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1. Bevezetés

A kukorica korai fejlédését alapvetéen meghatarozzak a nehézfémek, amelyek a talajokba
konnyen és gyorsan bejutva, tipusuktol fiiggden, hatdssal vannak a névényi anyagcserére. Ezen
hatasok az esszencialis fémek esetében, mikroelem mivoltukbdl adédodan pozitiv, az egészséges
novényi miikkodéshez elengedhetetlen hatassal birnak. Ezzel szemben a nem-esszencidlis
nehézfémek nem vesznek részt genetikailag meghatarozott sziikséges alkotoként a névény
életében, azonban az esszencialis elemek ioncsatorndin keresztiil a novényekbe jutva kizardlag
negativ folyamatokat inditanak el.

Az in-vivo elvégezhet6 innovativ megkozelités, a biofoton emisszido mérése lehet6vé teszi a
stressz kialakulas dinamik4janak 0j megkozelitésben torténd meghatirozasat és annak
megallapitasat, hogy hogyan valtozik a kukorica biofoton emisszidja a nehézfémek

jelenlétében. Ezen informaciok segitségével fény deriilhet a fémfelvétel eltérd jellegére, az

akkumulacio és az indukalt védekezési mechanizmusok intenzitasara.

1.1. Célkitiizések

A kutatds célja annak vizsgalata, hogy a kiilonb6z6 mennyiségben kijuttatott cink utanpotlas
milyen hatassal van a kukorica fejlédésére, valamint egy nem-esszencialis elemmel (kadmium)
Osszehasonlitva milyen miikodésbeli kiilonbségek mutatkoznak meg a ndvény juvenilis
stadiumaban. A cink esetében tovabba meg kivanjuk vizsgalni az atmenetet a mikroelem
funkciobol a toxikus tartomanyba. A vizsgalati metodika ujszerii a mikroelem kutatasban, mivel
az in-vivo elvégezhetd biofoton emisszid mérésen alapul. A képalkotd eljaras soran kapott
eredményeket fenologiai elemzésekkel, gyors miiszeres mérésekkel, valamint analitikai, és
molekularis biologiai vizsgalatokkal is al4 kivanjuk tdmasztani, abban a reményben, hogy ezen
komplex megkozelités segitséget nyujt a tapanyag utanpotlas egyik lényes kérdésének, a

megfelelden magas dozisu, korai fejlédést tamogatd cink kijuttatadsanak meghatarozasaban.



2. Szakirodalmi attekintés
2.1 A kukorica

A kukoricat (Zea mays L.) a vilag mérsékelt és tropusi 6vében mindeniitt termesztik, ahol
elegend0 csapadék vagy oOntozoviz all rendelkezésre. A kukorica az egyszikiiek
(Monocotyledones) osztalyaba, a pelyvasok (Poales) rendjébe és a pazsififélék (Poaceae)
csaladjaba tartozé novényfaj. Géncentruma Kozép- és Dél-Amerika, és itt is honositottak
eldszor 7000-10000 évvel ezeldtt. A novény mar ekkor is jelentds valtozason ment at az emberi
tevékenység hatdsara, feltehetdleg nem volt képes 6nalldan szaporodni, hacsak az ember el nem
iiltette és apolta. A kukorica gyors terjedésnek indult az amerikai kontinensen, majd annak
felfedezését kovetden Europaban és az egész vilagon (Radics, 2012).

Felhasznalasa igen sokoldalt, kiemelkedd szerepe van az éllatok takarményozasdban
elsésorban abraktakarmanyként, tovabba hasznosithaté még zdlden és silozva etetve. Ipari
felhasznalasra a finomszeszgyartas alapanyagaként valosul meg. Emberi fogyasztasa foként
csemege kukorica, kukorica liszt és dara, illetve pattogtatni valo kukorica formajaban torténik.
A legnagyobb teriileten az USA, Brazilia és Kina termeszt kukoricat. Magyarorszagon a
vetésteriilete altaldban 1 millié hektar koriil mozog, termésatlaga az elmult évtized alapjan 6,8
t/ha (Radics, 2012). A kukorica tapanyagellatasanak szamos fontos teriilete van, amelyek koziil

mind a kezdeti fejlédést, mind a termésképzés idészakaban meghatarozo mikoroelem a cink.

2.2 Cink tapanyag kijuttatdasi modszerek
A cinkmiitragyak hasznalatanak torténete 1934-ig nyulik vissza, amikor kukorica levélklorozis
kezelésére, cink-szulfatot hasznaltak Floriddban. A cinkhidnyt, amely komoly termés- ¢és

mindségromlast okozhat, altaldban cinkvegyiiletek talajban torténd alkalmazasaval potoljak.
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1. abra:Cink hianyos talajok Magyarorszagon. (Szerzd: Gruiz Katalin)



A magyarorszagi talajokban a cinkhiany gyakori jelenség (1. abra), ami fontos
tapanyagutanpoétlasi feladatokat ré a termesztokre. A cink kijuttatdsa a talajba a cinkhidny
mértékétdl, a talaj tipusatol és a fajtatol, vagy hibridtél figg. Altalaban 4,5-34 kg/ha
mennyiségben hasznalnak cink-szulfatot, és ezt vagy szorjak a magagyba, vagy permetezik
vizes oldat formajaban. A cinkhidnyra érzékeny ndvények, példaul a kukorica esetében,
gyakran sziikséges nagyobb cinkadagokat alkalmazni, és ezeket az hatarozza meg, hogy a
novényt lagos és/vagy meszes talajon termesztik-e, szemben a nem meszes talajokkal (Martens
— Westermann, 1991).

A kukorica esetében a cink mitragya kijuttatasa 6nmagéaban vagy makrotapanyag-tragyakkal
keverve 4-22 kg Zn/ha kozott lehet, de leggyakrabban 4-9 kg Zn/ha koz6tt van. Ha a talajba
kelatképz6 cinkforrasokat juttatnak, az adagok altalaban 0,5-2,2 kg Zn/ha tartomanyba esnek
(Alloway, 2008).

2.3 Esszencidlis és toxikus nehézfémek hatdasa a novényi szervezetre

A nehézfémek csoportjadba olyan fémek és metalloidok tartoznak, amelyek atomsiiriisége
nagyobb, mint 4 g/cm?, azaz legaldbb G6tszor nagyobb, mint a vizé. Ezen csoportba tartozo
elemek példaul a réz (Cu), mangan (Mn), 6lom (Pb), kadmium (Cd), nikkel (Ni), kobalt (Co),
vas (Fe), cink (Zn), krom (Cr), arzén (As) és az eziist (Ag) (Asati et al., 2016).

Felvétel sztomakon NEHEZFEMEK
NEHEZFEMEK keresztill TERMESZETES
ANTROPOGEN FORRASAI EORRASAI
;’ \
@
%
gRiE=
rémivek Szennyviziszap :J‘> A
” Vulkani
tevékenység
Mezogazdasag ~ >
ﬂ A
Klpufogo gazok, % Felvétel a %
Banyaszat gumiabroncs gydkereken keresztil Asvanyosodas

2. dbra: Nehézfémek antropogén és természetes forrdasai, Jocsik és munkatérsai (20222) alapjan
A nehézfémek természetes elemek, melyek a talajban is eléfordulnak. Felhalmozodasuk az
emberi tevékenység eredményeként karosithatja az 6koszisztémakat (2. abra). Kémiai formajuk
a talajoldatban fligg az adott fémelemtdl, a pH-t6l €s mas ionok jelenlététdl. A nehézfémionok

toxikus hatdsa alapvetéen az enzimekre hat, ezért a talajban tartdsan magas nehézfém
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koncentracid, annak enzimaktivitasanak jelentOs csokkenését eredményezheti (Tyler et al.,
1989).
A felvett nehézfémek tobb tipusba sorolhatok attol fiiggden, hogy melyik névényi részben
halmozddnak fel:

e jellemzden a hajtasban felhalmoz6dok (Ag, Cr, Pb, Al, Va, Sn)

e jellemzden a gyokérben felhalmozodok (Cd, Co, Cu, Fe, Mo)

e egyenletes eloszlasuak, (Ni, Mn és a Zn) (Greger, 2004).

2.4 A cink

A cink (Zn) a IIB. csoportba tartozd atmenetifém, amely fontos az immunrendszer és az
agymilkddés szamara az emberi szervezetben, ¢s mindemellett fontos szerepet jatszik a
novényekben zajlo enzimatikus reakciokban és anyagcesere tevékenységekben is (Subramanian
et al., 2014; Ayyar — Appavoo 2017). A cinkre kis koncentracioban van sziikség ahhoz, hogy
szamos kulcsfontossagl ndvényi élettani utvonal rendeltetésszertien miikodjon. A cink enzimek
¢s fehérjék alkotoelemeként, illetve szabalyozé kofaktoraként funkciondl, szamos anyagcsere
folyamat résztvevéjeként, ugymint példaul: szénhidrat-anyagcesere, fotoszintézis, cukrok
keményitévé alakitasa, fehérje és hormon anyagcsere, pollenképzddés, biologiai membranok
integritasanak fenntartasa, valamint korokozokkal szembeni ellenallas (Sadeghzadeh, 2013).
Az Egészségiigyi Vilagszervezet 2002-ben kozzétett jelentése szerint a cink hidnya az 6todik
helyen all az alultaplaltsag vezetd okai kozott a fejlodé orszdgokban €16 emberek korében
(Balakrishnan, 2011; Balakrishnan — Subramanian, 2012).

A nehézfém-szennyezés szarmazhat természetes €s emberi tevékenységekbdl egyarant. A
banyaszat, olvasztas és mezOgazdasag olyan tevékenységek, amelyek széles korben okoznak
szennyezést, példaul Japanban, Indonézidban €és Kinaban, els6sorban olyan nehézfémekkel,

mint a kadmium (Cd), réz (Cu) és cink (Zn) (Herawati et al., 2000).

2.4.1 A cink eldfordulasa

Minden nehézfém legfobb természetes forrasa a kdzetek és a fold felszine. A talajképzddés
foként iiledékes kozetekbdl szarmazik, de ez éaltalaban nem jelent nagy mennyiségi
nehézfémforrast. Azonban szdmos magmas kdzet, példaul olivin, augit, bazalt és pala, jelentds
mennyiségli mangant (Mn), kobaltot (Co), nikkelt (Ni), rezet (Cu) és cinket (Zn) juttathat a
talajba. A vulkdnok nagy mennyiségii cinket és mérgezé gazokat bocsathatnak ki, és néhany

nagyobb kitdrésnek messzebbre hatd hatasai vannak (Greger, 2004).



A cink mennyisége mezdgazdasagi talajokban mutragyak, allati eredetli szerves tragyak és
szennyviziszap altal novekszik meg nagymértékben. A cink ipari forrdsokbol is keriilhet a
kornyezetbe, mint példaul banyaszat, olvasztis és fémfeldolgozas, valamint a fémek
ujrahasznositdsa. A banyaszati miuveletek, a banyaszat tipusatoél fiiggden kiilonbozd

nehézfémeket bocsatanak ki, koztiik cinket is (Verkleji, 1993).

2.4.2 A novények cink felvétele és felhalmozdsa

A cink a ndvényekbe elsésorban a Zn?" talajoldatbol torténd felszivodasa révén keriil, a
gyOkéren keresztiil. A felvétel a gyokérfelszinen 1évo ionkoncentraciotol, a ndvényi igényektol
¢s a gyokér felszivoképességétol fiigg. A cink tomegaramlés, difftzid és gyokérbefogasi
mechanizmusok révén jut el a novényi gyokérfeliiletre (Sadeghzadeh, 2013). A tomegaramlas
a talajbol a gyokerekbe torténd passziv tapanyagszallitds, amelyet a transzspirdcio hajt. Ha a
talajon keresztiil a gyokér felé aramlo talajoldat viszonylag nagy koncentraciot tartalmaz, a
tomegaramlas valik a dominans mechanizmussa, amely az elemet a gyokérfelszinre juttatja. Ha
a cink-koncentracio alacsony, kiilondsen olyan talajokban, amelyekben kevés a ndovény
szamara elérhetd cink, a diffizido fontos szerepet jatszik a tapanyagok gyokérfelszinre
szallitdsdban, mivel a tdmegaramlas a ndvények tdpanyagigényét nem képes elszallitani. A
tomegaramlassal ellentétben a diffuzido csak a gyokeret kozvetleniil koriilvevd talajban
miikodik. A gyenge gyokérbefogadds korlatozhatja a cink felvételét, kiilondsen alacsony
ZnSOy-kijuttatasi arany esetén (Sadeghzadeh, 2013).

A gyokér cinkfelvételét kovetd gyokérbdl a hajtasba torténd transzlokaciot szdmos tényezd
befolyasolja (Xue et al., 2014). A cink felhalmozodasa a szemekben a cink remobilizacidjatol
fligg a hajtasbol és az elem folyamatos hajtasfelvételétdl a szemképzddeés szakaszaban (Impa et
al., 2013; Waters et al., 2009). Remobilizacidja kritikus fontossagii a szemekben valo
felhalmozodas szempontjabol, mivel a hajtas cinkfelvételét a szemképzddés soran a
talajstresszek korlatozhatjak (Kutman et al., 2012). A talaj cink tapanyag-allapotanak
novekedése kedvez a kukorica fokozott cinkfelvételének (Ayyar — Appavoo, 2017). A
gabonaban 1év6 cinknek két forrdsa van az egyik kozvetleniil (a gyokérbdl a hajtasban valo
koztes tarolas nélkiil) a szemekbe keriil, a mésik a hajtdsban tarolt, és késébb keriil at
(remobilizalodik) a szemekbe. Ha a talaj vagy az idd6jarasi viszonyok miatt az ellatas
korlatozott, a novények nehezen tudjak felvenni a tapanyagot, és a szemekben 1évd cink,
tobbnyire a vegetativ részekbdl torténé remobilizacidjatol fiigg (Xue et al., 2012; Liu et al.,
2019).



