rakban (23A. abra, 4. melléklet, 28. tablazat).

Az almasav tartalom az egy hetes kisérletben mar az els6 naptdl novekedést mutat a kontrollhoz
képest az Osszes alkalmazott koncentracioban, de az adatok szdrdsa csupan tendenciik
megallapitasat teszi lehetdsé, szignifikans kiillonbségeket nem jelez (24. 4bra), (4. melléklet, 4.

melléklet, 28. tablazat).
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Levél almasav tartalom
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24. abra. Arpa csiranovények levél almasav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B) nikkel

kezelés soran.

Levél borostvankosav tartalom
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25. abra. Arpa csiranévények levél borostyankésav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B)

nikkel kezelés soran.

A borostyankosav (25A. ébra) tartalomban a nikkel kezelés nem idézett eld tendencidzus és

szignifikans valtozasokat, az els6 nap soran néhany kiugro értéktdl eltekintve. A borostyankdsav

tartalom (25B. abra) a kisérlet 3., 5. és 7. napjan mar minden alkalmazott koncentracidban

kiilonbséget mutatott, de az utols6 napon a négy magasabb koncentracié is elkiiloniilt a

legalacsonyabbtodl és a kontrolltdl is.
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Levél fumarsav tartalom
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26. dbra. Arpa csiranovények levél fumarsav tartalmanak valtozasa egy napos (A) és egy hetes (B) nikkel

kezelés soran.

Fumdrsav tartalomban azonban a nikkel kezelés jelentds és szingifikdns véltozasokat okozott
(26. abra, 4. melléklet, 30, 40. tablazat). A kontroll értékek is a dupldjukra néttek az egy napos
kezelés soran és ehhez képest a 12. és a 24. 6rdban a két legnagyobb nikkel koncentricid
szignifikdnsan is nagyobb fumdrsav tartalmat eredményezett a levélben 24. 6ra (26A. abra). A
harmadik naptél pedig az 1000 uM-os kezelés szignifikdnsan elkiiloniilt a tobbitdl, az 5. napon a
kontroll, a 10 uM-os kezelés egyértelmiien kiillonbozott a tobbitdl és a legnagyobb koncentricié
tobb mint hiromszoros novekedést mutatott a kontrollhoz képest. A kisérlet végére ez a

kiilonbség megkozelitdleg 6tszorods lett (26B. dbra).

4.1.9 A szerves sav tartalom valtozasainak értékelése

A kisérlet soran vizsgalt szerves savak részét képezik a citrat kornek, ezért nyilvanval6 volt,
hogy mindkét novényi szervben kimutathaté lesz az Osszes vizsgalni kivant szerves sav. A
kisérletekbdl azonban megéllapithatom, hogy a gydkérben és a levélben eltérd a szerves savak
konstitutiv, eredendden jelen 1évd, mennyisége, illetve a mennyiségek a sav tipusatol fliggden is
véltoztak.

A szerves sav mennyiségek annak ellenére véltoztak, hogy a kisérlet bedllitsa, illetve a
mintavételi és minta feldolgozasi koriilmények azonosak voltak. Ez a tény az ismétlések
alkalmaval megnovelte a szords értékét. BOOMINATHAN és DORAN (2003) Thlaspi
caerulescens J.Presl & C.Presl novények gyokértenyészetén végzett kadmium és nikkel
kezeléseket, majd almasav, malonsav és citromsav mennyiségi meghatarozasokat.

Eredményeikben hasonldéan az arpdn végzett kisérleteimhez a szerves savak Kkonstitutiv
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mennyiségi ingadozasat tapasztaltak, amit a szerves savak diurndlis mennyiségének valtozasa
okozhatott (ANDERSEN ef al., 1993). Masrészt, mivel szovetkivonat mindkét esetben
ugyanolyan eljarassal késziilt, elofordulhat, hogy maga a kivonat instabil Iehet
(BOOMINATHAN és DORAN, 2003). Egy-egy mintavétel soran 10 novény gyodkerébdl és
levelébdl készitettem a szovetkivonatot, igy az dnkényes mintavételbdl adodo hiba lehetdségét
kizérhatjuk.

A levélben a nagy konstitutiv mennyiségii szerves savak (almasav, citromsav, bborostydnkdsav)
kontroll értékei az egy hetes kadmium kezelés sordn csokkentek, ami a normadlis novekedési
folyamatok kovetkezménye lehet, hiszen a csirandvény kialakuldsa intenziv szintetikus
folyamatokat, igy intenziv anyagcserét igényel, kiilonosen a fold feletti részekben. A gyokérnél,
amelynek a novekedése a levélhez képest kevésbé intenziv, ez a csokkenés nem volt altalanos,
csupén a fumérsav esetében volt megfigyelhetd.

A kisérlet tervezésénél fontos szempont volt annak meghatarozasa is, hogy a kezelést kdvetéen
melyik az a legkorabbi idépont, amikor a nehézfém stressz altal indukalt anyagcsere valtozasok
kimutathatoak.

A kadmiumos kezelés a gyokérben altalanossdgban szerves sav csokkenést okozott, de
tendencidzus, koncentracié kovetd csokkenés legkordbban a kezelést kovetdé 12. draban volt
kimutathaté a fumarsav esetén, majd ez a csokkenés tovabb folytatédott a 24. 6raban, illetve
ekkor mar a fumarsav mellett a citromsav, az almasav és az oxdlecetsav is szignifikdnsan
csokkent a legnagyobb koncentracidban. A tapasztalt csokkenés oka valoszinlileg a gyokeér
exudatum kibocsatds. A novényi nehézfém stressztolerancia egyik forméja a fém altal indukalt
gyokér exudatumok kibocsatasa a rhizoszférdba. Ezéltal, a talajban felvehetd allapotban
rendelkezésre all6 nehézfémet komplexalja és a gyokér mar a fiziologiailag inaktiv formaju
komplexet veszi fel és tovabbitja a vakuolumba, ezaltal kivonja az anyagcserébdl. Mivel a
szerves sav mennyiség csoOkkenést éppen a kelatalasban leggyakrabban részt vevd savaknal
tapasztaltam, valoszinlisithetd, hogy ez a jelenség a kadmium kezelés altal eldidézett
stresszvalasz volt. Emellett a kadmium jobb kompetitora az ioncsatorndknak, mint a tdpelemek
pl.aK', vagy a Ca®" (LINDBERG et al, 2004). Ezt az indirekt tapelem hianyt kompenzélhatja a
novény a talaj pH-janak csokkentésvel, amit szerves sav exudatum kibocsatasaval ér el.

A gyodkérben az els6 nap soran tapasztalt csokkenés utan a citromsav tartalom a harmadik naptol
szignifikans novekedést mutatott, ami arra utal, hogy ez a sav mar a belsé komplexalasi
folyamatokban is részt vehet, kadmium-citrat komplexet alkotva (BRYNHILDSEN és
ROSSWALL, 1989), ezt azonban mennyiség mérésekkel kell bizonyitani.

A levélben a kadmium kezelésnek tulajdonithatd szerves sav tartalom valtozas a kezelést kovetd

els6 harom oraban nem tortént, utana viszont altalanos novekedés tortént, ami azonban csak a
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kezelést kovetd 12. oratdl volt szignifikans és csak a legnagyobb koncentraciondl. A kisebb
kadmium koncentracioknak nem volt kimutathatd hatdsa a szerves sav tartalomra sem a
gyOkérben, sem a levélben.

A szerves sav mennyiségnovekedés nagy valdsziniiséggel a kadmium mérgezés mdasodlagos
hatdsanak az eredménye, amikor a novényt érd daltaldnos stressz kovetkeztében megnd az
energiaigény. Ahhoz, hogy a névény képes legyen a fémet kiszoritani a citoplazmabol, az ATP
felhasznalas 10 - 30 % - kal is megndhet, ami intenzivebb 1égzést igényel, igy a citromsav ciklus
szerves savainak szintézise altaldnossagban is intenzivebb lesz (LAMOREAUX és CHANEY,
1978).

A kadmium in vitro komplexet képez az almasavval (UENO et al., 2005), és mivel a levélben az
almasav volt az egyediili szabad szerves sav, ami csokkent a kadmium kezelést kovetden, igy
nagy a valdsziniisége annak, hogy az almasav megkdoti a kadmiumot.

A nikkel kezelés szerves sav mennyiségekre gyakorolt hatdsa tendencidiban eltérd volt a
kadmium kezeléseknél tapasztaltaktdl. Jelen esetben altalanos volt a szerves savak mennyiségi
novekedése mindkét vizsgdlt novényi szervben és mar alacsonyabb koncentraciok
alkalmazasanal is.

A gyokér esetén a leggyorsabban az almasav mennyiségi véltozisa reagalt a nikkel kezelésre,
mivel mar a harmadik 6rat6l megndtt a mennyisége, de ez a ndvekedés csupan a 24. drara lett
szignifikans. A citromsav, borostydnkdsav és a fumarsav a 12. 6ratél ndvekedést mutatott.
Leglassabban az oxdlecetsav mennyiség reagalt a nikkel kezelésre, itt csupan a 24. 6ratdl volt
novekedés.

A levelek vizsgalata esetén azt tapasztaltam, hogy az oxalecetsav tartalom mar a kezelést kovetd
3. 6ratol novekedésnek indult, de szignifikdnsan nagyobb értékeket, csupdn egy nap elteltével
mértem. Az almasav és a fumdarsav a 12. 6ratol indult novekedésnek, mig a citromsav
mennyisége csupan a 24. oOrara valtozott meg szignifikansan. Az egy hetes nikkel kezelésnél
jonak lattam egy, a kordbbiaknidl nagyobb koncentricié (1000 uM) hasznalatiat, annak
érdekében, hogy a hatasokat jobban el tudjam kiiloniteni. Egy hetes nikkel kezelés hatasara a
gyokérben az 6todik naptol volt jelentdsebb szerves sav mennyiség novekedés, mig a levélben a
fumarsav mennyiség mar az elsé naptdl megndétt, ezt kdvette a harmadik napon az almasav,
borostydnkdsav, majd az 6todik naptdl az oxélecetsav €s a citromsav mennyiségek indultak
novekedésnek. TATAR er al., (2000) szerint az uborka xilém nedv vizsgélatanal a citromsav, az
almasav és a fumarsav jelenléte arra utal, hogy ezen hirom sav szerepet jatszik a nikkel
szallitasaban. A kisérleteimben az oxdlecetsav és a borostyankdsav mennyisége is megndtt, ami
a malédt dehidrogendz és a szukcinil KoA szintetdz aktivitisdnak novekedését feltételezi. Ezt

azonban mérési eredményekkel kell aldtdmasztani, mert az irodalomban kadmium kezelés
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hatdsara éppen malat dehidrogendz enzim aktivitds csokkenést tapasztaltak (BANSAL és
SHARMA, 2002). Eredendden a citromsav és az almasav van a legnagyobb mennyiségben, az
arpa levélben, amelyek tgy ismertek, mint a nikkelt a vakuélumba szallit vegyiiletek (TATAR
et al., 2000; BROOKS et al., 1981). Ez a tény azonban még nem zirja ki mas szerves savak
szerepét a vakudlumban torténd megkotésben. A citromsav és az almasav mennyiségének
novelése érdekében, eldszor a citromsav ciklus mas intermedierjeinek (oxalecetsav és fumarsav)
intenzivebb szintézisére van sziikség, masrészt a nehézfém hatas mitokondridlis elektron
kiaramlast is okoz, ami oxigén szabad gyokok keletkezését generdlja, amelyeknek a lehetséges
helye a LHCI és a citokrom b régié (LUND et al., 1991). Az elektron transzport lanc valtozésa is
okozhatja az oxéalecetsav és a fumarsav mennyiségének gyors novekedését.

Kisérleteim eredményeként megallapithat6, hogy mindkét nehézfém hatéssal van az arpa szerves
savainak mennyiségére ¢és ez a hatds mar a stressz kialakuldsdnak korai szakaszaban mérhetd
kisebb koncentraciok esetén is. Kadmium esetében a gyokérben legkorabban a kezelést kovetd
12. ora elteltével, a szerves savak koziil elsoként, a fumarsav csokkenését tapasztaltam. A
levélben a 3. naptdl tapasztaltam almasav novekedést a kontrollhoz képest. Ezzel szemben a
nikkelkezelésre sokkal gyorsabban reagalt a ndvény a szerves savak mennyiségi valtozasaval: a
gyokérben az almasav-, a levélben az oxdlecetsav a kontrollhoz képest mar a kezelést kovetd 3.
oraban megnott.

Eredményeim informativak lehetnek a korai stressz hatdsok detektalasaban, hiszen
MONTARGES-PELLETIER ez al. (2008) példaul azt tapasztaltak, hogy rontgen abszorpcids
spektroszkopiai vizsgilatokkal szamos hasznos informécidt lehet szerezni a nikkel kelataciorol,
azonban a gyokér alacsony nikkel koncentracidja miatt nem tudtak értékelhetd jelet fogni. A
szerves sav mérések segitségével azonban a gyokérben is kimutathaté a nikkelstressz megléte.
Emellett a kadmium és a nikkel eltérd fizioldgias hatdsa is megnyilvanult a szerves sav
mennyiségi valtozasokban.

Osszességében a szerves savak mennyiségvaltozdsanak mérése alkalmas a nehézfém
felhalmozddéis dinamikdjdnak nyomon kovetésére, igy a stressz korai detektalaséra, akkor,
amikor a klasszikus stresszdetektilasi modszerek még nem szolgaltatnak informéciot a novény

allapotarol.

64



4.1.10 Kadmium és nikkel hatasa arpa (Hordeum vulgare L.) csiranovények antioxidativ

enzimaktivitasara

4.1.10.1 Egy napos és egy hetes kadmium kezelés hatasa a GPX és az APX enzimek
aktivitasara

Els6ként a gvajakol peroxiddz aktivitdsanak valtozasat mutatom be egy napos kadmium kezelés
hatdsidra. Az enzimaktivitds a gyokérben Osszességében hétszer olyan intenziv volt, mint a
levélben.

A gyokér GPX aktivitdsa nem valtozott a kezelés elsd hat 6rdjaban, majd a kilencedik 6ratol
elindult az aktivitds novekedés (27A. abra). Elsoként a két legnagyobb koncentraci6, a 100 és a
300 uM kadmiummal kezelt névények GPX aktivitasa nétt meg és ekkor mar oly mértékben,
hogy statisztilailag is szignifikdns volt (5. melléklet, 1. tablazat). A tizenkettedik és a
huszonnegyedik ordban tovabb folytatodott a GPX aktivitds novekedés, ami szintén szignifikans
volt és a tizenkettedik 6ratdl mar a két alacsonyabb koncentrici6 is enzimaktivitds novekedést

eredményezett (27A. abra).
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27. abra. Egy napos kadmium kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér (A) és a levél (B) gvajakol peroxidaz

aktivitasara.

A levél egy napos kadmium kezelése soran (27B. abra) a kezelést kovetdé haramdik 6raban mar
szigifikdns GPX aktivitas novekedést figyeltem meg a 100 uM-os kezelésnél (5. melléklet, 1.
tablazat).

A kezelési koncentraciokat aranyosan kovetd GPX aktivitas novekedés egészen a kisérlet utolsd

mintavételi 1d6pontjaig fennallt. Ekkorra a 300 uM kadmiumos kezelés megkozelitdleg
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haromszorosara novelte a GPX aktivitast (5. melléklet) és a két legnagyobb koncentraci6 esetén
szignifikdns novekedést eredményezett.

A gyokér egy hetes kadmium kezelése jelentds GPX aktivitdst eredményezett. Folytatva az
egynapos kisérlet tendencidit, a GPX aktivitisok novekedése tovabb folytatodott és az elsd
napt6l minden alkalmazott koncentracié szignifikdnsan elkiiloniilt a kontrolltdl (5. melléklet, 3.
tablazat). A hetedik napt6l a legalacsonyabb (10 uM) koncentraci6 is szignifikinsan elkiiloniilt a

magasabb kadmium koncentraci6 altal eldidézett aktivitasnovekedésektol (28A. abra).
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28. abra. Tizenkét napos kadmium kezelés hatasa arpa csiranévények gyokér (A) és a levél (B) gvajakol

peroxidaz aktivitasara.

A tizenkettedik napon a kezelések hatasaként a GPX aktivitas a kiinduld érték kozel 3 - 3,5-

szeresére nott (28A. 4bra). A tizenkettedik napon a 300 uM kadmium kezelés a kontrollhoz

képest hatszorosara novelte a GPX aktivitast (28A. abra).

A levél GPX aktivitdsdban a negyedik naptdl a legalacsonyabb koncentracié kivételével az

Osszes kezelés szignifikansan elkiiloniilt a tobbitdl és a szignifikans kiillonbségek a kisérlet teljes

idotartamaban fennmaradtak (28 B. abra).
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Aszkorbat peroxidaz gyokeér Aszkorbat peroxidaz levél
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29. abra. Egy napos kadmium kezelés hatasa arpa csiranévények gyokér (A) és a levél (B) aszkorbat

peroxidaz aktivitasara.

Az APX enzim aktivitdsi értékei konstitutiv mennyiségiiket tekintve a gyokérben és a levélben
megkozelitdleg azonosak voltak (29. abra). Az enzim aktivitasa a gyokérben a kisérlet 9. 6rajatol
a két legnagyobb koncnetracionil novekedésnek indult és a 300 uM-os kadmium kezelésnél
szignifikansan megndtt. Ez a ndvekedés a kisérlet teljes idétartamaban tovabb folytatodott és a
24. oréra elérte a 0,0391 pkat/g fr.t. —es szignifikdns maximumot (5. melléklet, 2. tablazat). A
levél APX aktivitas valtozasa az gyokérhez képest alacsony volt és csupan a 24. Orara lett

szignifikéans (5. melléklet, 2. tablazat).
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30. abra. Egy hetes kadmium kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér (A) és a levél (B) aszkorbat peroxidaz

aktivitasara.
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A gyokér (30A. abra) APX aktivitasa az egy hetes kisérlet soran az alacsonyabb koncentracidnal
novekedett, de a 4. naptdl a 100 és a 300 uM-os kezelés esetén csokkenést mutatott és a
csokkenés a 7. napon is folytatodott.

A levélben (30B.. dbra) azonban a kisérlet elsd napjatol a hetedikig minden alkalmazott
koncentraci6 esetén folyamatos és a masodik mintavételi naptdl statisztikailag szignifikdns

novekedést tapasztaltam (5. melléklet, 4. tablazat).

4.1.10.2 Egy napos és egy hetes nikkel kezelés hatasa a GPX és az APX enzimek
aktivitasara

A nikkel kezelésnél a korabbiaknal tobb kezelési koncentracidt alkalmaztam, mivel a nikkel
toxicitasa kisebb mértéki, mint a kadmiumé (TAMAS et al., 2008), igy annak érdekében, hogy a
kezelések kiillonbségei a kisérlet id6tartamaban lehetdség szerint megmutatkozzanak,-
kiilondsen, a rovid idétartamu egy napos kisérlet soran - sziikségesnek tartottam a nagyobb, 500

és 1000 uM-os nikkel kezelést is.
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31. abra. Egy napos nikkel kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér (A) és a levél (B) gvajakol peroxidaz

aktivitasara.

A nikkel kezelés a gyokér GPX aktivitasat mér a kisérlet 9. 6rajatdl szignifikdnsan megnovelte
és a 24. 6raig megmaradt az aktivitas koncentraciot kovetd novekedése. A 10 pM-os kezelésnél a
3. 6rdban tapasztalt kiugré értéket az értékelésnél nem vettem figyelembe, csakigy, mint a levél
50 uM-os kezelését a 19. 6ranal (31.A.. abra). A gyokér GPX aktivitas valtozasa statisztikailag
nem volt kimutathat6 (5. melléklet, 5. tablazat).

A levélnél az GPX aktivitds mar a 3. 6ratol novekedésnek indult (35B. 4bra) és a 6. oratol

szignifikans volt (5. melléklet, 5. tiblazat). A 19. 6ratél az 50, 100, 500 és 1000 pM-os
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kezelésnél GPX aktivitas csokkenést tapasztaltam, ami azonban nem volt szignifikans, illetve az
egy hetes kezelés eredményei (32B. abra) nem erdsitették meg. A levélben a 4. napt6l minden
alkalmazott koncentracio statisztikailag szignifikdns novekedést idézett eld (5. melléklet, 7.

tablazat) és a GPX aktivitasa kozel dupldjara nétt a 4. és a 7. napon (32B. abra).

Gvajakol peroxidaz gyokér Gvajakol peroxidaz levél
7 -
A 5 35 B

" 6 - g
E 5 s 21 i
254 8 2
x £ 34 < 1,5
EX3 o
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0 1 4 7 0 1 4 7
I1d6 (nap) I1d6 (nap)

@ kontroll M100 uM nikkel 3 500 uM nikkel [J 1000 uM nikkel

32. abra. Egy hetes nikkel kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér (A) és a levél (B) gvajakol peroxidaz

aktivitasara.

A nikkel kezelés hatasait az APX enzim aktivitasara az alabbi két dbran mutatom be (33-34.

abra).
Aszkorbat peroxidaz gyokér Aszkorbat peroxidaz levél
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33. abra. Egy napos nikkel kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér (A) és a levél (B) aszkorbat peroxidaz

aktivitasara.

