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Kivonat

Az ipar gyors fejlodésének kovetkeztében a talajok nehézfém szennyezése egy fontos
kornyezetvédelmi probléma. A fémekkel szennyezett talajok esetében egy igen igéretes ¢€s
kornyezetbarat technoldgia a fitoextrakcid, amely sordn a novények gydkere ¢€s szara
abszorbealja és akkumuldlja a nehézfémeket. A fitoextrakcid javitasara a ndvény-baktérium
kapcsolat elényeinek a kombinaldsa egy lehetoség a fitoextrakcid eredményességének
novelésére. Tobb baktériumtorzsnél is megfigyelték, hogy a ndvekedés serkentés mellett a
nehézfém felvételt is eldsegitették kiilonbozoé novények esetében. Kutatasunk célja olyan ndvényi
novekedést serkentd baktérium (PGPR) asszociaciok felderitése volt, amelyek alkalmazhatéak a
fitoextrakcios eljards javitasara. A baktériumtorzsek Cd és Zn tolerancidjat vizsgaltuk és
szelektaltuk azokat a torzseket, amelyek toleraltdk a két valasztott nehézfémmel val6 terhelést. A
novényi magvakat steril talajba helyeztiik, majd az egyforman fejlodott novényeket szétiiltettiik,

baktérium szuszpenzidval kezeltiik és kontrollalt koriilmények kozott novényneveld kamraban

crer

crer

(Varian Spektra AA 110), hamvasztassal el6készitett mintakbol.A kapott eredmények alapjan
elmondhatjuk, hogy a baktérium asszociaciok hatdsira szignifikdnsan nétt a bab nehézfém

felvétele, mind a Cd mind a Zn esetében.



1. Bevezeto

1.2. A névények tapelemfelvétele

Tapelemnek tekintjiik azokat az elemeket, amelyeket egy szervezet a metabolikus folyamatai
soran felhaszndl vagy beépit a szervezetébe. A ndvényi szervezetek, a tobbi €l6 szervezethez
hasonléan specifikus tapelem igénnyel rendelkeznek. A ndvények életfolyamataira gyakorolt
hatasuk tekintetében a kornyezetbdl felvett kémiai elemek lehetnek esszencidlis tapelemek.
Esszencialis tapelemeknek tekintjiilk azok az elemeket amelyekre a novénynek sziiksége van,
hogy képes legyen viragozni és magot hozni, azaz a reproduktiv ciklusat lezarni. Az esszencialis
elemekre tehat minden névénynek allando jelleggel sziiksége van, nélkiilik muikddési zavarok,

fejlodési rendellenességek illetve hianybetegségek 1épnek fel (Brooker és mtsai, 2011).

A novények életmiikddési folyamataihoz sziikséges elemek sokféle szerepet toltenek be a
novények életfolyamataiban, gyakran enzimek kofaktoraiként nélkiilozhetetlenek a novények
szdmara (1. tdblazat). Azokat az elemeket, amelyek tobb mint 1g/kg névényi szarazanyaganal
nagyobb mennyiségben sziikségesek a ndvények szdmara makroelemeknek nevezziik, mig azokat
amelyek 0,1g/kg névényi szarazanyaganal kisebb mennyiségben sziikségesek mikroelemeknek

vagy nyomelemeknek nevezziik.

1.tablazat. A novények szamara sziikséges elemek és azok szerepe (Brooker és mtsai, 2011

alapjan)
Elem | % el6fordulasa Forras Novény altali Elem szerepe
anovényben felvétel
Makroelemek
C 45 Levegd CO, Szerves molekula
45 Levego, talaj, | COy, Oz, H,O Szerves molekula
viz

H 6 Viz H.O Szerves molekula, H" az
ozmozisban jatszik szerepet

N 1,5 Talaj NO>, NH* Fehérje, nukleinsav, klorofill,
alkaloidak

K 1 Talaj K* Sejt iontartalma

Ca 0,5 Talaj Ca™* Sejt kozotti kommunikacio,
sejtfal




Mg 0,2 Talaj Mg~ Klorofill, enzim aktivalas

S 0,1 Talaj S0,” Fehérje, koenzim, alkaloida

Cl 0,01 Talaj Cr A viz bomlasa a fotoszintézis
soran

Fe 0,01 Talaj Fe’*, Fe* Enzim kofaktor

Mikroelemek

Mn 0,005 Talaj Mn** Enzim kofaktor

B 0,002 Talaj B(OH); Enzim kofaktor, sejtfal
alkotoja

Zn 0,002 Talaj Zn** Enzim kofaktor

Na 0,001 Talaj Na* A C4 és CAM ndvények PEP
generalasaban

Cu 0,0006 Talaj cu’, cu™ Enzim kofaktor

Mo 0,00001 Talaj MoO,” Enzim kofaktor

Ni 0,000005 Talaj Ni®* Enzim kofaktor

Novényi életmiikodés szempontjabol mérgezé elemekként tartjak szamon az As, Pb, Hg, Cd, Cr,
amelyeknek nincs ismert élettani funkcidjuk. Ezek a toxikus elemek bekotddhetnek a fehérjék
szerkezetébe az Oket alkotd aminosavak oldallancaihoz ¢és a fehérjék funkcidjanak gatlasat

okozhatjak (Brooker és mtsai, 2011).

