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Indiai mustar (Brassica juncea L.) csiranovények alkalmazdsa
nehézfémstressz vigsgalataban

Sz6ll6si Rékal, Sz.Varga llona
1 SZTE TTIK Névénybioldgiai Tanszék
email: szoszo@bio.u-szeged.hu

Absztrakt:

Napjainkban komoly kérnyezetvédelmi, s attételesen egészségiigyi problémat okoz, hogy az esszencialis
nehezfemeken (pl. Cu, Zn) kiviil a toxikus nehézfémek (pl. Cd) is egyre nagyobb mértékben keriilnek
vizekbe, talajba és az egész taplaléklancha, ezaltal koros elvaltozdsokat, megbetegedéseket okozhatnak.
Ezen korfolyamatok hatterében tobbnyire az un. reaktiv oxigénformak (ROS) egyensulyanak megbomlasa
all. A nehézféemekkel szennyezett teriiletek, kozegek novényekkel valo megtisztitasanal gyakran alkalmazott
tesztndoveny az indiai mustar (Brassica juncea L.), melyen jol vizsgalhato, hogy a ndvényekben a
nehézfémstressz milyen anatomiai és élettani valtozdasokat idéz el6. Mar az egyedfejlodés korai érzékeny
szakaszaban, a csirazas soran is jelentkezhetnek tiinetek. Ezért tanulmanyoztuk a réz (Cu) és a toxikus
kadmium (Cd) a csirazas menetére gyakorolt hatasat.

A magokat steril Petri-csészékben sotétben 12, 24, 48 és 96 éran dt (12-96h) csirdztattuk kiilonbozé Cu- és
(ferri-ion redukalo képesség, lipid peroxidacio, kataliz aktivitds) mellett stressz-indukalt sejtfalanyagok
(kalloz, lignin) szintézisét, a sejtmembran karosodasat, valamint a H>0; keletkezését igyekeztiink
hisztokémiai festésekkel igazolni.

Eredményeink azt mutattak, hogy mindkét nehézfém hatasdara mar a csirazas kezdetén a gyokocskében és a
beldle fejlodo elsodleges gydkérben jelentos oxidativ stressz-folyamatok generdlodnak, a biokémiai
paraméterek ido- és koncentracio-fiiggest mutattak. Elsésorban a Cu-stressz hatasara gyorsan
szintetizalodo poliszacharid, a kalloz sejtfalba torténd beépiilésével igyekeztek a névények névelni a fiatal
gyokerek ellendlloképességét, mig faanyag (lignin) keletkezését nem sikeriilt kimutatni.

Kulcsszavak: nehézfémek, oxidativ stressz, gyokércsucs, kalloz, membranintegritds

1. Bevezetés

A napjainkban is egyre fokoz6d6 banyaszati és ipari tevékenységnek, a mezdgazdasagban a kiilonbzo
kemikalidk alkalmazasanak, valamint a lakossagi hulladék- és szennyvizkibocsatdsnak koszonhetéen
kornyezetiink jelentés nehézfémterhelésnek van kitéve. Az esszencialis nehézfémeken (pl. Cu, Zn, Fe)
kiviil nagy problémat okoz a toxikus nehézfémek (pl. Cd, Pb, Hg) vizekbe, talajba, onnan a ndvényekbe és
az egész taplaléklancba vald keriilése, hiszen az adott szervezetben koros elvaltozasokat,
megbetegedéseket okozhatnak [1, 2, 3]. Akar névényi, akar allati vagy human kérfolyamatokrél van, ezek
hatterében tobbnyire az Un. reaktiv oxigénformak (ROS) taltermelddése all [4]. Bar hazankban a
természetes €lohelyeken a talaj illetve a vizek nehézfém-koncentracioi altaldban a szennyezettségi
hatarérték alattiak, de az intenziv mezdgazdasagi, ipari, banyaszati miivelés kovetkeztében ezek akar 10-
15-szordsére novekedhetnek. Az ilyen nehézfémekkel szennyezett teriiletek, kozegek ndvényekkel vald
megtisztitasat célzo eljaras, a fitoremediacio egyik kedvelt tesztndvénye a keresztesviraguak csaladjaba
tartoz6 indiai mustar (Brassica juncea L.), amely fajtarsaihoz (Alyssum-, Arabidopsis-, Thlaspi-fajok)
hasonloan hiperakkumulalo, emellett nagy biomasszat produkal rovid id6 alatt [5, 6, 7]. Szamos kutatasi
eredmény ismeretes ezzel a fajjal kapcsolatban, de ezek altalaban kifejlett ndvényeken végzett, tobbnyire
elénevelést kovetd nehézfém-kezelésbdl szarmaznak. Ezért tartjuk fontosnak, hogy megismerjiik a
csirazas idején, vagyis az egyedfejlédés legérzékenyebb, korai szakaszaban alkalmazott nehézfém-stressz
hatasat [8].
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Kisérleteinkben az esszencialis Cu és a toxikus Cd a csirdzas menetére gyakorolt hatdsat, valamint a
gyokocskében jelentkezd esetleges morfoldgiai-anatomiai eltéréseket vizsgaltuk, tovabba kiilonbozd
biokémiai stressz-paraméterek id6- és koncentracio-fiiggd valtozasait kovettiik nyomon.

