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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az olasznad bizonyitottan képes szennyezett kornyezetébol felvenni és
szoveteiben felhalmozni tobbféle nehézfémet, szerves szennyezdket, anélkiil, hogy sajat
novekedését ¢és fejlodését azok jelentésen karositanak. Jellemzéen pH-t széles
tartomanyban tolerdlja. Emellett a magas sotartalom, szarazsag €s nehézfémterheléshez
is jol tud alkalmazkodni. Azonban a kiillonb6zé Okologiai adottsagokhoz vald
alkalmazkodo képessége miatt, az olasznadat vilagszerte karos invaziv gyomnak tartjak,

a foly6o menti élohelyek estén.

A Cu egy esszencialis mikroelem, amely a felsd talajrétegben talalhato.
Természetes esetben a talaj 6sszes Cu tartalma 2-109 mg kg™ koz6tt mozog, illetve a
vilag talajainak atlagos Cu tartalma 38,9 mg kg™'. A talajban 1év6 Cu egy meglehetésen
immobil elem, amit az is mutat, hogy a teljes talajszelvény 6sszes Cu tartalmaban
viszonylag kis eltérés mutatkozik. A Cu tartalom szoros kapcsolatban van a
talajszerkezettel, hiszen a konnyli homokos talajban kevesebb Cu taldlhatd, mint az
agyagos talajok esetében. A talajok altaldban — talaj pH-t6l fliiggdéen — szamos formaban

kotik a Cu-t.
A kutatas célkitiizései az alabbiak voltak:

e Ertékelni a Cu-el szennyezett talaj lehetséges hasznalatat a bioenergia-

termelésben, fitoremediacios eljaras soran.

crer

szennyezett talajon nevelt olasznad dkotipusok ndvekedési dinamikajat.

e Meghatarozni a Cu toxicitds kiiszobértékét az olasznad biomassza

novekedésében.

e Kiszdmolni az olasznad okotipusok transzport és biokoncentracios

faktorat, illetve eltavolitasi hatékonysagat Cu esetén.

e Ertékelni a killonbozé olasznad Skotipusok epigenetikai modosulasokbol

szdrmazo Cu tolerald képességét.

e Mérni az olaszndd Okotipusok remediacidos hatékonysagat Cu-el

szennyezett viz esetén.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Novényanyagok szarmazasi helye

Jelen munkaban négy olasznad dkotipus lett bevonva, melyek morfoldgialiag

hasonloak.
e Blossom (BI) 6kotipus: Dél-Karolinabol (USA)
e 20SZ és STM okotipusok Ujszentmargitardl szarmazik, Magyarorszag (Pro-

Team Kft)

e ESP 6kotipus Spanyolorszagbol szarmazik (Biotek Kft K-12)

A kisérletekben alkalmazott olasznad palantdk in  vitro szomatikus
embriogenezis utjan lettek szaporitva, a Dél-Karolinai Egyetem szabadalmat alapul
véve (Marton and Czakd, 2002). A Blossom 0Okotipust embrigén kallusztenyészetet a
Dél-Karolinai Egyetemrdl kaptuk. A tobbi okotipus esetében a MOP Biotech Kft.
(Nyiregyhdza, Magyarorszag) biztositotta az embriogén kalluszokat. Az Gsszes,
kisérletben vizsgalt Okotipus ndvényanyaga a Debreceni Egyetem, No&vényi
Biotechnoloégiai Tanszék, Orsés Ottd laboratériumédban lett szaporitva embriogén
kallusztenyészetekbdl inditva.

Az olasznad Okotipusok réztolerancidjat in vitro korilmények kozott MS complex
rézzel réz-szulfat formajaban. A kisérletekhez hasonld nagysdgu (5 cm magas)

palantakat valasztottunk Marton and Czako (2004; 2007) munkai alapjan.
2.2. In vitro Kisérletek

Egy in vitro kisérletet allitottunk be annak érdekében, hogy vizsgaljuk az
olasznad (BL ¢és 20SZ) dkotipusok Cu eltavolité hatékonysagat Cu-zel szennyezett viz
esetén, illetve, hogy monitorozzuk a Cu hatasait az olasznad okotipusok novekedési
dinamikajara.