1.2. A nehézfémek és novényekre gyakorolt hatdsuk
Az ipari tevékenységek, tobbek kozott a banyaszat, a fosszilis tiizeldanyag hasznalata a

kiilonb6zd fémek felhalmozddasat okozza a talajban, a vizben és a levegdben.

Egyes fémek, mint példaul a Cu sok élettani folyamatban esszencialis, de ennek ellenére nagy
mennyiségben toxikus is lehet a ndvényekre nézve. Mas fémek, mint példaul a Hg nem
esszencialis fém ¢€s nagy toxicitassal bir. A novények, minden més €16 szervezethez hasonloan
homeosztatikus mechanizmusainak révén képesek fenntartani a kiilonb6z6 sejtszervecskékben az
esszencialis fémionok mennyiségét, és csOkkenteni a nem esszencialis fémionok altal okozott

elvaltozasokat (Clemens, 2001).




A fém homeosztazis f0 elemeit a sejten beliili szallitas, kelatképzés és a tarolas képezi (1.4bra).
Ezen mechanizmusok biztositjdk a fémionok eljutidsat és megfeleld eloszlasat a sejten és a
sejtszervecskéken beliil, €és ugyanezeknek a mechanizmusoknak kdszonhetd a fémtolerancia is.
Ezeknek a képességeknek az elvesztése hiperérzékenységet okoz. Példaul a fitokelatin-szintézis

defficiens Arabidopsis mutans sokkal érzékenyebb a Cd-ra mint a vad tipusu.

A fémionok sejtbe vald bejutasat a membranba agyazott transzporter fehérjék teszik lehetévé. A
Fe és Zn felvételét a ZIP csaladhoz tartozd transzmembran transzpoterek medialjak. A ZIP
csaladba tartoz6 IRT transzporter fehérje akkor irodik at az Arabidopsis novényekben, amikor Fe

hiany kovetkezik be.
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1.abra. Novényi sejtek fém homeosztazisanak elemei (Clemens, 2001)

Az ¢élesztokon végzett kisérletek kimutattdk, hogy az IRT transzporter fehérjék a Fe transzportja

mellett a Mn, Zn ¢és Cd transzportrjat is végzik. A nem esszencidlis fémek széles



szubsztratspecificitassal rendelkezé kation transzporterek utjan jutnak be a sejtbe (2 abra). A
sejtbe jutott fémionokat kelatképzok kotik meg, amelyeknek jelentds szerepe van a citoplazma
fémion koncentracidjdnak fenntartdsaban. Mas fémionok, a chaperonok segitségével a
sejtszervecskékbe illetve a megfeleld fehérjékhez jutnak. A ndévények esetében a fontosabb
fémkotd vegyliletcsoportok a fitokelatinok, metalotioneinek, szerves savak és az aminosavak. A
sejten beliil torténd tarolds a ndvényi sejtekben a toxikus anyagok kompartimentumaba, a

vakuolumba torténik (Clemens, 2001).

Vacuole

Zn* Ca*

cd* Fe™, Mn™ Cu Fe" cd”
™ 3+

2IP14 Zn", Cd*(?) Cd

ZNT1 IRT1 COPT1 AtNramp1/3/4 LCT1

2.abra. A fémtranszporterek tipusai (Clemens, 2001)

A nehézfémek koziil a Cd viszonylag mobilis a talajban, illetve az egyik legmérgezobb elem. A
Cd-nak még nem ismertek a bioldgiai funkcioi a névényekben, de gatolja a ndvekedést, klorozist
és a novény elhaldsat okozza, tovabba befolyasolja a tapanyag felvételt, az aktivalt oxigén
anyagcserét és a sejtekben zavart okoz. A talaj Cd-al vald szennyezése negativ hatassal van a

ndvény-mikrobialis kozosségek biodiverzitasara és aktivitasara (He és mtsai, 2013).



A Zn a ndvények szamara nélkiilozhetetlen mikroelem, szervezetiikben az enzimek kofaktoraként
jatszik szerepet. Aktivan részt vesz a fehérjeanyagcserében és az auxintermelés serkentése révén
a novények novekedés szabalyozasaban. A Zn tobblet klorozist okoz, jellemzoé a levelek vordses

vagy sargasbarna elszinezddése és ezaltal a ndvény visszamarad novekedésben.

A hiperakkumuldtor novények nagymennyiségli nyomelemet képesek felhalmozni szoveteikben,
an¢lkiil, hogy valamilyen toxikus tiinetet mutatnanak. Azok a névények, melyek t6bb mint 100
mg/kg Cd, 1000 mg/kg Cu, Co, Cr, Ni és Pb vagy tobb mint 10000 mg/kg Mn vagy Zn
felhalmozasara képesek, hiperakkumulator fajoknak tekintheték. Tobb mint 400 ndvényfajt
azonositottak hiperakkumulatorként, melyek 75%-a Ni-t halmoz fel bazikus talajokban (Sessitsch
¢és mtsai., 2013).