2. Anyagok és médszerek

2.1. A névénynevelés koriilményei

A magokat steril Petri-csészékben szobahémérsékleten (24+1°C), sotétben 12, 24, 48 és 96 dran at (12-
96h) csiraztattuk. A csirazatashoz hasznalt oldatok desztillalt viz és a nehézfémek (Cu és Cd) kiilonb6z6
soinak (CuSOg, illetve CdCl, x H0) felhasznalasaval készitettiik 50, 100 és 200 mg L koncentraciokban
(roviditések: Cu50, Cul00, Cu200, illetve Cd50, Cd100 és Cd200). A kontroll csirandvényeket desztillalt
vizben neveltiik.

Mivel latvanyos morfologiai-anatomiai elvaltozdsok szinte csak a Cu-zel kezelt csirandvények
gyokocskéjénél illetve primer gyokerénél jelentkeztek, vizsgalatainkat a Cu kisebb, de szupraoptimalis
koncentracidival (5, 10 és 25 mg L7) folytattuk (jeldlés: CuS, Cul0 és Cu25), 48, 72 és 96 oras
kezelésekkel.

2.2. Biokémiai paraméterek vizsgalata

vizes lemosast kovetden a csirdzé magvakbol, illetve azok gyokocskéjébdl 6-8 ismétléssel foszfatpufferrel
¢és kvarchomokkal homogenizatumot készitettiink, majd lecentrifugaltuk, és a feliiliszobol mértiik a kivant
paramétercket. Az oxidativ stressz mértékének kifejezéséhez az alabbi paramétercket mértik: FRAP
(ferri-ion redukalo képesség; [9, 10, 11]), a membrankarosodast jellemz6 lipid peroxidacié (LP; [12]), a
hidrogén-peroxid (H202) semlegesitésében szerepet jatszo kataldz enzim aktivitasa (CAT; [13]). Az
enzimaktivitis kifejezéséhez sziikséges Ossz fehérje-tartalmat Lowry és Rosebrough [14] modszerével
hataroztuk meg.

2.3. Hisztokémiai vizsgalatok

A nehézfémkezelés illetve az oxidativ stressz okozta morfologiai-anatomiai valtozasok (pl. bizonyos
sejtfalanyagok beépiilése) nyomon kovetésére a fiatal gyokércsucsokat in vivo festettiik anilinkékkel
(jelolés: AB), Trypan-kékkel (TB) és sosavas floroglucinnal (Phl). Az anilinkék a kall6z mint de novo
gyorsan szintetizalodo és beépiild, poliszacharid jellegli sejtfalanyag kimutatasara alkalmas [15, 16]. A
sejtéletképesség, valamint a membranok allapotanak felméréséhez alkalmaztuk a Trypan-kéket, amely
csak az elhalt sejteket festi meg [17, 18]. A stresszhatiasra masodlagosan a sejtfalba beépiil6 és annak
ellenallo-képességét, rigiditasat fokozo lignin (faanyag) detektalasdhoz sdsavas floroglucint hasznaltunk
[19, 20]. Ez utdbbi specifikus festék meggypiros elszinezOdéssel jelzi a lignin jelenlétét. A mintakat
sztereomikroszkop segitségével, 50-szeres nagyitassal vizsgaltuk.