A gyokér APX aktivitdsa (33A. 4bra) a 3. o6ratdl megnétt (az 50 uM-os kiugré értéket nem
vettem figyelembe) és ez a ndovekedés minden alkalmazott koncentracio esetén a kisérlet teljes

id6tartaméaban fennallt. A 24. 6rdban a két legnagyobb koncentracié szignifikdnsan is elkiiloniilt
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a tobbitdl és dupldjara emelkedett (33A.. dbra, 5. melléklet, 6. tablazat). Az egy hetes kisérletben
a gyokérben (34. abra) a kisérlet kezdetén nem volt szdmottevd valtozas, majd a 4. naptdl a
nikkellel kezeltek APX aktivitdsa csokkenni kezdett és a kontrollhoz képest szignifikans APX
aktivitds csokkenést figyeltem meg (34. A 4dbra). A 300 pM-os kezelés eredményezte a

legdrasztikusabb csokkenést.

Aszkorbat peroxidaz gyokér Aszkorbat peroxidaz levél
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34. abra. Egy hetes nikkel kezelés hatasa arpa csiranovényekgyokér (A) és a levél (B) aszkorbat peroxidaz

aktivitasara.

Levél esetén (33B. abra, 34B. 4bra) a koncentracidt kovetd APX aktivitas novekedés a hatodik
oratol a kontrollhoz képest statisztikailag szignifikdns volt a ndvekedés, ami a magasabb
koncentraciok esetén megkozelitette a kontroll érték dupldjat (37B. abra). A levélben (38B. abra)
az APX aktivitds a negyedik naptdl szignifikdnsan nétt a legnagyobb koncentricidji kezelés

esetén (5. melléklet, 8. tablazat).

4.1.11 A gvajakol peroxidaz (EC 1.11.1.7.) és az aszkorbat peroxidaz (EC 1.11.1.11.)
aktivitas valtozasainak értékelése

Az antioxidativ enzimek aktivitds mérését hosszi ideje alkalmazzak a ndvényélettani
kutatasokban, mint stresszindikatort (HEGED["JS et al., 2001), mivel a legtobb biotikus és
abiotikus stressz zavart okoz a sejtek metabolikus egyenstlyiban, igy reaktiv oxigén formak
kialakulasat idézi eld. Kisérleteim sordn ezért két antioxidativ enzim, az aszkorbat peroxidaz (EC
1.11.1.11.) és a gvajakol peroxidaz (EC 1.11.1.7.) aktivitdsat mértem mindkét nehézfém kezelést
kovetden. A kisérleteket egy napos és egy hetes intervallumban végeztem, illetve, a teljesebb
kép érdekében, a legnagyobb mennyiségben eléforduldé GPX-nél, tizenkét napos kezelést is

beiktattam. Ennél az enzimnél az egy hetes kisérleti intervallum soran varhat6an nem kovetkezik
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be aktivitasgatlas és ilyen moédon reméltem, hogy tobb informécidhoz jutok majd a stresszhatas
kialakuldsénak idébeli dinamikajarol.

Altaldnossagban megallapithatom, hogy az altalam mért enzimaktivitis értékek Gsszhangban
alltak korabbi munkak (HEGEDUS et al., 2001; HORVATH et al., 1996) eredményeivel, mind
nagysagrendjilkben, mind pedig abszolut értékiikben. A kétféle iddtartam kisérlet
eredményeinek interpretdldsa szempontjabdl jelen esetben is alapvetd fontossdgi volt a
kiindulasi értékek Osszevethetdsége. Az enzimaktivitds mérések sordn azt tapasztaltam, hogy az
egy napos kisérlet utolsd6 mintavételi idopontjan (24. 6ra) vett mintdk és az egy hetes kisérlet
masodik mintavételi id6pontjdnak (24. 6ra) mintaibol a feldolgozas sordn kivont GPX (44. dbra,
45. 4dbra) és APX enzimek (46. abra, 47. abra) aktivitasai kis mértékli kiillonbségektdl eltekintve
megfeleltethetok voltak egymaésnak, ezért a két kisérlet idében folytonosnak tekinthetd és
Osszefliggésében értékelhetd.

A két enzim valtozasai arrdl informaltak, hogy a kadmium és a nikkel milyen mértékben €és a
novényen beliil hol fejtették ki hatasukat a stresszhatas kialakulasanak korai fazisdban.

A kadmium szabadgyok képzO hatasa az irodalomban jol feltart, ezzel szemben a nikkel
szabadgyokképzd hatdsarol a teljes novényre vonatkozolag viszonylag kevés adat All
rendelkezésre (HEGEDUS et al, 2001, GAJEWSKA és SKLODOWSKA 2007,
BOOMINATHAN és DORAN, 2002, HAO et al., 2006). Ezen munkak legtobbje csupan egy
novényi szervet vizsgil: a gyokeret (BOOMINATHAN és DORAN 2002, HAO et al., 2006)
vagy a fold feletti részeket (GAJEWSKA és SKLODOWSKA 2007). Eredményeim alapjan a
teljes novényrdl kaphatunk képet.

Az antioxidativ enzimaktivitisok mérésénél annak érdekében, hogy a feltételezett karositd
hatdsok markinsabban megjelenjenek, a nikkel esetén két magasabb (500, 1000 uM NiCl,)
koncentraciot is bevezettem. Ugyanezt az eljardst alkalmaztidk Tamas et al. (2008), akik
kadmium, nikkel és higany hatdsidra arpa csirandvények gyokerében mértek antioxidativ
enzimaktivitds valtozasokat. Megallapitottdk, hogy ugyanahhoz a gyokérnovekedés gatlashoz
eltéré koncentracidban kellett a fémeket alkalmazni. (1 mM CdCl,; 3 mM NiCl; és 0,5 mM
HgCl).

A fentiekkel 0sszhangban azt tapasztaltam, hogy a kadmium ¢és a nikkel eltéré lokalizacidjuk
(YANTIANG és MARSCHNER 1995) és eltérdé detoxifikacios jellegiikb6l adoddan az
enzimaktivitasok valtozasait is eltérd0 modon indukaltak. Az altalam vizsgalt két enzim
egyiittesen jo jellemzést ad a novény stresszallapotarol, mivel a GPX a sejtfalban, a citoszolban,
a vaku6lumban és az apoplasztban egyarant megtaldlhatd, de a mitokondriumban, illetve a
kloroplasztiszban nem, azonban az APX a kloroplasztiszban, a mitokondriumban, a

glioxiszomékban, a peroxiszoméikban és a citoplazmiban van jelen (ARORA et al., 2002).
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Megallapitottam, hogy mindkét fém hatissal volt mindkét enzim aktivitisiara és mivel az
enzimek mas sejtalkotoban fejtik ki hatasukat az is kideriilt, hogy a kadmium és a nikkel
egyarant a teljes novényi sejtben szabad gyokoket generalt.

Megéllapithatom, hogy a kisérlet sordn mért enzimaktivitas értékek 0sszhangban alltak korabbi
munkak (HEGEDUS et al, 2001; HORVATH et al, 1996) eredményeivel, mind
nagysagrendjiikben, mind pedig abszolut értékiikben.

A GPX mindkét fém esetén a gyokérben a kilencedik o6ratol a levélben mar a harmadik 6ratdl
aktivitds novekedét okozott a magasabb koncentracidban. Annak oka, hogy a gyokér késébb
reagalt GPX aktivitds novekedéssel a nehézfém kezelésekre abban kereshetd, hogy ez az
enzimtipus a gyokérben eleve nagyobb konstitutiv aktivitast mutat (40., 41. dbra), igy nagyobb
mennyiségli szabad gyokot tudott semlegesiteni, ezaltal hosszabb idének és erdteljesebb
nehézfémterhelésnek kellett kialakulnia a GPX aktivitds novekedésének eldidézéséhez a
gyOkérben.

A kisérletek tanudsiga szerint a nikkelkezelések, annak ellenére, hogy magasabb
(36., 37., 40., 41. 4bra). Ez annak tudhato be, hogy a kadmium nem esszencidlis, a nikkel pedig
eszencialis nehézfém, tehat a névénynek nincsenek meg az eredendd tolerancia mechanizmusai,
illetve a gyokér kiilonbozo teriileteibe pl. sejtfal, vagy sejtmembran (ROS et al., 1992; OURITI
et al., 1997) beépiilve, karositd folyamatokat indit be és reaktiv oxigén formékat general, igy
aktivdlja az antioxidans enzimrendszert (ERDEI et al., 2002). Ugyanezen erdteljes
aktivitasnovekedést figyeltem meg a levélben is €s a nikkel altal indukalt aktivitasnovekedés
szintén kisebb mértékii volt.

Az APX aktivitas valtozasai mas mintazatot mutattak, mint a GPX. A nikkel kezelés a
gyokérben ¢és a levélben egyardnt, mar a kezelést kovetd harmadik 6ratol intenziv
aktivitaisnovekedést okozott, ezzel szemben a kadmium csak késébb: a gydkérben a kilencedik
oratdl, a levélben a 24 6rat6l. A kadmium tipusét tekintve olyan nehézfém, amely nem okoz
direkt oxidativ stresszt a Fenton reakcion keresztiil (ZHANG et al., 2005), hanem késobb a lipid
peroxidéacids folyamatok soran (VERMA et al., 2008; GAJEWSKA és SKLODOWSKA, 2007)
az elektrontranszport folyamatok megzavarisaval (SMEETS et al., 2005), ami magyarazata lehet
a késobbi aktivitasnovekedésnek.

A kiilonbségek oka abban is kereshetd, hogy a nikkel egyenletesen oszlik el a novényben, igy a
kezelést kdvetden a levélbe eljutva hamarabb aktivalhatja az antioxidativ enzimeket ellentétben a
kadmiummal, ami a gyokérben van jelen nagyobb mennyiségben (PRASAD, 2004) és a levélben
ehhez viszonyitva késdbb fejti ki hatasat. A kadmiummal kezeltek APX aktivitasa az egy hetes

kezelés soran minden alkalmazott koncentracidban egyenletesen nétt. Ezzel szemben a nikkellel
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kezeltek a gyokérben négy nap utin aktivitas csokkenést mutattak, mégpedig minél nagyobb volt
a nikkelterhelés, annal erdteljesebb APX gatlas kovetkezett be (ITURBE-ORMAETXE et al.,
1998).

Megillapitottam, - 6sszhangban az irodalommal (MADHAVA ¢és SRESTY 2000, GAJEWSKA
és SKLODOWSKA 2007, BOOMINATHAN és DORAN 2002, HAO et al., 2005), hogy
mindkét nehézfém GPX és APX enzimaktivitds novekedést okoz arpa csirandvényekben, ami
reaktiv oxigén formak képzodésére utal a stresszhatés kialakuldsanak korai szakaszaban. A GPX
és az APX enzimek egyarant, am kiilonb6z6é mértékben jatszanak szerepet a reaktiv oxigén
formak inaktivaldsaban. Emellett fontos megjegyeznem, hogy bar mindkét fém detoxifikacidja
foként egyéb vegyiilettipusokkal - szerves savak (TATAR et al., 2000), fitokelatinok (SALT et
al., 1993) - valésul meg, mégis a keletkezett szabad gyokok semlegesitésében nagy mértékben
szerepet jatszanak az antioxidativ enzimrendszer altalam vizsgélt elemei mar a stressz hatas
kialakulasanak kezdeti szakaszaban is.

A vizsgélt enzimek koziil az APX bizonyult a legalkalmasabb paraméternek a nikkel stressz
korai jelzésére, mivel a mar kezelést kdvetd harmadik 6ratol aktivitasndovekedést mutatott. A
GPX, mint stresszindikator paraméter, ezzel szemben a a kadmiumos kezelésre reagilt

érzékenyebben (3. 6ratdl), kiilondsen a levélben.
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4.2 Kadmium és elarasztas, mint stressz tényezok, hatasainak vizsgalata zoldborsé
csiranovényeken (Pisum sativum L.) hagyomanyos paraméterek meghatarozasaval és

valtakoz6 aramu impedancia méréssel

A kovetkezOkben bemutatom az impedancia mérés paramétereinek valtozasait kadmium ¢&s
elarasztas stressz hatdsira. A modszer alkalmazasi teriiletének ujszeriiségébdl adodéan fontosnak
tartottam az impedancia mérések mellett olyan, klasszikus novényélettani vizsgalatok
alkalmazasat, amelyeket a szakirodalom gyakran hasznil (SANDALIO et al., 2001). Ezért
morfoldgiai és mikroszkopikus vizsgélatokat, valamint elemtartalom meghatarozast is végeztem
kiegészitd vizsgalatokként az impedancia paramétereinek (Ra, Rs, Cm) meghatarozasa mellett.

Az aldbbiakban ezen eredményeket mutatom be.

4.2.1 Eltéré nevelési modok megjelenése az impedancia paraméterekben

4.2.1.1 Ra, Rs és Cm értékek valtozasa a gyokérben
A kisérlet kezdeti szakaszdban arra kerestem a vélaszt, hogy melyik a méréstechnikdhoz
leginkabb illeszkedé ndvénynevelési modszer, illetve, hogy a vizkultirds nevelés 6nmagaban,

mint  hatds,  megmutatkozik-e = az  altalam  vizsgilni  kivant  paraméterekben.

R - X perliten nevelt gyokér R - X levegdztetett gyokér
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35. abra. Perliten nevelt (A), levegoztetett (B) és anoxias (C) kontroll novények lokusz gorbéi, ahol R a valés,

illetve X a képzetes 6sszetevéje a mért impedancia spektrumoknak.
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Ezért a levegOztetett vizkultira és az anoxids vizkultiras nevelés mellett 6sszehasonlitasként

még a perlites nevelési modot is alkalmaztam, mint a talajhoz leginkdbb hasonlitd6 nevelési

kozeget. Ekkor a novényeket szintén feles toménységii Hoagland tdpoldattal Ontdztem,

elvégeztem az impedancia méréseket, illetve a mért eredményekbdl Ra, Rs és Cm paramétereket

szamitottam (35. abra).

A perliten nevelt csirandvényekkel ellentétben az elarasztottak sejten beliili gyokér ellendllas

értékei (Rs)

drasztikus csokkenést mutattak a vizkulturara keriiléstiket kovetd elsé két napban. A

kiindulasi értékek csaknem a felére csokkentek (6. melléklet). Szignifikansan elkiiloniiltek mind

az anoxias, mind a levegdztetett novények sejten beliili ellenallas értékeitdl. Ez a szignifikans

elkiilonilés
vizkulturas

melléklet).

3500
3000
2500

2000

Rs (Ohm)

1500

1000

500

azutdn megmaradt a kisérlet teljes iddtartamaban, illetve a nyolcadik naptol a két

nevelési mod Rs értékei is szignifikins kiilonbségeket mutattak (36A. abra, 6.
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36. abra. Zoldborsé csiranovények gyokér sejten beliili (Rs) (A), sejt kozotti (Ra) (B), ellenallas és membran

kapacitas (Cm) (C) valtozasa egy hetes anoxias vizkultiras nevelés, levegoztetett vizkultiuras nevelés és

perliten nevelés soran.
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A sejtkozotti ellendllas értékek (Ra) egy nagysagrenddel magasabbak voltak, mint a sejten beliili
allomany ellenallasai. A kisérlet sordn tapasztalt ellenallas véaltozasok tendencidjukban
hasonl6éak a sejten beliili ellendllas valtozdsokhoz. Az 6tddik naptdl a vizkulturds kezelések
szignifikansan elkiilontiltek a perliten neveltek Ra értékeitol (36B. abra).

A gyokérben a membran kapacitds (Cm) értékei vegyesebb képet mutattak. A mésodik napon
mindhdrom nevelési koriilményen nevelt novénynél a membran kapacitis értéke egymastdl
szignifiknsan elkiiloniilt, majd a negyedik és a hetedik napon csak a perlites és a vizkulturés
nevelési mod kiiloniilt el statisztikailag is &m ez megszint a kisérlet 11. napjara, amikor a

membrin kapacitas értékek statisztikailag azonosak lettek (36C. 4bra).

4.2.1.2 Ra, Rs és Cm értékek valtozasa a hajtasban

A 37. abran lathatok a hajtds Rs, Ra és Cm értékei. A kisérlet elsé négy napjan az ellenallas
értékek gyakorlatilag nem véltoztak, majd a hetedik napon mar megfigyelhetd volt a gyokérnél is
tapasztalt ellenallas csokkenés (37A., 37B é4bra). A kezelés utols6 napjan a vizkultiras nevelési
modok hatdsaként az Rs értékek mintegy harmadukra csokkentek, a perliten nevelt novényeknél
pedig a feliikre, amely egyuttal szignifikans kiilonbségeket eredményezett.

A kétféle vizkulturas kezelés eredményei azonban nem kiiloniiltek el egymastol szignifikansan
(6. melléklet). Az Ra értékek is hasonloképpen csokkentek a hetedik napra a kiindulési
értékekhez képest (37B. abra).

A kisérlet utols6 napjan az elézéekhez hasonloan a vizkultiras kezelések hatdsara az Ra értékei
szignifikansan elkiiloniiltek a perlites kezeléstdl (6. melléklet).

A hajtdis membrin kapacitisdnak (Cm) véltozdsa is hasonld mintizatot mutatott: a két
vizkultiras kezelés egymastol nem volt elkiilonithetd, de meredeken csokkent, mig a perliten
neveltek lassubb iitemii csokkenést mutattak és a végsé napon a kiindulédsi értékek felére
csokkentek, ellentétben a vizkultirasokkal, amelyek harmadukra (37C. 4bra).

A haromféle nevelési moéd sordn az impedancia paramétereinek meghatdrozasa mellett
mikroszkdpos vizsgalatok is torténetek a gyokéren, mivel ez a szerv érintkezik kozvetleniil a

tapkozeggel.
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Hajtas sejten beliili ellenallas

Hajtas sejtko6zotti ellenallas
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37. abra. Zoldborsé csiranovények hajtas sejten beliili (Rs) (A), sejt kozotti (Ra) (B), ellenallas és membran
kapacitas (Cm) (C) valtozasa egy hetes anoxias vizkultiuras nevelés, levegiztetett vizkultiras nevelés és

perlites nevelés soran.

A 38. abran lathat6 mikroszkdpos gyokér keresztmetszet képek felfedték a kozponti henger
valtozasat az 1d6 fliggvényében. A normalis novekedési folyamtok mellett a gyokérszovetben

legszembet{indbb, a szallitdszovet trachedinak valtozasa szamban és méretben egyarant.

Az eléarasztott csirandvények gyokér keresztmetszeti képein 1athatd, hogy a trachea elemek teljes
teriilete nagyobb volt, mint a perliten nevelteké, illetve nem volt jelentds szamu kis trachea elem
a nagy és fejlett trachedk mellett. Ezek a tendencidk mér két napos eldrasztas utin jelentkeztek.
A perliten nevelteknél viszont megjelentek a kis trachea elemek is a kevesebb szamu, nagyobb

tracheak mellett.
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Trachea

1 Perlites nevelés Elarasztas LevegOztetett
bar =100 pm vizkultura

38. abra. Zoldborsé csiranévények gyokér keresztmetszeti képei, csirazast kovetoé 11 napos perlites nevelés,

elarasztas, illetve levegoztetett vizkultiiras nevelés hatasara.

Mindez arra utal, hogy az elarasztott novények eldrehaladottabb fejlettségi stddiumban voltak,
mint a perliten neveltek. Aerenchima, vagy szallitszoveti iiregek megjelenését a gyokérben nem

tapasztaltam.

Mindezek alapjan a tovabbi kisérletek nevelési kozegéiill a vizkultirdn nevelési modot
valasztottam, mivel konnyebben kivitelezhetd és az altalam vizsgdlni kivant paraméterek

valtozasai is egyértelmiibben jelentek meg a vizkulturaban, mint a perlites nevelési modnal.

4.2.1.3 A magnézium, mint nem mérgezé fém ion hatasa az impedancia paraméterekre

A viltakozé aramid impedancia méréseket befolyasold tényezok koziil a leglényegesebb a
vizsgalt kozeg iontartalma (PRIVE és ZHANG, 1996; REPO et al.,, 1994; TOYODA et al.,
1994). Eppen ezért a kadmium, mint toxikus nehézfém kezelést megelézGen arra kerestem a
vélaszt, hogy egy d6nmagéaban nem toxikus, a kadmiumhoz hasonldan kétértéki fém ion jelenléte
milyen hatassal van, vagy van-e barmilyen hatissal az impedancia paraméterekre, abban az

esetben, ha a toxikus nehézfémmel megegyez6 koncentracidban van jelen a tapkozegben.
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39. abra. Magnéziummal kezelt zoldborsé csiranovény gyokerének (A, B) és hajtasanak (C, D) sejten beliili és

sejtkozotti ellenallasa

A magnézium iont valasztottam, mint a ndvényben eléforduld fémiont. Az eredményekbdl
lathatd, hogy a gyokér Ra és az Rs értékek (39A., 39B. abra) a kezelés idétartamaban csokkend
tendenciat mutattak ugyan, de a statisztikai elemzés alapjan egyformanak tekinthetdk. A hajtas
ellenallas értékei (39C., 39D. dbra) nem mutattak valtozast. Megéllapithatom, hogy csupan a
kétértékli magnézium ionok jelenléte nem befolydsolja az impedancia paramétereket, tehat
valdszintisithetden, amennyiben a kadmiumos kezelés valtozdsokat eredményez, azok a

nehézfém toxicitasival lesznek dsszefiiggésben.
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4.2.2 A kadmium és az elarasztas hatasa zoldborso csiranovények egyes morfologiai, illetve

elektromos paramétereire

A véltakoz6 dramud impedancia mérés a novényi stresszélettanban Uj stresszdetektalasi modszer.
Bevezet6 kisérleteit, ezért kadmiummal kezelt n6vényeken végeztem el, mivel a kadmium, mint
nem eszencidlis nehézfém varhatéan egyértelmii reakcidt valt ki a ndvényekbdl, hiszen az
eredményekben nem jelenik meg a ndvényi tolerancia spektruma, csupan a mérgezéses allapot

kovetkezményei.
4.2.2.1 Zoldborsé csiranovények morfologiai valtozasi

Elsoként a vizkultirds nevelési modok és a kadmiumos kezelés sordn tapasztalt morfologiai

valtozasokat mutatom be (40. abra, 41. abra).