2.4.3 A cink jelentdsége névényekben

A cink elengedhetetlen a ndvények egészséges ndvekedéséhez és szaporodasdhoz. Ez az elem
kis mennyiségben sziikséges szamos kulcsfontossagii ndvényélettani folyamat normal
mukodéséhez, valamint a membranok szerkezeti és funkcionalis integritasdnak biztositasahoz
(Hafeez et al., 2013), igy fontos szerepet jatszik a ndvekedésszabalyozasban, az enzimek
aktivalasdban, a génexpresszioban ¢&s -szabalyozasban, a fitohormon-aktivitdsban, a
fehérjeszintézisben, a fotoszintézisben, a szénhidrat-anyagcserében, a magtermelésben ¢€s a
betegségek elleni védekezésben (Marschner, 2012).

A cink az egyetlen olyan fém, amely mind a hat enzimosztalyban (oxidoreduktazok,
transzferazok, hidrolazok, lidzok, izomerazok és ligazok) sziikséges (Singh et al., 2005).
Tovabba a cink sziikséges a fehérje- és nukleinsav-anyagcserében részt vevo metalloenzimek
aktivitasahoz. N¢lkiilozhetetlen a fehérjeanyagcserében, és a legfontosabb szerepe a
fehérjeszintézisben, a genetikai anyag stabilitasaban és mitkddésében valo részvétele (Singh et
al., 2005). A cink nélkiilozhetetlen a kromatin szerkezetében, a DNS/RNS anyagcserében és a
génexpresszioban.

A cink hianya a fehérjeszintézis csokkenését okozza (Marschner, 2012) az RNS degradacio
(Cakmak et al., 1998), az RNS-polimeraz csokkent aktivitasa, a riboszomak deformacioja és a
riboszoémak szamanak csokkenése miatt (Sadeghzadeh, 2013).

A cinkhiany karositja az emlitett élettani funkciokat, veszélyezteti a novények egészségét és
¢letképességét, ami a ndvekedés sulyos csokkenéséhez, alacsonyabb terméshozamhoz (vagy
akar terméskieséshez) €és rossz mindségli novényi termékekhez vezet (Sadeghzadeh, 2013).
Mindezek miatt cinkhidny esetében a fehérjék, szénhidratok és az auxin metabolizmusa,

valamint a szaporodasi folyamatok hiany esetén akadalyozottak (Romheld — Marschner, 1991).

2.4.4 A cinkstressz hatdsai névényekben: hatdsa a novekedésre, fotoszintézisre, oxidativ
stressz

Ha a novények optimalisnal nagyobb mennyiségli cinket vesznek fel, akkor toxikus hatést
valthat ki, és ezek kihatnak a novekedésre is. A stresszhatasra a kukorica ndvények friss- €s
szaraztomege, hajtashossza és fejlodése csokken (3. abra), amely foleg a gatolt sejtosztodasnak
koszonhet6 (Tsonev — Cebola-Lidon, 2012; Abedi et al., 2022).

A fotoszintetikus apparatus molekularis szintli gatldsa, a klorofill szerkezetében ¢és
mennyiségében bekovetkezd kritikus valtozasokkal jar egyiitt. A klorofill molekulakban 1évo
magnézium (Mg?*) nehézfémekkel, példaul cinkkel helyettesithetd, ami karositja a fénygyijté
komplex (light-harvesting complex 11- LHCII) miikodését (von Wettstein et al., 1995). A magas
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Zn?* koncentraciok képesek csokkenteni a klorofill -a és -b mennyiségét, valamint az aranyukat
(Cherif et al., 2010; Ivanov et al., 2011). A Zn?" negativan befolyasolhatja az els és/vagy
masodik fotokémiai rendszer hatékonysagat (Di Baccio et al., 2003).

A nehézfémek oxidativ stresszt okozhatnak, amely gatolja a novények alapvetd élettani
funkcioit (Szalontai et al., 1999; Maksymiec et al., 2008; Mahmood et al., 2009). Bar a redox-
aktiv fémek, példaul a vas (Fe) és réz (Cu), katalizaljak a hidroxilgyokok képzodését a Haber-
Weiss reakciokon keresztiil, ami gatolja a kozvetlen oxidativ kéarosodast és antioxidans
valaszokat okoz (Schiitzendiibel — Polle, 2002), a cink nem képes ilyen egyelektronos
oxidoredukcios reakciokat végezni (Lopez-Millan et al., 2005). A cinkstressz tehat oxidativ
stresszt okoz, létrehozva reaktiv oxigénformakat (reactive oxygen species-ROS), és
ugyanakkor negativan hat olyan metabolikus folyamatokra, mint az antioxidans védelmi
rendszer, vagy a fotoszintetikus elektrontranszport (Cakmak, 2000). Mindez azt jelenti, hogy a
cink altal kivaltott oxidativ stressz noveli a lipidperoxidaciot és a membranpermeabilitést,
valamint csokkenti a szulfidril-tartalmat (Tripathi — Gaur, 2004).

Az oxidativ stressz soran a cink a lipidperoxidacio mellett serkenti a lipoxigenaz aktivitasat is,
amely a plazmamembran NADPH-oxidaz aktivalasaval tarsul, ami fokozott szuperoxid-anion
termeléshez vezet (Weckx — Clijsters, 1997). Tovabba, a cink mennyiségétl fliggden
aktivalodik az antioxidativ rendszer, ideértve a szuperoxid-dizmutaz, az aszkorbat-peroxidaz és
a glutation-reduktaz enzimeket. Ezen kiviil az aszkorbinsav és a teljes glutation tartalma is

valtozhat a cink koncentracio fiiggvényében (Ivanov et al., 2012).

2.5 A kadmium

A kadmium (Cd) a lIB. csoportba tartozé atmenetifém, amely viszonylag ritka a foldkéregben,
a 32. leggyakoribb elem (Wood — Wang, 1983). Féként a cink, réz és 6lom elsddleges
termékként torténd kinyerése €s finomitasa soran keletkezik, mint melléktermék. Mivel nagy
mennyiségben kinyerhetd és olcso, gazdasagi okokbol kevés finomitott kadmium keriilt
Ujrahasznositasra, &m a novekvd kdrnyezettudatossagnak kdszonhetden egyre tobb ilyen céla
torekvés van. Az Ujrahasznositds hianya, a kadmiumtartalmii termékek és tlizeldanyagok
felhasznalasa révén torténd eloszlas hozzajarul az altalanos talajszennyezéshez, elsésorban a
légkori kihullas révén az elsddleges légszennyezd forrasok (banyaszat és finomitas,

hulladékégetdk, fosszilis tiizeldanyagok égetése) és a technoldgiai hulladéklerakok kozelében

(Nriagu, 1980; Nriagu — Pacyna, 1988).



2.5.1 A kadmium eldforduldsa

A kadmium egy kornyezet-szennyezé nehézfém, amely féleg emberi tevékenységeknek
koszonhetden kerlil a kornyezetbe. Nagy mennyiségben megtalalhatd szennyviziszapokban és
hulladékokban, emellett az ipari iizemek (erdmi, fémfeldolgoz6, cement ilizem), és a
gépjarmiivek (gumiabroncs, kipufogdgaz) iizemeltetésiik és miikddésiik soran szennyezhetik a
levegot, a vizeket és a talajokat (Pal et al., 2006). A kadmium nem esszencialis a névények
szamara, sOt az egyik legmérgezobb nehézfém a kornyezetben, mivel jol transzlokalodik, és
alacsony koncentracioban is hajlamos mérgezést okozni a szervezetekben, ezért érdemes
figyelmet forditani ra, kiilondsen olyan teriileteken, ahol jelentds az antropogén nyomas
(Sanchez-Martin — Sanchez-Camazano, 1993; Das et al., 1997). Wagner (1993) becslése szerint
uM Cd tartalom alatt nem tekinthetd szennyezettnek. A 35 uM koncentraciot meghalado
talajoldatokban csak a Cd-hiperakkumulator fajok képesek novekedésre. Kultirnovények
kozott ilyen a napraforgd és az 6szi kaposztarepce (Brown et al., 1994). A kadmium
felhalmozodasa valamennyi szervezetre veszélyes a talajban (Duxbury, 1985). A magas
kadmium koncentraciok szamos allatfaj esetében rakkeltonek, mutagénnek és teratogénnek

bizonyultak (Degraeve, 1981).

2.5.2 A novények kadmium felvétele és felhalmozdsa

A ndvények esetében a talajoldat kadmium koncentraciojatol és biologiai hozzaférhetdségétol
fligg a felvett kadmium mennyisége. A bioldgiai hozzaférhetdséget elsdsorban a talaj pH, a
hémérséklet és mas elemek koncentracioja hatarozza meg. A kadmium ion felvétele, Ca?" Fe?*,
Zn?* csatornakon keresztiil torténik (Clemens, 2006). A kadmium dontéen a gydkérben
akkumulalodik, de megnovelt koncentracid esetén fokozodik a transzlokacio, és a hajtdsokban
is felhalmozodhat (Wojcik — Tukiendorf, 2005). Florijn és van Beusichem (1993) beltenyésztett
kukoricavonalakban vizsgaltak a kadmium eloszlast, €s két csoportot kiilonitettek el. Az egyik
csoportba olyan vonalak tartoznak, melyek hajtasdban alacsony de gyokerében magas a
kadmiumkoncentracio (,,shoot Cd excluder”), a masik csoportba pedig azok, melyek gyokér és
kadmiumkoncentracidéi nem mutatnak jelentds eltérést (,,non-shoot Cd exluder”). Bizonyitottak
azt is, hogy a hajtasokban felhalmozott kadmium mennyiségekben észlelt genotipusos
kiilonbségek inkabb az eltérd belsd megoszlasnak, mint kadmium felvételnek kdszonhetdek

(Florijn — van Beusichem, 1993).
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2.5.3 A kadmiumstressz hatdsai novényekben

2.5.3.1 A kadmium hatdasa a névekedésre

A nehézfémstressz szemmel lathatd tiinete a novekedésgatlas. A kadmium negativan
befolyasolja a kukorica csiranévény fejlédését, és a csirazasi folyamatokat (Rascio et al., 1993;
Seregin — Kozhevnikova, 2005). A fejlodé novények gyoOkér- és hajtashosszat, friss- és
szaraztomegét csokkenti (3. abra), valamint kisebb termésmennyiséget eredményez (Déniel —
Gyodri, 2000). Az ilyen jelleglhi elvaltozasok azonban nem feltétlen észlelheték alacsony
koncentraciok esetén. A morfologiai paraméterek a gyokér- és levéltomeg, a ndvénymagassag
¢és a levélfeliilet nem valtozik jelentésen 1 nM és 10 uM kozotti kadmium koncentracioval
nevelt kukorica palantakon, viszont 25 uM Cd-nek kitett novények hajtashossza és friss tomege
szignifikansan csokken (Lagriffoul et al., 1998). T6bb névényfajban is megfigyelték, hogy a
kadmiumstressz gétolja a mitozist, de még inkabb a sejtek ndvekedését oly modon, hogy a
sejtfal pektin molekulai kozott er6sebb keresztkotések alakulnak ki (Prasad, 1995).

2.5.3.2 A kadmium hatdsa a gyokérfejlodésre

A gyokerek kozvetleniil taldlkoznak a kornyezetben 1évé nehézfémekkel ellentétben a
hajtasokkal, ezért a gyokérnovekedés altalaban gyorsabban reagdl a fémterhelésre, mint a
hajtasndvekedés. A kadmium felhalmozddas hatasara a gyokérsejtek életképessége csokken, és
ez visszaveti a gyokér fejlodését (Siroka et al., 2004). A nehézfémek, igy a kadmium is,
alacsony koncentracioban serkentheti a gyokérfejlodést kiilondsen a tolerans ndvények
esetében (Ernst et al., 1992; Wojcik — Tukendorf 1999). Klejdus (2004) vizsgalatai soran 100
uM-os kadmiumkezelés stimulalta a kukoricaszemek csirazasat. Azt a kovetkeztetést vontak le,
hogy a kadmiumtoxicitast a ndvény nagy mennyiségli vizfelvétellel probalja kompenzalni.
Csirazasgatlo hatast csak 1 mM-os koncentracio felett tudtak kimutatni (Klejdus et al., 2004).
A kadmiumstressz visszaveti az oldalgyokérképzOdés intenzitasat, a novény gyokerei
megbarnulnak és csavarodotta valnak (Wojcik — Tukendorf, 1999; Nocito et al., 2002; Wang et
al., 2007). A gyokérnovekedésre gyakorolt negativ hatast a részben a gatolt sejtosztodas és
sejtfal alkotok szintézise, valamint a Golgi-apparatus karosodasa eredményezi. A barnulas a
szuberin berakodas miatt kovetkezik be (Punz — Sieghardt, 1993). A kadmium, lignin beépiilést
indukdl a gyokér sejtfaldba, és ennek az a kovetkezménye, hogy merev és kemény lesz
(Degenhardt — Gimmler, 2000).

2.5.3.3 A kadmium hatdsa a fotoszintézisre

Alacsony kadmiumkoncentraciok (0,05 és 0,1 uM) akar klorofillszintézist és fotoszintetikus
aktivitast noveld hatasuak is lehetnek (Nyitrai et al., 2003), de altalanossagban elmondhato,

hogy a kadmium negativan befolyasolja a fotoszintézist és a klorofill bioszintézist. Pal (2006)
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vizsgalatai soran, egy hetes klorofilltartalom mérés utolsé napjan 10, 25 és 50 uM Cd
koncentracioval nevelt kukorica novények 11, 13 és 39 %-al kevesebb Kklorofillt tartalmaztak
mint a kontrollndvények (Pal et al., 2006).