A legegyszeriibb nyomelem tolerdldé mechanizmus abban all, hogy a ndvény bizonyos
mennyiséget akkumuldl szervezetébe. Viszont egyértelmii bizonyiték a mechanizmusra az arzén
tolerald novények esetében van. A legtobb nehézfém tolerdns magasabb rendii ndvény esetében a
nyomelem a gyokér szoveteiben nagymértékben akkumulalédik. Fiiggetleniil attél, hogy a
nyomelemek leginkabb a gyokérben vagy a hajtasokban halmozodnak fel, a nyomelemek
toleralasa hatterében egy belsé mechanizmus all. A belsé méregtelenités a nyomelemek
visszatartdsara alapszik, példaul a sejtalkotokhoz vald szallitdisuk nem része az élettani
folyamatoknak (vakuolum, sejtfal), a komplexdlds a fémkotd fehérjékkel, mint példaul a

metalotioneinek és a fitokelatinok (Sessitsch és mtsai., 2013).

1.3. A PGPR baktériumok és a novények kapcsolata

A ndvényi rizoszféra a talaj azon része amelybe a ndvények gyodkerébdl nagy mennyiségi
metabolit jut ki a talajba. Ezek a metabolitok vegyi jelzésként hatnak a mozgasképes
baktériumokra, amelyek szamukra taplalékforrast jelentenek ¢és lehetdvé teszik az
elszaporodasukat. Ennek koszonhetd, hogy a rizoszféraban intenziv mikrobidlis aktivitas
figyelhet6 meg. A mikroorganizmusok ebben a régidoban érintkeznek a magasabb rendli novények
gyokereivel, ¢és specialis kolcsonhatasokat alakitanak ki a novényekkel (szimbiozis,

antagonizmus, stb.) (Nihorimbere és mtsai., 2011).

Egyes mikrobdk amelyek a rizoszférat népesitik be baktériumok, amelyek nagy sikerrel

kolonizéljak a novények — igy a haszonndvények — gyokerét is. Ezeket a baktériumokat novényi



novekedés serkentd rizobaktériumokként emlegetik (PGPR baktériumok). A PGPR baktériumok
igen fontos szerepet toltenck be a novények életében, hiszen egyrészt eldsegitik a novények
novekedését, masrészt visszaszoritjak a patogének elszaporodésat. A direkt ndvényi novekedés
serkentése két modon mehet végbe, egyrészt a tapanyag mobilizas és felvétel eldsegitése,

masrészt pedig a fitostimulacio révén.

A tapanyag mobilizalasban szerepet jatszo baktériumok mint a Pseudomonas sp., Bacillus sp.

torzek képesek a példaul foszfat mobilizalasara (szerves és szervetlen forrasbol).

Mas baktériumtorzseknek fitostimulalé hatasuk van a ndvényekre, amely a fitohormon
(indolecetsav, auxin, citokinin ¢és giberellin) termel6 képességiiknek koszonhets. Egyes
Pseudomonas sp., Bacillus sp. torzek képesek — eddig nem egészen pontosan jellemzett —

novekedés szabalyozo €s fitohormonokat termelni.

A PGPR baktériumok harmadik tipusaba a biokontroll baktériumok tartoznak. Ezek a
baktériumtorzsek képesek negativan hatni a fitopatogén mikroorganizmusokra antibiotikumok,
illékony szerves vegyiiletek, toxinok, feliiletaktiv anyagok vagy parazitizmus révén. A
Pseudomonas sp. fajok esetében tobb vegyliletet is kimutattak, mint a 2,4-diacetilfloroglucinol,
fenazin és hidrogén cianid, mig a Bacillus fajok esetében eddig ismert antimikrobialis anyagok a

bacillomicin és fengicin (Nihorimbere és mtsai., 2011).

1.4. A névény mikroba kolcsonhatés €s a fémek akkumulacidja

A nagymeértékli nehézfém felhalmozodas a talajban jelenlink egyik fontos lekiizdhetetlen
problémdja, mivel ezek megmaradnak a kornyezetben. Az ember egészsége €s a kornyezet
helyreallitasa érdekében sziikségszerii egy Uj karmentesitési (remedidcios) stratégia kifejlesztése.
A fitoremediacié egy olyan esztétikus, koltséghatékony és kornyezetbarat technologia, amely
soran a novények altal kilehet vonni vagy artalmatlanna tenni a szennyezd anyagokat (He és
mtsai, 2013). A Brassica juncea (szareptai mustar) az egyik széleskorben vizsgalt novény, amely
a legtobb toxikus nehézfémre tolerans és potencidlisan hasznalhato a fitoremediacioban. Bauddh
¢és Singh (2012) kutatasai igazoltdk, hogy a szareptai mustar €s a ricinus egyarant toleralja a talaj
magas Cd tartalmat és alkalmas Cd fitoremediaciora. A ricinus Okologiailag stresszelt