Anoxias kontroll

11 napos kezelés

Levegdéztetett kontroll

11 napos kezelés

e ettt L
{3 W 7 Bl
r

40. abra. Feles toménységii Hoagland tapoldaton nevelt levegoztetett és nem levegéztetett zoldborsé

csiranovények morfolégiaja a kezelés utolsé, 11. napjan

A 40. 4&bran lathatdo zoldborsé csirandvényeket feles Hoagland tapoldaton neveltem
(HOAGLAND és ARNON, 1950), eltérd korilmények kozott. A ndvények fele akvarium
levegdztetd pumpaval levegdztetett, oxigénnel normalisan ellatott tapoldatban nevelkedett, mig a
masik fele levegdztetés nélkiil, oxigénhianyos tapoldatban nétt. A kétféle nevelési mod hatésait
tobbféle modon vizsgaltam, els6ként fényképeket készitettem a ndvényekrdl a kisérlet azon

napjain, amikor az impedancia méréseket is végeztem.
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A kisérlet kezdetétdl lathatd volt, hogy a levegdztetett kontroll csiranévények ugyanannyi 1d6
alatt nagyobb méretet értek el, amely foként a gyokérhosszisdgban nyilvanult meg. Ez a
tendencia a kisérlet végére (40. dbra) valt igazan szamottevové. A méretbeli kiilonbségek mellett
az oxigénhidnyos csiranovényeknél megfigyelhetd volt a gyokérvégek kunkorodasa is. Ez a
jelenség a levegbztetett csoportnal nem jelentkezett. A hajtds méretei is kiilonboztek a
levegdztetett csirandvények javara, de ez a kiilonbség nem volt olyan jelentds, mint a gyokeér

esetén (40. abra).

?dr ,' f": ,/ ot [

LI T

Anoxias kontroll ‘ ‘ Anoxias 100 pM : Anoxids 200 pM "
: i kadmium kadmium

Vi 4 né |

/

LR B

l
X s, - L Levegéztett 200 pM
kedmium

s

40 Levegéztett 100 pM

PR | kedmium
Levegéztett kontroll I i

41. abra. Feles toménységili Hoagland tapoldaton nevelt levegéztetett és nem levegdztetett zoldborso

csiranévények morfologiaja 7 napos kadmium kezelést kovetden.

A 41. abra mutatja be a kadmiumos kezelés a nevelési mdédok egyiittes hatésait. A kontroll
novények egészségesen fejlodtek, a levegdztetett egyedek gyokérfejlédése intenzivebb volt,
megfigyeltem oldalgyokér képzést és hossziisignovekedést is. A kezelések (41. abra) jol
elkiilonithetd morfologiai kiilonbségekben nyilvanultak meg, igymint gyokérnovekedés leallas
és az oldalgyokerek hianya. A 100 uM kadmiumos kezelés esetén a csiranovények Kkis
mértékben novekedtek, mig a 200 uM kadmiummal kezelt csirandvények esetében teljes
novekedés megallast tapasztaltam, gyakorlatilag méretben és fejlettségben megmaradtak a harom
napos csiranovény, azaz a kezelés kezdeti, allapotukban. Mindkét koncentracional megfigyelhetd
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volt tovabba a gyokér barnuldsa, ami jellegzetes kadmium mérgezéses tiinet
(SCHUTZENDUBEL et al., 2001).

A fentiekben megfigyelt valtozasok szamszerlsitése érdekében gyokér- €s hajtashosszisagusag
méréseket végeztem, amely eredményei szerint, a csirandvények gyokér novekedése a kadmium
kezelést kovetden gyakorlatilag megsziint (42A. abra). A levegoztetett kontroll csiranévények
gyOkerei minden estben meghaladtik az anoxids egyedek gyokérhosszusagat (42A. abra). A
levegoztetett kontroll gyokerek megkozelitdleg kétszer olyan hosszuak voltak, mint a nem
levegdztetett kontroll csirandvények gyokerei €s megkozelitdleg hétszer olyan hossziiak, mint a

kadmiummal kezelt csirandvények gyokerei (42A. abra).

Gyokér hosszisag Hajtas hosszisag
40 - 12
35
30 -
25 -

10

20
15

4 - » 4
10 - M
54 ¥ ] 1

0

Hosszusag (cm)
Hosszlsag (cm)
(-]

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Idé (nap) 1dé (nap)
+ Anoxias kontroll —.— Levegdztetett kontroll
Anoxias 100 uM kadmium Levego6ztetett 100 pM kadmium

—— Anoxiéas 200 pM kadmium _.— Levegdztetett 200 uyM kadmium

42, abra. Zoldborsé csiranovények gyokér (A) - és hajtas (B) hosszusaga levegoztetett és anoxias vizkultiras

nevelési koriilmények kozott, valamint 100 és 200 pM kadmium kezelés hatasara.

A statisztikai elemzés (6. melléklet) alapjan a vizkultiras nevelés hatésai a kisérlet negyedik
napjan mar szignifikdnsan elkiiloniiltek. A kadmiummal kezelt novények is eltéré csoportokba
tagozddtak attol fliggden, hogy levegdztetett vagy anoxids koriilmények kozott nevelkedtek
(42A. 4bra). A Kkisérlet tizenegyedik napjan szignifikdns kiilonbségeket tapasztaltam a
kadmiummal kezeltek és a kezeletlenek kozott, de a kadmium novekedést gatlé hatasa eddigre
mar olyan mértéket oltott, hogy a kétféle alkalmazott koncentracié (100 uM, 200 uM) hatésa
nem kiiloniilt el szignifikansan (6. melléklet).

A kadmiummal kezelt csiranovények hajtas hosszisagai szintén az alkalmazott koncentraciotdl
fliggd gatolt novekedést mutattak, de az elarasztas és a levegdztetett vizkulturas kezelés hatasai
nem Kkiiloniiltek el egymastdl (42B. abra). A kontroll ndvényeknél a hajtashosszisig a kisérlet

idétartamaban megkozelitleg négyszeresére novekedett. A 100 puM-os kezelésnél csokkent
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mértekll hajtasndvekedést mértem, illetve ez a tendencia a 200 uM-os kezelésnél tovabb
er6sodott (42. abra, 6. melléklet). A novekedésgatlas a kadmium mérgezés legszembetiindbb
tiinete. Szdmos alkalommal irtdk le, mint kiilonb6zo kisérletek f6- és mellékeredményét
(KABATA — PENDIAS és PENDIAS, 1984; CHUGH és SAWHNEY, 1995; VOGELI-LANGE
€s WAGNER, 1996; SANDALIO et al., 2001; DE LA ROSA et al., 2004). A mar ismert
adatokon tul megjelent egy jol elkiilonithetd tendencidzus kiilonbség az oxigénnel jol ellatott és
az oxigénhidnyos novények kozott. A jO oxigénellatottsig mogott meghizddd egészséges
gyokéranyagcsere folyamatok és a normalis tdpanyagfelvétel eredményezhették a fokozottabb
kadmium felvételt is. Mindez megnyilvanult az elemtartalom vizsgalatok eredményeiben, a
makroszkdpikus morfologiai valtozdsokban valamint ezzel Osszhangban a gyokér — és

hajtashosszisag eredményekben is.

4.2.3 A kozponti henger allapotanak valtozasai

levegéztetett, 200 pM

kontroll, 0. nap levegoztetett kontroll, 11. nap kadmium, 11. nap

bar =100 um

anoxias kontroll, 11. nap anoxias 200 pM kadmium, 11. nap

43. abra. Anoxias és levegéztetett vizkultiran nevelt zéldborsoé csiranovények gyokér keresztmetszeti képei a

kisérlet kezdeti és utols6 napjan kontroll és 200 pM kadmiumos kezelést kdvetden.

A mért impedancia értékek paraméterei valtozasai mogott meghuzodo szoveti valtozasok
kovetése érdekében, a makroszkopikus valtozasok megfigyelése mellett mikroszk6épos
vizsgdlatokat is végeztem (44. dbra). A keresztmetszeti képek mutatjdk a borsé csirandvények

kozponti hengerének valtozasat a kisérlet idOtartama alatt. A 43. dbran bemutatott gyokérszovet
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legszembetindObb valtozdsa a szallitdszovet trachea elemeinek szdmaban és méretében

levegoéztetett kontroll, 11. nap levegoztetett, 200 pM
kadmium, 11. nap

anoxias kontroll, 11. nap anoxias, 200 pM kadmium, 11. nap

kovetkezett be.

kontroll, 0. nap

—

bar =100 um

44, abra. Anoxias és levegoztetett vizkultiran nevelt zoldborsé csiranovények hajtas keresztmetszeti képei a

kisérlet kezdeti és utols6 napjan kontroll és 200 pnM kadmiumos kezelést kovetden.

A kisérlet végére a levegbztetett kontroll csirandvények jol fejlett kdzponti hengerrel
rendelkeztek, ellenben az anoxidsoknak kevesebb trachedja volt.

Kevesebb kis 4tmérdjii trachea elem alakult ki a nagy, fejlett tracheak mellett. A 11. napon a 200
uM kadmiumos kezelésen atesett csiranovények kevesebb trachedval rendelkeztek, mint a
kontroll novények. Ez a tendencia fliggetlen volt att6l, hogy az adott csirandvény levegdztetve
volt-e, vagy sem, azonban a legkisebb és a legfejletlenebb trachedkkal az anoxids csirandvények
rendelkeztek (43. dbra). A hajtas keresztmetszet valtozasai hasonld tendencidkat mutattak (44.
abra), amilyeneket a gyOkér keresztmetszet valtozdsaindl tapasztaltunk (43. 4bra), azaz a
levegoztetett kontroll novényeknek tobb trachedja volt, tobb kis trachea elemmel. A kadmiumos
kezelés a gyOkérhez hasonloan a hajtdsban is fejlédés visszamaradast okozott, ami abban
nyilvdnult meg, hogy a kozponti henger mérete kisebb maradt, illetve a trachea elemek is kisebb
atmérojiek, visszamaradottabbak voltak. A kisérlet végére a kontroll novények némelyikénél
(44. abra) aerenchima képzdodést figyeltem meg. Ez nem volt altalanos, csupan néhany hajtasban
mutatkozott meg. ALASSIMONE et al. (2012) szerint a kdzponti hengerben eldrasztas hatisara
konnyen eléfordulhat oxigén hianyos allapot, mivel az endodermiszben taldlhaté vastag szuberin
tartalmu sejtfalsor (Caspary-csik) korlatozza a gazdiffiziot és a fentebb bemutatott morfoldgiai

valtozasokat eredményezheti. Ezért vizsgilataim a kozponti henger allapotanak jellemzésére is

kiterjedtek. A kozponti henger jellemzésénél nem elegendd csupan a méretvaltozasok kdvetése,

84



mert a kdrnyezeti stresszhatasok véltozasokat indukalnak a szallitoszovet elemeinek szaméban is
(43. abra, 44. abra). A kozponti hengerben bekdvetkezd valtozasokat jol jellemzi a benne
talalhat6 trachedk szama és a kdozponti henger mérete, ezért a trachedk szidmat (T) megszoroztuk
a kézponti henger atmérdjével (VC) és az igy kapott paraméter (TxVC) segitségével megfeleléen
tudtuk jellemezni és kovetni a kozponti henger Osszességére vonatkoztatott véltozasokat,
valamint a keresztmetszeti képeken tapasztalt tendencidkat szamszerUsiteni is tudtam. A 45.
abran mutatom be a szamszerlisitve a kdzponti henger allapotanak valtozasait. Az elarasztott
csiranovények gyokér TxVC paramétere megkozelitleg haromszorosa a kadmiummal kezelt
TxVC értékének ¢és a kezelések kiilonbségei mar a kezelést kdvetd elsd napon szignifikdnsak
voltak (6. melléklet, 49A. dbra). A kezelés 11. napjan a széllitészovet fejlodési kiilonbségei még
kifejezettebben megmutatkoztak, a leginkabb gatld hatast kezeléskombinacid a levegoztetett 200
UM kadmiumos kezelés volt. A hajtds is hasonldé tendencidkat mutatott, kisebb mértékii
kiilonbségekkel (6. melléklet, 45B. 4bra). A trachea elemek ¢és ebbdl kovetkezdleg a teljes
kozponti henger fejlédési visszamaradottsaga szintén koncentracid fliggést mutatott, vagyis,
hogy a 200 uM kadmiummal kezelt csirandvények TxVC értékei voltak a legalacsonyabbak a
kisérlet minden mintavételi napjan, illetve az anoxia is visszavetette a trachea elemek fejlodését
a levegOztetettekkel Osszehasonlitva. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a kadmium kezelés
hatdsai a gyokér TxVC értékeiben hangsilyosabban megjelentek, de a nehézfém novekedést

gatl6 hatésa tendencidjaban — az eltérd értékek ellenére — a hajtasban is megmaradt (45. B 4bra).

Gyoker trachea szam x kdzponti henger Hajtas trachea szam x kézponti henger
atméroéje atméréje
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45. abra. Gyokér (A) és hajtas (B) trachea szam x kozponti henger atméraéje.
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4.2.4 A szervek kadmium tartalma

A 46. abran a gyokér és a hajtds kadmium tartalménak valtozésait mutatom be. A tapoldatban
1évé kadmium mennyiség a kisérlet teljes idétartamaban feleslegben volt, ezért a novények
folyamatosan a nehézfém felvevd képességiik maximumanak megfelelden tudtdk felvenni a
kadmiumot. Az 0sszes kezelt csirandvény kadmium tartalma a kisérlet teljes idétartaméban

folyamatos novekedést mutatott.

Gyokeér kadmium tartalom Hajtas kadmium tartalom
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46. abra. Elarasztott és levegéztetett z6ldborsé csiranovények gyokerének (A) és hajtasanak (B) kadmium

tartalma a kezelést koveté masodik, negyedik, hetedik és tizenegyedik napon.

Ez a novekedés aranyban allt az alkalmazott kadmium koncentraciéval (MURADOGLU et al.,
2015). A gyokér kadmium akkumulécidja egy nagysigrenddel volt magasabb, mint a hajtasban
felhalmoz6dé kadmium mennyisége. A kadmium erdteljesebben hatott azokra a ndvényekre,
amelyek a nehézfém kezeléssel egyidejlileg levegdztetve is voltak (46. abra). A levegdztetett és
kadmium kezelt novények gyokerében a kadmium felhalmozdodas megkozelitdleg haromszorosa

volt a nem levegdztetett, kadmiummal kezelt ndvények gyokér kadmium tartalmahoz képest.

A magasabb kadmium koncentracié erdteljes felhalmozdodast eredményezett. Ebben az esetben
jelentds kiilonbség, mint a 100 uM koncentracids kezelésnél. A statisztikai elemzés szerint a
kisérlet masodik napjan, egy kivételével (levegdztetett 100 pM kadmiumos kezelés) mar
szignifiknsan elkiiloniil a kontroll és a kadmiumos kezelés. Ez az elkiiloniilés a kisérlet teljes
id6tartaméaban megmarad (6. melléklet).

A hajtas esetében a kadmium felhalmozodas kisebb mértékii volt ugyan, de nem elhanyagolhato
és tendencidiban megegyezett a gyokér kadmium felhalmozasival 46. abra). A kisérlet soran a
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kadmium mennyisége egyenletesen novekedett a zoldborsd csirandvényekben. A statisztikai
elemzés megmutatta, hogy a kezelések a hajtasban is szignifikéns kiilonbségeket eredményeztek

a kontrollhoz képest.

4.2.5 A kadmium tartalom mérés eredményeinek értékelése

Jellegét tekintve a kadmium olyan nehézfém, amely az Osszes novényi szervbe elszallitodik,
illetve felhalmozodik, nagy része azonban a gyokérben marad (CATALDO és MCFADDEN,
1988) és relative kis mennyiség jut el a fold feletti részekbe (CATALDO et al., 1983). Ez a
novényekre altalanosan vonatkoztatott megfigyelés a kisérleteim sordn is igazolast nyert. A
irodalombdl tudhat6, hogy a kadmium konnyen és gyorsan bejut a ndvényi gyokér szoveteibe,
mivel a felvétele ugyanazon membrincsatornakon keresztiil torténik, mint tobb esszencialis
elemé, ugymint a cink, kalcium, kdlium, magnézium, mangan, nikkel, réz és vas (CLARKSON
és LUTTGE, 1989, RIVETTA et al, 1997). Az elsédleges sejtfal celluloz, hemicelluléz
(pektinnel) és gliikoproteinek kiilonbozé porusméretii haldozatabol all, atjarhatd a nehézfémionok
szamara. A kisebb porusokban a pozitiv toltésti fémionok, a negativ toltésti sejtfalalkotokhoz
kapcsolodnak, foként a pektint alkotd poligalakturonsav negativ toltésti karboxilcsoportjdhoz
(PRASAD, 2004). Ezért a felvett kadmium nagy része a gyokérben marad a sejtfalhoz kototten
(DEGENHARDT ¢és GIMMLER, 2000), illetve a gyokér sejtjeiben detoxifikdlva és kisebbik
része a fold feletti szervekben jelenik meg (CATALDO et al., 1983).

4.2.6 Az elarasztas és a kadmium kezelés egyiittes hatasa az impedancia paraméterekre

Az eddigiekben bemutattam, hogy a kezeléseknek milyen hatdsa volt a morfolégiai és
mikroszkopikus jellemzdkre, illetve a kadmium felhalmozodas dinamikdjara. A kovetkezdkben
az impedancia mérésbdl szamitott ellendllds értékek és membran kapacitdsok valtozasait
mutatom be a gyokérben és a hajtisban. A kisérlet beallitdsai mindenben megegyeznek a
korabban bemutatott kisérletek beallitdsaival. A kadmiumos kezelés és az elarasztas hatisara

bekovetkezett Ra és Rs értékek valtozasait az alabbiakban mutatom be (51. abra).

A kadmiummal kezelt csirandvények Rs értékei meghaladtak a kontrollok Rs értékeit, a kisérlet
teljes idOtartamaban fliggetlentil a levegdztetett, vagy nem levegoztetett kezeléstdl és a negyedik
naptdl a levegdztetett 200 uM kadmium koncentracios kezelés mar szignifikdnsan elkiiloniil a
tobbitdl (6. melléklet, 6. tablazat). A gyokér Rs értékek véltozdsa Osszefiiggésben allt az
alkalmazott koncentracioval, mivel a 100 és 200 uM kadmiummal kezelt csiranovények Rs
értékei minden esetben magasabbak voltak a kontrollokéndl és a legmagasabb Rs értéket a 200

uM kadmiummal kezelt csirandvények gyokeréntapasztaltuk (47. abra).
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A hajtas kiindul6 Rs értékei alacsonyabbak voltak, de a valtozasok tendencidi hasonléak voltak,
mint a gyokérnél. Az elarasztas hajtasban is az Rs értékek csokkenését, mig ezekhez viszonyitva
a kadmium kezelés pedig az Rs értékek novekedését okozta koncentraciofiiggés a kezelés utolso,

11. napjan volt egyértelmii (6. melléklet, 7. tablazat; 47. abra).

A zoldborso csiranovények gyokér Ra értékei szintén csokkenést mutattak az id6 eldrehaladtaval
és a kisérlet végére a kiindulasi értékek felére estek le. A kadmiummal kezelt csiranovényeknél a
hajtas Ra értékei magasabbak voltak a kontroll értékeknél. (6. melléklet, 47. abra). A gyokér
membrin kapacitdsa a kisérlet negyedik napjara nagymértekli csokkenést mutatott (6. melléklet,
6. tiblazat; 47C. abra), a kiindulasi értékhez képest. Az elarasztott novényeknél ez a

sejtmembran kapacitas csokkenés tovabb folytatddott egészen a kisérlet végéig.

A kadmiummal kezelt novényeknél a membran kapacitdas értékek egyenes aranyban,
szignifikdnsan novekedtek az alkalmazott koncentracidval, egymastdl szignifikansan elkiiloniilve
(6. melléklet, 6. tablazat), illetve itt megfigyelhetd volt a korabban mar latott tendencia,
miszerint a legerdsebb kadmium hatast azoknal a ndvényeknél kaptam, amelyek egyidejlileg

elarasztasos kezelésben is részesiiltek (47C. abra).
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47. abra. Az elarasztas és a kadmium kezelés hatasa zoldborsoé csiranovények gyokér sejten beliili (A),

sejtkozotti (B) ellenallasara és membran kapacitasara (C).

A statisztikai elemzés feltarta, hogy a kadmiumos kezelések egymastdl és az elarasztasos
egyedektdl szignifikdnsan elkiiloniild Cm értékeket mutattak. A kisérlet utolsé napjanak értékei
pedig bizonyitottak, hogy nemcsak az egyes kezelések hatasai, de a két kiilonb6z6 tipusu kezelés
(kadmium és az eldrasztis) egyiittes hatdsai is kimutathatok valtakozé aramd impedancia

méréssel (47. abra).
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48. abra. Az elarasztas és a kadmium kezelés hatasa zoldborsé csiranovények hajtas sejten beliili (A),

sejtkozotti (B) ellenallasara és membran kapacitasara (C).

A 48. abran a hajtas Ra és Rs értékeinek valtozasait mutatom be. A hajtas Rs értékeinél szintén
megfigyelhetd egy csdkkend tendencia — ami a korabbiakkal 0sszhangban— a szimplazmikus
ellendllas esetén volt megfigyelhetd. A 100 uM kadmium kezelteknél a levegdztetett ndveények
ellenallas értékei szignifikdnsan magasabbak voltak az elarasztottakénal. Ez arra utal, hogy az
elarasztis negativ kovetkezményeként lelassulé anyagcsere folyamatok a kadmium felvételét is
kedvezdtlentil befolyasoltak. A magasabb, 200 uM kadmium koncentrdcié nem nyilvanult meg

magasabb szimplazmikus ellenallas értékekben (48A. dbra). Az Ra értékeknél is csokkenés
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figyelhetd meg, ami a 11. napra szignifikdns lett. A kadmiummal kezelt csirandvények
apoplazmas ellenallasai szignifikdnsan elkiiloniiltek a kadmiummal nem kezeltektdl (48B. abra,
6. melléklet).