A kadmiumstressz a Kkloroplasztiszok struktGrajanak torzuldsat eredményezi, ami
alakzavarokhoz és felftjt tilakoidokhoz vezet (Najeeb et al., 2011). A kloroplasztiszok
szerkezetének elvaltozdsa részben a kloroplasztiszok szdmanak ¢€s méretének, a
keményitészemcsék tartalménak és a plasztoglobulinok felhalmozodéasénak jelentds
csokkenésében nyilvanul meg (Ying et al., 2010; Wang et al., 2011; Elhiti et al., 2012). A
kloroplasztisz szerkezetének karosodasa a membran zsirsav- és lipidtartalmanak fokozott
peroxidacidja miatt is bekovetkezhet, ami a fokozott lipoxigenaz (LOX) aktivitasnak
koszonhetd (Remans, 2010). A LOX kozvetiti a tobbszordsen telitetlen zsirsavak oxidaciojat,
beleértve a kloroplasztisz membranlipideket. A LOX aktivitas és a lipidperoxidacidé kozott
tobben is pozitiv korrelaciot mutattak ki kadmiumstressz alatt (Maksymiec — Krupa 2006;
Tamas et al., 2009).

2.5.3.4 Oxidativ stressz és hatasa a membranokra

A kadmium oxidativ stresszt okoz a novényekben. A membrandiffiizié megvaltozik és ezt
kovetden, szubcellularis szintli ROS (reaktiv oxigénformak) termeléssel dsszefiiggd novekedési
lemaradast eredményezhet (Mahmood et al., 2009). Mivel oxidativ jellegili, a kadmium stressz
kiilonb6z6é ROS-ok képzddéséhez vezet, mint példaul a szuperoxid-aniongyok (O2) ami a
molekularis oxigénbdl egyelektronos redukcioval keletkezik. A szuperoxid-aniongydk
elektronfelvétellel hidrogénperoxiddda (H202) alakulhat, ami membrankdrosodast ¢és
elektrolitszivargast okoz (Edreva, 2005; Khan et al., 2007). A ROS-termel6dés altalaban a
membranfehérjék €s lipidek nem specifikus oxidacidjdhoz vezet, ami egyidejlileg a sejtek
pusztulasaval jar (Cho — Seo 2005; Khaliq et al., 2015). A természetben a novények védekezési
mechanizmusai segitenek fellépni az oxidativ karosodas ellen. A kadmiumstressz altal indukalt
tulzott ROS termelddés csillapitasaért az antioxidativ védelmi rendszer enzimei feleldsek a
novényekben. Ilyenek a szuperoxid-dizmutdz (SOD), peroxidaz (POD), kataldz (CAT),
aszkorbat-peroxidaz (APX), valamint néhdny nem enzimatikus anyag, mint az aszkorbat (AsA),
a-tokoferol, glutation (GSH) és karotinoidok (Cars) (Pal et al., 2006).

Szamos vizsgalat eredményei mutatjak, hogy a kadmium- €s mas nehézfémek lipidperoxidaciot
idéznek el6 kukoricaban (Pal et al., 2006; Xu et al., 2014; Anjum et al., 2015; 2016; Abbasi et
al., 2016). Az eredmények legtobb esetben megnovekedett elektrolit kiaramlast és

malondialdehid (MDA) szint ndvekedést mutatnak a kadmiummal kezelt novények esetében.
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A kadmium ¢és a cink olyan elemek, amelyek hasonlé geokémiai €s kornyezeti tulajdonsagokkal
rendelkeznek (Nriagu, 1988; Sanchez-Martin — Sanchez-Camazano, 1993; Giller et al., 1998).
E kornyezeti tarsulasuk és kémiai hasonlosdguk a kadmium és a cink kozotti kolesonhatashoz
vezethet a novényi felvétel, a gyokerekbdl a fold feletti részekbe torténd szallitas, illetve az
chet6 részekben valo felhalmozodas és a taplaléklancokba vald belépés soran (Warwick et al.,

1999; An, 2004).

Esszencialis mikroelemek B Nem- esszencidlis elemek

>

Zn hiany Zn optimum Zn toxicitas 1 cdtolerancia Cd toxicitis

2 B

Novenyi szaraztomeg
-J /"
Novenyi szaraztomeg

Zn koncentracié Cd koncentracié

3. dbra: Esszencidlis (Zn) és nem esszencialis (Cd) elemek hatasanak dsszehasonlitasa a névényi szarazanyagképzés
tekintetében. Schulze és munkatarsai (2019) alapjan

2.6 Nehézfémstressz kimutatasara alkalmas nem-invaziv metodikdk: gyors

miiszeres mérések és biofoton emisszion alapulo képalkotas

A novényi stresszvizsgalatok soran kiemelt fontossaguak a roncsolasmentes, azaz nem-invaziv
technologidk, mivel segitségiikkel ugyanazon ndvény tobb alkalommal is vizsgalhato, emellett
a stresszjelenségek hatterében allo alapvetd fiziologias folyamatok jol jellemezhetdk anélkiil,
hogy a vizsgalni kivant novényi szovet roncsolasnak lenne kitéve. A szdmos nem-invaziv
technologia koziil legtobb a fotoszintetikus apparatus - mint alapveté novényi allapotot

meghatarozo tényezd - jellemzésére alkalmas késziilékek.

2.6.1 Klorofill tartalom becslés

A novényi klorofill tartalom becslésére alkalmas késziiléket (Plant Soil Analysis Development-
SPAD) fejlesztése soran elsddlegesen nitrogén ellatottsdg becslésére hasznaltdk az {izemi
ndvénytermesztés soran. Mivel azonban a nitrogén tartalom és a klorofill tartalom szoros
Osszefliggésben allnak, ezért a SPAD index értéke jol jellemzi és altala becsiilhetd a novényi

klorofill tartalom. A novények relativ klorofill tartalmanak becslése tobbnyire a leveleken atesé
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fény mérésével torténik. A mérések soran mértékegység nélkiili értékeket kapunk, amelyeknek
koszonhetden ralatast nyeriink a novényi-tdpanyag ellatottsag szintjérél, valamint az esetleges
stressz hatasok fellépésérol.

Jelen munka vizsgalatai soran is hasznalt miszer volt a SPAD-502 késziilék, amellyel gyorsan
¢s roncsolasmentesen lehet meghatarozni a levelek nitrogénellatottsagaval jol korrelald
klorofill tartalmat, amely paraméter meghatarozasa kulcsfontossagh a ndvényi
tapanyagellatottsagi vizsgalatokban. A késziilék a 650 és 940 nm hulldamhosszon képes mérni
a novények intakt transzmisszidjat (4. abra), amely a becsiilt novényi klorofilltartalmat jol

reprodukalhatéan szolgaltatja (Haripriya — Byju, 2008).

Wares LID fravoras LD

Relativ 1émyntenitis

o0 m wo 0 wa %0 1000 1300
Hullimbesss [nm)

4. abra: LED hullamhosszok jellemzék a SPAD-502 késziilékben. SPAD-502 Manual alapjan

2.6.2 Normalizdt vegetdcios index (Normalised difference vegetation index-NDVI)

Az egészséges novény klorofill pigmentje a lathato voros fény nagy részét elnyeli, mig a ndvény
sejtstruktiraja a kozeli infravoros fény (Near infrared: NIR) nagy részét (>700 nm) visszaveri.
Ez azt jelenti, hogy a magas fotoszintetikus aktivitas kevesebb visszaverddést eredményez a
vOrds savban és nagyobb visszaverddeést a kozeli infravorés savban. Az NDVI az élo,
fotoszintetikusan aktiv klorofill tartalommal rendelkezd ndvények esetében jol meghatarozott
0,6 érték folotti, azonban tapanyagellatottsagtol szenvedd novények esetében ez az érték

alacsonyabb, ezaltal jol hasznalhatd a ndvényi stresszreakciok meghatarozasa céljabol is.

2.6.3 Fluoreszcencia indukcio

A fluoreszcencia indukciés mérés lehetévé teszi, hogy informaciot gytijtsiink a novények
fotoszintetikus apparatusanak allapotarol a kettes fotokémiai rendszer (PSII) fotoszintetikus
hatékonysagan keresztiil, nem-invaziv médon. A gyors PSII fluoreszcencia tranzienst (OJIP)
hasznidlva megfigyelhet6 a PSII fotoszintetikus aktivitisa, a fotoszintetikus

elektrontranszportlanc redoxallapota és a PSI/PSII sztochiometria (Kalaji et al., 2014). A mérni
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kivant feliiletet sotétadaptalni kell, ilyenkor nem zajlik aktiv fotoszintézis (Fo), majd a
maximalis érték (Fm) meghatdrozdsdhoz egy rovid fényimpulzus sziikséges ugyanazon
terliletre. Az ilyenkor kibocsatott fluoreszcencia értékeket a PSII allapota befolyasolja. Az Fo -
Fm kiilonbség a PSII valtozo fluoreszcencidja (Fv), és ebbdl szamolhato ki a PSII maximalis

kvantumhatékonysaga (Fv/Fm) (Olah, 2020; Lorenzo et al., 2022).

2.6.4 Biofoton emisszio mérés

Az in-vivo és nem-invaziv vizsgalatok alkalmazasa a novényi stressz észlelésében kiemelt
fontossagu. A névényeken, az ilyen modszereket a fejlodésiik soran tobbszor is alkalmazhatjuk,
¢s megfigyelhetjiik a bekovetketkezd valtozasokat, mindezt ugy, hogy a ndvényekben nem
tesziink kart. A biofoton emisszié mérése egy modern és Ujszerii, nem invaziv vizualizacios
modszer, amely alkalmas a ndvényi stresszallapot detektalasara. A biofoton emisszid mérési
technika az elmult két évtizedben egyre novekvd érdeklédést valtott ki (Bodemer et al., 2000;
Jocsak et al., 2020; Ponya et al., 2021). Ezzel a technikaval vizsgalhatd a ndvényi sejtekben
zajlo fotoszintetikus ¢és oxidativ biokémiai folyamatok sordn kibocsatott késleltetett
fluoreszcencia (delayed fluorescence-DF) ¢és ultragyenge biolumineszcencia (ultraweak-
bioluminescence-UWLE), amelyek biofoton a emisszié formai. A korszerii biofoton emisszid
mérésére alkalmas késziilékek egy teljes fényzaré kamraban elhelyezett ultraérzékeny,
mélyhiitott CCD (charge-coupled device) kameraval vannak felszerelve. Igy lehetdség van
egyetlen késziilék hasznalataval mérni egy mérési idétartam alatt tobb anyagcsere folyamat
nyomonkdvetése a késleltett fluoreszcencia és az ultragyenge biolumineszcenia adatok alapjan.
2.6.4.1 Kesleltetett fluoreszcencia (delayed fluorescence-DF)

A ndvényekben zajlé fotoszintetikus és biokémiai folyamatok fotonkibocsatassal jarnak. A
fénytél elzart novényekben a  fotoszintetikus miikodés megszakad, ¢és az
elektrontranszportlancb6él a fel nem hasznalt elektronok egy része visszaaramlik a
reakciokdzpontba. Az elektronok hatasara a klorofill molekulak gerjesztett allapotba kertilnek
¢s ez fotonkibocsatast eredményez, ami jol tiikkr6zi a fotoszintetikus apparatus allapotat
(Bodemer et al., 2000; Jocsak et al., 2020). Tobb kutatas bizonyitotta, hogy a DF mérése
alkalmas az in-vivo stresszkimutatasra (Jocsak et al., 2020; Sanchez-Moreiras et al., 2020;
Lukacs et al., 2022).

2.6.4.2 Ultragyenge biolumineszcencia (ultraweak-bioluminscence-UWLE)

A novényi sejtekben zajlo oxidativ anyagcsere folyamatokbol szarmazd fotonkibocsatds az
ultragyenge biolumineszcencia (UWLE). A biofoton emisszio ezen formaja a késleltetett DF-

hez mérten rendkiviil kis mértékii. Fotonkibocsatds torténik a mitokondriumokban, a
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peroxiszomakban, bizonyos enzimatikus folyamatok és reaktiv oxigénformak (ROS) képzddése
soran (szabadgyokok képzodése), amely altaldban a membranfehérjék és lipidek nem specifikus
oxidaciojadhoz vezet. Ezt kovetden a kialakult lipidperoxidacios folyamatok az UWLE

megemelkedését eredményezik (Jocsak et al., 2020).

2.1 Nehézfémstressz nyomonkivetésére alkalmas egyes analitikai és
molekularis biologiai vizsgalatok

2.7.1 Lipidoxiddacio mérés

A nehézfémstressz sulyos kovetkezményekkel jarhat, mivel a stresszreakciok soran keletkezett
szabadgyokok konnyen reakcidoba lépnek a bioldgiai membranokkal membrankarosodast,
ezaltal elektrolitszivargast okozva (Edreva, 2005; Khan et al., 2007). A nehézfémek nagyobb
koncentracidja megndveli az ROS-termelddést, ami altalaban a membranfehérjék és lipidek
nem specifikus oxidacidjahoz vezet, ami egyidejiileg a sejtek pusztulasaval jar (Cho — Seo
2005; Khaliq et al., 2015). A malondialdehid (MDA) mérés egy gyakran alkalmazott modszer
a lipidoxidécios szint kimutatdsara és mérésére. A tiobarbitursavas reakcid altal végbement

abszorbancia elvaltozas mértékébol meghatarozhaté a lipidoxidacio szintje.