kornyezetben (szdrazsag ¢és sotartalom) hatékonyabbnak bizonyult a biomassza termelés



tekintetében, ennek ellenére a szareptai mustar egy egységnyi biomasszara nézve nagyobb
mennyiségli Cd-t akkumulalt (Bauddh és Singh, 2012). Zn hiperakkumulator fajként ismerjiik a
Thlaspi caerulescens fajt (Sessitsch, 2013). A Sedum plumbizincicola egy Gjonnan felfedezett Cd
¢s Zn hiperakkumulator faj, amely nagy hatékonysaggal veszi fel mindkét elemet a szennyezett
talajokbol. Terepen végzett kisérletek bizonyitottak a Sedum plumbizincicola faj magas

potencialjat a Cd és Zn extrakcidjaban (Li és mtsai, 2014).

Mindazonaltal szdmos tényezé korlatozza a fitoremediaci6 hatékonysagat, tobbek kozott
alacsony novekedési rata és kismennyiségii névényi biomassza, a nehézfémek fitotoxicitasa és
korlatozott fémfelvétel. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy egy alternativ megoldasra van
sziikség a fitoremedidcid kihasznalasara. A biomassza és a nehézfém felvétel nodvelésére
nehézfém felhalmoz6 novényeket, illetve nehézfém tolerans és ndvényi novekedést eldsegitd
rizobaktériumokat (PGPR-plant growth-promoting rhizobacteria) ajanlott hasznalni (He és mtsai,
2013).

A PGPR baktériumok szamos mechanizmus 4ltal eldsegitik a gazdandvény novekedését (3. abra).
Ilyen mechanizmusok a ndvényi ndvekedést serkentd anyagok termelése, példaul az indol-3-
ecetsav (IAA), szideroforok, l-aminociklopropan-1-karboxil (ACC) deamindz vagy a foszfat
mobilizalas képessége. A bakteridlis IAA a ndvény novekedését serkenti, mig az ACC deaminaz
a nehézfém stresszt csokkenti (Sessitsch és mtsai., 2013). Ezenkiviil bizonyitott tény, hogy
néhany baktériumfaj megvaltoztatja a rendelkezésre allo6 nehézfém mennyiséget szideroforok és
szerves savak termelése altal (He és mtsai., 2013). A novény altal nem felvehetd nehézfémek
metilezést, a fém-foszfatok feloldodasat okozzdk, illetve a talaj savasodasat H'-k és szerves

savak altal (Sessitsch és mtsai., 2013).
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Andvényndvekedését 2

serkento baktenialis TAA

Anehézfém stressz
csdkkentése a baktenalis
ACC deaminaz altal

A nehézfémek visszatartasa

a bakténum sejtekben

Nehézfém felvételt
indukald gének

A fém-foszfatok
feloldodasa

Atalaj savasodasa H -k ésszerves savak altal

Novény altal nem felveheto

A gyékér novekedését serkentd
ACCdeaminazésIAA

Nehézfémkelatképzés a bakterialis
szideroforok ésszerves savakrévén

Novény altal felveheto

3. abra A ndvény-mikroba kolcsonhatas befolyasolja a nyomelemek akkumulaciojat a
novényekben (Forras: Sessitsch és mtsai., 2013)

A Polygonum pubescens egy ujonnan felfedezett Mn-hiperakkumulator faj, amely széleskorben
elterjedt Kinaban a banyak kornyezetében, ahol magas a Mn, Cd, Pb, Zn és a Cr. A P. pubescens
gyokér zonajabol izolalt Rahnella sp. JN6 baktériumtérzs magas Cd, Pb és Zn toleranciat
mutatott laboratériumi koriilmények kozott. Ugyanakkor novényi ndvekedést serkentd hatéasat is
kimutattak in vitro. Ezért He és mtsai. (2013) a Rahnella sp. JN6 baktériumtorzs hatasat vizsgalta
a repce novekedésére ¢és nehézfém akkumulacidjara. A Cd, Pb és Zn esetén mind a fold feletti,
mind a foldalatti szervek nagyobb szaraz tdmeget és nehézfém koncentraciot mutattak a kontroll

mintahoz viszonyitva.
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2. A kutatas célkituzése

Célunk a bab, a ndvényi ndvekedést serkenté baktériumok (PGPR) és a nehézfémek
kapcsolatanak felderitése. Kutatasunk elsé 1épéseként harom baktériumtorzs nehézfém
toleranciajat vizsgaltuk. A legnagyobb nehézfém tolerancidval rendelkez6 baktériumtorzs
(Mitsuaria chitosanitabida) hatasat mértik a bab (Phaseolus vulgaris) novekedésére,
hogy az altalunk Kivalasztott Mitsuaria chitosanitabida baktériumtérzs alkalmazhato

fitoextrakcios eljaras javitasara.