A hajtds Cm értékei is a kordbban tapasztalt csokkenést mutattdk, de az értékek szordsai is
nagyok voltak, illetve a membran kapacitdsokban nem mutatkoztak meg a kezelések hatdsai

(48C. abra).

4.2.7 A valtakozo aramu impedancia mérés kisérleti eredményeinek értékelése

A fentebb bemutatott eredményekbdl lathatd, hogy az elarasztas jelentds valtozasokat indukalt a
z0ldborsé csirandvények szoveti szerkezetében, ami megmutatkozott az ellenallas- és a membran
kapacitas értékekben is.

Az Rs, Ra és Cm értékek csokkentek, ami szamos- az elarasztas altal indukélt- folyamat egyiittes
eredménye. A viz foként apoplazmds uton jut be a ndvénybe, de emellett egy specidlis
sejtmembran fehérje, az akvaporin, is szerepet jatszik a viz gyors bejutdsaban (MARTINOIA et
al., 2000), igy az elarasztast kovetden gyorsan megnd a szovetek viztartalma, amely az
ionmobilitast is megndveli. Az ionmobilitds pedig a ndvényi szovet impedancidjat egyik
leginkabb befolyasolo tényezé (PRIVE és ZHANG, 1996, VOZARY et al., 1999). Ha egy
kozegben nagy az ionmobilitas, akkor akadalytalanabba vélik ez elektromos 4dram ttja és mindez
ellenéllas, impedancia csokkenéshez vezet.

A szakirodalomban szdmos esetben leirtdk, széraz és nedves é¢lhelyeken €16 novényekben
egyarant, az elarasztis hatdsira bekovetkezd lizigén (sejtfal degradéacioé eredménye) aerenchima
képzddést, amelyet a programozott sejthalal idéz el6 (COLMER és VOESENEK, 2009). Mindez
azért torténik, mert a novény torekszik a gyokér és a hajtds normal oxigénellatottsiganak
visszadllitdisara (RAJHI et al, 2011). Egy 0Osszefliggd gaziireg kialakitasaval. a sejtek
Osszeolvadasaval ugyanakkor csokken az oxigént fogyasztd sejtek szdma is (SHIONO et al.,
2011), valamint az emésztett sejtek tipanyagul szolgdlnak a megmaraddknak, tehat a szdvet
takarékosabb energiafelhasznalast kovet. Ez az energiatakarékosabb szoveti mitkddési mod
jellemezte kisérletemben az elarasztott kontroll csirandvényeket is, amelyeknél kevesebb szamd,
am nagyobb liregli trachedkat figyeltem meg (43. 4bra, 44. dbra).

A hirtelen elarasztast kovetd anoxias allapot kovetkezményeként energiahidnyos allapot alakul
ki, amely a mitotikus sejtosztddas lassuldsahoz vezethet (NIKI és GLADISH, 2001). Jelen
esetben az eldrasztas okozta anoxids allapotot a ndvény jol tudta kompenzalni pusztin a mar
kialakult trachedk keresztmetszetének megnovelésével. A megndvekedett keresztmetszetii
trachedk megnovekedett keresztmetszetii elektromos vezetéknek tekinthet6k, ami szintén

hozzajarult az Ra és Rs értékek csokkenéséhez. A C,, csokkenését a membranok
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atjarhatésaganak novekedése, illetve polarizdlhatésaganak (dielektromos allanddjanak)
csokkenése okozhatta. Az eldrasztas hatdsara tovabba a vakuolumok mérete is megnd (NIKI és
GLADISH, 2001). A vakudlumok, elektromos vezetdként, szintén részét képezik a ndvényi
szovet impedancidjat meghatarozd tényezoknek (ZHANG és WILLISON, 1991), igy
hozzédjarulnak a tapasztalt ellendllds csokkenésekhez. Ezzel szemben a perliten nevelt
novényekben fellelhetd nagyobb szamu kis trachea elem jelenléte elektromos szempontbol
kisebb atmérdju elektromos vezetdt jelent, ami magasabb ellenallas értékekben nyilvanul meg. A
hajtas ellenallas értékeiben az elarasztds nem nyilvanul meg olyan erdteljesen, mint a gyokér
esetében. A kisebb mértékii csokkenés valdsziniileg a szoveti elemek kiterjedésének koszonheto,
a normal novekedési folyamatok kdvetkeztében.

Az elarasztds egyik jellemzd kovetkezménye a ndvényi etilén (Oregedési folyamatokat
szabalyoz6é hormon) szint megemelkedése (GRICHKO és GLICK, 2001). Az a tracheak korai
kifejlédéséhez vezetett a trachea elemek hosszanti sejtfalainak és sejtmembranjainak
tapasztalt drasztikus membran kapacitas csokkenéshez, szemben a perliten neveltekkel, amelyek
ugyanazt a fejlettségi allapotot késobb, a kisérlet idétartamanak végéhez kozeledve érték el.
Mindebbdl megallapitottam, hogy a véltakoz6 4ramd impedancia mérésbdl szamitott
paraméterek alkalmasak az elarasztast kovetd szoveti szerkezeti valtozasok kdvetésére.

A kétféle vizkultaras nevelési mod viszont alapvetéen azonos tendencidju ellenallds és
membrankapacitds véltozdsokat eredményezett, igy a kadmiumos vizsgalatokhoz is a vizkultiras
nevelési modszert valasztottam, mivel fontosnak tartottam Osszevetni, hogy a j6
levegdellatottsag, illetve az anoxids koriilmények milyen mértékben befolyasoljak a
nehézfémfelvételt, illetve a véltakoz6 drami impedancia mérés eredményeit.

A vizkultaras kisérleti beallitds azért is célravezetdbb, mert a perlit ionadszorpcids képessége
miatt a kadmiumot tartalmaz6 vizes kozegek kadmiumtartalmanak megkotésére alkalmas
(MATHIALAGAN ¢és VIRARAGHAVAN, 2002). Emiatt megkérddjelezhetdvé valhat a
tapelemek és a kadmium kijuttatdsianak eredményessége, hiszen nem lehetne pontosan nyomon
kovetni a rendelkezésre 4ll6 ionok mennyiségét, igy nehezen Ilehetne értelmezni a
koncentraciofiiggd valtozasokat, illetve nem lehetne pontos vélaszt kapni arra a kérdésre, hogy a
z0ldbors6 potencidlisan milyen mennyiségben képes az adott koriilmények kozott felhalmozni a
kadmiumot. Fontos szempont tovabba, az egészséges, potencialis ndvekedési képességet elérd
novényanyag, amit csak maximalis tadpanyag ellatottsag mellett tudok nevelni.

Az impedancia mérésekhez kothetd kisérletek eredményeibdl 6sszegzésképpen kijelenthetem,
hogy a magnézium - kezelés nem okozott viltozast az impedancia paraméterekben. Ez arra utal,

hogy a szimplazmikus és az apoplazmikus ellenallasok és a membran kapacitds valtozasai
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valoban a kadmium mérgez0 hatdsanak voltak koszonhetok, nem pedig a megnovekedett
ionmennyiségnek. Ez az eredmény vérhato volt, hiszen a nevel6kozegként alkalmazott feles
tomeénységli Hoagland tapoldat eleve tobb magnézium iont tartalmazott, mint a kezelés maga.

A mikroszképos eredmények, a szallitoszovet vizsgalatok és a kadmium tartalom meghatirozas
eredményei egyarant azt mutattdk, hogy a kadmium gyorsan bejut a zoldborsé gyokereibe és
szinte teljesen blokkolja a ndovekedést, ami a kadmium mérgezés egyik legnyilvanvaldbb tiinete
(KABATA-PENDIAS és PENDIAS, 1984). Ez a novekedést gatld hatas megakadilyozta az
osztodott sejtek kiterjedését (PRASAD, 1995), illetve a széllitdszovet elemeinek fejlodesét. A
kadmium a sejtfal pektinjéhez kapcsolodik, ezzel a sejtfal alkotok kozott a normalisnal erésebb
kotést hoz 1étre (PRASAD, 1995). Ez az egészségestdl eltérd, kompaktabb, siiriibb, ridegebb
szoveti strukturat eredményez. A nagyobb siriségli szovetben az elektromos toltések
mozgékonysaga csOkken, amely az ellenalldsok novekedésében mutatkozik meg. A kapacitas
novekedését egyrészt okozhatja a polarizalhatosag (dielektromos 4llando) novekedése, masrészt
a membranok vastagsaganak csokkenése.

A gyokér- és a hajtdshosszisig abrai is azt mutatjak, hogy a kadmiummal kezelt novények
novekedése ledllt, illetve — feltehetden a kadmium vizfelvételt gatld hatdsanak koszonhetden-
némileg még csokkent is a kisérlet sordn. A szoveti szerkezet fejlodésének gatlasa azt
eredményezte, hogy a szallitészovet elemei nem tudtak kifejlodni, igy a tracheiddk falai és
membrénjai sem olvadtak Ossze,

A membrén lipidek szerkezete is valtozik kadmium stresszt kovetden: a membranalkot6 telitetlen
zsirsavak mennyisége csokken, igy a kadmium szdmos helyre be tud kotddni, példaul
membrinfehérjékhez és ezaltal gatoljdk a membrdn normélis funkcidit (ROS et al, 1992,
OUARITI et al., 1997). A bekotddés eredményeként merevebb membranszerkezet johet 1étre. A
merevebb membranszerkezet szintén hozzajarul a kadmiummal kezelt csirandvények magasabb
membran kapacitas értékeihez.

A kadmium tovabba jelentdsen befolyasolja a ndvényi vizéllapotot: a gyodkércsucs sejtjei
elhalnak a kadmium kezelést kdvetden, igy a vizfelvétel gatlodik (COSTA és MOREL, 1994). A
gatolt vizfelvétel és az alacsonyabb sejtviztartalom kovetkeztében csokkent az ionmobilitas,
amely szintén egy olyan tényez6, ami noveli az ellenallés értékeket.

Az irodalmi adatokbdl ismert, hogy az anoxia gitolja az ionfelvételt. Ez a kadmiumtartalom
eredményekben is megmutatkozott. Az elarasztott, anoxids novények kadmiumtartalma
alacsonyabb a gyokerekben, mint a levegdztetetteké, amely az eldrasztds komplex
kovetkezménye: mivel a kadmium ugyanazokat a csatorndkat és szallito fehérjéket hasznalja,

mint pl. a kalcium (GREGER és BERTELL, 1992), vagy a vas (NAKANISHI ez al., 2006), a

93



kadmium erdteljesebb karosodast okoz az elarasztott és levegdztetett csirandvényekben, mint az
anoxiasokban. Az eldbbi allitdsomat a statisztikai elemzés is aldtdmasztja (2. melléklet).

Az elarasztds utdn UjralevegOzetett talajokon megfigyelték, hogy a OsIRT2 és OsNrampl
fehérjék kifejezetten segitik a kadmium felvételét. (NAKANISHI er al., 2006; TAKAHASHI et
al., 2011), tehat ez is jelzi, hogy az elarasztott koriilmények kozott jelen 1€vé kadmium felvételét
jo levegdztetettség esetén specialis proteinek segitik. Ez magyardzza eredményeimet is,
miszerint a jol levegdztetett vizkulturas kezelések esetén nagyobb volt a csirandvények kadmium
felhalmozasa, mint az anoxiasoké.

Ez a felismerés metodikai szempontbdl arra hivja fel a figyelmet, hogy a vizkultdras
nehézfémkisérleteknél elengedhetetlen a megfeleld és koriiltekintd levegdztetés, hiszen az
oxigénhiany, azon tul, hogy tipikus elarasztasos tiineteket hoz 1étre a z6ldborséban, hatranyosan
befolyasolja a kadmium felvételét is.

A valtakoz6 aramu impedancia mérés, mint novényi stresszdetektalasi modszer olyan, kvazi
nem-invaziv moédszer, amely alkalmas ezen valtozdsok kovetésére, illetve az elarasztis és a
kadmium stressz kombinalt hatasainak kimutatisara is. Mindemellett eleget tesz egy nagyon
fontos kovetelménynek is: A moddszer segitségével, a novényi szovet feldolgozasa nélkiil,
gyorsan informdaciét kaphatunk a fiziol6gias allapotrél, mint ahogy azt REPO et al. (2000) leirtdk
a hidegakklimatizicié témakorével kapcsolatosan. Tovabba eredményeim szerint az impedancia
méréseket fiatal csirandvényeken is el lehet végezni, igy ezen mérés segitségével a szemmel
lathato tlinetek megjelenése el6tt is mar informaciot kaphatunk a stresszorok 4ltal kivaltott
hatasokrol. Kiilonosen fontos tény az is, hogy a tobbi, a ndvényi stresszélettan vizsgalati
modszereiben altaldnosan elterjedt, roncsolasmentes mérések legtobbje (szén-dioxid gizcsere,
fluoreszcencia indukcid) kifejlett levéllemez meglétét igényli, amelyre az impedancia mérésnél —
lévén, hogy gydkéren és hajtason is elvégezhetd- nincs sziikség. Kisérletem tanisaga szerint a
valtakoz6 4ramu impedancia mérés eredményeibdl szdmitott paraméterek (Ra, Rs és Cm),
alkalmasak az elarasztds és a kadmium stressz hatasdra bekovetkezd szoveti szerkezeti
valtozasok kimutatasara, elkiilonitésére ¢€s idobeli nyomon kovetésére, mar a stressz
kialakuldsanak korai stdidiuméaban.

A mérési moddszer maga gyors ¢és konnyen kivitelezhetd, ezaltal igéretesen hasznalhatod

novényélettani, illetve novényi stressz€lettani vizsgalatok soran.
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4.2.8 Az eredmények osszefoglalasa, Gj tudomanyos eredmények

Az aldbbiakban foglalom 6ssze dolgozatom eredményeit:

1. Meghatdroztam 6t szerves sav (oxalecetsav, citromsav, almasav, borostydnkdsav €s fumarsav)
arpa csiranovény gyokerére és levelére jellemzd, a sav tipusatdl fiiggden eltérd, konstitutiv
mennyiségét. Emellett kimutattam a levél novekedési folyamataihoz kothetd szerves sav tartalom
csOkkenést is.

2. Megallapitottam, hogy a gyokérben a kadmium hatast a kezelést kovetd 12. 6ratdl a fumarsav,
majd a 24. 6ratdl a citromsav, az almasav és az oxalecetsav csokkenés is jelezte. A levélben a
nagyobb koncentracioknal a 12. 6ratol altalanos szerves sav tartalom novekedés tortént.

3. Megallapitottam, hogy a nikkel az alacsonyabb koncentriciok esetén is szerves sav
novekedést okoz: a kezelést kdvetd 3. oratdl a gyokérben az almasav, a levélben az oxélecetsav
mennyisége ndtt meg, ezaltal a szerves sav méréssel kovethetd a nehézfém felhalmozodas
dinamikéja a stressz kialakulas korai szakaszéban.

4. Meghatéroztam a teljes novényi sejt szabadgyok megkotési allapotardl jellemzést adé GPX és
APX enzimek aktivitdsat €s annak véltozdsait kadmium és nikkel hatdsara a stressz
kialakulasanak kezdeti szakaszaban. A GPX aktivitisa mindkét fém esetén a gyokérben a O.
oratol a levélben mar a 3. 6rat6l nott. Az APX aktivitdsa a nikkel kezelést kovetd 3. oratdl a
teljes novényben megnott; a kadmium hatdsara késobb: a gyokérben a 9. 6ratdl, a levélben a 24.
oratol. A tapasztalt aktivitdsvaltozasok jo jelzéi a nehézfém terhelést kovetd oxidativ sztressz
kialakulasanak.

5. Az anoxia, a levegdztetés és a perlites nevelési modok hatasait jellemeztem valtakozo aramu
impedancia méréssel és megallapitottam, hogy a mérés paraméterei alkalmasak a kiilonbozd
nevelési modok elkiilonitésére.

6. A kadmium kezelés élettani hatasait jellemeztem zoldborsé csirandvényeken, a valtakozo
aramu impedancia mérés eredményeibdl szamitott harom paraméter: Ra, Rs €¢s Cm segitségével.
Mindhirom paraméter értéke megndtt a mérgezés kovetkezményeként.

7. Megallapitottam ¢és kiegészitd vizsgalatokkal alatdmasztottam, hogy a véltakozé aramu
impedancia mérés alkalmas mddszer kadmium mérgezés okozta szdveti szerkezeti valtozisok

kimutatasara és nyomonkovetésére.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A szerves savak mennyiségi valtozasait minden bizonnyal megelézi az azok szintézisét
katalizal6 enzimek aktivitidsanak novekedése. Ennek igazoldsara fontosnak tartom megvizsgélni
a citromsav ciklus egyes enzimeinek: malat-dehidrogenaz és a szukcinil-Ko A szintetaz aktivitas
véltozasat azonos kisérleti beallitas mellett.

A stresszkialakulds korai szakaszdnak megfeleld vizsgilatdhoz a fitokelatin szintdz enzim
aktivitisdnak mérése, vagy a szintetizdlodott fitokelatinok mennyiségi mérése fontos
informaciokkal szolgédlna, kiilondsen a kadmium stressz korai szakaszanak jellemzése
szempontjabol.

Mivel a GPX mindkét fém esetén a gyokérben a kilencedik 6ritol a levélben mar a harmadik
oratdl aktivitds novekedést okozott, hasznos kisebb id6léptékii —pl. érankénti- mintavétel azért,
hogy az aktivitdsnovekedés tényleges kezddpontjat meg lehessen hatarozni.

A tovéibbiakban fontos lenne felderiteni, az antioxiditv enzimrendszer mas tagjainak reakcidit
(CAT, GR, SOD) nikkel és kadmium stressz hatdsara szintén a stressz kialakulas kezdeti
szakasziban.

A valtakoz6 dramui impedancia mérés, mint novényi stresszdetektdlasi mddszer, alkalmas az
elarasztds és kadmium stressz kombinalt hatdsainak kimutatisasra is. Mindemellett eleget tesz
egy nagyon fontos kovetelménynek is: a modszer segitségével, a novényi szovet feldolgozasa
nélkiil, gyorsan informéciot kaphatunk a fiziol6gias allapotrol. A mérési mdédszer maga gyors €s
konnyen kivitelezhetd, ezaltal igéretesen hasznalhatd novényélettani, illetve novényi
stresszélettani vizsgalatok soran.

Az impedancia méréseket is, ahogyan ezt a munkam tobbi részében végeztem érdemes lenne
optimalizalni esszencidlis nehézfémek hatasainak kimutatisara is.

Tovabba a tlielektroddkat a jovOben tapintd elektrodakkal lenne érdemes kivaltani, ezaltal
ténylegesen sériilésmentessé valna a modszer.

Mivel a kisérlet elsé mintavételi id6épontjara a vizsgalt paraméterekben mar erdteljes valtozasok
kovetkeztek be, ezért kivanatos lenne mar a kezelést kovetd elsé napon beliil impedancia

méréseket végezni.
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6. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam alapvetése volt a nehézfémstressz kialakuldsanak detektilasara iranyult és azt
kivintam meghatarozni, hogy mely paraméterek alkalmasak a korai stresszallapot jelzésére. Ezt
a feladatot két szempontbol kozelitettem meg: az elsé szempontként a stresszhatas
kialakulasidnak id6beli dinamikajaval foglalkoztam: két nehézfém- az esszencidlis nikkel és a
nem esszencidlis kadmium hatasait vizsgaltam klasszikus novényélettani mddszerekkel a stressz
kialakulasanak korai fazisaban és célul tiiztem ki a legkorabbi idépont meghatarozasat, amikor a
nehézfémstressz hatasai a kezelést kovetden kimutathatok.

Eredményeim alapjan, a kisérlet sordn megvizsgalt szerves savak (oxalecetsav, almasav,
citromsav, borostyankdsav, fumarsav) mennyiségi valtozasai és az antioxidativ enzimek (GPX,
APX) aktivitas valtozasai 0sszességében érzékenyebben reagaltak a nikkel és a kadmium stressz
hatasaira, mint az in vivo fluoreszcencia indukcié mérés, SPAD index mérés. Ellenben az APX
enzim mar a nikkelkezelést kdvetd hatodik d6rdban intenziv aktivitisnovekedést okozott, ezzel
szemben a kadmium csak késobb: a gyokérben a kilencedik 6ratol, a levélben a 24 6ratol.

A GPX mindkét fém esetén a gyokérben a kilencedik 6ratol a levélben mar a harmadik 6rat6l
aktivitis novekedét okozott.

A szerves savak mennyiségi valtozasai kadmium esetében a gyokérben legkorabban a kezelést
kovetd 12. ora elteltével, a szerves savak koziil elsdként, a fumarsav csokkenését tapasztaltam. A
levélben a 3. naptdl tapasztaltam almasav novekedést, a tobbi szerves sav emnnyiségi csokkenést
mutatott. Ezzel szemben a nikkelkezelésre sokkal gyorsabban reagalt a novény a szerves savak
mennyiségi véltozasaval: a gyokérben az almasav-, a levélben az oxalecetsav mar a kezelést
kovetd 3. oraban megnott.

Eredményeim informativak lehetnek a korai stressz hatisok detektaldsaban, emellett a kadmium
¢s a nikkel eltérd fiziologias hatasa is megnyilvanult a szerves sav mennyiségi valtozasokban.