2.7.2 Vasredukalo képességen alapulo teljes antioxiddns kapacitds mérés

A reaktiv oxigénformak talzott termelddése altal eldidézett oxidativ stressz hatdsait az
antioxidans rendszer feladata inaktivalni (Gutteridge, 1994). A vasredukal6 képességen alapuld
antioxidans kapacitds (FRAP= ferric reducing ability of plasma) stresszanalitikai mérési
madszerrel informaciot kaphatunk a ndvények nem-enzimatikus antioxidansainak jelenlétérol.
A mérésben hasznélt vas-2,4,6-tripiridil-S-triazin (TPTZ) komplexben 1évé Fe®" ionokat az
antioxidansok redukdljak Fe?* ionokka, és a reakcié kék szint és abszorbancia véltozist
eredményez. Az abszorbanciat 593 nm-en spektrofotométerrel tudjuk mérni, minél tobb az
adott mintaban a vasredukald képességli nem-enzimatikus antioxidans, annal nagyobb mértékii

az abszorbancia valtozas (Benzie — Strain, 1996).

2.8 Génexpresszios vizsgdalatok

2.8.1 Glutation reduktdz (GR) és a glutation—sS-transzferdz (GST) hatdsmechanizmusa

A glutation-transzferazok (GST-K) enzimcsaladja szamos izoenzimbdl all. Ezek az enzimek
fontos szerepet jatszanak a xenobiotikumok méregtelenitésében. Ez a folyamat a méreganyagok

atalakitasat ¢és eltavolitdsat szolgalja. A GST-k katalizdljdk a szerves vegyiiletek
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Osszekapcsolasat a glutation (GSH) nevii intracellularis tiolvegyiilettel (5. abra). Ez a folyamat
a vegylileteket hidrofilebbé és kevésbé toxikussa teszi, mivel hozzajarul a méreganyagok
vizben valé oldhatosagahoz és kilirités¢hez a szervezetbdl. Ezek az enzimek a ndvényi
szervezetek mellett megtalalhatok egyéb organizmusokban is, beleértve prokariotakat,
cukariotakat, valamint emberi szervezetben is (Dixon et al., 2010; Cummins et al., 2011; Kumar
— Trivedi, 2018).

i rudukeio _— [ Glutation transzferaz 7G;4| ’ xenobiotikumok |
GS5G ‘ ondacd i J ‘ Biotih i, metabolitek | konIUgé(um | | metabolitok ‘
= 'P‘O- L —————————)
G %
Exkrécio Vakuolum

5. dbra: a glutation reduktdz és a glutation—s-transzferdz enzimek hatdsmechanizmusai Dobritzsch és munkatdrsai (2019)
alapjan

A glutation-transzferazok (GST) kulcsszerepet jatszanak a szerves xenobiotikumok mellett az
endobiotikus metabolitok méregtelenitésében is. Amikor nehézfémek keriilnek a szervezetbe,
az oxidativ stressz és mas karos hatdsok elleni védomechanizmusok a GST-aktivitas
novekedését is magukban foglaljak, ami fontos védelmet nyujthat a névényeknek (Anjum et
al., 2012). Mindemellett egyre tobbszor kimutatjak, hogy a fémek lehetnek kozvetlen vagy
kozvetett gatloi a GST-k miikodésének, oly modon, hogy az enzimaktivitast gatoljak, vagy
csOkkenthetik a redukalt glutation (GSH) koncentraciot a sejtekben. Ez utobbi a fémekkel
szemben is védGszerepet jatszik, mert hozza tud k6tédni a fémionokhoz, példaul a higany vagy
a kadmium, illetve az altaluk kivaltott oxidativ stressz hatasat képes csokkenteni a GSH/GSSG
egyenstly megvaltoztatasaval (Kalinina et al., 2014; Rubino, 2015).

2.8.2 Lipoxigendz (LOX) hatismechanizmus

A lipoxigenaz (LOX) enzimek olyan fontos enzimek, amelyek a tobbszordsen telitetlen
zsirsavak oxigénnel valo reakciojat katalizaljak a novényi sejtekben (Hildebrand 1989; Brash
1999). A novényekben tobbféle LOX-izoforma Iétezik, amelyek eltérd iddbeli és térbeli
eloszlast mutatnak a novények fejlédése soran (Fischer et al., 1999). Az LOX aktivitasat

kiilonboz6 sejtfrakciokban is megfigyelték a ndvényekben (mitokondrium, kloroplasztisz,
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vakuolum), de a legnagyobb aktivitds az oldhaté-citoplazmatikus frakcidhoz kdothetd
(Liavonchanka — Feussner 2006). A LOX enzimek az oxilipinek nevii vegyiiletek szintézisének
elsd lépését katalizaljadk. Ezek az oxilipinek fontosak a ndvényi anyagcsere szamos
folyamataban, beleértve a ndvekedést, a stresszre adott valaszokat, a szeneszcenciat (6regedést)
¢s a sejtek kozotti jelatvitelt. A LOX enzimek kulcsszerepet jatszanak a ndvények fejlodésében
¢s kiilonbozo koriilményekre adott valaszokban, példaul sebesiilések, stresszhelyzetek vagy a
sejtek kozotti kommunikacié soran. A kutatasok ezen enzimek jobb megértése hozzajarulhat a
novényi biologia és agrondmia teriiletén végzett munka fejlodéséhez (Feussner — Wasternack,
2002; Porta — Rocha-Sosa, 2002; Tamas et al., 2009).

A szamos lipoxigendz enzimet kodold gén koziil a LOX2 gén terméke szerepet jatszik az
abiotikus és biotikus stresszorok elleni védekezés kialakitdsdban. Ezen gén kdédolja a 9-
lipoxigenaz enzimet, amely a stressztlirés novelésében szerepet jatszd vegyiilet, az alfa-

linolénsav egyik kettds kotését oxidalja (Olah, 2020).
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Novénynevelés

A kukorica magokat sziir6papirban elOcsiraztattuk 4 napig. A magokat rahelyeztik a
sziirOpapirra, 6sszetekertiik és desztillalt vizzel aztattuk. A csirazott magokat folyami homokkal
feltoltott, 6x6 centiméteres mianyag cserépbe iiltettiik, gy, hogy a hajtasbol 1-2 centiméter ne
legyen homokkal fedve. A novényeket Pol-Eco Apartura KK 1450 klimakamraba (POLEKO-
APARATURA sp.j. ul. Kokoszyckal72C 44-300 Wodzistaw Sl aski, Lengyelorszag)
helyeztiik 20 °C-on, 700 pM m™ s fényintenzitassal 16 6ran keresztiil nappali, és 16 °C; 0 uM
m2 s fényintenzitassal 8 6ran keresztiil éjszakai koriilmények kozott. Egy héten keresztiil
Hoagland munkaoldattal (4 x higitasban) (mikroelem-tartalom nélkiili) ontézve neveltiik a
novényeket ilyen koriilmények kozott (6. abra). A nevelés alatt az Gsszesen 80 novénybdl
valasztottuk ki a latszolag legjobb allapotban 1évé 56 darabot. Ezekbdl 35 darabot hasznéltunk

biofoton emisszidés mérésekre és 21 darabot pedig egyéb nem-invaziv vizsgalatokra.

3.2 Kezelések

A kivalasztott novényeket kezelésenként 7 csoportra osztottuk, igy minden kezelési
koncentraciora 8 novényt hasznaltunk. A nehézfémes kezelések cink esetében a kontroll csoport
mellett 100 pM, 500 uM, 1000 uM és 2000 uM koncentracidji cink-szulfat (ZnSO4 x 7 H20)
oldattal, kadmiuméban pedig 100 uM ¢és 500 uM koncentracidjii kadmium-klorid (CdCly)
oldattal tortént, a kétnaponta torténd ontozéssel egyidejiileg, 10-10 mL mennyiségben kijuttatva
(6. abra). A kezelések kiilonos Ovatossagot igényelnek, a kadmium minden €16 szervezetre
veszélyes elem, ezért az oldatokat gumikesztyliben €s pipettaval juttattuk a ndvények ald. A
novénynevelés kovetkezd szakaszaban kétnaponta kezeltiik a novényeket dsszesen haromszor:
a kontroll novényeket feles toménységli Hoagland tapoldattal Ontoztik, a viz- ¢és

tapanyagellatas érdekében, a kezelések pedig az emlitett koncentracidokkal végeztiik.

NOVENYNEVELES KEZELESEK

v folyami homok,

4 nap v 6x6 cm-¢s cserép, 7 nap Zn cd
Csirizatis ME—p | 10vény cserép - =

v feles tdménységl Hoagland
tipoldat
v klimakamra v Kontroll
v Kadmium: 100, 500 pM (CaCly)
v Cinks: 100, 500, 1000, 2000 uM (ZaSO, * 7 H,0)

6. abra: A vizsgadlat soran alkalmazott cink (kontroll, 100, 500, 1000, 2000 uM) és kadmium (kontroll 100, 500 uM) kezelések
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3.3 Fenologiai paraméterek mérése

A novények magassagat az egy hetes nevelés utan az elsé kezelést6l szamitott hetedik napon
mértiik 30 centiméteres vonalzoval.

A kezelések befelyeztével analitikai mérlegen mértiikk meg a ndvények tomegét, €s ezen a napon
felszamoltuk az Osszes novényt. A levelek és gyokerek egyarant fel lettek apritva, majd
kezelésenként alufoliaba keriiltek 1 g az elemtartalom méréshez, 0,1-0,1 g az analitikai
mérésekhez, és 0,03 g a génexpresszios vizsgalatokhoz. A ndvényi mintdkat -20 °C-on, a

génexpresszios vizsgalatokra szant mintakat pedig -80 °C-on taroltuk.

3.4 Elemtartalom mérése

Az elemtartalom meghatarozas szaraz mintdkbol zajlott a MATE Kaposvari Campus Elettani
¢s Takarmanyozastani Intézet laboratériuméanak szabvanyositott modszerei (MSZ08-1783-
33:1985, MSZ-08-1783-17:1984 5.1) szerint. A méréseket az alabbi miszerekkel végeztiik:
Ohaus Adventurer Pro analitikai mérleg (OHAUS CORPORATION, 1.800.672.7722, 8
Campus Drive, Suite 105, Parsippany, NJ 07054, USA), Nabertherm LT24/11/P330 kemence
(Nabertherm GmbH, Bahnhofstr. 20, 28865 Lilienthal, Németorszag), Memmert WNB 22
vizfiirdé (Memmert GmbH + Co., KG AuBere Rittersbacher StraBe 38 91126 Schwabach,
Németorszag) és JY Ultima2 ICP-OES atomabszorpcids spektrofotométer (HORIBA
Advanced Techno, Co., Ltd., Miyanonishi-cho, Kisshoin Minami-ku Kyoto 601-8306, Japan).

3.5 Gyors, miiszeres nem-invaziv vizsgalatok

3.5.1 Relativ klorofill tartalom becslés

A novények relativ klorofill tartalmat Minolta SPAD 502 (Konica Minolta, Europaallee 17
30855 Langenhagen Germany) késziilékkel mértiik (7. dbra). A 650 és 940 nm hulldmhosszon
képes mérni a novények intakt transzmissziojat. A klorofill tartalom és a SPAD index értéke
szoros kolcsonhatasban allnak egymaéssal, ezért a mérés eredménye egy mértékegység
nélkiili becsiilt klorofilltartalmat szolgéltat. A méréseket az els6 kezeléstdl szamitott 168.
oraban végeztiik. llyenkor kezelésenként az erre szant 3 ndvényen mértiink 30 SPAD indexet,
vagyis minden ndvényrdl 10 értéket. A ndvényenkénti 10 SPAD indexet a levélfeliilet eltérd
részein mértiik meg, igy a levelek nagyobb részérdl kaphattunk adatokat, mintha csak 1-1

helyen vizsgaltuk volna.
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3.5.2 Normalizalt vegetacios index-NDV I

A normalizat vegetacios index-szel (Normalised difference vegetation index-NDVI)
jellemzehetd a novény zold szin intenzitasa, mivel az egészséges ndvény klorofill pigmentje a
lathaté voros fény nagy részét elnyeli, mig a novény sejtstruktiraja a kozeli infravords fény
nagy részét visszaveri. A mérés soran hasznalt miszer egy PolyPen RP 410 (PSI (Photon
Systems Instruments) spol. s r.0., Primyslova 470, 664 24 Drasov, Csehorszag) volt (7. abra),
amely mérdfeliiletére csiptetve a levelet a reflektancia mérés, majd az abbdl szofveresen
szamitott vegetacios index értékek meghatarozhatok. A klorofill taralom mérésével egy idében
végeztilk az NDVI vizsgalatokat is. A késziilék tetején 1€vo csiptetovel befogtunk egy levelet,

majd egy gombnyomassal mérhettiik az értékeket.

7. abra: Gyors miiszeres vizsgdlatokhoz hasznalt késziilékek (balrol:
SPAD 502; PolyPen RP 410; FluorPen FP 110/D)

3.5.3 Fluoreszcencia indukcio mérés

A fluoreszcencia indukcios méréssel megvizsgalhatjuk a ndvények fiziologiai allapotat kettes
fotokémiai rendszer (PSII) fotoszintetikus aktivitasan keresztiil. A hasznalt miszer egy
FluorPen FP 110/D (PSI (Photon Systems Instruments) spol. s r.0., Primyslova 470, 664 24
Drésov, Csehorszag) volt (7. abra). A levelekre helyezett levélkapcsok lezarva sotétadaptaljak
a mérni kivant feliiletet 30 percig. Amikor a késziiléket bele illesztjiik a kapocsba akkor a
fedelét elhtizzuk majd ezutan elvégezhet a mérés, és meghatarozhato tobbek kozott az Fu/Fm

érték, ami a PSII maximalis kvantumhatékonysagat adja meg.