Az alacsonyabb Cu-koncentraciokkal (Cu5, CulQ és Cu25) kezelt csirandvények esetében az anilinkék-
festés mellett a H>O»-t, mint az oxidativ stressz egyik markerét is igyekeztiink lathatova tenni az Amplex
Red (AR) alkalmazasaval [21]. Mindkét esetben fluoreszcencia intenzitis alapjan kovetkeztettiink a
kalloz- illetve a H20,- szintézis mértékére (a kontrollt vettilk 100%-nak).

2.4. Szovettani vizsgalatok a gyokércsiicsokban

A nehézfémstressz és az oxidativ karosodasok szdvettani jeleit is vizsgaltuk gydkocskékben és az
elsddleges gyokércsiicsokban. A ndvényi mintdkat fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk [19].
Fénymikroszkoépos metszeteket készitettiink, amelyekrél 100-szoros nagyitasu fotokat készitettlink. A
metszeti képeken figyeltiik a fontosabb szovettajak, vagyis a borszovet, kéregszovet és a kozponti henger
egymashoz viszonyitott aranyait.

2.5. Adatok feldolgozasa

A statisztikai analizist a STATISTICA 8.0 és 9.0 program segitségével végeztiik el Mivel az adatok
altalaban nem mutattak normal eloszlast, nem-parametrikus teszteket alkalmaztunk a szignifikancia-
vizsgalathoz. A kiilonb6zé paraméterek kozti Osszefiiggések feltarasahoz Spearman-féle rangkorrrelaciot
hasznéltunk. A szignifikancia-szintek jelolése: *, ha p< 0,05; **, ha p< 0,01 és *** ha p<0,001.



3. Eredmények és diszkussszié

3.1. Az oxidativ stressz paraméterei

Mindhérom nehézfém esetében a varianciaanalizis (ANOVA) soran kideriilt, hogy a vizsgalt biokémiai
paraméterek alakuldsat szignifikansan befolydsolja mind a kezelés iddtartama, mind az alkalmazott
koncentracio.

3.1.1. A ferri-ion redukaloképesség (FRAP)

Mindegyik nehézfém esetében azt tapasztaltuk, hogy a FRAP-értékek koncentracio-fiiggé maodon
emelkednek féleg a rovidebb tavu (12-48h) kezeléseknél, ugyanakkor ez idében fokozatosan mérséklédik
(1. A, B, C abra). Mindez az antioxidans védelmi rendszer, els6sorban a vizoldékony komponensek (pl.
fenolok) gyors indukcidjara utal [22, 23, 24].
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1. A abra: A kiilonbézo Cd-koncentraciokkal kezelt Brassica juncea csiranovények Ossz antioxidans
kapacitasat kifejezo FRAP-értékek. A csillagok a kontroll és a kezelt névények kozti szignifikans
kiilonbsegeket jelzik: *, ha p< 0,05, **, ha p< 0,01 és *** ha p< 0,001.
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1. B dbra: A kiilonbézé Cu-koncentraciokkal (Cu50-200) kezelt Brassica juncea csiranévények 6ssz
antioxidans kapacitasat kifejez6 FRAP-értékek. A csillagok a kontroll és a kezelt novények kozti
szignifikans kiilonbségeket jelzik: *, ha p< 0,05; ** ha p< 0,01 és *** ha p< 0,001.
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1. C dbra: A kiilonbozé Cu-koncentrdciokkal (Cu5-25) kezelt Brassica juncea csiranévények
gyokércsucsaiban mért ossz antioxidans kapacitast kifejez6 FRAP-értékek. A csillagok a
kontroll és a kezelt névények kozti szignifikans kiilonbségeket jelzik: *, ha p< 0,05; ** ha p<
0,01 és *** ha p< 0,001.