A munkdam masodik részében, egy — a novényi stresszélettanban 4j mérési modszer-, a valtakozd
aramu impedancia mérés hasznalatara €s optimalis koriilményeinek megteremtésére iranyult.
Eredményeim szerint a valtakoz6 4drami impedancia mérés jelzi a kadmium stressz hatdsara
kialakulé szoveti valtozasokat, illetve az elarasztas és kadmium stressz kombinalt hatasainak
kimutatasara is. Mindemellett eleget tesz egy nagyon fontos kovetelménynek is: a modszer
segitségével, a novényi szovet feldolgozéasa nélkiil, gyorsan informaciét kaphatunk a fiziol6gias
allapotrdl is.

Tovabba eredményeim szerint az impedancia méréseket fiatal csirandvényeken is el lehet

végezni, igy ezen mérés segitségével a szemmel lathato tlinetek megjelenése eldtt is mar
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informaciot kaphatunk a stresszorok hatdsair6l. A mérési modszer maga gyors és konnyen
kivitelezhetd, ezéltal igéretesen hasznalhatdé novényélettani, illetve novényi stresszélettani
vizsgélatok soran.

A vizkultirés kisérlet sordn megkeriilhetetlenné valt a megfeleld és koriiltekintd levegdztetés. A
levegdztetés hianya azon tal, hogy tipikus elarasztasos tiineteket hozott 1étre a z6ldborsoban,
hatranyosan befolyasolta a kadmium felvételét is.

Kisérletem tanusaga szerint a valtakozé dramu impedancia mérés eredményeibdl szamitott
paraméterek (Ra, Rs és Cm), alkalmasak az elarasztds és a kadmium stressz hatasara
bekovetkezd szoveti szerkezeti valtozasok kimutatdsara, elkiilonitésére és idébeli nyomon
kovetésére, mar a stressz kialakulasanak korai stadiumaban.

Osszességében valtakozé aramud impedancia mérés, az antioxidativ enzimaktivités, illetve a
szerves savak mennyiségviltozdsanak mérése egyarant alkalmas a nehézfém felhalmozdodas
dinamikéjanak nyomon kovetésére, igy a stressz korai detektaldsara, akkor, amikor a klasszikus
stresszdetektalasi modszerek, SPAD, floureszcencia indukcié mérés még nem szolgaltatnak

informéciot a novény stresszallapotardl.

SUMMARY

The main objective of my doctoral work aimed heavy metal stress detection. This task was
targeted from two perspectives: first, I dealt with the studying the time course dynamics of stress
evolution: I investigated the effects of two heavy metals: the essential nickel and the non
essential cadmium by classical methods of plant physiology in the early phase of stress
evolution. Furthermore I proposed toidentify an early date when the effects of the heavy metal
stress can be detected after the treatment.

According to the results of the experiment the changes of organic acid (oxaloacetate, malate,
citrate, succinate, fumarate) quantity and antioxidative enzyme (GPX, APX) activity reacted
more sensitively to the effects of nickel and kadmium, than in vivo fluorescence induction
measurement or SPAD index measurement.

In contrast, APX showed considerable activity rise even after the third hour of nickel treatment
both in roots and leaves. However cadmium resulted in APX activity rise later: after the ninth
hour inroots and twentyfourth in leaves.

Both the cadmium and the nickel treatment resulted in GPX activity rise from the ninth hour in
the roots and from the third hour in the leaves.

As for the organic acids, cadmium resulted in fumarate decline after the twelwth hour of the

treatment. Only malate showed rise after the third day, all the other organic acids declined.
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Compared to this, nickel treatment resulted in a more rapid organic acid quantity rise: malate in
roots and oxaloacetate in leaves after the third hour of treatment.

These results can be used in the early phase of stress detection, also the different physiological
effects of nickel and cadmium can be followed through the changes of the quantity.

Overall, the electrical impedance, antioxidative enzyme activity and organic acid quantity
measuremants are suitable tools for following heavy metal accumulation thus early stress
detection, when other classical stress detecting methods do not supply effective information
about the physiological state of stressed plants.

According to my results the method of electrical impedance measurement is suitable for
following the tissue alterations caused by cadmium stress, moreover it is possible to track the
combined effects of waterlogging and cadmium stress.

In additon it fulfills a highly important criteria: it is possible to gain useful information about the
physiological state of the plant without tissue processing.

Also, the measurment can be carried out on young seedlings, so it is possible to identify the the
effect of the stressor before the emergence of visible symptoms. The measurement is easy and
fast to conduct that makes it promising to use successfully in plant physiological or plant stress
physiological investigations.

Propriate and careful aeration became inevitable during the hydroponic plant growing, because
the lack of aeration did not only result in tipical flooding symptoms, but affected the uptake of
cadmium in a disadvantageous manner.

According to the results of the experiment, the parameters (Ra, Rs és Cm) calculated from the
measured plant impedance are suitable for the detection, distinction and monitoring the changes

of tissue structure caused by cadmium and flooding even in the early phase of stress evolution.
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M2. Arpa csiranovények gyokér és levél elemtartalma

1. tablazat. Arpa csiranévények gyokér és levél kadmium és nikkel tartalom meghatirozas eredményei

Gyokér kadmium tartalom

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap

kontroll 0,48+0,08a 9,38+0,02a 10,16%1,23a 18,1+1,41a

10 pM kadmium |0,48+0,08a| 63,11£5,87a 128,33+10,32a 276,83%£32,13b

50 uM kadmium | 0,48+0,08a | 285,22+21,31b | 825,18+78,23b |2462,27+210,28bc

100 uM kadmium | 0,48+0,08a | 687,38+76,1b |3618,21£398,42c | 5638,37+578,23d

0,48+0,08a | 2354,69+325,96¢ | 5327,18+634,97d | 7948,11+1069,97¢

300 uM kadmium

Levél kadmium tartalom

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap

kontroll 0,57+0,003a | 2,23+0,34a | 1,41+0,12a 1,99+0,12a

10 pM kadmium

0,57+0,003a

9,71+1,12a

7,74+0,87a

8,58+0,69a

50 uM kadmium

0,57+0,003a

12,16+1,12a

38,06+2,98b

49,68+2,75b

100 uM kadmium

0,57+0,003a

27%1,15b

56,98+5,94¢

78,97£12,2¢

300 uM kadmium

0,57+0,003a

48,28+3,22¢

104,29+7,56d

142,73%13,75d

Gyokér nikkel tartalom

0. nap

4. nap

7. nap

Kontroll

0,1£0,01a

0,1£0,01a

0,04+0,002a

100 pM nikkel

0,1£0,01a

28,19+4.23b

77,84+6,23b

500 uM nikkel

0,1£0,01a

126,6+7,3¢c

295,02+11,15¢

1000 uM nikkel

0,1£0,01a

209,56%12,43d

476,68+30,25d

Levél nikkel tartalom

0. nap

4. nap

7. nap

Kontroll

0,03+0,002a

0,03+0,004a

0,4+0,012a

100 pM nikkel

0,03+0,002a

4,22+0,23b

8,05+1,03b

500 uM nikkel

0,03+0,002a

35,48+4,35¢

65,48+6,86¢

1000 uM nikkel

0,03+0,002a

80,2+8,47d

203,34+17,41d
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M3. SPAD és Fluoreszcencia mérések eredményei tablazatosan a statisztikai eredmények

feltiintetésével

1. tablazat. Kadmium és nikkel kezelés hatasa zoldborsé csiranévények a fluoreszcencia indukciéo mérés

Fv/Fm, valamint a SPAD index értékeire

Kadmium Fv/Fm

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 0,85+0,002b | 0,84+0,003a 0,85+0,01a |0,85%0,006a,b
10 uM Cad* 0,85+0,002b | 0,85%0,003b 0,85+0,005a | 0,85%0,005a
50 uM Cd** 0,85+0,002b | 0,85+0,002b 0,85+0,004a | 0,85+0,001a,b
100 pM Cd* 0,85+0,002b | 0,85+0,003b 0,86+0,027a | 0,85+0,003a,b
300 uM Cd* 0,84+0,008a | 0,85+0,001b 0,82+0,08a |0,86%0,002b

Nikkel Fv/Fm

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 0,85+0,002a | 0,85+0,002a,b,c | 0,85+0,002b | 0,85+0,006b
10 uM Ni** 0,85+0,002a | 0,85+0,002b,c | 0,85+0,005b | 0,85+0,004b
50 pM Ni** 0,85+0,002a | 0,85+0,004a,b | 0,85+0,005b |0,86+0,01b
100 pM Ni** 0,85+0,002a | 0,84+0,003a 0,85+0,004b | 0,85+0,001b
300 pM Ni** 0,85+0,002a | 0,85+0,003a,b | 0,82+0,04a,b | 0,85+0,005b
500 pM Ni** 0,85+0,002a | 0,85%0,004¢ 0,83+,05a,b |0,77+0,14b
1000 pM Ni** 0,85+0,002a | 0,85+0,002a,b |0,78+0,09a |0,56+0,34a
Kadmium SPAD

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 33,86+2,16a | 30,77+2,04a 33,46%5,07b |33,46+5,07a
10 uM Ca* 33,86+2,16a | 31,42+2,7a 28,9+2,51a |[28,9+2,51a
50 yM Cd** 33,86+2,16a | 34,01+4,25a 27,61£29a |[31,09+3,32a
100 yM Cd* 33,86+2,16a | 34,46%3,26a 26,4242 14a |31,04+2,26a
300 yM Cd* 35,48+3,2a |30,67+3,86a 26,87+3,41a |21,83%4,85b

Nikkel SPAD

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 33,83+2,16a | 30,83+2a 30,04+4,58a | 31,44+2,86a
10 uM Ni** 33,83+2,16a | 31,293 ,46a 29,34+4 64a |29,98+2,16a
50 pM Ni** 33,83+2,16a | 32,49+1,8a 28,24+1,86a |23,71+7,54a
100 pM Ni** 33,83+2,16a | 28,92+4,82a 30,41+£2,61a |26,11+9,28a
300 pM Ni** 33,83+2,16a | 30,97+4,24a 27,15%6,14a |23,16+9,94a
500 pM Ni** 33,83+2,16a | 31,14%3,04a 27,35+4,66a |27,32+6,9a
1000 pM Ni** 33,83+2,16a | 31,12+3,15a 26,98+4,77a |24,09+5,28a
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2. tablazat. Kadmium kezelés hatasa arpacsiranovények a fluoreszcencia indukcié mérés F0 értékeire

F0
0. nap 1. nap 4. nap 7.nap
kontroll 463,2+5,32a | 479,5+1,03a | 434,75+4,25a | 434,75+4,25a
10 pM Cd** |463,2+532a |472,2+6,23a|453,5£5,36a | 419,25+4,29a
50 uM Cd** |463,2+5,32a |467,6+7,4a |445%5,16a 426+3,27a
100 pM Cd** [ 463,2+532a |458,6+3,92a | 4319,31a 437+2,86a
300 pM Cd** | 440,4229,39a | 463,8+3,06a | 440,43£13 43a | 42727,65a

3. tablazat. Kadmium kezelés hatasa arpacsiranovények a fluoreszcencia indukcié mérés Fm értékeire

Fm
0. nap 1. nap 4. nap 7.nap
kontroll 3063+31,94b 3075,5£25,69a | 2961,25+69,04a | 2961,25+39,02a
10 uM Cd** | 3063+31,94b 3125,2434,30a | 3432+£396,50a,b | 2818+23,12a
50 uM Cd** |3063+31,94b 3102+37,16a |2999+40,50a 2938,2+27,56a
100 uM Cd** | 3063+31,94b 3039,8+39,35a | 2992+62,92a 2984,3+21,61a
300 pM Cd** | 2788,4+230,14a | 3068,6217,47a | 2780,423+270,35a | 2989,3+39,02a

4. tablazat. Kadmium kezelés hatasa arpacsiranovények a fluoreszcencia indukciéo mérés Fv értékeire

Fv

0. nap 1. nap 4. nap 7.nap

kontroll

2599,8+27,26a

2596£33,73a

2526,5+66,56a

2526,5+66,56¢

10 uM Cd**

2599,8+27,26a

2653+29,89a

2478,5+63,88a

347+15,63b

50 uM Cd*

2599,84+27,26a

2634,4+30,38a,

2554£36,91a

325,4+25,79b

100 uM Cd*

2599,8+27,26a

2580,8+36,72a

2560,6+54,30a

355,3+10,65b

300 uM Cd*

2348+200,81a

2604,8+14,85a

2340+275,53a

288+4,95a
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5. tablazat. Nikkel kezelés hatasa arpacsiranovények a fluoreszcencia indukcié mérés F0 értékeire

F0
0. nap 1. nap 4. nap 7.nap
kontroll 463,2+5,32a | 463,2+5,32a | 434,75+4,25a | 434,75+4,25b

10 pM Ni®* | 463,2+532a | 450+11,75a | 439+10,82a | 439,12+10.32

50 pM Ni** | 463,2+532a | 458+6,75a | 435,3+1,55a |362,7+32,43a

100 uM Ni** | 463,2+532a | 467+0,71a | 427,3+10,4a |409+12,51b

300 pM Ni** | 463,2+5,32a | 466,3+0,85a | 445,742,362 | 412,25+14,82b

500 uM Ni** | 463,2+5,32a | 453,3+4,74a | 446,846,042 | 410,2£29,99a,b

1000 uM Ni** | 499+4,04b | 465+3,08a | 515,4+41,82b | 499,14+49,96¢

6. tablazat. Nikkel kezelés hatasa arpacsiranovények a fluoreszcencia indukcié mérés Fm értékeire

Fm
0. nap 1. nap 4. nap 7.nap
kontroll 3063+£31,94a | 3063+31,94a 2961,25+69,04a | 2961,25+69,04a

10 pM Ni**  |3063+31,94a | 2978+68,62a 2971,3+34,96a |2956,5+4,25a

50 uM Ni** | 3063+31,94a | 3018,3+35,19a |2843+33,35b 2771£33,64b

100 pM Ni** |3063+31,94a |3022,7+33,56a | 2896+72,56b 2787,3£89,24b

300 pM Ni** | 3063£31,94a |3030+31,15a 2650+234,77b,c | 2790+86,39b

500 uM Ni** | 306331,94a | 3059,7+50,85a |2711+43,12b,c | 2244,8+370,41c

1000 uM Ni** | 3246,2+17,89b | 3004,67+36,94a | 2534,8+148,74c | 2029,6+409,15¢

7. tablazat. Nikkel kezelés hatasa arpacsiranovények a fluoreszcencia indukcié mérés Fv értékeire

Fv
0. nap 1. nap 4. nap 7.nap
kontroll 2599,8427,26a | 2599,8+27,26a | 2526,5+66,56a 2526,5+66,56a

10 pM Ni** | 2599,84+27,26a | 2528+56,93a 2532,3424,20a 2517,5%£10,25a

50 pM Ni** | 2599,8+27,26a | 2560,3+30,25a | 2407,7+34,32a 2375%25,99b

100 pM Ni** | 2599,8+27,26a | 2555,7+33a 2468,7+63,16a 2378,3+£76,89b

300 uM Ni** | 2599,8+27,26a | 2563,7+30,78a | 2201+238,15a,b | 2377,75+74,86a,b

500 uM Ni** | 2599,8+27,26a | 2606,3+47,06a | 2270,2+189,77a,b | 2711,23+395,79b,c

1000 pM Ni** | 2747,2+15,18a | 2539,67+33,96a | 2019,4+188,5b 1524,86+460c

125



M4. A szerves sav mérések eredményei tablazatosan, a statisztikai eredmények

feltiintetésével

1. tablazat. Arpa csiranovények gyokér oxalecetsav tartalma egy napos kadmium kezelés soran. A kezelést
kovetéen 3, 6, 9, 12 és 24 oraval vettem mintakat, amelyekbdl meghataroztam az oxalecetsav tartalmat.

Kadmium gyokér oxalecetsav tartalom
0.6ra 3.6ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 0,12£0,02a | 0,18+0,01a | 0,14£0,02a |0,17£0,02a |0,16+0,01a,b | 0,15+0,01b
10 uM Cd** |0,18%0,02a{0,19+0,01a | 0,19+0,004b | 0,16+0,02a |0,18+0,01b |0,16+0,01b
50 uM Cd** [0,18+0,01a | 0,14+0,01a | 0,13+0,002a | 0,12£0,004a | 0,13+0,01a [0,12+0,01a
100 uM Cd** | 0,1620,02a | 0,15+0,01a|0,15+0,01a [0,14+0,01a |0,15+0,01a,b|0,12+0,01a
300 uM Cd** [ 0,17+0,01a | 0,19+0,03a | 0,13+0,009a | 0,13+0,002a | 0,13+0,004a |0,12+0,004a

2.tablazat. Arpa csiranovények gyokér citromtsav tartalma egy napos kadmium kezelés sordn. A kezelést
kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 6raval vettem mintikat, amelyekb6l meghataroztam a citromtsav tartalmat.

Kadmium gyokér citromsav tartalom

0.6ra 3.0ra 6.0ra 9.6ra 12.0ra 24.0ra

kontroll

9,54+0,75a

10,26+1,64a

9,36%1,30a

8,86+0,73a

9,83+0,79a

11,23+1,8b

10 uyM Cd*

10,10£0,78a

9,33+0,65a

8,22+0,72a

7,67%0,20a

9,21+0,58a

8,54+1,72a

50 uM Cd**

9,74+0,30a

8,11+0,46a

7,51%0,67a

7,18+0,34a

7,96+0,7a

8,56%1,3ab

100 yM Cd**

9,59+0,43a

9,68+1,15a

7,85+0,72a

8,91+0,61a

9,85+1,43a

9,61+0,45ab

300 uM Cd*

10,27£1,17a

9,07£1,29a

7,95+0,21a

8,13+0,49a

8,4+0,52a

8,28+0,49ab

3. tablazat. Arpa csiranovények gyokér almasav tartalma egy napos kadmium kezelés sordan. A kezelést

kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 6raval vettem mintikat, amelyekbdl meghataroztam az almasav tartalmat.

Kadmium gyokér almasav tartalom

0.0ra

3.6ra

6.0ra

9.6ra

12.6ra

24.6ra

kontroll

9,53+0,9a

7,96+0,98a

6,13%1,2a

6,77+1,91a

6,48+1,23a

4,72+1,04a

10 yM Cd*

8,18+0,71a

9,18+1,06a

3,45+0,21a

4.,26%1,6a

4,84+0,26a

4.81+1,34a

50 uM Cd*

7,91+0,99a

7,44+1,53a

9,21+1,66a

4,64+0,46a

6,36+0,62a

5,22+0,38a

100 uM  Cd**

7,65+0,57a

5,98+0,39a

5,79+0,4a

5,88+0,7a

5,83+0,35a

4,99+0,55a

7,26+0,62a

7,16x1,1a

5,37+1,33a

5,44%0,36a

6,94+0,87a

6,67+0,38a

300 pM Cd*

4. tablazat. Arpa csiranévények gyokér borostyankdsav tartalma egy napos kadmium kezelés sorin. A
kezelést kovetoen 3, 6, 9, 12 és 24 éraval vettem mintiakat, amelyekb6l meghatiroztam a borostyankdsav
tartalmat.

Kadmium gy6kér borostyankésav tartalom

0.6ra 3.0ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 59,842,3a  |50,50+1,38a | 46,36+2,25a |52,58+5,15a,b 53,19£2,4a | 50,45+4,89a
10 pM Cd** | 62,92+23a [57,61£1,51b,c[69,99+2,11b |64,6246+54718b |80,43+2,23b | 60,25+4,22a
50 uM Cd** [62,12+4,88a]49,35+1,75a |55,99+3,78a,b [ 49,4356+1,6478a |59,34+2,18a | 62,25+2.05a
100 uM Cd** | 61,98+1,63a | 63+1,76¢ 57,18%1,78a,b | 53,7535+1,6643a,b [ 53,72+1,68a | 61,14%2 47a
300 uM Cd** [ 60,32+1,93a | 55,15+4,51a,b | 55,74+6,44a,b | 55,3303+4,0412a,b | 62,85+2,19a | 47,244 .81a
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5. tablazat. Arpa csiranovények gyokér fumarsav tartalma egy napos kadmium kezelés sordn. A kezelést
kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 oraval vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a fumarsav tartalmat.

Kadmium gyokér fumarsav tartalom

0.6ra 3.0ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 64,5242 42a | 48,82+1,6a |48,69+1,54a,b |47,35%1,56a | 56,26+0,29b | 51,43%1,59b
10 uM Cd** [61,18+57a [51,6+4,08a |44,43£1,39b [46,55£1,62a |46,56+4,95a,b | 46,57+1,37a,b
50 uM Cd** |56,35+1,65a | 48,44+1,45a | 58,27+1,92a,b | 39,85+1,26b | 43,9242 8a 53,80+1,7a
100 pM Cd** | 64,35+1,97a [ 40,7623 43a | 45,73£1,45a |43,91+3,03a [41,9+2.8ab | 40,86+3,6a
300 pM Cd** | 63,86+2,19a | 46,79+1,33a | 46,04+4,28a,b [ 40,79+1,29a | 35,9+2,31ab |35,35+1,49a

6. tablazat. Arpa csiranovények levél oxalecetsav tartalma egy napos kadmium kezelés soran. A kezelést

kovetéen 3, 6, 9, 12 és 24 oraval vettem mintikat, amelyekb6l meghat&iroztam az oxalecetsav tartalmat.