3.6 Biofoton emisszio mérés

A biofoton emisszio detektalasat egy NightSHADE LB 985 In Vivo Plant Imaging System
(Instutute Berthold Technologies Bioanalytical Instruments, Calmbacher Strasse 22, D-75323
Bad Wildbad, Németorszag) segitségével végeztik (8. 4&bra), amely egy érzékeny,
termoelektromosan hiitétt, lasst letapogatasu, -68 °C-ra hiitétt NighOwlcam CCD-késziilékkel

rendelkezik. Az expozicids id6 60 masodperc volt, 4 x 4 pixel binninggel, és mind a
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"hattérkorrekcié", mind a "kozmikus elnyomds" opciot engedélyeztiik, hogy biztositsuk a
potencidlisan kozmikus sugarzas altal okozott nagy intenzitdsu pixelek eltdvolitasat. A
késleltetett fluoreszcencia (DF) standardizalt kiindulasi értékének elérése érdekében a biofoton
emisszi6 szamszertsitése elott S masodperc idétartamra tavoli vords (730 nm), voros (660 nm),

z01ld (565 nm) és kék (470 nm) fény maximalis intenzitasu LED paneleket alkalmaztunk. Ezutan

8. dbra: Biofoton emisszios mérések (Nightshade LB 985)

a LED-eket kikapcsoltuk, és a lumineszcenciat néhany percig figyeltiik, a fotonszamlalast 60
masodpercenként gyiijtottiik és elemeztiik az IndiGO™ 2.0.5.0. szoftver segitségével. Az igy
kapott masodpercenkénti szamlalasi értékeket (cps) ezutan atvaltottuk
négyzetmilliméterenkénti masodpercenkénti szamlalasi értékekre (cps/mm?), és kiigazitottuk a
teriiletet. A biofotonemisszionak ez a formdja alacsonyabb emisszids jelnél stresszéallapotra
utal, amelynél e novények fotoszintetikus apparatusa zavart. Az ultragyenge
biolumineszcencidt (UWLE) is ezzel a miszerrel mértik. A végsd DF-mérések utan
kezelésenként egy levélasztott levelet helyeztiink a miiszerbe, és elszigeteltiik a fényforrastol.
Az 5 mésodperces megvilagitast 60 perces sotétben toltdtt mérési iddszak kovette. Ebben az
esetben az elsd 30 percet nem vettiik figyelembe, mivel a DF jelenség kortilbeliil ennyi id6 alatt
megszlinik, majd kovetkezik az UWLE. Ez utdébbi nem fotoszintézishez kapcsolodo
fotonemisszid, hanem a ndvények oxidativ anyagcsere-folyamataibdl szdrmazik. A mérések
soran késziilt képeket az IndiGO™ 2.0.5.0. szoftver mentette el, és a biofoton emisszids
sebességet masodpercenkénti szamlalasban (cps) fejeztiik ki. A képeken kivalasztott teriiletek
cps ertekeit milliméteres egységekre osztottuk, hogy megkapjuk a ndvény altal

négyzetmilliméterenként kibocsatott fotonok szamat (cps/mm?).
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3.7 Lipidoxiddcio mérés

A lipidoxidacios mérésiinkh6z Heath és Packer (1968) altal kidolgozott malondiadehides
(MDA) moddszert hasznaltuk néhany valtoztatassal (9. abra).

A 0,1 grammos ndvényi mintakat fagyasztoban hiitott dorzsmozsarban dorzsoltiik el 1,5 mL
0,1 %-os triklorecetsav (TCA) oldattal, és helyeztik 2 mL-es Eppendorf csovekbe. A
centrifugalas ebben a mddszerben is 10 percig tart, 4 °C-on és 13000 fordulat/percen (Hettich,
MIKRO 220R; Andreas Hettich GmbH&Co. KG Fohren str. 12, D-78532 Tuttlingen,
Németorszag). A kivonatokbodl ezutan 0,375 pL-t adtuk 1125 pL reagenshez, ami egy 20 %-0s
triklorecetsav (TCA) oldat amely 0,5 % tiobarbitursavat (TBA) tartalamaz. Mivel az inkubalas
30 percig tart 96 °C-on, a mintakat le kell hiiteni az abszorbancia mérés elott

spektrofotométerrel. Az adatokat nM/g friss tomegre adtuk meg, harom minta atlagaban.

| +?\‘/ _>Y Ys*?HO
e e o o U

OH

MDA TBA MDA-TBA, addukt

9. dbra: Malondialdehid (MDA) reakcié 2 molekula 2-tiobarbitursavval (TBA). Weitner és munkatarsai (2016) alapjdn

3.8 Vasredukalo képességen alapulo teljes antioxidans kapacitas mérés
A vasredukald képességen alapuld teljes antioxidans kapacitast Benzie és Strain (1996)
modszerével végeztiik (10. abra), az Estimation of total antioxidant activity cim{ protokoll
alapjan, amely részletesen leirja a FRAP (ferric reducing ability of plasma) metodika Iépéseit.
Eldszor a reagenst (munkaoldat) készitettiik el, amelyhez hdrom oldatot hasznaltunk 10:1:1
aranyban:

e Acetat-puffer: 300 mM, pH 3,6

o TPTZ(2,4,6-tripiridil-s-triazin) 10 mM 40 mM HCIl-ban; 100 mL desztillalt viz 330 uL.

HCl-ban
e FeCl3 x 6 H.0: 20 mM

Az elkésziilt munkaoldat fényérzékeny, ezért szekrénybe helyeztiik a felhasznalasig.
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A kezelésenkénti 0,1 gramm novényi mintadkat fagyasztoban hiitétt dorzsmozsarban dorzsoltiik
el 1,5 mL 7,6 pH-ja foszfat pufferrel és mintanként azonos mennyiségli kvarchomokkal. Az
eldorzsolt gyokereket és leveleket 2 mL-es eppendorf csdvekbe raktuk, majd centrifugaltuk
(Hettich, MIKRO 220R; Andreas Hettich GmbH&Co. KG Fohren str. 12, D-78532 Tuttlingen,
Németorszag) 10 percen keresztiil 4 °C-on 13000 fordulat/percen. Centrifugélas alatt szintén 2
ml-es eppendorfokba 1950 uL. munkaoldatot tettiink, majd mikor a centrifuga program lejart a
feliiluszobol 50 pL-t adtunk a reagenshez. Ilyenkor fontos figyelni ra, hogy a kivonatot gyorsan
pipettazzuk a reagensbe, mert a lejatszodo reakcio gyorsan végbemegy, €s ezért a kész mintakat
egybdl inkubaltuk 37 °C-on 15 percig. Az abszorbanciat spektrofotométerrel mértiik meg 593
nm-en, és az értékeket pg aszkorbinsav (AS) ekvivalens/g friss tomegben adtuk meg, harom

minta atlagaban.

Antioxidans
e

Vas-tripiridil-niazin Vas-tripiridil-triazin
(Fe** - TPTZ) komplex (Fe’* - TPTZ) komplex
(attetszd) (szinezddés)

10. abra: Fe(lll)-TPTZ komplex redukcios reakcioja Bhandari és munkatarsai (2015) alapjan

3.9 Génexpresszios vizsgdlatok

A levél és a gyokér mintakbol egyenként 30 mg-ot az RNeasy Tissue Mini Kit (Qiagen, 19300
Germantown Road, Germantown, MD 20874, USA) lizispufferében homogenizaltuk egy
Tissuelyser II nagy ateresztOképességli mintahomogenizalo késziilékben (Qiagen, 19300
Germantown Road, Germantown, MD 20874, USA). Az RNS lebomlasanak elkeriilése
érdekében a homogenizator adapterét -20 °C-ra hiitottiik. Az RNS extrakciot a gyartd utasitasai
szerint végeztiik. Az RNS mennyiségét és mindségét Thermo Scientific™ NanoDrop™ OneC
Microvolume UV-Vis spektrofotométerrel mértiik (Thermo Scientific™ 840274200, 168 3rd
Ave, Waltham, MA 02451, Massachusetts, USA). A cDNS-szintézist a QuantiTect Reverse
Transcription Kit segitségével végeztiik, 15 percig 42 °C-on (Qiagen, 19300 Germantown
Road, Germantown, MD 20874, USA) a gyart6 utasitdsai szerint, miutan 2 percig 42 °C-on
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DNS-azos emésztést végeztink. A CDNS-szintézist kovetéen a PCR-reakciot az alabbi

primerekkel végeztiik el (1. tablazat):

1. tablazat: génexpresszios vizsgalatokra hasznalt primerek

Név Szekvencia Tapadasi hémérséklet (°C) Forras

F-TTCCTCATGTTCTTCGTGCC/ _
MEP | R.CAGTTCTCATTCCATCCGTG 61,3 Manoli, 2012

F:GACCATCAACTTCGCCACC/ ,
GST | R:ATCTACAAGTCACCATCCTGC 62,7 Oldh, 2020

F-GGAACCTACCAAACCAGATTA/ ,
GR | R.GGCAACGAAGACATCAACATC 60.4 Oléh, 2020

F:CCCAACAGCATTTCCATCTG/ ,
LOX | R:CCAATTACCACGCTTCTCATTC 62,3 Oldh, 2020

A kovetkezO feltételek mellett: kezdeti denaturalas 95 °C-on 15 percig; 40 PCR-ciklus,
mindegyik 30 s 95 °C-on, 60 s 60 °C-on és 1 perc 72 °C-on. Az amplikonokat olvadaspont
elemzéssel, kezelésenként harom minta feldolgozasaval azonositottuk, majd a kiiszobciklus
értékek alapjan hataroztuk meg a relativ génexpresszios szinteket a 22T modszerrel (Livak —
Schmittgen 2001). Emellett primerparonként elvégeztiik az amplikonok olvadaspont analizisét
is, amely alatamasztja egy adott géntermék specifikus amplifikacidjat. Ennek a modszernek
koszonhetden a génkifejez0dési értékek Osszehasonlithatéak az egyes gének és a kezelések

kozott is.

3.10 Statisztikai elemzés

A kisérleti adatokat Microsoft Excel szoftver v16.0 segitségével tdblazatban rendszereztiik,
atlagokat és szorast szamoltunk, emellett az eredményeket egytényezds varianciaanalizissel
(one-way ANOVA, p<0,05), valamint Duncan post hoc teszttel értékeltiik az IBM SPSS 20.0
statisztikai program segitségével.

Az adatok PCA-hoz vald kezdeti elokészitése soran a Min-Max normalizalasi modszert
alkalmaztuk az értékek nagysdgrendi Osszehasonlithatosaganak elérése érdekében. Ez a
modszer minden jellemzd6t ugyanabban a tartomanyban (0-1) ir le, biztositva az objektivitast és
a pontossagot az értékelési folyamatban. Kovetkezd 1épésként a fokomponens-elemzést (PCA)
alkalmaztuk azon valtozok azonositdsara, amelyek a legmagasabb szinten befolyasoltdk az
adatallomany valtozasait. A PCA eredményeit és grafikonjait a "devtools" (Wickham et al.,
2022) és "ggplot2™ (Wickham, 2016) csomagok segitségével szamitottuk ki és rajzoltuk meg

az R-ben. Kovetkezo 1épésként a valtozok kozotti kapesolat erdsségét a Pearson-féle korrelacio

25



segitségével hataroztuk meg. A Pearson-féle korrelacios egyiitthatokat hotérképekkel
szemléltettiik az R (R Core Team, 2023) segitségével.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Elemtartalom vizsgdlat

Az elemtartalom vizsgalat igazolja fémek felvételét, amely mg/kg-ban tortént kimutatasra (2.
tablazat).

Az elemek felhalmozodasi adatai azt mutatjak, hogy mind a cink (Zn), mind a kadmium (Cd) a
ndvény fold feletti részeiben volt megtalalhato, és a felhalmozodas mértéke a fémkoncentracid
novekedésével nétt. A cink akkumulécid aranyos volt az alkalmazott koncentraciokkal, és a
500, 1000, 2000 uM Zn kezelések novekedést eredményeztek (500 uM Zn: 23%; 1000 uM Zn:
60,7%; 2000 uM Zn: 113%) egyediil a 100 uM Zn kezelés eredményezte a kukorica levelek
cink-tartalmanak csokkenését a kontrollhoz képest. A kadmium kezelt névények cink-tartalma
nem Kkiilonb6zott a kontroll novények cink-tartalmatol. A kadmium-akkumulacié szintén
aranyos volt az alkalmazott koncentracidkkal, és a kontrollhoz képest a 100 uM Cd kezelés egy
nagysagrenddel, mig az 500 uM Cd kezelés két nagysagrenddel novelte a kukorica levelek
kadmium-tartalmat. A cinkkel kezelt novények kadmium-tartalma nem kiilonbo6z6tt a kontroll
ndvények kadmium-tartalmatol.

Az elemfelhalmozddasi eredmények azt mutattak, hogy mind a cink (Bokor et al., 2014), mind
a kadmium (Pal et al., 2006) elérte a kukoricandvények fold feletti részeit. A cink egyenletesen
eloszlo nehézfém (Greger, 2004), és korabban igazoltak, hogy a kadmium is a Kijuttatott
koncentraciokkal aranyosan transzlokalodik felfelé a hajtasba (Florijn — van Beusichem, 1993).
Ezért, ahogyan azt korabbi kutatasok mind a cink (Liu et al., 2016; Stepi¢ et al., 2022), mind a
kadmium (Pal, 2006; Kovacs et al., 2014; Jocsak et al., 2020) esetében igazoltak, mivel a
kisérleti koriilmények standardizaltak voltak, a fotoszintetikus és oxidativ folyamatokban
bekovetkezd valtozasok a kukoricandvényekben a nehézfémkezelés altal kivaltott élettani

valtozasokat tikrozték.