2.2.1. Kisérleti elrendezés és nevelési feltételek

Kisérleti elrendezésként randomizalt komplex blokk -elrendezést (RCBD)
alkalmaztunk, ahol minden egyes csé két ndvényt tartalmazott, illetve a kezelések
Otszoros ismétlésben keriiltek beallitasra. A kezelések a kovetkezok voltak: kontroll (Cu
nélkiil) és hat kiilonb6z0 réz dozis, ahol a Cu réz (I1)-szulfat-pentahidrat (CuSO4-5H,0)
forméban keriilt alkalmazasra a kdvetkezd adagokban: 0, 1, 2, 3, 5, 10 és 26,8 mg L'
Cu. Okotipusonként (BL és 20SZ) két, kdzel azonos morfologiai jellemzdkkel



rendelkezo fiatal olasznad paléantat iiltetettiink 4t a tapoldatot tartalmazoé autoklavozott
csovekbe (2,5 x 25 cm) a Marton és Czako (2004; 2007) altal leirtak szerint. A
novényeket gnotobiotikus koriilmények kozott, 6 hétig neveltik. A ndvényeket
tartalmazoé csoveket 41 pumol m® s fényintenzitasu fehér fluoreszcens lampak ala
helyeztiik, ahol a megvilagitas/sotét periddus 16/8 h volt, illetve a hémérséklet

periodicitasa 30/27°C (nappal/éjjel) volt. A relativ paratartalom 75 % volt.
2.3. Ex vitro kisérlet

Tenyészedényes kisérletet allitottunk be tliveghéazi koriilmények kozott 2013.
julius és november kozott, ahol a kisérlet soran 1 kg-os mlianyag edényeket hasznaltunk
annak érdekében, hogy felmérjiilk a vizsgalandd olaszndd mindharom Okotipusanak
(STM, BL, ESP) novekedési hatékonysagat az emelkedd Cu kezelések hatasara. Ezen
kiviil vizsgaltuk a magas rézterhelés alatt nevelt olasznad biomassza-termelését azzal a
céllal, hogy értékeljiik a Cu-el szennyezett talajok megujuld energiatermelés irdnyaba
valo terelését a fitoremediacid egyik tovabbi eldnyeként. A kisérlet soran randomizalt
komplex blokk design-t (RCBD) hasznaltunk, illetve a kezelések Ot ismétlésben

kertltek beallitasra.
2.3.1. Kisérlet beallitas és kezelések

A kisérlet soran homokot (kvarc, SiO,) hasznaltunk tapkozegként (talaj, mint
tapkozeg volt hasznalatos). Az alkalmazott homok a magyar piacrol szarmazik. Minden
egyes milanyag edényt kozel 1 kg homokkal toltottiink fel. A kisérlet soran a Cu
kezeléseknél réz (II)-szulfat-pentahidratot (CuSO4-5H,O) alkalmaztunk. Négy
kiilonb6z6 Cu szintet allitottunk be: 100, 200, 300 és 400 mg Cu kg™ szenben a kontroll
kezeléssel, ami nem tartalmazott Cu-t. Okotipusonként két-két ndvény keriilt egy
edénybe. Az 6ntdzés naponta tortént desztillalt vizzel a szant6foldi vizkapacitas 75%-ig.
A tapanyagutanpotlast tapoldat formajaban biztositottuk, ennek Osszetétele: (NH4)2SO4
10 mg kg'; Na,HPO4 12H,0 10 mg kg™'; K,HPO4 10 mg kg'; CaCl-2H,0 2.6 mg kg™
MgCl,-6H,0 2 mg kg'l; FeCl;-6H,0 0,5 mg kg'l; MnSO4-H,0 0,1 mg kg'l. A kisérlet
idotartalma négyhonapig tartott, ez 1d6 alatt két alkalommal felvételeztiik az 0j riigyek

szamat, a ndvény hosszat, illetve a levelek szamat.