3. Anyag és modszer

3.1. Alkalmazott baktériumtorzsek

A Kkisérletek kivitelezéséhez harom baktériumtorzset alkalmaztunk: Serratia proteomaculans,
Serratia sp. és Mitsuaria chitosanitabida (3 abra). A Serratia proteomaculans (S10)
baktériumtorzs novényi novekedést serkentd tulajdonsagai kozott megemlithetjiik az acetilén
redukcidt, sziderofor termelést, szerves foszfor mobilizalast és az indolecetsav termelést. A
Serratia sp. (S5) baktériumtérzs képes a szerves és szervetlen foszfat mobilizalasara,
indolecetsav termelésre, illetve acetilén redukciora. A Mitsuaria chitosanitabida (M)

baktériumtorzs mind az 6t tulajdonsag esetében pozitiv értékeket adott (Laslo és mtsai., kézirat).
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3.abra.Az alkalmazott baktériumtorzsek ferde agaron

3.2. Baktériumok nehézfémtiird képességének vizsgalata

A baktériumok nehézfémtiiré képességének tesztelésére Nutrient tdpagart hasznaltunk. Nehézfém
forrasként ZnSO,*7H,0 és CdSO,*8H,0 sokat alkalmaztunk. A Cd®* esetében: 0,5 mM, 1 mM,
2 mM, 4 Mm, 5 mM, 6 mM, valamint az Zn** esetében pedig 0,5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM, 15
mM, 25 mM nehézfém koncentraciot allitottunk be (4 abra). A baktériumtelepek atmérdjének

atlagai, illetve szorasértékei a 2. tablazatban talalhato.
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2. tablazat A baktériumok nehézfémtiird képességének vizsgalata

Nehézfém | Koncentracio | Baktériumfajok Telep atmérojének atlaga
(mm)
Mitsuaria chitosanitabida 12,9475 + 2,49
0,5mM Serratia sp. 9,8675 +2,10
Serratia proteomaculans 10,975 +£2,22
Mitsuaria chitosanitabida 10,0475 + 0,59
Zn 1mM Serratia sp. 8,705 + 0,64
Serratia proteomaculans 9,67 +0,55
Mitsuaria chitosanitabida 6,45 £1,12
5mM Serratia sp. 0 £0,00
Serratia proteomaculans 6,51 + 1,36
Mitsuaria chitosanitabida 11,215 +1,75
0,5mM Serratia sp. 9,0925 + 0,55
Cd Serratia proteomaculans 9,845 +1,03
Mitsuaria chitosanitabida 7,2275 +1,63
1 mM Serratia sp. 0 £0,00
Serratia proteomaculans 6,93 +2,04
Mitsuaria chitosanitabida 15,485 + 0,82
Kontroll Serratia sp. 12,8875 + 0,30
Serratia proteomaculans 11,7325 +0,62

3.3. Novényi kisérletek

A bab magokat elobb etil alkohollal, majd hipoklorid (6-14% aktiv klor) oldattal 20 percig
sterilizaltuk, majd ezt kovetden hatszor egymasutan ultratiszta vizzel Oblitettiik. 28°C-on
Memmert inkubatorban, Petri csészében nedves sziirépapiron, sdtétben hét napon 4t csiraztattuk.
A Kicsirazott magok koziil mintanként négy, koriilbeliil egyforman fejlett egyedet sterilezett

tapanyagdus 1 1 térfogatu kertészeti talajba iiltettiink, melynek dsszetétele a 3. tablazatban lathato.
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4.4bra. A baktériumok tenyésztése nehézfém tartalmu taptalajon

3. tablazat A hasznalt talaj pH-ja és elemi Osszetétele

pH 5-7
mg/L
N 150-400
P20s 250
K,0 250-600

Novényenként 1 ml (ODgpo=1,98) baktérium szuszpenziot (Mitsuaria chitosanitabida)

pipettaztunk a talajba a magok kdrnyezetébe.

A baktérium és a nehézfém hatasanak kimutatasa érdekében 6 kontrollt alkalmaztunk, jelolésiik

K(1-6). A 4. tablazatban foglaltuk 6ssze az adott kontroll kezelési paramétereit.

4. tdblazat Kontroll névények

Mitsuaria Nehézfém
Elnevezés ] S Nehézfém
chitosanitabida* koncentracio (mM)
K1 - - -
K2 + - -
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K3 - Cd 0,1
K4 - Cd 0,5
K5 - Zn 0,5
K6 - Zn 3

* (-) a talaj nem tartalmaz/ (+) a talaj tartalmaz

A novényeket kontrollalt koriilmények kozott neveltik egy Sanyo MLR-351, Versatile
Environmental Test Chamber ndvényneveld kamradban 12 napig, 25°C-on, 70% relativ
paratartalom és 14 h/nap 2500 1x megvilagitas mellett (5. abra). A ndvényeket 6t alkalommal 100

ml steril vizzel ontoztiik mintanként.