2. tablazat: A névények elemtartalma mg/kg szaraz tomegben (Zn és Cd)

kontroll | 100uM Zn | 500pM Zn | 1000 pM Zn | 2000 pM Zn | 100 pM Cd | 500 pM Cd
Zn | 53,1746,57 | 41,548,36 | 65,549,06 | 85,47+10,06 | 113,5+12,10 | 51,9546 | 41,1742,
Cd | 0,054+0,01 | 0,069+0,004 | 0,045£0,01 | 0,06£0,01 | 0,044+0,012 | 5,73+0,31 | 24,57+5,55
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4.2 Fenologiai vizsgalatok eredményei

4.2.1 Novények magassdaga

A novények hajtashosszat tekintve a kontroll csoport atlaga 28,18+1,88 cm, ezzel megegyezo
az 500 uM Zn kezelt csoport (28,18+1,05 cm). Atlag 26,12+2,23 cm volt a hosszlisaga a 100
uM Zn-kel kezelt csoportnak ami 7,3%-al alacsonyabb a kontrollnal, és tapanyaghiany
kovetkezménye is lehet. A 2000 uM Zn-kel kezelt csoport a legalacsonyabb, atlag 25,32+1,97
cm, az 1000 uM Zn kezelt pedig a legmagasabb 32,12+0,9 cm hosszusaggal. A kadmium
kezelések koziil az alacsonyabb dozis ndvekedést (31,04+1,85) valtott ki, a magasabb dozissal

kezelt csoport pedig 3,2%-al volt alacsonyabb a kontrollnal (11/A é&bra).
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11. abra: Hajtashosszusag (A) és hajtastomeg (B) paraméterek eredményei
4.2.2 Novények tomege

A hajtasok tomegében nem mutatkoztak nagyon eltéré eredmények a kontrolltél (1,05+0,05).
A legnagyobb atlagos tomegii csoport az 1000 uM Zn 1,29+0,04-el, ami 22,86%-al nagyobb a

crer

0,8+0,039; 500 uM Cd: 0,8+0,05) egyarant 23,2%-al kisebb a kontrollnal (11/B abra).

4.3 Fotoszinteézissel kapcsolatos vizsgalatok eredményei

4.3.1 Klorofill tartalom becslés eredmények

A vizsgalt novények Osszesitett SPAD-indexeit szemlélteti a 12/A abra. A kontroll értéke
40,08+0,9, ehhez viszonyitva minden kezelés alacsonyabb atlagot eredményezett. A két
legmagasabb koncentracioval (500 uM Cd és 2000 uM Zn) kezelt novények esetében mértiik
a legalacsonyabb atlagos klorofill tartalmat, amely mindkét esetben 30,5 volt. Ez 24,1%-al
alacsonyabb a kontroll atlaganal, és egyértelmiien nehézfémstresszre utal. Szintén alacsonyabb
atlaga volt a 100 uM Zn kezelt novényeknek (34+£1,27), amely 15,2%-al alacsonyabb a

kontrollnal, feltételezhetden tdpanyaghiany miatt.
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A Klorofilltartalom-becslés korabban mar bizonyitottan sikeresen alkalmazhaté jol
kortilhatarolhaté kiillonbségek vagy hosszi tavha élettani valtozasok esetében, példaul a
tapanyagellatas vagy az dregedési folyamatok eltéréseit mutatd kezeléseknél (Wiedemuth et al.,
2005), és a jelen munka 2000 uM Zn esetében a 100 ¢s 500 uM Cd koncentracioknal is
szignifikans csokkenést jelzett 6 napos fémkezelést kovetden, azonban az alacsonyabb cink

koncentraciok (100, 500 pM) nem kiilonbdztek a kontrolltdl.

4.3.2 Normalizalt vegetdcios index NDVI

A novények atlagos normalizalt vegetacids indexeit az 12/C dbra mutatja. Az NDVI mérések
esetében szintén minden kezelés alacsonyabb atlagot eredményezett a kontrollnal (0,6140,015),
valamint tapanyaghianyra utalo atlagot mutattunk ki a legalacsonyabb cinkkezelésre nézve
(0,51£0,04), ezattal a kontrollnal 16,4%-al volt alacsonyabb. A magasabb cinkkezeléseknél az
atlagokban megfigyelhetd egy kisebb mértékii csokkend tendencia: 500 pM=0,584+0,018;
1000 uM=0,58+0,01; 2000 uM=0,57+0,008. A legalacsonyabb NDVI értékeket a 100 uM
kadmiummal kezelt novényeken mutattuk ki (0,5+0,02), amely 18,1%-al alacsonyabb a
kontrollnal.

Az NDVI-mérések eredményeként kideriilt, hogy mind a cink-, mind a kadmium-kezelés
csokkentette az NDVI-t alacsonyabb koncentracioban, ami a cink esetében 0sszhangban van a
cinkre vonatkoz6 korabbi kisérleti eredményekkel (Schuerger, 2003), ahol a csokkenés a
kukorica cink hidnyanak kialakuldsara utal. Ugyanez a csokkenés azonban a kadmium
toxicitasanak jele is lehet (Liu et al., 2010), csakugy, mint ahogy azt Sridhar és munkatarsai
(2007) tapasztaltak, akik a fitoremediacios folyamatokat vizsgaltak ugy, hogy cink és kadmium
stressz alatt olyan spektralis jeleket kerestek arpafélékben, amelyek a nehézfémek hatasat
jelzik. Eredményeik azonban nem tudtdk megkiilonboztetni a kiillonbozd fémekkel kezelt
névényeket NDVI alapjan. Jelen vizsgalatban azonban az NDVI eredmények alapjan sikeresen

megkiilonboztettiik a cink és a kadmium hatésat.

4.3.3 Fluoreszcencia indukcios eredmények

A fluoreszcencia indukcidé mérés eredményeiben kimutattunk a kontrollnal (0,78+0,007)
magasabb F./Fm értékeket is, tobbek kozott az 500 uM Zn (0,8+0,014) és az 1000 uM Zn
(0,8+0,006) kezelt novények esetében (12/B abra). Ez mutatja, hogy ezen mennyiséggel
kijuttatott cink utanpoétlas pozitivan hatott a fotoszintetikus aktivitasra. A legalacsonyabb
atlagos Fu/Fm értékeket az 500 uM Cd kezelés esetében mértiik (0,6+0,09), ami 23,1%-al

alacsonyabb a kontrollnal. A legalacsonyabb koncentracidban kijuttatott cink (100 M) szintén
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alacsonyabb, 0,66+0,09-es atlagot mutat ami 15,4%-al alacsonyabb a kontroll atlaganal. A
kontrolltdl legkisebb kiilonbség a legmagasabb cinkkezelés (2000 pM) esetében mutattuk ki
(0,77+0,02), ami csak 1,3%-os kiilonbséget mutatott. Ezeknek megfeleléen a fluoreszcencia
indukci6 eredményeink alapjan toxikus hatast csak kadmium kezelés valtott ki, a
legalacsonyabb cink koncentracioval (100 uM) kezelt novények eredményei pedig
valdsziniileg tdpanyaghianyra vezethetdk vissza, csakugy, mint a klorofill tartalom esetében.

A fluoreszcencia-indukcioban bekovetkezd valtozasokat a klorofill-becslés eredményeivel
Osszehasonlitva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezek jobban jellemzik a vizsgalt fémek
kukoricara gyakorolt hatasait. A fluoreszcencia indukcid6 Fv/Fm paraméterét szamos
novényfiziologiai vizsgalatban hasznaltak mar (Jocsak et al., 2020; Abd EI-Mageed et al., 2020;
Alharby et al., 2021; Tang et al., 2023), és eredményeink ezt megerdsitik, de hozza kell tenni,
hogy csak abban az esetben, ha a fém hatasa eléggé kifejezett ahhoz, hogy toxikus legyen, mint
példaul a kadmium esetében; vagy olyan cink kezelések esetében, amelyek feltehetéen

hianyreakciok eredményeként jelentkeztek (Olah, 2020; Lorenzo et al., 2022).
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12. dbra: A cink- és kadmiumkezelések hatdisa a klorofilltartalomra (4), a fluoreszcencia indukciora (B), a normalizalt
vegetacios indexre (C) és a késleltetett fluoreszcencidara (D).
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4.3.4 Késleltetett fluoreszcencia eredmények

Az Osszesitett késleltetett fluoreszcencia (DF) eredmények a 12/D dbran lathatok. A kontroll
atlaga 114,79+17,1, és a DF jel esetében is ennél valamivel alacsonyabb atlaga volt a legkisebb
dozist cinkkezelésnek (110,36+28,9). Két cinkkezelés, megemelkedett atlagos DF értékeket
eredményezett. A kontrollhoz viszonyitva az 500 uM (149,7+45,2) tapoldatos kezelés esetében
30,4%-al, az 1000 uM (219,9+45,1) kezelésnél pedig 91,6%-al magasabb fotonkibocsatast
mértlink. A legmagasabb cink dozissal kezelt (2000 uM) névényeken azonban csdkkent DF
értékeket mutattunk ki: 75,94423,6 ami 33,8%-al alacsonyabb a kontrollnal. Ebbdl
egyértelmiien latszik, hogy mig két cinkkezelés pozitivan befolyasolta a fotoszintetikus
aktivitast, addig a legmagasabb alkalmazott kezelés mar negativan hatott a fotoszintézisre és a
novények élettani allapotara. Utdbbihoz hasonléan a kadmium kezelések is csokkent DF
értekeket eredményeztek. Az 100 uM Cd kezelésnél (55,5+7,98) 51,7%-al, az 500 uM Cd
kezelés esetében (56,2+18) pedig 51%-al alacsonyabb atlagértéket mértiink a kontrollhoz
képest.

A DF csak a fotoszintetikus szovetekben van jelen (Sanchez-Moreiras et al., 2020; Jocsak et
al., 2020; Ponya et al., 2021; Jocsak et al., 2022b; Keszthelyi et al., 2023) és a lecsengési ideje
milliszekundumtdl percekig terjed, aminek a dinamikaja a fotoszintetikus rendszer allapotat
jelzi. E jelenség soran sotét koriilmények kozott a fotoszintetikus elektrontranszportlanc
elektronjai visszatérnek a PSII reakcidkdzpontjaba, ami gerjesztett klorofillmolekuldkat
eredményez, amelyek aztan visszatérnek alapallapotukba, és kdzben fotonokat szabaditanak
fel. Vizsgalatok kimutattdk, hogy a DF kezdeti értékei €s lecsengési kinetikaja felhasznalhato a
novények homeosztatikus allapotanak roncsolasmentes meghatarozasara €s a stressz szintjének
becslésére is (Bodemer et al., 2000; Lukacs et al., 2022; Jocsak et al., 2024). Gerhardt és
Bodemer (2000) munkajaban a DF bomlési kinetikdja volt jellemzd egy stresszben 1évo
Chlorella spp. kultarara a nem stresszben 1év6 kultirahoz képest. Ez a lecsengési id6, hasonlo
volt ahhoz, amit Lukacs és munkatarsai (2022), valamint Jocsak és munkatarsai (2024) is
megfigyeltek, tovabba a stresszes novények bomlasi kinetikdja rovidebb volt a stresszmentes
mintakhoz képest (Jocsak et al., 2024). Hasonlo jelenséget figyeltiink meg jelen munkankban
is, amikor a legmagasabb (2000 pM) cink és mindkét kadmium koncentracié (100, 500 uM)
csokkent kezdeti DF értékeket eredményezett, ami a fémek altal kivaltott stressz
kovetkezményeként alacsonyabb fotoszintetikus aktivitdsra utal, ami a nem-esszencialis
kadmium esetében nyilvanvald, de az eredményeink szerint a 2000 pM-os Zn kezelés is

beinditott olyan stressz tiineteket, amelyeket azonositani lehetett.
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Az 1000 uM-os koncentracié volt az, amely a legszembetiinobb novekedést mutatta a DF
értékekben, ami az aktivabb fotoszintetikus apparatus jele. Ez 6sszhangban van korabbi
eredményekkel, amikor a rovid ideig tartdo emelkedett hdmérséklet (Jocsak et al., 2022b) és a
metabolikusan stimulaldo novényvédo szerek alkalmazasa (Keszthelyi et al., 2023) magasabb
kezdeti DF értékeket eredményeztek a jobb védekezé mechanizmusokkal rendelkezd,
egészségesebb novényekben.

Annak ellenére, hogy a két kiilonbozé fémtipus hatasait a SPAD, az NDVI és az Fu/Fm értékek
alapjan el lehetett kiiloniteni, ezek a paraméterek nem bizonyultak elég érzékenynek az
alacsonyabb cink koncentraciok altal kivaltott fiziologiai valtozasok nyomon kovetéséhez.
Ezért a vizsgalat kovetkezo 1épéseként a biofoton-emisszioval kapcsolatos elemzést céloztuk
meg.

4.3.4.1. A késleltetett fluoreszcencia idébeli lefutasa

A képek (13. dbra) a mérés 1. 5. és 10. percében a DF értékek valtozasat mutatjdk vizudlisan
megfigyelhetd valtozasainak szemléltetése érdekében a DF értékek. A szinintenzités a késziilék
altal mért és az IndiGoTM 2.0.5.0 szoftver segitségével hozzarendelt pszeudocolor skala a
biofoton kibocsatas jelerdsséget jelzi. A vizualizaciok kimeneteibdl kdvetkeztetni lehet a DF-
értekek csokkenésére, valamint, hogy az egyes kezelések hatdsai és a kukoricandvények
kontroll jelintenzitasai kozott kiilonbségek vannak. Minden képen a ndvények altal kibocsatott
legnagyobb jelintenzitast a piros szin, a legalacsonyabbat pedig a lila szin jelzi, és az egyes
pixel-szinintenzitasok maximalis értékeit a képekhez rendelt skalan szamszerisitettiik.

kontroll 100 uM Zn 500 uM Zn 1000 uM Zn 2000 uM Zn 100 uM Cd 500 um Cd

/
u", /(‘
i -

1. perc

5. perc

13. abra: A késleltetett fluoreszcencia valtozasa a mérésl., 5. ésl0. percében. A szinintenzitis a berendezés daltal mért és az
IndiGoTM 2.0.5.0 szoftverrel szinintenzitds-skalara leforditott biofotonjel-erdsséget jelzi.