3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
3.1. In vitro kisérletek
3.1.1. Cu transzport a novényben

Altalanossagban elmondhaté, hogy a fémek szennyezett vizb6l torténd
eltdvolitisa  szdmos folyamaton keresztil megy végbe, ide ¢értendé a
szedimentacid/koagulacid, a sziirés, a ndvényi felvétel/eltavolitdsi hatékonysag, az
adszorpcio, a szilard vegyiiletek képzddése, a kationcsere és a mikrobidk altal
kozvetitett reakciok, igy kiillonosen az oxidacids folyamatok dsszessége (Pei-ying et al.,
2010). A kiilonb6z6 novényi részekben €s a tapkozegben mért réz koncentraciokat az 1.
abra mutatja be. Az olaszndd (Arundo donax L.) BL és 20SZ okotipust 6 hétig
kiilonbozé dozisu Cu-el kezeltiik, amelynek hatasara a kiilonb6z6é névényi szervek réz-
tartalma (mg kg™) linearisan névekedett. Ahol a Cu koncentraciéja (1 mg L) alacsony
volt, ott a gyokér, a szar és a levél Cu-tartalma 2,99, 1,50 és 0,84 volt a BL dkotipus
esetén, illetve 0,41, 0,16, és 0,19 volt a 20SZ okotipusnal. A 26,8 mg L kezelésnél a
gyokér, a szar és a levél Cu tartalma 76,57, 24,28, 23,44, valamint 55,91, 69,49 és 10,18
volt a BL ¢és a 20SZ oOkotipusnal, kiilon-kiilon. A réz felhalmozodasat a kiilonb6zo
névényi részekben mindkét 6kotipus (BL és 20SZ) ugyanolyan tendenciaval mutatta. A
réz akkumulacid a kovetkezd sorrendben alakult: tdpoldat < levéllemez < szar < gyokér.
Az anyagmérleg mindkét 6kotipusndl 6sszhangban volt a szakirodalommal (Wu Qi et

al., 2012).
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1. abra: Cu koncentracié a BL és 20SZ 6kotipusok kiilonb6z6 névényi szerveiben

¢s a tapoldatban, 6 hét utan.



3.1.2. Cu transzport és akkumulacio a BL és a 20SZ 6kotipusban

A bioakkumulaciés és transzlokacids faktorok a BL és a 20SZ okotipusnal is
magas Cu-transzport és Cu-akkumulacios hatékonysdgot mutattak, adott mennyiségii
oldat esetén (2a, b abra). A BL és a 20SZ 6kotipusnal a bioakkumulacios faktor (BF) 1-
nél nagyobb volt, ahol a legmagasabb becsiilt érték a BL és a 20SZ 6kotipusnal, az 1 és
a 26,8 mg L' Cu kezelésnél 5,34 és 5,06 volt, egyenként. Ezzel szemben a
legalacsonyabb érték 2,93 és 0,76 volt az 5 és az 1 mg L kezelésnél, a BL illetve a
20SZ okotipusnal, egyenként. A bioakkumulacios faktor becsiilt értékei linedrisan
novekedtek a tapkozeghez adott novekvé Cu koncentraciok hatdsara a 20SZ
okotipusnal, ezzel jelezve, hogy a 20SZ Okotipus jelentds mennyiségben képes
Okotipusnal a bioakkumulécids faktor a tapkozegben 1évo réz koncentraciok hatasara
ingadozott, mivel a legmagasabb becsiilt értek 5,34 volt, amit a legalacsonyabb réz
kezelésnél (1 mg L) tapasztaltunk, tovabba a ndvekvé réz koncentraciok hatasara
csokkent a bioakkumulacios faktor értéke az 5 mg L™ koncentracidig, majd ismét
novekedett a 26,8 mg L! kezelésnél, ahol az értéke 4,64 volt. Masrészt a transzport
faktor (TF) mindkét dkotipusnal kozel 1 volt, kivéve a 20SZ legmagasabb Cu kezelését
(26,8 mg L"), ahol a TF értéke 1,43 volt. A transzport faktor legnagyobb szamitott
érteke 0,95 és 1,43 volt a 10 és 26,8 mg L! kezeléseknél, illetve a BL és a 20SZ
Okotipusnal. Hasonl6 eredmények talalhatok a szakirodalomban a Cu-szennyezett
talajokon nevelt olaszndd esetén, ahol a kalkulalt transzport faktorok szintén kisebbek

voltak, mint 1 (Wu Qi et al., 2012).