Kadmium levél oxalecetsav tartalom
0.0ra 3.6ra 6.0ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 1,55+0,11a | 1,4£0,1a,b 1,64+0,12b | 1,23+0,09a | 1,63+0,10a,b,c | 1,65+0,12a,b,c
10 pM Cd** |1,3720,07a|1,2720,15a [ 1,15+0,04a |1,4+0,06a |1,38+0,11a 1,44+0,05a
50 uM Cd** | 1,27+0,08a | 1,44+0,04a,b | 1,48+0,04a,b | 1,37+0,04a | 1,56£0,04ab | 1,6320,04a,b
100 pM Cd** | 1,45+0,11a|1,74%1,13b |1,6420,12b |1,940,18b |1,9420,14c 2,02+0,15b
300 uM Cd** [ 1,2620,09a | 1,73+0,09b [ 1,58+0,11b [ 1,49+0,11a | 1,85+0,05b,c |1,96+0,09a,b

7. tablazat. Arpa csiranévények levél citromsav tartalma egy napos kadmium kezelés soran. A kezelést
kovetéen 3, 6, 9, 12 és 24 6raval vettem mintikat, amelyekbél meghatiroztam a citromsav tartalmat.

Kadmium levél citromsav tartalom
0.6ra 3.0ra 6.0ra 9.6ra 12.6ra 24.0ra
kontroll 114,46:041a | 116,73+043a | 120,45+1,97a | 120,31+0,23a | 116,6+0,77a 117,06£0,37a
10 pM Cd> [ 116,02£5,11ab [ 120,06+1,33b | 119.968,15a | 121,09+13,08a | 121,24x11,77ab | 118,321,05a,b
50 uM Cd?*t |[11556£1,93ab | 118,1720,91ab | 118,23+7,03a | 122,71#8,49a [ 123,72+20,35b | 1198,9a,b
100 uM Cd>* [ 1162423,15ab [ 119,95£9,82b [12096+8a [ 121,85+1,32a | 123,02+9,6b 121,06%1,95b,¢
300 pM Cd>t | 117,83+0,23b | 119,32+8,39a,b | 117,14+5,92a | 120,9140,69a | 121+4,6a,b 122,72+7,1¢c

8. tablizat. Arpa csiranovények levél almasav tartalma egy napos kadmium kezelés soran. A kezelést
kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 6raval vettem mintikat, amelyekbdl meghataroztam az almasav tartalmat.

Kadmium levél almasav tartalom

0.0ra 3.6ra 6.0ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 138,46+0,7b 151,26%1,17a | 157,82+3,1b | 147,22+0,73a 143,14%2,1a 147,46+0,85b
10 uyM Cd>* |[142,47+1,18b,c | 140,36%1,15a |[123,1£6,28b | 155,88+11,61a,b | 162,63%15,76a,b,c | 151,35+10,1b
50 uM cd* |[152,2+0,81d 152,35+0,88a | 125,43+5,6b | 144,42+5,7a 157,38+11,83a,b | 126,41+3,39a
100 uM Cd?* | 143,61+0,57¢ 139,82+1,6a 124,9+5,61b | 178,46%7,51b 185,72+12,48b,c | 174,9+0,8¢
300 uM Cd?> | 126,49+2.22a | 133,05%20,39a | 109,14+3,37a | 132,36+1,83a 202,6%5,1c 214,01+6,5d
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9. tablazat. Arpa csiranévények levél borostyankésav tartalma egy napos kadmium kezelés soran. A kezelést
kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 o6raval vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a borostyankésav tartalmat.

Kadmium levél borostydankédsav tartalom
0.6ra 3.6ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 173,1£3,36a | 176,23%£2,5a |206,17+2,47c | 201,80+4,23b,c | 199,54+2,02a | 192,72+4,02a
10 uM Cd** |168,27+2,5a |193,48+1,81b | 163,84%5,93b | 176,98+17,34a,b | 185,433,1a | 199,72+6,61a,b
50 uM Cd* [167,91£6,7a |178,41£1,99a | 164,74£5,3b | 230,66+9,33c 235,73+3,13b | 240,65+13,37¢
100 uM Cd* | 166,95+2.46a | 171,67+2,45a | 176,58+5,56b | 188,96%2,8a,b 220,54+8,41b | 237,68+2,49b,c
300 uM Cd?* | 162,14+6a 213,72+4,11c | 142,86+5,09a | 151,80+11,28a | 202,73£3,71a | 232,58+16,25b,c

10. tablazat. Arpa csiranovények levél fumarsav tartalma egy napos kadmium kezelés soran. A kezelést
kovetoen 3, 6, 9, 12 és 24 oraval vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a fumarsav tartalmat.

Kadmium levél fumarsav tartalom

0.6ra

3.60ra

6.0ra

9.0ra

12.0ra

24.6ra

kontroll

4,69%1,41a

4,96%1,5a

4,92+0,64a

5,76%0,39a

6,72+1,51a

5,74+0,58a

10 pM Cd*

4,26%1,15a

4,97+1,6a

497+0,61a

6,54+1,56a

6,78+0,78a

6,53+0,38a,b

50 uM Cd**

4,84+1,49a

4,52+1,16a

4,09+0,52a

5,08+0,29a

5,64%0,65a

7,18+0,51a,b

100 yM Cd**

4,33+1,29a

4,4+0,25a

4,340 34a

4,81+0,29a

7,44+0,91a

8,4+0,96b,c

300 pM Ca*

4,17%1,34a

5,39+1,21a

8,25+0,59b

8,34+1,31a

9,05%0,75a

10,39+0,81c¢

11. tablazat. Arpa csiranovények gyokér oxalecetsav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A kezelést

kovet6 1. 3., 5., 7. napon vettem mintakat, amelyekb6l meghataroztam az oxilecetsav tartalmat.

Kadmium gyokér oxalecetsav tartalom
(.nap 1.nap 3.nap 6.nap 7.nap
kontroll 0,61+0,11a|0,62+0,19a | 0,58+0,1b | 0,57+0,1b 0,58+0,09a
10 uM Cd** [0,620,11a [0,48+0,09a | 0,49+0,1a,b [ 0,360,062 | 0,43+0,08a
50 uM Cd** [0,52+0,1a [0,46+0,06a | 0,54+0,08b | 0,45+0,08a,b | 0,39+0,07a
100 uM Cd** | 0,57+0,1a |0,43+0,14a | 0,29+0,07a |0,33+0,06a |0,3620,10a
300 pM Cd** [0,5+0,09a |0,46+0,88a | 0,56+0,1b |0,51+0,09a,b | 0,38+0,07a

12. tablazat. Arpa csiranovények gyokér citromsav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A kezelést
kovetd 1. 3., 5., 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghatiroztam a citromsayv tartalmat.

Kadmium gyokér citromsav tartalom
0.nap 1.nap 3.nap S5.nap 7.nap
kontroll 10,17+1,9a |8,98%+1,3a,b | 6,67£0,83a |6,91+0,8a,b |6+1,43a
10 uM Cd** |[8,6+1,56a 11,6£1,2b | 6+0,33a 4,56x1,22a |6,01+0,91a
50 uM Cd** [102+2.14a |11,6£0,52b |8,92+047a |6,14+0,55a,b|6,4+0,82a
100 uM  Cd** | 10,34+2,07a | 10,35+0,32b | 6,55+1,74a |5,38+1,32a,b | 6,02+1,5a
300 pM Cd** [9,77+1,72a |6,66+1,08a |10,56+1,72a9,51£1,37b |9,07+0,75a

13. tablazat. Arpa csiranovények gyokér almasav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A kezelést dvetd
1, 3,5, 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghataroztam az almasav tartalmat.

Kadmium gyokér almasav tartalom
(.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 1,69+0,08a | 1,58+0,09b | 1,54+0,16a,b | 1,80+0,08b | 1,69+0,32a
10 pM Cd** |1,75+0,12a | 1,28+0,13b | 1,2240,07a,b | 1,98+0,32b | 1,931%0,2a
50 uM Cd** |[1,62+0,13a|1,6820,1b |2,16+0,24b |1,72+1,5a,b |2,3620,35a
100 pM Cd** | 1,64+0,11a|1,63+0,29b | 1,62+0,64a,b | 1,5+0,45a,b | 2,48+0,86a
300 pM Cd** [ 1,38+0,13a[0,79+0,1a |0,65+0,24a |0,83+0,01c |0,970,35a
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14. tablazat. Arpa csiranovények gyokér borostyankésav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A
kezelést koveto 1, 3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekb6l meghataroztam a borostyankdsav tartalmat.

Kadmium gyokér borostyankésav tartalom
0.nap 1.nap 3.nap 5.nap 7.nap
kontroll 60,29+1,9a |[61,2+5,14b 46%3,05a 54,67+17,18a | 48,56*15,75a
10 uM Cd** |64,26+1,88a|31,84+7,07b |34,29+1,47a |39,27+12,94a | 35,9+8,52a
50 uM Cd** |59,87+2,86a | 46,96+4,93a,b | 52,8+18,64a |45,54+19,56a |40,85+17,73a
100 uM Cd** [ 59,56+0,9a |40,07£6,52b |43,88+12,26a | 53,15+11,77a | 46,47+10,26a
300 uM Cd**|53,39+1,75b | 37,05+6,47b | 28,04+2,55a |[29,12+12,75a | 30,44+9,53a

15. tablazat. Arpa csiranovények gyokér fumarsav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A kezelést
koveto 1, 3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a fumarsav tartalmat.

Kadmium gyokér fumarsav tartalom
(.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 54,03+4,98a | 53,93+6,3b 58,95+5,75¢ | 55,43+4,26a,b |47,79+£6,39a,b
10 pM Cd** [58,99+7,13a | 44,06+4,19ab [39,9£2.9b | 35,74219,13ab | 33,43+12,34a
50 uM Cd** [49,4+542a [46,98+2,83b |[45,75+6,8b |50,62+13,62a,b |59,53£1,13b
100 pM Cd** | 52,44+4,69a | 43,95+2.81ab | 44,4+5,61b |61,75+4,69a,b |52,68+10,08a,b
300 pM Cd** [ 55,47+3,25a|31,43£6,68a |25,51+2,56a [ 25,04+11,64a |30,91+7,73a

16. tablazat. Arpa csiranovények levél oxalecetsav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A kezelést
koveté 1, 3, S, 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghatiroztam az oxalecetsav tartalmat.

Kadmium levél oxalecetsav tartalom
(.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 1,33+0,28a | 1,29+0,24a,b | 1,43+0,11a | 1,3+0,17a 1,42+0,11a,b
10 uM Cd** |1,3320,17a{0,7920,2a 1,1240,11a | 1,69+0,17a,b | 1,99+0,02¢,d
50 uM Cd** |1,47+0,26a|1,05+0,17a |[1,17+0,27a|1,26£0,34b |1,31£0,01a
100 uM Cd** | 1,3320,17a|1,7520,01b | 1,6+0,27a |1,98+0,002a | 1,73+0,01b,c
300 pM Cd** [ 1,33£0,29a [ 1,63+£0,25b | 1,64+0,4a [1,47+0,11a,b [2,28+0,24d

17. tablazat. Arpa csiranovények levél citromsav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A kezelést
kovet6 1, 3, 5, 7. napon vettem mintiakat, amelyekbdl meghataroztam a citromsav tartalmat.

Kadmium levél citromsav tartalom
(.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 136,62+8,22a 130,05+£8,67a | 104,64+13,56a | 85,44+2,58a 87,08+6,46a
10 pM Cd** | 144+8,05a 108,36*13,31a | 90,57+23,02a | 103,67%+19,85a,b | 101,83+6,63a
50 uM Cd** |130,29+5a 110,19£14,7a | 111,46+12,93a|110,18%+3,94ab [97,77%6,41a
100 puM Cd** | 133,95+5,7424a | 112,63+10,75a | 104,268 24a | 108,468, 13ab |86,84+2,67a
300 uM Cd** | 136,54+6,24a 120,70%4,7a 132,03+12,41a | 140,37+8,91b 158,43+4,12b

18. tablazat. Arpa csiranévények levél almasav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A kezelést kovetd
1, 3,5, 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghatiroztam az almasav tartalmat.

Kadmium levél almasav tartalom
(.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 119,4+11,28a |115,02+15,78a|81,14+13,29a,b |63,97+4,43a |67,32+3,67a
10 uM Cd** |[120,74+13,51a95,51+10,93a | 73,38+13,15a 71,31+6,87a | 76,63+8,23a
50 uM Cd* |[124,4497a 104,7+17,21a |94,5+13,24a,b 79,4+9,02a 73,92+4.41a
100 pM Cd** | 125,7+12,79a |100,16+17,48a | 106,35+15,25a,b | 111,06%6,15b | 90,62+12,46b
300 uM Cd* | 122,16+17,66a | 105,06+11,46a | 94,88+11,99b 94,51+2,6b 96,5+4,73b
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19. tablazat. Arpa csiranovények levél borostyankésav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A kezelést
koveto 1, 3, 5, 7. napon vettem mintakat, amelyekbol meghataroztam a borostyankésav tartalmat.

Kadmium levél borostyankdsav tartalom

0.nap 1.nap 3.nap 5.nap 7.nap
kontroll 136,35+40,95a | 140,1+41,5a 115,05+16,94a | 101,6£8,94a,b | 102,71+6,36a
10 pM Cd** |131,31+£35,33a|114,34+3.6a | 88,717, 7a 88,54+6,9a 100,78+2,97a
50 uM Cd** | 145,36+45,33a | 139,63+27,83a | 119,54+16,94a | 78,1£14,5a 103,55+2,98a
100 uM Cd** | 140,2+43.32a | 135,07+29,65a | 114,23+13,04a | 133,77+11,18b | 110,76£9,65a
300 pM Cd** | 134,21+38,35a | 152,1£34,55a [ 129,34+£14,9a |132,79+13,50b | 139,82+11,93b

20. tablazat. Arpa csiranovények levél fumarsav tartalma egy hetes kadmium kezelés soran. A kezelést kovet6
1, 3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a fumarsav tartalmat.

Kadmium levél fumarsav tartalom
(.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 5,81£1,120a | 6,26%1,36a |4,84+1,23a | 4,57+£0,63a,b | 4,24+0,77a
10 uM Cd** [547+0,89a |6,91+1,82a |3,2840,80a |5,68+0,25a |5,33+1,05a
50 uM Cd* |544+1,11a |7,75+1,6a |[4,87+0,69a |5,48+0,28a,b | 7,98+0,98a
100 pM Cd** | 5,84+1,13a |6,24+1,381a | 5,48+0,77a | 6,28+0,09a,b | 6,42+0,79a
300 uM Cd**|59+1,18a |7,5+1,43a [7,29+1,11a(9,01+2,68b |9,98+1,63a

21. tablazat. Arpa csiranovények gyokér oxalecetsav tartalma egy napos nikkel kezelés soran. A kezelést
kovetéen 3, 6, 9, 12 és 24 6raval vettem mintakat, amelyekbdl meghatiaroztam az oxalecetsav tartalmat.

Nikkel gyokér oxalecetsav tartalom
0.6ra 3.6ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 02+0,02a 0,18+0,01a | 0,14+0,02a |0,17+0,02b 0,16+0,13a,b | 0,15+0,01b
10 pM Ni** [0,18+0,02a |0,19£0,01a|0,19+0,004b | 0,1620,02a,b |0,18+0,01b [0,1620,01b,c
50 uM Ni** |0,18+0,004a | 0,1420,01a | 0,13+0,002a | 0,12+0,002a [0,13+0,01a |0,14+0,02a,b
100 uM Ni** [0,1620,21a [0,15+0,01a |0,15+0,01a [0,142£0,02a,b [0,14+0,001a |0,11+0,003a
300 pM Ni**[0,1720,01a [0,15+0,02a|0,1320,01a |0,13£0,002a,b | 0,13£0,004a | 0,20£0,01¢

22. tablazat. Arpa csiranovények gyokér citromsav tartalma egy napos nikkel kezelés soran. A kezelést
kovetoen 3, 6, 9, 12 és 24 oraval vettem mintakat, amelyekb6l meghataroztam az citromsav tartalmat.

Nikkel gyokér citromsav tartalom
0.6ra 3.6ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 9,5%£0,98a | 7,78+0,56a | 8,54+0,55a | 8,41+0,61a | 8,26+0,28a,b | 8,230,492
10 uM Ni** [10,4620,58a|9,11+0,82a | 7,99+0,66a | 8,86+0,53a |9,47+0,27a,b| 11,79£0,37b
50 pM Ni** [ 11,17+0,56a | 9,69+1,51a | 9,84+0,68a | 8,68+0,52a |7,77+0,62a |7,54+0,85a
100 pM Ni**[9,92+1,22a |7,79+0,5a |7,75+0,69a|9,03+0,61a |10,21£0,9a,b|10,11£0,6a,b
300 pM Ni** | 10,46£0,36a | 9,69+0,59a | 9,6320,69a | 10,46+0,65a | 10,99+1,26b | 11,98+1,67b

23. tablazat. Arpa csiranovények gyokér almasav tartalma egy napos nikkel kezelés sorin. A kezelést
kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 éraval vettem mintakat, amelyekbdl meghatiaroztam az almasav tartalmat.

Nikkel gyokér almasav tartalom
0.6ra 3.6ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 7,27+0,28a | 5,52+0,21b | 4,39+0,17a,b | 2,63+0,24a,b | 3,22+0,45a |2,66+0,13a
10 pM Ni** [6,9620,52a | 4,8420,04a,b | 3,3240,23a  [2,34+0,88a |[3,47+026a |3,48+0,13b
50 uM Ni** |6,36+0,22a |3,77+0,14a |4,29+0,15a,b|3,49+0,13b |4,64+0,37a,b |526+021c
100 pM Ni** | 6,63£0,25a | 5,0120,24a,b [ 4,9120,19b [4,81+0,48c |[5,68+0,48b,c | 5,3120,2¢
300 pM Ni** | 7,59+0,29a | 7,73+0,8¢c 7,02+0,81c  |6,71%£0,26d |6,96+0,43c | 6,69+2,6d
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24. tablazat. Arpa csiranovények gyokér borostyankésav tartalma egy napos nikkel kezelés soran. A kezelést
kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 oraval vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a borostyankésav tartalmat.

Nikkel gyokér borostyankdsav tartalom
0.6ra 3.6ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 60,57+2,66a | 53,69+2,35a,b 70,66+7,29a,b | 59,76£7,03a [52,57+7,12a | 44,26+1,94a
10 uM Ni** | 57,2242 51a{62,52+2,74b.c 73,21+3,21b | 81,33+£5,39b [63,51£3,56a | 57,99+2,55b
50 uM Ni** [64,09+2,81a50,51+221a 55,48+2,43a |51,001£2,24a | 61,54+3,13a | 64,34+2,82b
100 uM Ni** | 67,82+2,97a|66,71+2,92¢ 59,55+2,61a,b | 59,34+£3,37a |[62,63%7,11a | 58,58+2,57b
300 uM Ni’* [ 61,82+2,71a | 58,465+2,56a,b,c | 59,77+2,62a,b | 64,93+5,8a,b | 67,244.9a | 63,92+2,81b

25. tablazat. Arpa csiranovények gyokér fumarsav tartalma egy napos nikkel kezelés sordn. A kezelést
kovetoen 3, 6, 9, 12 és 24 oraval vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a fumarsav tartalmat.

Nikkel gyokér fumarsav tartalom
0.0ra 3.0ra 6.0ra 9.0ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 63,19+2,24a | 43,524+4,21a |46,5%1,71a 45,48+1,68a,b | 45,72+1,82a | 48,90+1,79a,b
10 uM NiZt [57,19+2,73a|60,73+3,06b | 48,98+4.88a |45,02+1,67a,b | 48,23+3,78a | 43,85+1,63a
50 uM NiZt | 55,37+5,04a | 45,79+1,69a,b | 55,59+2,001a | 37,94+1,44a |49,86+1,77a |53,67+1,6a,b
100 uM NiZ* | 64,24+3,49a [ 44,01+7,81a |[50,31+4,87a |54,83+6,25b |56,87+5,91a |46,26+3,36a,b
300 uM Ni?* [ 59,58+4,88a | 43,12+1,61a |51,59+1,87a |38,86+1,47a |57,53+3,26a |54,58+3,89b

26. tablazat. Arpa csiranovények levél oxalecetsav tartalma egy napos nikkel kezelés sordan. A kezelést
kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 oraval vettem mintikat, amelyekbdl meghatiroztam az oxalecetsav tartalmat.

Nikkel levél oxalecetsav tartalom
0.0ra 3.6ra 6.0ra 9.0ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 1,55+0,1a |1,40+0,1a,b |[1,64+0,12b [1,47+0,07a|1,63+0,1a,b,c|1,65+0,12a
10 uM Ni** | 1,37£0,08a | 1,27+0,1526a | 1,14£0,04a | 1,440,062 |1,38%0,1a 1,44+0,05a
50 uM Ni** [1,2720,08a | 1,4420,04a,b | 1,48+0,04a,b|1,2920,1a |1,56+0,04a,b | 1,63+0,04a
100 uM Ni** | 1,45+0,11a | 1,74£0,13b | 1,56%1,86a,b | 1,9+0,18b |1,940,14c |2,02+0,15b
300 pM Ni** | 1,2620,09a | 1,75+0,08b | 1,58+0,11a,b | 1,49+0,11a | 1,85+0,05b,c |2,17+0,10b

27. tablazat. Arpa csiranovények levél citromsav tartalma egy napos nikkel kezelés sorin. A kezelést
kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 6raval vettem mintikat, amelyekbdl meghataroztam a citromsav tartalmat.