3.1.2. A lipid peroxidacié (LP) vizsgalati eredményei

A toxikusnak szamit6 Cd-mal valdé kezelés hatasara a membrankarosodast kifejez6 LP —értékek a
kontrollhoz képest altalaban szignifikans csokkenést mutattak (2. A abra), mig az irodalomban rendszerint
a Cd-stressz LP-fokoz6 hatasardl lehet adatokat talalni [25, 26, 27]. Ugyanakkor -hozzank hasonléan- mar
Cd-kezelt uborka csirandvényeknél is tapasztaltak LP-csokkenést [28]. Eredményeink a faj Cd-mal
szembeni toleranciajaval és a stressz altal stimulalt vizoldékony antioxidansok (pl. glutation, GSH) illetve
polifenolok jelenlétével magyarazhatok.

novekedést vagy -csdkkenést a csirazas elsé 48 orajaban a kontrollhoz képest, csak 96 ora elteltével
tapasztaltunk szignifikans novekedést (2. B abra). Ugyanakkor a kisebb Cu-koncentraciok mar 48 orat
kovetden jelentds LP-t valtottak ki a gydkdcskében, ami idoben mérséklddott (2. C abra). Az esetiinkben

csak a gyokocskékbol végeztiink méréseket, mig a masik kisérletsorozatban az egész névényt dolgoztuk
fel — gyakorlati okokbol. Az altalunk is megfigyelt koncentracio-fiiggé LP-novekedést irodalmi adatok is
meger6sitik indiai mustar és lencse csirandvények esetében [29, 30]. A LP mértékének id6beli csokkenése
pedig a fenolos komponensek jelenlétével kapcsolhatéd 6ssze [31, 32].
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2. A dbra: A kiilonbozé Cd-koncentrdciokkal kezelt Brassica juncea csiranovényekben mért lipid

peroxidacio (LP). A csillagok a kontroll és a kezelt novények kozti szignifikans kiilonbségeket
Jelzik: *, ha p< 0,05; ** ha p< 0,01 és *** ha p< 0,001.
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2.B dbra: A kiilonbézé Cu (Cu50-200) -koncentraciokkal kezelt Brassica juncea csirandvényekben mért
lipid peroxidacio (LP). A csillagok a kontroll és a kezelt ndvények kozti szignifikans kiilonbségeket jelzik:
* ha p< 0,05; ** ha p< 0,01 és *** ha p< 0,001.
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2.C dbra: A kiilonbozé Cu-koncentraciokkal (Cu5-25) kezelt Brassica juncea csirandvények
gyokércsucsaiban mért LP-értékek. A csillagok a kontroll és a kezelt novények kozti szignifikans
kiilonbségeket jelzik: *, ha p< 0,05; ** ha p< 0,01 és *** ha p< 0,001.

3.1.3. A katalaz (CAT) aktivitasa

A Cd-kezelés féleg rovid tavon okoztak a CAT-aktivitasban markans novekedést, de a vartaktol eltér6en
nem a legnagyobb koncentraci6 valtotta ki a legnagyobb hatast (3. A abra). A hosszabb tava kezelések
ugyanakkor gatlast eredményeztek az enzim miikodésében. Eredményeinkhez hasonldan, vagyis az
aktivitas kezdeti, koncentracio-fliggé novekedését, majd csokkenését figyelték meg korabban napraforgd
és borso esetében [24, 33]. Ugyanakkor az irodalmi adatok tobbsége a Cd CAT-inhibitor jellegér6l
szamolnak be [4, 8, 34].

A nagyobb Cu-stressz (Cu50-200) a hosszt tava (96h) kezelés hatasara fokozta a CAT aktivitasat a
ndvényekben, rovidebb tavon inkabb gatlas volt tapasztalhato (3. B abra). A gyengébb Cu-terhelés (Cu5-
25) egyértelmiien visszaesést okozott az enzimmiikodésben mind koncentracio-, mind id6fiiggd modon (3.
C ébra), ami Osszhangban van a szakirodalomban leirtakkal [35, 36]. A CAT-gatlas hatterében az
enzimfehérje szerkezetében bekovetkezett valtozasok allhatnak.
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3.4 abra: A kiilonbozé Cd-koncentraciokkal kezelt Brassica juncea csiranovenyekben mért kataldaz
(CAT) aktivitas. A csillagok a kontroll és a kezelt névények kozti szignifikans kiilonbségeket jelzik:
* ha p< 0,05; ** ha p< 0,01 és *** ha p< 0,001.
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3.B abra: A kiilonboz6 Cu-koncentrdciokkal kezelt Brassica juncea csiranévényekben mert
katalaz (CAT) aktivitas. A csillagok a kontroll és a kezelt névények kozti szignifikans
kiilonbségeket jelzik: *, ha p< 0,05, **, ha p< 0,01 és *** ha p< 0,001.
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3.C abra: A kiilonbozé Cu-koncentraciokkal (Cu5-25) kezelt Brassica juncea csiranévényekben
mért katalaz (CAT) aktivitas. A csillagok a kontroll és a kezelt névények kozti szignifikans
kiilonbségeket jelzik: *, ha p< 0,05; ** ha p< 0,01 és *** ha p< 0,001.