—A—BL --6--20SZ b —A—BL ----20SZ
7 - 1.8 -
8 5 2
17}
N <
= -
g3 S
3 b
€ 1 - g
S =
o
m '1 T T T 1 -0-2 T T T T T T 1
0 1 2 3 5 10 268 0 1 2 3 5 10 268
Réz kezelés (mg L) Réz kezelés (mg L)

2 abra: A kiilonb6z6 koncentracidju Cu-el kezelt BL és 20SZ dkotipusok kalkulalt
relativ Biokoncentracios faktor. Duncan’s test at p < 0.05.



3.1.3. Eltavolitasi hatékonysag és akkumulacios szazalék

Az adatok egyértelmiien mutatjak, hogy a BL Okotipusnal a Cu elsésorban a
gyokerekben halmozodott fel (51,4-65,1%), majd a szarban (17,9-28,2%) és a
levelekben (15,7-24,4%). A BL 0Okotipushoz hasonléan, a 20SZ okotipusnal is, a Cu
foként a gyokerekben (41,2-73,8%), majd a szarban (18,4-51,3%), és a levelekben (7,5-
19,7%) akkumulalédott (1. tdblazat). A Cu akkumulécios szazalékok atlagos értékeit
nézve arra kovetkeztetiink, hogy a kiilonb6zo réz kezelések hatasdra az Okotipusok
kiilonb6z6 novényi részei a felvett réz kozel 59,3%-at a gyokérben (a BL dkotipusnal),
28,2%-4at a szarban, valamint 12,5%-at a levellemezben akkumulaltak. Addig a 20SZ
okotipus novényeiben az akkumulalodott Cu a kovetkezok szerint alakult: 58,6 % a
gyokérben, 22,6 % a szarban és 18,9 % a levéllemezben. Ennek okén fontos, hogy
amikor az olasznadat fitoremediacios célokra hasznaljak, a gyokereket (rizomak) teljes
mértékben eltavolitasdk a tapkdzegbdl, akar szennyvizrdl, akar talajrél van szo. A fent
emlitett adatokbol egyértelmiien latszik, hogy mindkét dkotipus jo jeloltnek bizonyult a

Cu-el szennyezett vizek kezelésre.

1. tablazat: A kiilonb6z6é Cu koncentraciok hatasa az eltavolitasi hatékonysagara (RR)
¢és az akkumulacios szazalékra (AP) a BL ¢és a 20SZ 6kotipus esetén.

Bioakkumulacios szazalék (%) Eltavolitasi hatékonysag

Cu

BL 6koti 20SZ 6koti
(mg L'l) okotipus 0SZ dkotipus BL 20SZ

Gyokér  Szar Levél |Gyokér — Szar  Levél Okotipus | Skotipus

0 |0.0g 0.0f 0.0f |0.0g 0.0f  00f |0.0g 0.0d
1 56.1d 282 15.7¢ | 5484  20.5de 24.8a |98.5b 100.0a
2 [53.1e 225 244a | 68.0b  214d  10.6c | 96.6f 100.0a
3 |640b 179 18.0d |73.8a 184e  7.8d |97.5d 100.0a
5 |651a  19.6 153e |65.6¢ 30.1b 44e | 97.2e 100.0a
10 | 514f 276 21.0b |527e  27.6c  19.7b | 98.2¢ 97.0c
268 | 6l.6c 195 189c |41.2f 5132 7.5d | 98.8a 98.0b

Duncan’s test at p < 0.05.
3.1.4. Cu-érzékenység és novényi novekedés

20SZ dkotipusnal megmutatkozott a koncentracio-valasz kapcsolat (hajtas biomassza és

szar hossz), amelyet a 3. abra szemléltet. A kapott eredmények szerint a tapoldat



novekvo Cu koncentracidja mindkét okotipus novekedését kismértékben csokkentette.
Azonban a BL 0Okotipus érzékenyebb volt a tapkozegben 1évé nodvekvé Cu
koncentraciora, mint a 20SZ Okotipus. Fokozatos csokkenést mértiink a hajtas
biomassza szazalékat illetden, a kontroll novényekhez viszonyitva. A BL 6kotipusnal, a
26,8 mg L' kezelésnél 30%-os csdkkenést mértiink a hajtas biomassza esetén a kontroll
novényhez képest. Ezzel ellentétben a 20SZ Okotipushoz tartozé ndvények sokkal
toleransabbak voltak, mivel 45,7%-0s novekedést figyeltiink meg a hajtas biomassza
esetén az 5 mg L' kezelésnél, illetve tobb mint 63%-os csokkenést tapasztaltunk a
hajtds biomassza tekintetében, a legmagasabb kezelésnél. A szar hosszanak

teljesitménye hasonld volt a hajtas biomasszanal mért eredményekhez.
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3. abra: A réz koncentréaciok hatdsa az olasznad BL és 20SZ 6kotipusok novekedésére