A kovetkez6 abrak a DF-értékek valtozasat és idébeli dinamikajat mutatjak (14/A-B abra). A
kezdeti fluoreszcenciaértékek nagysaga mellett azok lecsengési ideje is informéciot nyujt a

fotoszintetikus rendszer allapotarol. Az abra a kezdeti értékek €s a bomlas differencidinak
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elkiiloniilését mutatja. Bar a cinkkel kezelt novények az els¢ percben magasabb értékeket
mutattak, mint a kontroll, a 100 uM és 2000 uM Zn-kel kezelt ndvényeknél a lecsengés
gyorsabb volt, illetve a teljes DF is alacsonyabb, mint a kontrollndl. A kadmiummal kezelt
novényeknél alacsonyabb volt a fotonemisszido az elsd percben, mint a kontrollndl, amit
gyorsabb lecsengés kovetett, ami 0sszességében a legalacsonyabb teljes DF-et eredményezte.

8. a LN
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14. dbra: A kesleltetett fluoreszcencia idébeli lefolydsa a mérés 2. percétél kezdve, mdsodpercenkénti (cps) értékekben
kifejezve, mm?-enként. A fotonemissziés értékek valtozdsai az elsé percben olyan nagyok, hogy elfedik a DF csékkenésének
dinamikajat. Az abrdakon bemutatott értékek ot fiiggetlen mérés atlagai.

Mivel a DF egy olyan dinamikus paraméter, amely nemcsak a klorofilltartalmat mutatja, mint
példaul a SPAD index, amely a teljes klorofilltartalmat jelzi, beleértve a miikodd és nem
miikddé pigmenteket is, ez a paraméter kifejezetten a ténylegesen miikodd fotoszintetikus
pigmentek jellemzdit tiikrozi, ahogy azt Berden-Zrimec és munkatarsai (2007) algapopulacio
valtozasanak dinamikajarol szol6 munkajukban leirtak. Ez a stressz okozta alacsonyabb DF
lecsengési dinamika nem csak a kezdeti DF értékekben volt megfigyelhetd, hanem késdbb, a
tizperces mérés soran a DF gyorsabb lecsengésében is a kontrollhoz képest az 1000 uM Zn

kezelés esetén, és a toxikus kadmium esetében a 100 és 500 uM-os kezelések esetén is.

4.4 Az oxidativ folyamatokkal osszefiiggd vizsgalatok eredményei

4.4.1 Az ultragyenge biolumineszcencia vdltozdsdnak eredményei

Az oxidativ folyamatokbol szarmazo6 ultragyenge biolumineszcencia (UWLE) értékeket a
sOtétbe helyezést kovetd 46. perctdl vettiik figyelembe (15/A-B abra). A nehézfémekkel kezelt
novények UWLE értékei minden esetben magasabbak voltak, mint a kontroll atlaga (1,98+0,09)
amint az a 16/A abran lathato. A cink kezelések tekintetében végig megfigyelheto egy emelkedd

tendencia a fotonkibocsatasban. Legkisebb mértékii ndovekedést a legalacsonyabb dozisu
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kezelés eredményezte (60,6%), a legmagasabb pedig a legnagyobb koncentracid esetében
(138,89%) volt detektalhat6. Ennél még sokkal magasabb értékeket mértiink a kadmiummal
kezelt ndvényeken. A 100 uM-os kezelés 9,88+0,68-as, az 500 uM-os kezelés pedig 7,84+0,54-
es atlagot mutat, ami 399,49%-0s és 295,45%-0s emelkedés. Ezen eredményekbdl 1athato, hogy
minden kezelés megndvelte az oxidativ anyagcsere folyamatokat a ndvényekben, kiilondsen a
kadmium kezelések.

Az UWLE a névények biofoton-kibocsatasanak altalanos jelenségének egy kiilon aspektusa. A
sOtétadaptacid sordan a fotoszintetikus folyamatok fokozatosan ledllnak, ami utan rendkiviil
alacsony intenzitisa UWLE detektalhaté (15/A-B abra), ami informaciot szolgaltat a
kloroplasztiszban és a mitokondriumokban zajlé oxidativ folyamatokrol (Bodemer et al., 2000).
A biolumineszcencia értékek korabban azt talaltdk, hogy a novényekben a stresszallapotok
kialakulasa soran novekednek (Birtic et al., 2011; Prasad et al., 2017; Lukacs et al., 2022), amint
azt kadmiumkezelés esetén is kimutattdk, amikor a biolumineszcencia értékek korulbeliil
Otszorosei voltak a kontrollnak és kétszeresei a legnagyobb (2000 uM) cink koncentracid
okozta UWLE-értékének. Ezeket az eredményeket tovabbi, oxidativ stresszel kapcsolatos

eredmények is megerdsitették.
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15. dbra: Az ultragyenge biolumineszcencia valtozasainak idébeli alakulasa a mérések 30 és 60 perce kozétt, mdasodpercenkénti
(cps) értékekben kifejezve mm?-enként. Az dbrdkon bemutatott értékek ét fiiggetlen mérés dtlagai.

4.4.2 Lipidoxiddcio mérés

Az MDA eredményeket a kontroll szazalékdban megadva mutatjuk a 16/B abran. Az 500 uM
Zn kezelés az egyetlen, amelynél a kontrollnal alacsonyabb értéket mutattunk ki (97,66+7,32).
A cinkkezelések koziil a legnagyobb kiilonbség a 2000 pM kezelésnél mutatkozott
(141,7+11,15). A két alkalmazott kadmium kezelés szintén emelkedést mutatott a lipidoxidéacio
érétkeiben a kontrollhoz viszonyitva. Az UWLE eredményekhez hasonléan a 100 uM Cd
kezelésnél nagyobb mértékii emelkedést mutattunk ki (147,55+1,33), mint a magasabb 500 uM
kadmium kezelés esetében (118,48+4,49).
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16. abra: A cink- és kadmiumkezelések hatdsa az ultragyenge biolumineszcenciara (A), a lipidoxidaciora (B) és a LOX
génexpressziora (C).

4.4.3 Lipoxigendaz (LOX) génexpresszios vizsgalatok eredményei

A LOX génexpresszios vizsgalatok eredményei az 16/C abran lathatok. A kontroll relativ
génexpresszioja 1,009+0,04 volt. Ennél csak az 1000 pM Zn kezelés eredményezett
alacsonyabb értékeket. Hasonloan az UWLE és az MDA eredményekhez, a legalacsonyabb
cink kezelés esetében a kontrollnal magasabb értékeket kaptunk LOX vizsgalatokban tovabba
szignifikansan magasabb relativ génexpressziot (3,94+0,9). Emellett jol kimutatjdk az
eredmények a toxikus hatast is: a legmagasabb cink és a két kadmium kezelés egyarant
szignifikdnsan magasabb relativ génexpressziot mutatottak a kontrollnal.

A LOX génexpresszio a lipidoxidacid indikatora, amint azt Prasad és munkatarsai (2017)
bizonyitottak, akik az Arabidopsis LOX2 mutansat vizsgaltak, amelybdl hianyzik a klorofill
lipoxigenaz enzim, és azonositottdk, hogy ez az enzim a tobbszordsen telitetlen zsirsavak
oxidacidja soran keletkezd szinglet oxigén (1O2) és triplett karbonil (3L=0%*) csoportok
elsddleges eldidézdje, ami a semlegesitési folyamatok sordn vezet UWLE kibocsatashoz. Az
UWLE ¢és a LOX génexpresszid novekedése, az MDA értékekhez hasonloan, 2000 uM Zn és

100 és 500 uM Cd koncentracio esetén az oxidativ stressz egyértelmi jele volt.
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4.5 Antioxidativ rendszer vizsgalatainak eredményei

4.5.1 Vasredukalo képességen alapulo teljes antioxidans kapacitas mérés (FRAP)

A FRAP mérések eredményeit a kontroll szazalékaban megadva szemléltetjiik (17/A abra). A
cinkkezelések koziil az 1000 uM volt csak magasabb az antioxidans kapacitas (102,7+3,08), a
tobbi cink tdpoldatos koncentracio szignifikansan alacsonyabb értékeket mutatott a kontrollhoz
viszonyitva. A legkisebb cink kezelés esetében mutattuk ki a legalacsonyabb nem-enzimatikus
antioxiddns mennyiséget, atlagosan 59,67+0,465. A két legmagasabb érték a két kadmiummal
kezelt csoportban mutatkozott, 100 uM-nal 13%-al, 500 uM-nal pedig 18,5%-al novekedett az
antioxidans kapacitas ami statisztikailag szignifikans kontrollhoz képest. A FRAP-értékek 500,
1000 és 2000 uM Zn-koncentraci6 esetén ndttek, ami arra utal, hogy a cink kezelés jotékony
hatassal van az antioxidans rendszer miikddésére, amire mar Feigl és munkatdrsai (2015) is
kovetkeztettek. Ezzel szemben csak 100 pM Zn esetén figyeltek meg szignifikdnsan
alacsonyabb FRAP értéket, ami feltehetéen a cink hidnyt kdvetd gatolt enzimaktivitas

kovetkezménye (Romheld — Marschner, 1991; Weckx — Clijsters, 1997; Singh et al., 2005).
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17. abra: A cink- és kadmiumkezelések hatasa az antioxidans kapacitasra (4), a GR (B) és a GST génexpressziora (C)
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4.5.2 A glutation reduktiz (GR) és a glutation-S-transzferdaz (GST) enzimek
génexpressziojanak valtozdsai

A GR génexpresszids vizsgalatok eredményei az 17/B abran lathatok. A GR vizsgélatokban a
kontroll relativ génexpresszidja 1,04+£0,09. Az 1000 puM Zn kezelés eredményezte a
legalacsonyabb relativ génexpressziot mindkét vizsgalt gén expressziojara nézve: a GR
esetében 50%-kal, a GST esetében pedig 10,1%-kal alacsonyabbat, mint a kontroll. A GR
esetében jol kimutathatd volt a nehézfémek toxikus hatisa, mivel a 2000 uM Zn és a két
kadmium kezelés eredményezte a legnagyobb ndvekedést a kontrollhoz képest. A legmagasabb
cinkkezelés 73%-kal, a legmagasabb kadmium kezelés 84,6%-kal ndvelte a génexpressziodt, ami
mindkét esetben szignifikdnsan ndvekedést eredményezett a kontrollhoz képest. A 100 uM Cd
kezelés mutatta 6sszességében a legnagyobb relativ génexpressziot (4,42+0,11).

A GST esetében a kontroll atlaga 1,09+0,17, ahogy az 17/C &bran lathatd. Ennél alacsonyabb
relativ génexpressziot csak a 1000 uM Zn kezelés mutatott (0,98+0,06). A 2000 uM Zn tapoldat
64,2%-0s, a 100 uM Zn 91,3%-0s, az 500 uM Cd kezelés pedig 80,73%-o0s emelkedést mutat,
mind szignifikans a kontrollhoz képest. Az MDA, az UWLE ¢és és a GR vizsgalatokhoz
hasonléan a legnagyobb mértékii oxidativ stresszre utald értékek 100 uM Cd kezelésnél
mutatkoznak, ahol a kontrollhoz viszonyitva 199%-al emelkedett az atlagos relativ
génexpresszio.

A 100 és 500 uM Cd-kezelések soran egyarant novekedés volt megfigyelhetd a kontrollhoz
képest, a GR és a GST gének esetében. A GR és a GST hasonlé mintdzatot mutatnak, azonban
ezekben az esetekben is statisztikailag igazolt a kontrollhoz viszonyitott tulterjedés. Ez a
jelenség arra utal, hogy a kadmium stressz elég stlyos volt ahhoz, hogy a kadmium-stresszelt
kukoricacsemetékben mind az enzimatikus, mind a nem-enzimatikus antioxidans rendszert
aktivalja (Jocsak et al., 2020). Mahmoud és munkatarsai (2021) bebizonyitottak, hogy a
kadmium-toxicitas mind a nem enzimatikus antioxidansok szintjét - amit esetiikben a magasabb
FRAP-¢értekek jeleztek -, mind az AtFeSOD génexpresszidjat is megnovelte a kiillonbozo
kadmium-toleranciaju kukoricavonalakban. Ugyanakkor 100 uM Zn esetén a GST expresszios
szintje magasabb volt, mint a kontrollé, ami ebben az esetben olyan hianytiinetek kialakulasara
utal, amelyek az antioxidans védekezé mechanizmusokat is aktivaljak. Ennek hatterében az all,
hogy a GST a xenobiotikumok glutationhoz vald kapcsolasat végzi, ami kevésbé toxikus
forméakat eredményez, annak érdekében, hogy kompenzdlja a metabolikus egyensuly
kibillenését és a csokkent novekedést (Sadeghzadeh, 2013) a cinkhiany okozta enzimfunkcid
elvesztése altal (Romheld — Marschner, 1991; Weckx — Clijsters, 1997; Singh et al., 2005).
Hansch és Mendel (2009) attekinté munkéjaban 6sszefoglaltak, hogy a cink nélkiilozhetetlen a
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szénsav anhidrazhoz, a C4 novények CO2-fixalasanak limitald enziméhez, a Cu-Zn szuperoxid-
dizmutazhoz és a D-ribuloz-5-foszfat 3-epimerazhoz (Jelakovic et al., 2003; Hansch — Mendel,
2009), és ennek az esszencidlis elemnek a hidnya sulyos miikddési zavarokat okozhat a
fotoszintézisben, a DNS-atirasban, az RNS-feldolgozasban és a transzlacioban (Jelakovic et al.,
2003). Ezért a hianytiinetek lekiizdése érdekében Tewari és munkatarsai (2019) megallapitottak
az antioxidativ enzimaktivitds novekedését, ami a GST megndvekedett aranyaban is
tiikr6z6dott, nemcsak magas (toxikus) koncentracido esetén, hanem hiany esetén is. A
a GSH/GSSG egyensuly megvaltoztatasaval védi a novényeket (Kalinina et al., 2014; Rubino,
2015; Dobritzsch et al., 2019). Moons (2003) azt talalta, hogy a Cd, Co, Ni és Zn fokozza a
GST gének osgstu3 és osgstu4 expresszidjat, ami arra utal, hogy a GST kapcsolatban all a

crer

miikodésében €s gatlasaban.