5.abra. Versatile Environmental Test Chamber névényneveld kamra
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3.4. Nehézfémek hatasanak kimutatasa

A bab novénykeék szardnak és gyokerének hosszat és nedves tomegét mértiik le, majd a névényi
szervek nedvességtartalom meghatirozasa céljabol 48 orat szaritottuk 105° C-on G-Therm 115
szaritoszekrényben (F-1li Galli) tomegallandosagig (6.4bra). A nehézfém oldatokkal kezelt
novények szaranak és gyokerének hosszat és biomasszajat egy kontroll mintdhoz viszonyitottuk
(n=4).

6.abra. G-Therm 115 szaritoszekrény

3.5.  Nehézfémionok bioakkumulacios mértékének meghatdrozdsa  atomabszorpcios
spektrofotométerrel

A nehézfém koncentrdci6 meghatdrozésara Varian Spektra AA 110 tipusu atomabszorpcids
spektrofotométert hasznaltunk (7. abra). A ndvényi mintak el6készitését szaraz hamvasztassal
végeztiik Gefran 1001 égetd kemencében. 1 g eldzetesen szdritott mintat porcelan tégelybe

helyeztiink, majd elhamvasztottuk. A hamvasztds soran a homérsékletet szobahdmérsékletrdl
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fokozatosan emeltiik 450°C-ra 1 ora leforgasa alatt, majd 4 6ran keresztiil ezen a hdmérsékleten
tartottuk, amig fehér vagy sziirkés hamut nyertiink. Az igy nyert hamu mennyiségét 5 ml 25%
HNOs-ban feloldottuk, majd sziirOpapiron leszlrtiik és desztillalt vizzel 10 ml térfogatra
egészitettiik ki. Az eldkészitett mintdkat az atomabszorpcios késziilékbe porlasztottuk ¢és
leolvastuk az abszorbancia értékeket. A koncentracid meghatarozasahoz eldzetesen eldkészitett

standard oldatokat alkalmaztunk, amelyek alapjan megszerkesztettiik a kalibracios gorbét.

7.4bra. Varian Spektra AA 110 tipusu atomabszorpcids spektrofotométer

3.6. Statisztikai analizis
Az adatok feldolgozésara és abrazolasara a Microsoft Office Excel Worksheet 2007-es verziot és

a Past.exe 2.17c¢ statisztikai kimutatasokat készité programot hasznaltuk.

4. Eredmények és Kiértékelése

4.2. A nehézfémek hatasa a névényi novekedésre
A Cd ¢és a Zn hatasat vizsgaltuk a bab fejlédésére és novekedésére. 12 napig noveltik a

novényeket, majd lemértik a novények gyokerének és szaranak hosszat, illetve tomegét.
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Meghataroztuk a novények nedvességtartalmat, mivel a szakirodalmi adatok szerint a Cd
jelentésen befolyasolhatja a vizfelvételt. A mért adatokat az 4. tdblazat tartalmazza, ahol az egyes

paraméterek atlaga és atlag szorasa van feltiintetve.
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1. tablazat A szér és gyokér tomegének, ill. hosszanak valtozasa a nehézfém koncentracio fiiggvényében (n=4)

Baktérium Szar
nélkil
gyokér
Mitsuaria szar

chitosanitabida

gyokér

hossz (cm)
biomassza (g)
hossz (cm)
biomassza (g)
hossz (cm)
biomassza ()
hossz (cm)

biomassza (g)

0,1 mM

26,525 +3,59
4,8575 +1,61
21,05 £1,47
3,1275 +0,63
20,575 +6,40
2,9325 +1,27
17,275 £3,92
1,4075 +0,36

0,5mM

29,37 £13,97
4,18 £1,96
15,13 £0,72
2,36 £0,99
21,20 +5,44
3,38 0,41
16,80 +1,81
1,94 +0,14

20

0,5 mM

21,28 +9,48
3,00 +2,25
19,98 +6,29
1,56 £1,00
20,75 +4,99
3,50 +0,88
18,90 +1,62
1,72 0,52

3mM

21,90 +4,89
3,04 +1,21
20,40 +4,62
1,76 0,87
31,45+7,77
3,30 +1,08
19,30 +2,95
1,74 £0,70

Kontroll

30,97 4,10
4,67 £1,52
25,80 +4,83
2,11 £0,58
31,87 +£5,87
4,66 1,64
21,97 £5,22
1,63 +0,80



A 8. abra szemlélteti a szar novekedését Cd jelenlétében, a K2 kontroll (nehézfém nélkiil,
baktérium jelenlétében) esetében jelentds novekedést figyelhetiink meg. A K1 kontroll (nehézfém
nélkiil, baktérium nélkiil), K3 kontroll (Cd 0,1 mM, baktérium nélkiil), K4 kontroll (Cd 0,5 mM,
baktérium nélkiil) esetében a novények szaranak novekedése csokkenést mutatott. A 0,1 mM Cd-
al kezelt kontroll és minta értékei kozott jelentds kiilonbség figyelhetd meg, a baktériummal
kezelt minta esetében a hajtds rovidebb, mint a kontroll. A két mintasor kozotti kiilonbséget
Mann-Whitney statisztikai teszttel ellendriztilk, amely nem adott statisztikailag szignifikans
eredményt (Mann-Whitney U teszt, z=-1,299, p=0,1939). Hasonl6 6sszefiiggés megfigyelhet6 a
szar novekedése esetében 0,5 mM-os Cd jelenlétében, ahol a baktérium torzs jelenléte
csOkkentette a szar hosszanak fejlédését, de szignifikans kiilonbség nem volt megfigyelhetd