(hajtas biomassza ¢és szar hossz). A novekedés a Cu-mentes kontroll

szézalékaban van kifejezve.
3.2. Ex vitro kisérlet iiveghazban
3.2.1. Az olasznad okotipusok szaraz tomege

BL okotipusnal a gyokér szaraztomeg csokkenését talaltuk a ndvekvé Cu
dozisokkal forditottan aranyosan (4. abra), Az STM &kotipusnal a 100 mg kg Cu
kezelés novelte a gyokérzet szaraz tomegét, azonban a tobbi kezelésnél alacsonyabb
szaraz tomeget mértiink a kontroll ndvényhez képest. Az ESP novényeknél, a 200 mg
kg kezelésnél figyeltik meg a legnagyobb szaraz tomeget, illetve a legalacsonyabb

gyokér szaraz tdmeget a 400 mg kg™’ kezelésnél mértiik (4. abra).
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4. abra: Novekvo Cu koncentraciokon nevelt olasznad okotipusok (STM, BL és ESP)
gyokérzetének szaraz tdmege a kisérlet bontaskor kovetden. Duncan’s test at

p < 0.05.

A vizsgalt olasznad Okotipusok gyokérzetének szaraz tomegével ellentétben a
novekvé Cu dozisok pozitivan hatottak a hajtas szaraz tomegére. Mindegyik okotipus
hajtasanak szaraz tdmege nagyobb volt a kontroll névényekéhez képest. A tapkozeg Cu
szintjének novekedésével az STM, a BL ¢és az ESP hajtasok szaraz tomege
szignifikdnsan novekedett. A BL hajtds esetén a legnagyobb széraz tomeg 5,45 g
noévény' volt, amelyet a 100 mg kg kezelésnél figyeltink meg. Az STM hajtasnal a
legnagyobb érték 4,81 g ndvény™ volt, amit akkor mértiink, amikor a Cu koncentracioja
a tapkozegben 300 mg kg™ volt. Az ESP névényeknél, a 200 mg Cu kg kezelésnél volt
a legnagyobb a hajtas szaraz tomege, melynek értéke 5,20 g novény™ (5. abra). Erdekes
modon, az alacsony Cu koncentraci6 hatdsara a BL és az ESP oOkotipus esetén a
novények hajtdsdnak szaraz tOmege magasabb értékeket mutatott az STM
névényekéhez képest. 200 mg kg'-nal nagyobb Cu koncentricié esetén az STM
novényeknél mértiik a legnagyobb hajtas szaraz tomeget, mig a BL és az STM hajtasok
szaraz tomege ¢lesen csokkent a novekvd Cu szintek hatdsara. Ezek az eredmények
bizonyitjak, hogy az STM okotipus sokkal toleransabb a 200 mg kg™'-nal magasabb Cu
szintek esetén, ezért az STM alkalmazésa ajanlott fitoremedidcids célokra extrém magas

Cu szennyezés esetén.

Az STM, a BL ¢s az ESP okotipusok levéllemezének szaraz tomegét a 6. abra
mutatja. Az STM novények levéllemezének szaraz tomege a tapkozeg emelkedd

réztartalmaval egyiitt ndvekedett 100 — 400 mg kg™ koncentraciotartomanyban. Ezzel



szemben Blossom oOkotipusndl nem tapasztaltuk valtozast a levéllemezek

szaraztomegében a novekvo réz-dozisok hatasara (6. abra).
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5. abra: Az olasznad okotipusok (STM, BL és ESP) hajtasanak szaraz tomege a

tapkozeg réztartalmanak fliggvényében. Duncan’s test at p < 0.05.
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6. abra: Az olasznad 6kotipusok (STM, BL és ESP) levéllemezének szaraz tomege a

crer

Duncan’s test at p < 0.05.
3.2.2. Cu tartalom az olasznad okotipusok kiilonb6z6 novényi szervekben