3.2. Hisztokémiai vizsgalatok eredményei

Az anilinkék (AB)- festédések alapjan ugy tlinik, hogy csak a hosszabb tava (48-96h) Cd-kezelések
valtottak ki enyhe kall6z-produkciot elsésorban a gydkércstics osztddasi és megnyulasi zondjaban (4. A
abra). A hosszu tavon kezelteknél (96h) mutatkozott kisebb mértékli gydkérrovidiilés, ami a Cd gyokér-
elongaciot gatld hatasanak tudhato be [37].

A Cu-kezelés is foleg a hosszabb tdvon (48h-96h) eredményezett kalloz-beépiilést a gydkércstcs
megnyulasi zonajaban sejtfalakba (4. B abra), ugyanakkor a gyokércsicsok visszagorbiilése, barnas
elszinez6dése, valamint a gydkerek megvastagodasa és rovidiilése is megfigyelhetd volt, az irodalomban
leirtakhoz hasonldéan [37, 38]. A barnas elszinez6dés eredetére hisztokémiai eljarasokkal eddig nem
sikeriilt fényt deriteni. Azonban szakirodalmi adatok alapjan feltehetd, hogy a borszoveti és a kdzvetleniil
alatta levé alapszoveti sejtek vakudlumaban és apoplasztjaban levé flavonoidok kiilonbdzé peroxidazok
szamara elektron-donorként szolgéalnak, és veliik reagalva barnas-feketés fenol-polimereket képeznek [39,
40]. A kisebb Cu-koncentraciokkal végzett terhelésre is a gyokércsucs-sejtek gyors kalloz-szintézissel
reagaltak, amelyet a fluoreszcencia intenzitdsanak mérésével is igazolni tudtunk (4. C ébra).
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4.B dbra: Az anilinkékkel (AB) festett gyokércsucsok 96h Cu-kezelést kovetéen. A mérce 1 mm-t
jelol.
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4.C abra: Az anilinkékkel (AB) festett gyokércsucsokban 48, 72 és 96h Cu-kezelést kdvetden mért
fluoreszcencia-intenzitds. A kiilonbozd betiik szignifikans eltéréseket jeloinek p< 0,05 esetén.

A sejtek életképességét a Trypan-kék (TB) festéssel vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a gydkércsucsokban
eleinte a megnyulasi és a differencialtabb zoénaban volt sejtpusztulas elsGsorban a bérszovetben, mig
késébb (96h) mar az osztddasi zonara is atterjedt a karosodas (5. A abra). Ennek hatterében feltehetden a
sejtmembran peroxidativ sériilése all [26, 41].

A Cu-terhelés esetében a kezelési idé novelésével egyre erbteljesebb sejtelhalast, szoveti szakadozast
figyeltiink meg féleg a megnyulasi zonaban (5. B abra). A szoveti sériilések valosziniileg a borszoveti
sejtek és az alattuk levé kéregszoveti sejtek falanak nagyobb rigiditasanak készonhet6ek [20, 42].

5. 4 abra: Az Trypan-kékkel (AB) festett gyokércsiicsok 96h Cd-kezelést kévetoen. A mérce 1 mm-t jelol.



5. B abra: Az Trypan-kékkel (AB) festett gykercsiicsok 96h Cu-kezelést kdvetéen. A mérce 1 mm-t
Jelol

A sosavas floroglucinnal valé inkubalas nem mutatott ki a gyokércsticsokban lignifikaciot egyik nehézfém
esetében sem. Bar a Cu-rél ismert, hogy szamos, a lignin-szintézisben érintett enzim (pl. peroxidazok,
lakkazok) kofaktora, igy a gyokérsejtek apoplasztjaban felhalmozodott Cu az emlitett enzimeket
stimulalja, amelyek a sejtfal merevségét és a nehézfémmel szembeni védekezését fokozzak [43, 44, 45].
Ez magyarazhatja az altalunk is tapasztalt erételjes gyokércsucs-rovidiilést és a visszagorbiilést.