4.5 Statisztikai 0sszegzés
A fékomponens-elemzés (PCA) megvizsgélja az egyes paraméterek jelentdségét és egymashoz

valé viszonyat. Ezeknek a paramétereknek a szerepét az elsé €s masodik fokomponens altal

képviselt koordinatarendszerben a 18/A abra szemlélteti.
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18. dbra: A PCA eredmények vizualizalasa. (A) A vizsgalt paraméterek szignifikancidja (a piros t6mbék hossza) és korreldacioi
(a nyilak egymashoz viszonyitott helyzete) azt mutatjak, hogy a koncentracio és a kezelés (kontroll, Zn, Cd) egyiitt valtozik a
GST, UWLE , LOX, MDA és GR értékekkel az elso fokomponens (PCI1) mentén, mig a hajtas sulya és magassaga, valamint a
FRAP szoros kapcsolatban dll (B). A PCA eredmények klaszterezése a kezelés (szinek és korok) szerint, mint a vizsgalt valtozok
koziil a legjelentésebb tényezo.
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Az els6 fokomponens a koncentracid, a kezelés, a GST, az UWLE, a LOX ¢és az MDA
pontszamok ndvekedésével nd. A GR-nek kisebb sulya van a folyamatokra. Ez arra utal, hogy
ez a hét kritérium egyiittesen valtozik. Ha az egyik novekszik, akkor a tobbi is novekszik. Ezzel
szemben az NDVI, DF, SPAD és Fu/Fm paraméterek értékei a koncentracio csokkenésével
nonek. A masodik fokomponens azt mutatja, hogy a hajtastomeg, a hajtasmagassag és a FRAP
egylitt reagal; a hajtastomeg és a hajtdsmagassag ndvekedésével a FRAP értékei is novekednek.
A 18/B abran lathatd az értékek kezelés (kontroll, Cd, Zn) szerinti csoportositdsa, mint a
variancia egyik legjelentdsebb tényezdje.

Az elsé és masodik komponens értékeit a koncentracioé €s a kezelés kolcsonds hatdsa szerint
csoportositjuk (19. abra). A kontroll csoport helyzete atlagos hajtastomeggel ¢s
hajtasmagassaggal, valamint a legmagasabb DF és NDVI értékekkel rendelkezd kiindulasi
pontnak tekinthetd. A kontroll csoporthoz legjobban hasonlité csoportok az 500 uM Zn és az
1000 uM Zn. A 100 uM Zn korének elhelyezkedése azt mutatja, hogy a hajtastomeg, a
hajtasmagassag ¢s a FRAP értékek ebben a csoportban voltak a legalacsonyabbak. A 2000 uM
Zn hasonl6 hatast fejtett ki, mint a 100 uM Zn, de a csokkenés mértéke kisebb volt. A 100 uM
Cd csoport elkiiloniilt az Osszes tobbi csoporttdl. A PCI1 értékek a legmagasabbak, a PC2
értekek pedig a legalacsonyabbak, ami azt jelenti, hogy az MDA, GST, UWLE, LOX és GR
értékek a legmagasabbak, a hajtastomeg, a hajtasmagassag és a FRAP értékekkel egyiitt.
Osszességében a PC1 értékei jelentSsen eltérnek a kiilonbdz6 kezelési csoportok (kontroll, Zn,
Cd) kozott, mig a koncentraciok dsszetettebb hatast gyakorolnak az eredményekre.
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19. abra: Az elsé és a masodik komponens értékei a koncentracio és a kezelés kélcsonés hatasa alapjan csoportositva.
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A hotérképek a kiillonboz6é paraméterek kozotti kapcsolatot szemléltetik, amint azt a Pearson-
féle korrelacios egyiitthatok mutatjak (20. abra). A korrelacids matrixok esetében kiilon-kiilon

vizsgaltuk a kadmium és a cink hatasat, mig az el6z6 szakaszban ezeket egyiittesen vizsgaltuk.
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20. dbra: A valtozok kozotti Pearson-féle korreldcios egyiitthatokkiilon a kadmium (A) és kiilon a cink (B) esetén

A korrelacioelemzés eredményeit a 20. abra mutatja be, az egyes fémek hatésait kiilon-kiilon
(20/A-B). A bemutatott paraméterek és a vizsgalati eredmények elemzése is korrelaciot
mutatott a fotoszintetikus €s oxidativ folyamatok jelei kozott, ami matematikai 0sszefliggés
feltételezéséhez vezetett. A Pearson-féle korrelacios elemzés kimenetei alatamasztottak ezt a
kovetkeztetést. Az elemzés a korrelacios egyiitthatot 0,5-nél nagyobbnak tekintette, hogy a
mérsékelt (0,5-0,599), az erds (0,6-0,799) és a nagyon erds (0,8-1,00) kapcsolatokat is magéban
foglalja.

A kadmium tekintetében lathato, hogy a legerdsebb pozitiv korrelaci6 az oxidativ folyamatokat
jellemzd paraméterek kozott volt, a legtdbb esetben 0,9 feletti értékekkel (19/A abra), valamint
az is, hogy a hajtasmagassag €s a hajtastomeg korrelacids egyiitthatoi a legtobb esetben 0,5-nél
nagyobbak voltak. Ezzel szemben a cink esetében gyengébb korrelacios egyiitthatokat talaltunk
(19/B) abra, és az oxidativ paraméterkombinaciok koziil a LOX-UWLE, GR-UWLE, LOX-
MDA, LOX-GST és LOX-GR kombinaciok 0,5-nél magasabb értékeket mutattak; a legerésebb
pozitiv korrelaciot a LOX-GR génexpresszios valtozasok kozott talaltuk, a leger6sebb negativ

korrelaciot pedig a GST-FRAP kolcsonhatasnal. A fotoszintetikus (NDVI, Fv/Fm, SPAD) és
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novekedési (hajtastomeg és -magassag) paraméterek 0,5-nél nagyobb vagy 0,5 kozeli negativ
kapcsolatot mutattak (a DF esetében), ami a SPAD, a hajtastomeg és -magassag, valamint az
MDA, GST, GR és LOX kombinaciok esetében is megfigyelheté volt. Ami az utobbi
paramétereket illeti, ki kell emelni, hogy a ndvényi részek, mint a hajtdstomeg ¢és a
hajtdsmagassag, valamint az oxidativ folyamatok, mint az MDA, GST, GR ¢és LOX kozotti
korrelacid a Cd esetében pozitiv, mérsékelt 6sszefiiggést mutatott, ami a cink esetében negativ,

mérsékelt vagy erds Osszefliggésre valtozott.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A jelen kutatas azt vizsgélta, hogy a kiilonb6z6 cink koncentraciok hogyan befolyasoljak a
novényi reakciokat, kiilonos tekintettel a fotoszintetikus és oxidativ metabolikus
tevékenységekre. A kisérlet célja a cink novényekre gyakorolt pozitiv és negativ hatasainak
megkiilonboztetése volt, valamint ezen fontos mikrotapanyag esszencidlis és toxikus
funkcidinak elkiilonitése a kukoricatermesztésben.

A legalacsonyabb cink koncentracio (100 uM) hidnyt jelzett, mig az 1000 uM pozitiv hatast
mutatott a kukoricanovények miikodésére. 2000 uM Zn kezelés a kadmiumhoz hasonlé toxikus
tiineteket okozott, melyek az antioxiddnsok a lipidoxidécio, a késleltetett fluoreszcencia és az
ulragyenge biolumineszcencia valtozasaiban mutatkoztak. Az esszencialis-toxikus atmenetek
jobb megértéséhez fontos a cink-fliggd enzimek, példaul a CuZn-SOD enzimek miikodésének
vizsgalata, amelyek egységesen jelen vannak a citoplazmaban és kozvetleniil befolyasolja a
novények cink ellatottsaga. Az ebben a vizsgalatban hasznalt cink koncentraciokat ki lehet
terjeszteni 1000 és 2000 uM kozotti koztes szintekre, ami lehetévé teszi a funkcionalis
kivalasztasa hozzajarul egy fenntarthatobb és egyben koltséghatékonyabb mikrotdpanyag-

kiegészitési technologia kifejlesztéséhez a sikeresebb kukoricatermesztés érdekében.
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6. Osszegzés

A kukorica korai névekedését nagyban befolyasolhatjak a nehézfémek, amelyek kénnyen és
gyorsan bejutnak a talajba. Az esszencidlis nehézfémek megfeleld mennyiségben pozitiv
hatassal vannak a ndvényi anyagcserére, mivel elengedhetetlenek a novény egészséges
fejlddéséhez. Ezzel szemben a nem-esszencialis nehézfémek negativ hatasokat valthatnak ki.
Ezen okok miatt vizsgalataink arra iranyultak, hogy kimutassuk a kiilonb6z6 cink
koncentraciok hogyan befolyasoljak a novényi reakciokat két f6 anyagesere teriileten. Mivel a
kukorica szamara fontos mikroelemrdl beszéliink, fontosnak tartottunk ezen elem pozitiv és
negativ hatasainak elkiilonitését, és megfigyelni milyen mennyiségben szamit toxikusnak a
novény szamadra.Vizsgalatainkal igazoltuk, hogy a biofoton kibocsatdson alapuld képalkotod
technika alkalmas a kiilonb6z6 mennyiségekben kijuttatott nehézfémek, illetve az esszencialis
¢s nem esszencialis hatasok elkiilonitésére. A vizsgalati paraméterek koziil az ultragyenge
biolumineszcencia, illetve az antioxidativ enzimeket kddolo gének kifejezddésének egyontetii
megndvekedése jol jelezte a nem esszencidlis kadmium negativ hatasait, amelyet a fiziologias
¢s az analitikai paraméterek, ugy mint lipidoxidacids és vasredukald képességen alapuld
antioxidans kapacitas értékei is alatamasztottak. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy
a vizsgalatok soran alkalmazott legmagasabb (2000 uM) cink koncentraci¢ altal kivaltott
véltozasok mar az esszencialis, mikroelem funkciobdl ezen nehézfém toxikus tartoméanyba
tortend  atmenetét jelzik. Mindezen eredmények hozzajarulnak a  megndvelt
novénykondicidhoz, ezaltal takarékosabb és fenntarthatd vegyszerfelhasznalashoz.

6.1 Koszonetnyilvanitds

Koszonettel tartozom témavezetomnek, Dr. Jocsdk Ildikd egyetemi adjunktusnak kitartd
munkajaért, segitOkészségéért €s a vizsgalatok zavartalan Osszehangolasdért. Koszondom
tovabba Prof. Dr. Keszthelyi Sandor egyetemi tanarnak, hogy biztositotta, hogy a MATE
Novénytermesztési-tudomanyok Intézet Agronémia Tanszékenek valdo  vizsgalatok
megvaldsuldsat a Kaposvari Campuson. Szintén koszondm Dr. Somfalvi-Téth Katalin
egyetemi adjunktus segitségét a statisztikai elemzések elvégzésében és értékelésében.

A kutatas a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal ,,A korforgasos gazdasag
megvalosithatosaga a honvédelmi tevékenységek soran” cimii, TKP2021-NVA-22
azonositészamu Témateriileti Kivalosagi Program tamogatasaval valdsult meg, a Korforgasos
Gazdasag Elemz6 Kozpont (KGEK) vezetésével.

Végiil koszondm a sziileimnek, ndévéreimnek ¢és nagysziileimnek, hogy tdmogattak a

tanulmanyaim alatt, és hozzasegitettek, hogy diplomat szerezhessek.
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7.2 Roviditések

Zn = cink

Cd = kadmium

DF = késleltetett fluoreszcencia

UWLE = ultragyenge biolumineszcencia

MDA = malondialdehid

FRAP = vasredukald képességen alapulo teljes antioxidans kapacitas
GST = glutation-s-transzferaz

GR = glutation reduktaz

LOX = lipoxigenaz

PCA = fékomponens-elemzeés
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Kijelentem, hogy az altalam benyujtott
zarddolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfélié? egyéni, eredeti jellegd, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket més szerzé6k munkajabél vettem at, egyértelmiien
megjeldltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant llitottam, tudomasul veszem, hogy a zarévizsga-bizottsag a
zarovizsgabol kizar és a zardvizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatdsat
engedélyezem.

Tudomdsul veszem, hogy az 4&ltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas
felhasznalaséra, hasznositdsdra a Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabalyzatdban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomdsul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre keriil a Magyar Agrar-
és Elettudomanyi Egyetem kényvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kdvetSen

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatdl szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és keresheté lesz az Egyetem konyvari repozitori rendszerében.
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! A meefeleld dolgozattius meshagvasa mellett a tobbi tious torlendé.



	Csima Ferenc_SZVRYP_2024_O-KAP-N-HU-AGRAR
	Konzulensi nyilatkozat
	Eredetiség