(Mann-Whitney U teszt, z=-0,176, p=0,8597).
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30,00 +— I I
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0,00 . . .
K1 K2 K3 K4 Cdo,1 Cdo,5
Szar novekedése Cd jelenlétében

8. abra Szar novekedése Cd jelenlétében

A Cd hatésat a bab novények gyokerének novekedésére a 9. abra szemlélteti, hogy a K1 kontroll
(nehézfém nélkiil, baktérium nélkiil) esetében kiemelkedbéen magas értéket mértiink, mely
meghaladja a tobbi minta egyre csokkend értékeit. A K4 (Cd 0,5 mM, baktérium nélkiil) kontroll

érteke a legkisebb, ez azzal magyardzhatd, hogy magas koncentracioban a nehézfém gatolta a

21



novény novekedését, illetve a baktérium hidnya is hozzdjarult a novekedés csokkenéséhez.
Eszrevehetd, hogy a baktérium nélkiili kontroll esetében (K3) a gyokér novekedése nagyobb,

mint a baktériummal kezelt minta esetében.

30,00

25,00 ~

20,00 -

15,00 -

10,00 -

5,00

0,00 - T T T |
K1 K2 K3 K4

Cdo,1 Cd0,5
Gyodkér novekedése Cd jelenlétében

hossz {cm)

9. abra A gyokér novekedése Cd jelenlétében

A szar biomasszajat tekintve észrevehetd, hogy kiemelkeddéen magas értéket kaptunk a K3
kontroll (Cd 0,1 mM, baktérium nélkiil) esetében (10. abra). A két mintasor kozotti kiilonbséget
Mann-Whitney statisztikai teszttel ellendriztiik, amely nem adott statisztikailag szignifikans
eredményt (0,1 mM Cd esetében Mann-Whitney U teszt, z=-1,299, p=0,1939, 0,5 mM-os Cd
esetében Mann-Whitney U teszt, z=-0,176, p=0,8597).
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10. abra Szér biomassza valtozéasa Cd jelenlétében

A gyokér biomasszajat tekintve is észrevehetd, hogy kiemelkedden magas értéket kaptunk a K3
kontroll (Cd 0,1 mM, baktérium nélkiil) esetében (11. abra). A baktérium jelenléte Cd-al kezelt

novények esetében a gyokér biomasszajanak csokkenését okozta.

A 12. abran lathat6 a szar novekedése Zn jelenlétében, a K2 kontroll (nehézfém nélkiil, baktérium
jelenlétében) és Zn 3 (Zn 3 mM, baktérium jelenlétében) minta esetében jelentdés ndvekedést
figyelhetiink meg. A K1 kontroll (nehézfém nélkiil, baktérium nélkiil), a K5 kontroll (Zn 0,5
mM, baktérium nélkiil) és a K6 kontroll (Zn 3 mM, baktérium nélkiil) esetében is a ndvények

szaranak ndovekedése csdkkenést mutatott.

23



n
S
|

biomassza (g)

8

2,00 T
1
0)50 _ I
0,00 N T T T T T
K1 K2 K3 K4

Cdo,1 Cdo,5
Gyokér biomassza valtozasa Cd jelenlétében

11. abra Gyokér biomassza valtozasa Cd jelenlétében

A K5 (Zn 0,5 mM, baktérium nélkiil) kontroll és a Zn 0,5 minta értékei kozott nincs jelentds
kiilonbség, a baktérium nem befolyasolta a szar hosszanti novekedését. Mann-Whitney
statisztikai tesztet alkalmaztunk a Zn 0,5 mintara, ahol ugyancsak nem figyeltiink meg
statisztikailag szignifikans eredményt (Mann-Whitney U teszt, z=-0,5808, p=0,5614). A Zn 3
mintara kapott értékek alapjan elmondhat6, hogy a K6 kontrollhoz viszonyitva a baktérium
jelenléte pozitiv hatast gyakorol a szar ndvekedésére (Mann-Whitney U teszt, z=-1,588,
p=0,1124).
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12. dbra Szar novekedése Zn jelenlétében