Nikkel levél citromsav tartalom
0.6ra 3.0ra 6.0ra 9.0ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 110,99£1,25a | 112,79+1,46a | 118,87+2,15b | 116,65%1,89a | 118,51+£2,67a | 117,38+0,42a,b
10 uyM NiZt | 141,27%9,24b | 139,4+1,8b 116,31+9,73b | 147,91£12,34b | 135,14+14,47a | 89,74%10,86a
50 uM Ni*t | 148,16+1,67b | 140,27+11,4b | 92,84+1,68a | 146,95+2,39b | 121,99+10,27a | 98,75+7,88a
100 pM Ni2* | 115,43%1,3a | 155,15+2b 98,62+8,40a,b | 122,35+1,99a | 133,59+6,53a | 162,48+13,84b,c
300 uM Ni2* | 118,12+1,33a | 183,5+2,37c |83,21%1,5a 112,56+6,7a 140,7+18,81a | 192,52+26,89¢

28. tablazat. Arpa csiranovények levél almasav tartalma egy napos nikkel kezelés soran. A kezelést kovetden
3,6,9, 12 és 24 6raval vettem mintakat, amelyekbdl meghataroztam az almasav tartalmat.

Nikkel levél almasav tartalom
0.6ra 3.0ra 6.0ra 9.0ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 143,56*3,83a | 157,13%£5,02a | 171,63%+6,29b | 155,67+4,89a | 152,71+5,45a | 153,77+4,72a
10 uM Ni** | 141,64+3,78a |155,44+9,34a|128,11+4,7a | 158,66+16,72a | 156,94+1,37a | 144,93+4,45a
50 uM Nit [160,21+427b | 159,36+5,09a | 128,3+4,7a 168,28+13,8a | 145,89+6,15a | 141,004+4,34a
100 uM Ni** [ 160,21+4,25b | 159,36+5,86a | 128,3+4,64a | 168,28+13,64a | 145,89+5,73a | 141,004+4,34a
300 uM Ni?* [ 149,31+3,98a,b | 177,99+5,68a | 167,36+7,98b | 173,51+1,46a | 195,06+2,32b | 203,36+1,98b
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29. tablazat. Arpa csiranovények levél borostyankésav tartalma egy napos nikkel kezelés soran. A kezelést
kovetden 3, 6, 9, 12 és 24 oraval vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a borostyankésav tartalmat.

Nikkel levél borostyankésav tartalom
0.6ra 3.6ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 170,88+3,71a | 171,29+1,88a | 189,15+£6,59b | 193,33+7,23b [ 190,93+5,64a,b | 184,05+2,21a
10 uM Ni?t | 171,13+4,81a | 194,35+2,13b | 177,27+2,97a,b | 182,25%11,74b | 175,28+1,46a 192,31£2,30a
50 uM Ni?t | 175,42+5,92a | 175,16£1,92a | 175,61+4,93a,b | 245,84+5,7c 216,99£13,28b |[212,88+11,08a
100 pM Ni?* | 175,42£593a | 175,16£1,92a | 175,61+4,93a,b | 245,84+5,7¢c 216,99£13,28b |[212,88+11,08a
300 uM Ni* | 167,57£2,66a | 217,71£2,39c | 154,23+15,58a | 143,75+3,33a | 181,47+57,72a,b | 205,16+8,12a

30. tablazat. Arpa csiranovények levél fumarsav tartalma egy napos nikkel kezelés soran. A kezelést kovetéen
3,6,9,12 és 24 éraval vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a fumarsav tartalmat.

Nikkel levél fumarsav tartalom
0.0ra 3.0ra 6.0ra 9.0ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 3,74+0,14a | 3,39+0,13a | 5,05+0,2a,b |5,9+0,83a |6,78+0,95a |7,77%1,62a
10 uM NiZt [4,0740,17a |6,89+1,59b |6,85+0,56b |8,03+1,21a(8,07+0,91a,b | 7,88+0,5a
50 uM NiZt |[3,7540,26a | 3,76+0,15a |6,68+1,04b |5,96+0,53a |7,92+0,76a,b | 7,38+0,29a
100 uM Ni?* [ 3,85+0,06a | 5,73+0,22a,b | 5,73+0,22a,b | 6,45+0,3a | 10,87+1,3b | 12,78+1,92b
300 uM Ni?* [ 4,02+0,06a | 4,83+0,19a,b [ 4,24+0,16a | 6,54+0,65a | 9,7+0,52a,b | 12,95+0,9b

31. tablazat. Arpa csiranovények gyokér oxilecetsav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést
kovetd 1, 3, S, 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghatiroztam az oxalecetsav tartalmat.

Nikkel gyokér oxalecetsav tartalom

(.nap 1.nap 3.nap 6.nap 7.nap
kontroll 0,32+0,02a | 0,37+0,004a | 0,44%0,02a | 0,432£0,05a | 0,30£0,03a
10 uM Ni**  [0,3720,01a|0,4+0,01a [0,3720,05a | 0,340,062 |0,49%0,03a,b
50 uM Ni** [ 0,35+0,06a | 0,33+£0,02a |0,40+0,04a | 0,45£0,04a |0,52+0,06a,b
100 uM Ni** |0,4120,04a | 0,4120,07a [0,4320,04a | 0,5420,09a,b | 0,4320,06a,b
500 uM Ni** 0,350,032 |0,41+0,03a |0,5+0,03a |0,78+0,09b |0,67+0,04b
1000 pM Ni** [ 0,3+0,04a |0,3620,06a |0,45+0,03a | 0,6420,14a,b | 0,71£0,2b

32. tablazat. Arpa csirandvények gyokeér citromsav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést koveté
1, 3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghataroztam a citromsav tartalmat.

Nikkel gyokér citromsav tartalom
0.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 21,52+5¢ 26,87£7,07b |21,55+7,11a,b,c |27,62+10,86b,c,d | 21,21£10,92a
10 uM Ni** 16,78+0,67a 18,08+1,27a |16,2004+3,1361a | 13,48+5,15a 17,63+5,92a
50 pM Ni**  |20,38+1,52a,b,c [ 26,36+10,61b | 17,5459+4,14a,b | 21,02+11,21a,b,c | 19,46£7,91a
100 pM Ni** | 16,4943 44ab |159+793a 16,45+5,32a,b 18,46+7,34a,b 18,02+8,38a
500 pM Ni** |19,48+4.42b,c |16,34+4,62a |26,7£10,65¢ 32,67+11,42c,d |35,05%15,33b
1000 pM Ni** | 16,63£1,84a 2629,32b 24,12+7,33b,c 36,25+14,58d 33,75%12,73b
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33. tablazat. Arpa csiranovények gyokér almasav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést koveté 1,
3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekbél meghatiroztam az almasav tartalmat.

Nikkel gyokér almasav tartalom
(.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 9,97+1,19a [11,72%1,54a,b |11,23+3,51a|12,21+3,49a,b | 14,08+2,97a
10 uM Ni** [ 10,74£0,99a | 10,25+1,07a 11,46x1,55a | 12,03%£2,56a,b | 12,35+3,41a
50 uM Ni** [ 10,89+1,66a|17,71£1,73¢c 17,56+3,81a | 14,62+1,03a,b | 11,77+1,07a
100 pM Ni** [9,73%1a 12,65+2,99a,b,c | 13,1£0,83a |16,31£1,53a,b | 15,01+2,64a
500 uM Ni** [ 11,12+2,13a | 15,78+0,35a,b,c | 12,04£0,22a | 11,20,03b 13,98+1,31a
1000 pM Ni** [ 8,69+1,09a [16,67+3,16b,c | 15,01+2,38a [ 9,94+1,05¢ 15,05+0,15a

34. tablazat. Arpa csirandvények gyokér borostyankésav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést
koveto 1, 3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekb6l meghatiroztam a borostyankésav tartalmat.

Nikkel gyokér borostyankésav tartalom

0.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 55,83+4.95a | 60,33+5,76a | 55,43+9,72a | 72,58+4,52b | 64,35+4,61a
10 pM Ni** | 61,47£7,31a|61,98+4.85a | 67,3£0,3a,b | 74,88+9,9b |73,524961a
50 uM Ni** | 60,33+3,68a| 67,540,492 |64,84+4,9a,b |62,92+23b |71,5+5,88a
100 pM Ni** | 57,54%6,16a | 58,95+7,24a | 74,31,11b 73,88+2,71b | 76,65%1,75a
500 pM Ni** |53,95+4.9a |63,78+8,52a | 63,65+3,41ab | 67,05+2,28b | 72,51+4,02a
1000 pM Ni** | 50,45+5,14a | 48,07+8,27a | 63,77+59ab | 47+3,76a 67,42*14,31a

35. tablazat. Arpa csiranovények gyokér fumarsav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést kiveté

1,3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghatiroztam a fumirsav tartalmat.

Nikkel gyokér fumarsav tartalom

0.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 63,26+9,81a | 58,54%13,96a | 45,96+15,72a | 45,55+14,14a | 34,04*=15,68a
10 uM Ni** | 65,57£7,24a | 62,19+6,6a | 49,78+8,91a |48,72+6,24a |34,96£13,38a
50 uM Ni**  [6595+6,8a |68,81+123a |38,26+10,58a|44,26+4,1a | 38,18+8,09a
100 pM Ni** | 60,6+7,52a |47,03£1,99a |61,04+17,89a | 47,35+4,74a | 27,66+16,68a
500 pM Ni** | 60,75+5,05a | 53,27+10,66a | 60,3£11,6a | 42,94+11,98a | 36,94+12,61a
1000 pM Ni’** | 65,96+5a 44,86x10,27a | 51,6£14,48a |45,57£8,78a |41,62*12,09a

36. tablazat. Arpa csiranévények levél oxalecetsav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést kiveté

1,3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghatiroztam az oxilecetsav tartalmat.

Nikkel levél oxalecetsav tartalom

0.nap 1.nap 3.nap 5.nap 7.nap
kontroll 1,34+0,28a | 1,25+0,23a | 1,64%0,03a,b,c | 1,61+0,06a,b | 1,3+0,2a
10 uM Ni** 1,32+0,26a | 1,23+0,29a | 1,33+0,29a,b | 1,7%0,1a,b 1,89+0,04a,b
50 uM Ni** 1,35+0,28a | 1,54+0,15a | 1,36+0,08a,b | 1,44+0,21a |1,74+0,14a,b
100 uM Ni®* | 1,3420,28a | 1,28+0,18a | 1,7530,23b,c | 1,56%0,27a,b | 2,12+0,11b,c
500 pM Ni** [1,37+03a |1,55+02a |1,28+0,08a 2,06+0,3b 1,95+0,01b
1000 uM Ni** | 1,2£0,24a | 1,58+0,24a | 1,8+0,14c 2,87+0,03¢c |2,6+0,48¢
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37. tablazat. Arpa csiranévények levél citromsav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést koveté 1,
3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekb6l meghataroztam a citromsav tartalmat.

Nikkel levél citromsav tartalom

0.nap 1.nap 3.nap 5.nap 7.nap
kontroll 134,14+5,83a | 134,79+6,96a | 114,27+15,49a 90,99+3,86a | 91,55+3,25a
10 pM Ni®* 134,58+7,64a | 125,83+9,4a | 118,003+11,82a,b | 100,18+5,81a |88,6+5,5a
50 pM Ni** 142,9549.9a |101,4+10,06a | 101,76+5,51a 106,09+4,98a |94,37£3,5a
100 pM Ni?* | 124,08+14,8a | 129,09+6,17a | 94,017,1a 114,12+13,47a | 91,62%13,32a
300 pM Ni** | 130,26+5,78a | 115,7£7,19a | 128,72+13,58b 138,47+1,34b | 111,01+£14,92b
1000 pM Ni** | 131,5£6,25a | 110,346,43a | 112£1,38a,b 129,4622,25b | 123,64+5,15b

38. tablazat. Arpa csiranovények levél almasav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést kivetd 1, 3,
5, 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghataroztam az almasav tartalmat.

Nikkel levél almasav tartalom
0.nap 1.nap 3.nap 5.nap 7.nap
kontroll 136,83+19,3a | 140,47+20,28a | 99,27+30,77a |73,17+7,25a |76,12*11,14a
10 pM Ni** 135,72423,57a | 120,4+24,03a | 104,51+£18,34a|70,18+22,97a |75,86x14,14a
50 pM Ni** 141,68+22,98a | 118,35+28,49a | 96,53+31,68a |91,1+21,15a 100,61+22,28a
100 uM Ni®* | 136,46+18,63a | 148,86+5,24a | 114,74+32,56a | 104,27+36,32a | 116,64+36,66a
300 pM Ni** | 140,44220,27a | 108,84=15,64a | 132,79+25,16a | 139,26+25 57a | 130,11+38,82a
1000 pM Ni** | 136,19+19,22a | 113,57+18,54a | 141,64+25,93a | 126,11£13,59a | 141,01+44,58a

39. tablazat. Arpa csirandvények levél borostyankésav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést
kovet6 1, 3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekbol meghataroztam a borostyankésav tartalmat.

Nikkel levél borostyankdsav tartalom
(.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 177,68+28,02a | 171,36+21,18a,b | 117,49£16,49a,b | 114,2949,94a | 101,11+6,71a
10 uM Ni** 175,83+21,8a |204,87+20,18b | 180,31%5,64c 159,59+1,93b | 109,81£3,84a
50 pM Ni** 169,62+28,87a | 189,74%17,74a,b | 176,03+5,73¢ 181,38+4,57b,c | 142,74+4,36a,b
100 pM Ni** | 163,93+34,51a | 138,99+23.93a,b | 107,95+12.88a | 156,86+4,19b | 147,67+2531a,b
300 pM Ni** | 176,15+26,83a | 131,41£17,02a | 162,86+19,88b,c | 173,92+3,31b,c | 157,35+28,68a,b
1000 uM Ni* | 177,68+28,02a | 134,45+17,44a | 171,71£16,51c | 189,87+11,22¢ | 198,87+26,23b

40. tablazat. Arpa csiranévények levél fumarsav tartalma egy hetes nikkel kezelés soran. A kezelést koveté 1,
3, 5, 7. napon vettem mintikat, amelyekbdl meghataroztam a fumdirsav tartalmat.

Nikkel levél fumarsav tartalom
0.nap 1.nap 3.nap S.nap 7.nap
kontroll 5,3%0,99a |5,5+0,95a 5,04+0,87a |6,24%+1,55a 5,38+1,22a
10 uM Ni** | 6,1620,25a | 6,44+1,12a |6,28+1,26a |10,11+0,4a 8,45+1,01a
50 uM Ni** | 5,49+0,74a | 6,82+0,77a |9,552+1,64a | 1422+0,91a,b | 12,17+2.94a,b
100 uM Ni®* |5,860,74a | 10,28+2,25a | 6,6622,83a | 10,62+2,26a,b,c | 11,04+1,88a,b
300 pM Ni** |5,65+0,63a | 6,87+1,92a | 10,77+3,73a | 20,02+3,05b,c | 20,74%2.5b.c
1000 uM Ni** | 6,12+0,42a | 10,24+3,14a | 19,46+2,52b | 21,75+4,59¢ 24,4245 92¢
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MS. Enzimaktivitasok eredményei tablazatosan, a statisztikai eredmények feltiintetésével

1. tablazat. Egy napos kadmium kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér és levél gvajakol peroxidaz
aktivitasara.

Kadmium gyokér GPX aktivitas
0.6ra 3.0ra 6.0ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 2,97+0,54a | 2,9+0,43a 3,57+0,31a | 3,41+0,2a |3,19+0,19a |3,7240,27a
10 pM Cd** |2,97+0,54a | 2,8+0,29a 3,24+0,27a | 3,18+0,06a | 3,64+0,37a,b | 3,84+0,29a
50 uM Cd** [2,97+0,54a | 3,03+0,34a |3,35+02a |3,13+0,45a |4,29+1,01a,b | 4,12+0,38a
100 uM Cd** | 2,970,54a | 2,88+027a |3,51204a |4,53£0,92b |4,32+0,96a,b | 5,1620,53b
300 pM Cd?*|2,97+0,54a | 2,93+0,3a 3,26+0,45a | 4,36+0,21b | 4,81+£0,35b | 5,51+0,31b
Kadmium levél GPX aktivitas
0.6ra 3.6ra 6.0ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 0,04+0,01a | 0,38+0,08a,b | 0,4+0,03a |0,41£0,08a | 0,4+0,07a 0,360,052
10 uM Cd** |0,0420,01a|0,3+0,13a 0,4+0,07a |0,42+0,56a | 0,39+0,08a |0,42+0,1a
50 uM Cd** | 0,04+0,01a | 0,4£0,04a,b |0,39+0,1a |0,46+0,18a | 0,49+0,06a,b | 0,56+0,03ab
100 uM Cd** | 0,0420,01a|0,59+0,18b |0,6+0,28a | 0,6£0,17a |0,5420,18a,b | 0,8420,22b.c
300 pM Cd** | 0,04+0,01a | 0,44+0,07a,b | 0,47£0,15a | 0,5320,12a | 0,71£0,19b | 0,95+0,28¢

2. tablazat. Egy napos kadmium kezelés hatisa arpa csiranovények gyokér és levél aszkorbat peroxidaz
aktivitasara.

Kadmium gyokér APX aktivitas

0.6ra 3.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 0,14+0,02a 0,16+0,02a 0,2+0,03a,b 0,21+0,01a 0,23+0,02a
10 uM Cd* 0,14+0,02a 0,49+0,5634a 0,2+0,03a 0,22+0,03a 0,23+0,01a
50 uM Cd** 0,14+0,02a 0,49+0,57a 0,19+0,02a 0,22+0,06a 0,25+0,02a
100 pM Cd** 0,14+0,02a 0,16+0,01a 0,26+0,04b 0,26+0,03a 0,29+0,01b
300 pM Cd* 0,14+0,02a 0,19+0,002a 0,23+0,02a,b 0,24+0,04a 0,32+0,01b
Kadmium levél APX aktivitas
0.6ra 3.0ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 0,14+0,1a 0,15+0,01a 0,16+0,01a 0,14+0,01a 0,13+0,01a
10 uM Ca* 0,14+0,1a 0,15+0,03a 0,17+0,03a 0,15+0,02a 0,16+0,01b
50 uM Cd** 0,14+0,1a 0,15+0,01a 0,15+0,02a 0,13+0,01a 0,16+0,02b
100 uM  Cd** 0,14+0,1a 0,14+0,03a 0,15+0,02a 0,15+0,02a 0,16+0,01b
300 pM Cd* 0,14+0,1a 0,15+0,01a 0,14+0,01a 0,15+0,01a 0,18+0,01b




3. tablazat. Egy hetes kadmium kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér és levél gvajakol peroxidaz

aktivitasara.
Kadmium gyokér GPX aktivitas
0. nap 1. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap
kontroll 1,86+0,11a | 1,74+0,18a 2,58+0,34a | 2,88+0,14a 3,01+0,13a | 3,12+0,27a
10 uM ca* 1,86%0,11a | 2,79+0,6b 3,97+0,16a,b | 4,50+0,22b 5,46+0,19b | 5,43+0,21b
50 uM ca* 1,8620,11a | 2,92+0,4b 3,64%0,68a,b | 6,1+0,26¢ 6,24+0,21c | 6,41+0,22¢
100 uM ca* 1,8620,11a | 3,33287+0,25b | 4,33+0,85b | 5,693+0,46¢c | 6,37+0,23c,d | 6,62+0,19c,d
300 uM ca* 1,8620,11a | 3,07+0,38b 4,33+1,21b | 5,6+0,3c 6,6+0,31d 6,95+0,31d
Kadmium levél GPX aktivitas
0. nap 1. nap 4. nap 7. nap 10. nap 12. nap
kontroll 0,68+0,05a | 0,79£0,86a 0,64+0,12a | 0,53+0,0437a | 0,68+0,05a | 0,740,062
10 uM Cd* 0,68+0,05a | 1,21+0,03b 0,9+0,32a 1,25+0,12b 1,79£0,14b | 2,26%0,2b
50 pM cd* 0,68+0,05a | 0,87+0,01a 1,5+0,209b | 2,42+0,22¢ 2,240,08c 2,35+0,18b
100 pM Cd** ]0,68+0,05a | 0,88+0,16a 1,93+0,18c |2,23+0,13c 2,8+0,2d 3,45%0,17c
300 uM Cd?** | 0,68+0,05a | 0,81£0,06a 2,7+0,5d 3,25+0,15d 3,37+0,21e | 3,77+0,2d

4. tablazat. Egy hetes kadmium kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér és levél aszkorbat peroxidaz
aktivitasara.