A mar emlitett Cu-stressz (Cu5-25) okozta CAT-gatlas nyoman felszaporoddé H»O, kimutatasara jol
alkalmazhatd volt az Amplex Red (AR) fluoreszcens festék. A CAT-gatlas mértéke és a fluoreszcencia
intenzitasa jol korrelalt egymassal (= -0.43*** 6. abra). A képz6dé H,0:-nak szerepe lehet a
lignifikacidban, hisz e folyamat szamos enzime peroxidaz aktivitas. A sejtfalba beépiilé lignin —
kall6zhoz hasonldan- apoplasztikus gatként szolgal, de gatolja is sejtmegnyulast [20, 37, 45].

A sejtmegnyulds szabalyozasdban és a gyokércsucs visszagorbiilésében fontos szerepe lehet Cu-terhelés
nyoman megvaltoz6 auxin-egyenstlynak is, bar — a kinai kutatok szerint- ez nincs kapcsolatban a HO»-
felszaporodassal [46].
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6. abra: Az Amplex Red (AR) festékkel inkubdlt gydkércsiicsokban 48, 72 és 96h Cu-kezelést kovetden
meért fluoreszcencia-intenzitas. A kiilonbozo betiik szignifikans eltéréseket jelélnek p< 0,05 esetén.

3.3. Szovettani valtozasok a gyokércsucsokban

A gyokocskébdl illetve a fejlodd elsddleges gyokércsucsbol készitett keresztmetszeteken a Cd-kezelést
kovetden jelentds szovettani elvaltozasokat nem tapasztaltunk, ami nem meglepd, hisz az indiai mustar
Cd-tolerans és —hiperakkumulal6 fajként ismert [5].

A csirazas soran alkalmazott rovid tava (12-24h) Cu-kezelés nem okozott markans szovettani valtozasokat
a gyokércsucsban, ugyanakkor a hosszabb kezelések hatasara a koncentracio emelkedésével a borszoveti
sejtek kiils6 (tangencialis) falanak vastagodasa volt felfedezhetd, amely a pozitiv anilinkék-festédés
alapjan feltehet6en kalloz-beépiilésnek koszonhetd [47, 48]. Feltiin volt tovabba, hogy a kezelés
hosszanak illetve a Cu-koncentracid ndvekedésével az alapszdveti sejtek eddigi szabalyos, lekerekitett
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alakja szabalytalannd valt, valamint a 96h Cu200 kezelésnél felszini szoveti karosodas jelentkezett a
metszeti képeken, amely Cu okozta rendellenes sejtosztodassal is kapcsolatba hozhaté [8, 49].

4. Osszefoglalas

Eredményeink azt mutatjak, hogy mind a Cd-, mind a Cu-terhelés hatasara mar a csirazas kezdetén a
gyokdcskében és a beldle fejlodo elsddleges gyokérben jelentds oxidativ stressz-folyamatok generalddnak.
A FRAP-értékek alakulasa mindkét nehézfémstressz esetében az antioxidans védelmi rendszer gyors,

rrrrrr
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generalt H>O; eliminalasaban érintett CAT enzim miikddésében a Cd kezdetben stimulaciot, késobb gatlast
okozott. A Cu-stresszre is tobbnyire az aktivitds mérséklésével reagalt az enzim.

A nehézfém-kezelés mint abiotikus stressz hatasara — jol kimutathaté modon- egy gyorsan szintetizalodo
poliszacharid, a kalloz sejtfalba torténd beépiilésével igyekeztek a novények novelni a fiatal gyokerek
ellenalloképességét, ugyanakkor lignin-szintézisre utalo jelek nem mutatkoztak. Hogy az AR-festéssel is
kimutathatdé H»O, szerepet jatszik-e lignifikacios folyamatokban, tovabbi vizsgélatok sziikségesek.
Mindazonaltal elmondhato, hogy a nehézfémstresszre adott korai valaszok (kall6z-szintézis, antioxidans
védelmi rendszer aktivizalddasa, enzimaktivitds valtozasa) jol tanulmanyozhatok mar az egyedfejlodés
korai stadiumaban is.
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