A Zn hatdsa a bab ndvények gyokerének hosszanti ndvekedésére a 13. 4bran lathato.
Megfigyelhet6, hogy a K1 kontrollhoz (nehézfém nélkiil, baktérium nélkiil) viszonyitva
alacsonyabb értékeket mértiink. Ugy a baktériummal nem kezelt, mint a kezelt minta esetében

a Zn nem befolyasolta a gyokér hosszanak novekedését.
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13. dbra Gyokér novekedése Zn jelenlétében
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A szar biomassza valtozasat a 14. abra szemlélteti. A K5 (Zn 0,5 mM, baktérium nélkiil) és
K6 kontrollokhoz (Zn 3 mM, baktérium nélkiil) viszonyitva a baktériummal kezelt mintak
(Zn 0,5, Zn 3) esetében a biomassza mennyiségének novekedése észlelheté. A két mintasor
kozotti kiilonbséget Mann-Whitney statisztikai teszttel ellendriztiik, amelynek eredménye
nem mutatott jelentds eltérést (0,5 mM Zn esetében Mann-Whitney U teszt, z=0,1443,
p=0,8852, 3 mM-0s Zn esetében Mann-Whitney U teszt, z=-0,2904, p=0,7715).
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14. dbra Széar biomassza valtozasa Zn jelenlétében

A gyokér biomasszdjanak valtozasat Zn jelenlétében a 15. dbra mutatja, melyen észrevehetd,
hogy kiemelkedden magas értéket kaptunk a K1 kontroll (Zn 0,5 mM, baktérium nélkiil)

esetében.

A bab viztartalmat tekintve sem a Cd az alkalmazott koncentracidkban (0,1 mM; 0,5 mM), sem a
Zn esetében alkalmazott koncentraciokban (0,5 mM; 3 mM) nem valtozott a viztartalom a

hasznalt nehézfém, illetve a baktériumok jelenlétében (16.-17. abra).
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15. abra Gyokér biomassza valtozasa Zn jelenlétében
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16. abra A Cd-al kezelt névények viztartalma
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17. dbra A Zn-el kezelt ndvények viztartalma

4.1. A nehézfémek akkumulécioja

A nehézfémek (kadmium és cink) mennyiségének meghatarozasa céljabol standard oldatokat
készitettiink mM koncentracioban és lemértiik az oldatok abszorbancia értékeit atomabszorpcids

spektrofotométerrel. A 18-19-as abran figyelhetdek meg a kapott kalibracios gorbék.
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18. dbra A kadmium (Cd) kalibraciés gorbéje
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Cd 0,1 (0,1 mM Cd, baktérium) minta 3,52x nagyobb mennyiségii nehézfémet akkumulalt a K3
kontrollhoz képest (0,1 mM Cd, nincs baktérium). A talajba juttatott nehézfém koncentracioval

aranyosan né a ndvényi mintdkba akkumuladldédott nehézfém mennyiség. A gyokér nehézfém

crer

19. abra A cink (Zn) kalibracids gorbéje
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tartalma joval alacsonyabb a szarban tapasztaltndl, hiszen a nehézfém els6ként a gydkérbe jut be
a gyokérszorocskéken keresztiil, és a gyokérbdl a szarba vald szallitds (transzlokacid) lehet

gatolt, illetve egy lasst folyamat eredménye.
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20. abra Kadmium (Cd) akkumulacidja gyokérben és szarban

A Zn felvételt a 21. abra szemlélteti, amelyen megfigyelhetd, hogy a felvett Zn koncentracio 0,4-
0,7 mg/kg értékek kozott mozog. Mivel a Zn egy mikroelem, a bab (Phaseolus vulgaris)

crer

cinkkel kezelt novények a Zn-t nem akkumuléltak, csak a szamukra sziikséges mennyiséget

vették fel.
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21. abra Cink (Zn) akkumulacigja gydkérben és szarban
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5. Kovetkeztetések

A PGPR baktériumtorzs hatasara (Mitsuaria chitosanitabida (M)) megfigyelhetd, hogy a
bab ndvénykék hajtasa intenzivebb novekedést mutatott. A PGPR baktérium ¢és a Cd
egyiittes hatasara viszont a bab novények hajtasa fejlédott a leggyengébben. A Mitsuaria
chitosanitabida (M) torzs annak ellenére, hogy nehézfém hianyaban elésegitette a bab
novény novekedését, nehézfém jelenlétében serkentette a nehézfém altal okozott stressz
hatasat.

A bab novénykék viztartalmat egyik nehézfém, valamint a baktériumtorzsel torténd
beoltas sem befolyasolta a hasznalt koncentracidkban.

A bioakkumulacié a kadmium esetében novekedést mutat a rendelkezésre allé nehézfém
a Mitsuaria chitosanitabida (M) PGPR baktériummal vald beoltas novelte a bab
novényekben akkumulalédott nehézfém mennyiséget. A Zn esetében, mivel a Zn
0,6-0,7 mg/1 értéknél eléri a maximumot.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a bab ndvények gydkere jelentds akadalyt

képez a nehézfémek felvételében és igen nagy immobilizalo kapacitassal bir.
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Koszonetnyilvanitas

A szerz8k koszonettel tartoznak dr. Laslo Eva adjunktusnak a kisérletek soran hasznalt PGPR
baktérium torzsekért, valamint a mikrobioldgiai és névényi kisérletek soran nyujtott dnzetlen

segitségéért €s hasznos tanacsaiért.
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