Kadmium gyokér APX aktivitas

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 0,23+0,02a 0,3+0,03a 0,32+0,08a 0,26+0,08a,b
10 uM  Cd* 0,23+0,02a 0,3+0,06a 0,28+0,07a,b 0,2940,09a,b
50 uM  Cd** 0,23+0,02a 0,3£0,04a 0,42+0,06b 0,4+0,03c
100 pM Cd** 0,23+0,02a 0,29+0,04a 0,32+0,02a,b 0,21+0,03b,c
300 pM Cd* 0,23+0,02a 0,25+0,049a 0,25+0,03a 0,31£0,09a

Kadmium levél APX aktivitas

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 0,16+0,01a 0,16+0,01a 0,14+0,02a 0,14+0,02a
10 yM Ca* 0,16£0,01a 0,15+0,02a 0,18+0,01b 0,21+0,03b
50 pM Cd** 0,16+0,01a 0,16+0,01a 0,2+0,02b,c 0,24+0,03b
100 uyM Cd** 0,16£0,01a 0,754+0,03a 0,22+0,01c¢ 0,26+0,02b
300 uM Cd* 0,16£0,01a 0,22+0,02b 0,26+0,03d 0,33+0,02¢
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5. tablazat. Egy napos nikkel kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér és levél gvajakol peroxidaz

aktivitasara.
Nikkel gyokér GPX aktivitas

0.6ra 3.0ra 6.0ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 2,81+0,65a | 2,9+0,6a 2,77+£0,57a [2,57+0,53 a |2,62+0,54a |2,68+0,55a
10 pM Ni?* | 2,8120,65a | 3,75+0,77a | 2,99+0,62a | 3,11+0,64a,b | 3,27+0,67a |3,23+0,67ab
50 pM Ni** | 2,8120,65a | 2,6320,54a | 0,25+0,46a |2,73+0,56a,b | 3,1620,65a |3,470,7a,b
100 pM Ni** | 2,8120,65a | 2,62+0,54a | 3,15+0,65a | 3,19£0,65a,b [ 3,9120,81a |4,07+0,84a,b
500 pM Ni?* | 2,81+0,65a | 0,37+0,07b | 2,8420,58a |3,16+0,65a,b|3,53+0,79a |4,18+0,86b
1000 pM Ni** | 2,8120,65a | 3,7520,77a | 0,46£0,09b |3,91+0,81b |3,96+0,82a |4,21+0,87b

Nikkel levél GPX aktivitas

0.6ra 3.6ra 6.0ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 0,32+0,06a | 0,34+0,06a | 0,32+0,06a | 0,54+0,1a 0,51+0,1a,b |0,55%0,1a
10 pM Ni**  ]0,32+0,06a | 0,3820,07a | 0,48+0,09b |0,45+0,08a |0,43+0,08a |0,57+0,11a
50 pM Ni** | 0,32+0,06a | 0,35+0,07a | 0,4320,08a,b | 0,5320,1a 0,89+0,16¢c | 063+0,12a
100 uM Ni** | 0,32+0,06a | 0,370,07a | 0,4£0,07a,b |0,46£0,08a |0,57+0,1a,b |0,53£0,1a
500 pM Ni** | 0,32+0,06a | 0,34+0,07a | 0,4620,09a,b | 0,40£0,07a | 0,7320,14b,c | 0,5620,1a
1000 pM Ni** | 0,32+0,06a | 0,4+0,07a | 0,41+0,08a,b | 0,57+0,11a |0,57+0,11a,b | 0,48+0,88a

6. tablazat. Egy napos nikkel kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér és levél aszkorbat peroxidaz

aktivitasara.
Nikkel gyokér APX aktivitas

0.6ra 3.6ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 0,263%0,05a | 0,27+0,05a | 0,29+0,06a | 0,31+0,06a | 0,29+0,06a | 0,27+0,05a
10 uM Ni** | 0,263+0,05a | 0,3120,06a | 0,4120,08a | 0,4+0,07a | 0,4+0,08a | 0,29+0,06a,b
50 uM Ni?* 0,263+0,05a | 0,6£0,11b | 0,43+£0,08a | 0,41+0,089a | 0,32+0,06a | 0,38+0,07a,b
100 pM Ni** 0,263+0,05a | 0,27+0,05a | 0,3+0,06a 0,37£0,07a | 0,34+0,06a | 0,29+0,06a,b
500 upM Ni** 0,263+0,05a | 0,37+0,07a | 0,35+0,07a | 0,46+0,09a | 0,4+0,08a 0,41+0,08b,c
1000 pM Ni?* 0,263+0,05a | 0,33+0,06a | 0,35+£0,07a | 0,460,092 |0,410,0778a | 0,51+0,1c

Nikkel levél APX aktivitas

0.6ra 3.6ra 6.6ra 9.6ra 12.6ra 24.6ra
kontroll 0,18+0,02a |0,18+0,01a|0,17+0,01a |0,19+0,01a |0,16+0,02a |0,19+0,01a
10 uyM Ni** 0,19+0,22a |0,240,04a | 0,22+0,04a,b | 0,22+0,02a,b | 0,23+0,02b,c | 0,25+0,03b
50 uM Ni?* 0,18+0,01a | 0,2%0,2a 0,22+0,23a,b | 0,22+0,02a,b | 0,21£0,02b | 0,24+0,001b
100 pM Ni** 0,19£0,03a | 0,24+0,39a | 0,2720,04b,c | 0,29+0,04b,c | 0,29+0,03d | 0,27+0,02b,c
500 upM Ni** 0,18+0,019a | 0,2£0,05a | 0,25+0,04b,c | 0,28+0,02¢c | 0,26x0,02¢,d | 0,3£0,02¢
1000 pM Ni?* 0,18+0,019a | 0,24+0,05a | 0,28+0,02¢ | 0,26+0,01c | 0,28+0,02d | 0,26+0,02b,c
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7. tablazat. Egy hetes nikkel kezelés hatasa arpa csiranovények gyokér és levél gvajakol peroxidaz

aktivitasara.
Nikkel gyokér GPX aktivitas

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 3,54+0,71a 3,46+0,72a 3,41+£0,71a 3,3+0,66a
100 uM Ni** 3,43+0,66a 3,63+0,73a 3,8+0,66a 4,12+1,03a
500 uM Ni** 3,38+0,65a 3,91+0,89a 3,23+0,39a 3,73%1,26a
1000 uM Ni** 3,3+0,66a 3,91+0,6a 3,23+0,39a 3,25+0,65a

Nikkel levél GPX aktivitas

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 0,71+0,13a 0,73+0,14a 0,55+0,10a 1,07+0,2a
100 pM Ni** 0,76+0,14a 1,11+0,21b 2,2+0,41b 2,15+0,4b
500 pM Ni** 0,7£0,13a 0,73%0,14a 2,05+0,39b 2,22+0,42b
1000 uM Ni** 0,68+0,13a 0,77+0,15a 2,05+0,39b 2,45+0,46b

8. tablazat. Egy hetes nikkel kezelés hatasa arpa csiranévények gyokér és

levél aszkorbat peroxidaz

aktivitasara.
Nikkel gyokér APX aktivitas

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 0,47+0,04a 0,44+0,09a 0,32+0,66a 0,47+0,09¢
100 pM Ni** 0,46+0,08a 0,45+0,09a 0,4+0,08a 0,4+0,08b,c
500 uM Ni** 0,44+0,1a 0,430,092 0,32+0,07a 0,3%£0,06a,b
1000 uM Ni** 0,47+0,06a 0,45+0,09a 0,26+0,06a 0,25+0,05a

Nikkel levél APX aktivitas

0. nap 1. nap 4. nap 7. nap
kontroll 0,21+0,05a 0,23%0,07a 0,22+0,09a 0,22+0,1a
100 uM Ni** 0,23£0,05a 0,15+0,04a 0,3+0,06a,b 0,24+0,1a
500 pM Ni** 0,23+0,04a 0,27+0,16a 0,19£0,05a 0,38+0,1a,b
1000 uM Ni** 0,23+0,036a 0,24+0,05a 0,38+0,1b 0,47+0,12b
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M6. Az impedancia mérés és a hozza kapcsol6do kiegészito vizsgalatok eredményei

tabazatosan, a statisztikai eredmények feltiintetésével

1. tablazat. Elarasztott és levegézetett zoldborso csiranovények gyokér és hajtashossziisag adatai (cm) 100 pM
és 200 M kadmiumos kezelés hatasara, a kezelést koveto 0., 4., 7. és 11. napon.

Gyokérhossziisag

0. nap 4. nap 7.nap 11. nap
Anoxias kontroll 5,6+0,5a 11,8%0,5¢ 12,5+0,9¢ | 16,9+0,9¢
Levegoztetett kontroll 5,6£0,5a 15,6+0,3d 22,1+0,4d | 30,8+0,8d
Anoxias 100 pM kadmium 5,6£0,5a 6,9+0,1b 6,6+0,3b |[6,4+0,1b
Levegoztetett 100 pM kadmium | 5,6+0,5a 5,6+0,1a 5,1£0,2a | 5,6%0,1a
Anoxias 200 pM kadmium 5,6£0,5a 6,4+0,1b 5,6£0,1a,b | 5,3%0,1a,b
Levegoztetett 200 pM kadmium | 5,6+0,5a 5,3%0,1a 4,8+0,1a |4,1+0,1a

Hajtashosszisag

0. nap 4. nap 7. nap 11. nap
Anoxias kontroll 2,620,04a 3,4+0,1b 5,5+0,1d 8,3+0,3d
Levegoztetett kontroll 2,6+0,04a 3,5%0,1b 5,6+0,1d 9,2+0,1e
Anoxias 100 pM kadmium 2,6+0,04a 3,4+0,1b 3,7£0,1c 4,1+0,05b
Levegoztetett 100 pM kadmium | 2,6+0,04a 3,7%0,1b 4,02+0,2c | 4,9%0,3c
Anoxias 200 uM kadmium 2,6+0,04a 2,5+0,03a 1,8+0,05a 2,7+0,1a
Levegoztetett 200 pM kadmium | 2,6+0,04a 2,6+0,02a 2,4+0,1b 3,6+0,1b

2. tablazat. Elarasztott és levegézetett zoldborsé csiranovények gyokér és hajtas trachea szam x kozponti
henger atméré adatai 100 pM és 200 pM kadmiumos kezelés hatasara, a kezelést koveto 0., 1., 4., 7. és 11.
napon.

Gyokér trachea szam x kozponti henger atméré

0. nap 1. nap 4. nap 7.nap 11. nap
Anoxias kontroll 210,62+29,35a | 433,76+38,8b | 751,13+53,44b 1120,94£165,41b | 1056,44+96,56b
Levegoztetett kontroll 210,62+29,35a | 893,94+47,77c | 1121,37+134,62c | 1339,87+78,23b | 1266,3+120,8b

Levegoztetett 100 pM kadmium

210,62+29,35a

251,25%60,51a

252,02+86a

356,17x150,52a

531,63+164,02a

Levegoztetett 200 nM kadmium

210,62+29,35a

196,72+35,66a

233,2431,59a

372,53+40,07a

469,24+74,12a

Hajtas trachea szam x kézponti henger atméro

0. nap 1. nap 4. nap 7.nap 11. nap
Anoxias kontroll 336,72+32,6a | 467,75+23,94a,b | 842,07+£51,85¢ 1337,83+138,75¢ | 1651,8+108,08¢
Levegoztetett kontroll 336,72+32,6a | 613,32+62,37c 1178,37£130,28d | 1425,04+144,17d | 1875,97+106,42¢
Levegoztetett 100 pM kadmium | 336,72+32,6a | 447,21£53,75a | 594,9+96,03b 940,81+98,75b 1225,83+166,04b
Levegoztetett 200 nM kadmium | 336,72+32,6a | 542,54+45,01b,c | 398,1+20,84a 576,31+37,81a | 922,7+93,27a
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3. tablazat. Elarasztott és levegozetett zoldborsé csiranévények gyokér és hajtas kadmium tartalom adatai
100 uM és 200 uM kadmiumos kezelés hatasara, a kezelést koveto6 0., 2., 4., 7. és 11. napon.

Gyokér kadmium tartalom

0. nap 2. nap 4. nap 7.nap 11. nap
Anoxias kontroll 0,51+ ,0,74a | 0,56+0,27a 0,48+0,26a 0,71%0,53a 0,503+0,41a
Levegoztetett kontroll 0,51+ ,0,74a | 0,39+0,05a 0,31+0,07a 0,74+0,25a 0,32+0,06a
Anoxias 100 uM kadmium 0,51+ ,0,74a | 105,44+29,31a 334,49+50,94a 1648,19+£375,51b | 2542,42+494,6b
Levegoztetett 100 uM kadmium | 0,51+ ,0,74a | 3452,27+441,14b | 4243,85+522,2b | 5278,17+463,52c | 6091,01+582,91c
Anoxias t 200 uM kadmium 0,51%,0,74a | 3463,61£606,24b | 5357,58+867,91c | 8148,28+1227,91d | 8252,43+958,1d
Levegoztetett 200 uM kadmium | 0,51+ ,0,74a | 2840,13£627,03b | 5334,78+669,92¢ | 8128,4£1054,18d | 9432,43+905,35¢

Hajtas kadmium tartalom
0. nap 2. nap 4. nap 7.nap 11. nap

Anoxias kontroll 1,2740,02a | 5,17+6,01a 3,77+1,98a 3,88+1,31a 4,97+2 48a
Levegdztetett kontroll 1,2740,02a 1,82+0,84a 3,08+2,55a 3,49+3,03a 3,15%1,12a
Anoxias 100 pM kadmium 1,27+0,02a 11,48+4,75a 30,31+4,45b 124,18+25,58b 171,68+42,18¢
Levegoztetett 100 pM kadmium | 1,27+0,02a | 27,30£7,2b 45,19+5,13b,c 100,6+11,52b 144,17+32,08b,c
Anoxias 200 uM kadmium 1,2740,02a | 37,13+£8,41b,c | 84,84+16,27d 129,61+30,04b 110,18+29,48b
Levegoztetett 200 pM kadmium | 1,27+0,02a | 46,38+11,4¢c 54,96+11,33¢ 115,45+27,62b 156,08+29,14b,c
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4. tablazat. Elarasztott, levegozetett és perliten nevelt z6ldborsé csiranovények sejtkozotti ellenallas (Ra),
sejten beliili ellenallas (Rs) és membran kapacitas (Cm) értékeinek valtozasa a Kisérlet beallitasat koveto 0.,

2.,4.,7. és 11. napon a gyokérben és a hajtasban.

Gyokér Ra
Anoxias kontroll Levegoéztetett kontroll Perlites kontroll
0.nap [22837,67+2077,69a 22717,67+1173,45a 23088,67+1391,2a
2.nap |17072+2011,55a 15857,33+2610,5a 18062,67+1423,69a
4.nap |11666,33£1025,02a 14737,67£1790,7a 19636,67+3636,4b
7.nap |9941£1227,86a 12914£2408,69a 18407,67+1540,33b
11. nap |6789,67+1555,86a 6906+727a 15385+1348,53b
Gyokér Rs
Anoxias kontroll Levegéztetett kontroll Perlites kontroll
0.nap |2619,74+145,59a 2671,7+£206,06a 2452,71+194a
2.nap | 1675,89+272,59a 1563,03+£201,33a 2190,76x201,56b
4.nap |1258,95+179,18a 1208,43+202,57a 1991,12+201,14b
7.nap |704,19£190,02a 1065,5+65,7b 1665,55+88,6¢
11. nap |443,81+30,7a 828,98+152,89b 1351,32+103,03¢
Gyokér Cm
Anoxias kontroll Levegoztetett kontroll Perlites kontroll
0.nap |1,02E-06+1,052E-07a 1,163E-06x1,817E-07a 1,028E-06£6,7188E-08a
2.nap |4,94E-07+7,416E-08b 3,637E-07£7,829E-08a 9,921E-07£1,954E-08¢c
4.nap |3,481E-07+6,486E-08a 3,117E-07+7,520E-08a 8,748E-07+7,369E-08b
7.nap | 1,22E-07+4,069E-08a 1,77E-07+9,982E-08a 3,497E-07+6,448E-08b
11. nap | 1,618E-07£2,811E-08a 1,742E-07£2,465E-08a 1,904E-07£2,939E-08
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5. tablazat. Elarasztott, levegozetett és perliten nevelt z6ldborsé csirandvények sejtkozotti ellenallas (Ra)

értékeinek valtozasa a kisérlet beallitasat koveto 1., 3., 5., 8. és 12. napon a hajtasban.

Hajtas Ra
Anoxias kontroll Levegoéztetett kontroll Perlites kontroll
0.nap |16795%£3341,48a 14692+637,31a 15238+999,82a
2.nap |17754%£700,6b 15587+£348,62a,b 14115+2550,16a
4.nap |16698+2466,25a 16144+1226,8a 16532+3383,19a
7.nap |12808%1142.43a 7923+599b 14752,33+2034,14a
11. nap |8927+2370,1a 5451+1228,84b 11718+1109,6a
Hajtas Rs
Anoxias kontroll Levegoéztetett kontroll Perlites kontroll
0.nap |1216,1£87,55a 1304,2+24 5a 1249,3+75,06a
2.nap |1207,3%71,6a 1288,5+56,3a 1276,96x102,3a
4.nap [1264,51+34,71a,b 1130,6+53,3a 1289,18+110,96b
7.nap |665,7+£59,03b 517,1£35,64a 1048,8+42,3¢c
11. nap |541%£119,5a 427,65+69,48a 788,92+15,9b
Hajtas Cm
Anoxias kontroll Levegdztetett kontroll Perlites kontroll
0.nap |2,373E-07+2,879E-08a 2,594E-07+2,303E-08a 3,132E-07+6,506E-08a
2.nap |1,54E-07+2598E-08a 2,176E-07+2,393E-08a 3,285E-07+5,964E-08b
4.nap |1,502E-0743,344E-08a 5,335E-08+2,105E-08b 3,109E-07+6,791E-08c
7.nap |3,789E-08+8,385E-09a 4,404E-08+1,233E-08a 2,246E-07£5,112E-08b
11. nap |5,21E-08+1,207E-08a 5,003E-08+1,629E-08a 1,544E-07£5,180E-08b
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6. tablazat. Az elarasztas és a kadmium kezelés hatasa zoldborso csiranovények gyokerének Ra, Rs és Cm

értékeire.
Gyokér
Ra 0. nap 4. nap 7. nap 11. nap
Anoxias kontroll 25008+3514a | 17823+£2262b | 16543£5145b,¢,d | 11805+2827a,b
Levegoéztetett kontroll 25008+3514a | 20072+2417c | 14899+3139a,b | 11362+2822a
Anoxias 100 uM kadmium 25008+3514a | 14552+3655a | 16948+3744c,d | 13557+2946b,c
Levegoztetett 100 pM kadmium | 25008+3514a | 17177+4250b | 15255+2334a,b,c | 12718+2687a,b,c
Anoxias 200 pM kadmium 25008+3514a | 14293+2573a | 13692+3423a 14691+3360d
Levegoztetett 200 puM kadmium | 25008+3514a | 19699+2495c¢ [ 18075+3058d 13584+3195b,c
Rs 0. nap 4. nap 7. nap 11. nap
Anoxias kontroll 2788+683a 11724£379a,b | 1039£216b 480+107a
Levegdéztetett kontroll 2788+683a 1070+£132a | 582+106a 6456+205a
Anoxias 100 pM kadmium 2788+683a 1216£297a,b | 1011£244b 868+145b
Levegoztetett 100 pM kadmium | 2788+683a 1325+384b 113£215b 962+190b
Anoxias 200 pM kadmium 2788+683a 1239+146a,b | 1495%£313c 1515%390¢
Levegoztetett 200 pM kadmium | 2788+683a | 2155+576¢c | 2081+580d 2448+755d
Cm 0. nap 4. nap 7. nap 11. nap
Anoxias kontroll 9,76x1,23a | 3,26%1,07a 1,11+0,27a 1,21+0,79a
Levegoéztetett kontroll 9,76+1,23a 2,5+0,82a 1,02+0,62a 1,21+£0,69a
Anoxias 100 puM kadmium 9,76%1,23a 3,36%1,77a 3,18+1,78b 2,58+0,89a
Levegoztetett 100 pM kadmium | 9,76+1,23a | 5,62+6,13b,c |3,05+1,42b 2,45+2.6a
Anoxias 200 uM kadmium 9,76+1,23a 5,17£2,91b 5,68+2.68¢ 6,02+1,71b
Levegoztetett 200 pM kadmium | 9,76+1,23a | 7,07+3,39¢c  9,17+4,07d 9,17+4,07¢c
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7. tablazat. Az elarasztas és a kadmium kezelés hatasa z6ldborso

csiranovények hajtasanak Ra, Rs és Cm

értékeire.

Hajtas

Ra 0. nap 4. nap 7. nap 11. nap
Anoxias kontroll 17608+689a 11365+1855a 20727+830c 19591+1806d
Levegoztetett kontroll 17608+689a 16485+2954¢ 186882932a,b 12079+1069a
Anoxias 100 uM kadmium 17608+689a 14692+1587b 19474%3867b,c 15449+3075b,c
Levegoéztetett 100 pM kadmium | 17608+689a 15821+32812b,c 18934+3784b 14011+1280b
Anoxias 200 pM kadmium 17608+689a 16526%1965¢ 17310£1400a 18249+2923d
Levegoztetett 200 pM kadmium | 17608+689a 18622+1685d 19217+2150b,c 16696+2736¢
Rs 0. nap 4. nap 7. nap 11. nap
Anoxias kontroll 1513,8+279a 1366+178¢ 1022,0489+93,1992a | 543,1422+181,9695a

Levegoéztetett kontroll

1513,8+279a

797,21£133,33a

1106,4956+110,0413a

738,9419+68,0084b

Anoxias 100 uM kadmium 1513,8+279a 896,33+85,93861 974,1526+351,1759a | 944,9569+301,5248¢c
Levegoztetett 100 pM kadmium [ 1513,8+279a 822,2632+105,9677a,b | 1043,0343+199,1025a | 1249,0941£170,3467d
Anoxias 200 uM kadmium 1513,8+279a 999,5404+162,4146¢ | 1028,3081£139,2917a | 1136,1365,255,2021d

Levegoztetett 200 uM kadmium

1513,8+279a

1095,2600£193,7806d

1432,6077+720,8330b

1153,5143+211,7517d

Cm 0. nap 4. nap 7. nap 11. nap

Anoxias kontroll 3,01524+1,1523a | 2,9769+1,4968¢ 1,2205+0,4118a 0,4054+0,2708a
Levegéztetett kontroll 3,01524+1,1523a | 1,4363+0,3852a,b 0,7520+0,3583a 0,4877+0,1416a
Anoxias 100 uM kadmium 3,01524+1,1523a | 1,3994+0,5316a,b 0,8047+0,4740a 0,8820+0,4506b
Levegoztetett 100 pM kadmium [ 3,01524+1,1523a | 1,7242+0,5610a,b 0,9518+0,5139a 1,40030,4387¢
Anoxias 200 uM kadmium 3,01524+1,1523a | 1,560+0,4816a 0,7328+0,1932a 0,5494+0,2147a
Levegéztetett 200 pM kadmium | 3,01524+1,1523a | 1,3518+0,4112a,b 2,3646%4,2444b 0,61450,2134a
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