Meértik az anyandvény hajtasdnak oOsszesen Cu tartalmat, amit a 7. abra
szemléltet. Altalanossagban elmondhatd, hogy a vizsgalt okotipusok szerveinek Cu
tartalma emelkedett a tdpkozeghez adott novekvd Cu szintek hatasara. STM és BL
kotipusok anyandvényeiben a legnagyobb Cu tartalom a 300 mg kg™ kezelésnél volt
mérheté, ESP novényeknél a legnagyobb Cu tartalmat a 400 mg kg kezelésnél
figyeltiik meg.

10



Ami a gyokérzet réztartalmat illeti mindhdrom Okotipus esetében szignifikans
emelkedést realizaltunk a tenyészedényekben novekvoé Cu koncentraciok hatdséara (8.
abra). A gyokérzet Cu-tartalma a 400 mg Cu kg kezelésnél 3-szor t5bb volt, mint a
vizsgalt dkotipusok gydkérzetének Cu tartalma a 100 mg Cu kg™ kezelésnél.
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BL ¢és ESP) anyandvényeinek Cu tartalma. Duncan’s test at p < 0.05.
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8. abra: A kiilonb6z6 Cu koncentracidkon nevelt olasznad dkotipusok (STM, BL és

ESP) gyokérzetének Cu tartalma. Duncan’s test at p < 0.05.

Az ESP okotipus ndvényei rendelkeztek a nagyobb Cu-felvételi képességgel a
szennyezett talajon végzett vizsgalat szerint, mivel ennél az Okotipusnal volt a
legnagyobb a gyokérzet Cu tartalma a tobbi 6kotipushoz képest a 100, 300 és 400 mg
kg'1 kezeléseknél, ahol az aldbbi értékeket mértikk: 549, 1631 és 1829 g g'l. A
legnagyobb (400 mg kg') Cu kezelésnél az STM névény 1191 pg g Cu-t halmozott
fel, tobbet, mint a BL Skotipus, mely 935 pg g"'-ot akkumulalt, azonban mindkét érték
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alacsonyabb volt az ESP novény gyokérzetében felhalmozott Cu mennyiségénél. Az
ESP okotipus gyokérzetének magas Cu-tartalmanak oka az lehet, hogy a gyokérzet
szdraz tomege alacsony volt, ami szerint az alacsony szdraz tdmegben magas Cu-
tartalom talalhatd. Mésrészt az STM okotipus gyokérzete a Cu-et magas szazalékban —
71 % illetve 95 % — akkumulalta a 100 és 400 mg kg™ kezelésnél, egyenként, melynek
atlaga 85 %. A BL novény altal felvett 6sszes Cu mennyiségbdl a gyokérszovetekben
78 - 89 % kozotti Cu volt jelen, az ESP ndvény a gyokérzetében kozel 88 - 96 % Cu-t
akkumulalt, melynek atlaga 91 %. Eszerint annak érdekében, hogy biztositsuk a Cu-
szennyezett talaj teljes mértéki tisztitasat, az olasznad Okotipusokat, a fitoremediaciod
utan, a gyokérzetiikkel egyiitt el kell tavolitani a talajbol, mivel a legnagyobb
mennyiségli Cu a gyokérzetben akkumulalodik. Ez magyardzat lehet arra nézve, hogy a
lombozat miért nem mutatott Cu toxicitasi tlineteket a vizsgalat soran alkalmazott

olasznad okotipusok hajtasrendszere esetén.
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9. abra: A kiilonb6z6 Cu koncentracidkon nevelt olasznad dkotipusok (STM, BL és

ESP) szaranak Cu-tartalma. Duncan’s test at p < 0.05.

Az ESP novények hajtdsaban 1évé Cu-tartalom egyenesen aranyos volt a
tapkozegben 1€vé Cu dozisokkal, ezen eredményeket a 9. dbra szemlélteti. Ahogy a Cu
névekedett a kezelésekben, az ESP névény tobb, 43 - 101 pg g kozotti Cu-t halmozott
fel a széveteiben a 100 - 400 mg Cu kg™ kezeléseknél, egyenként. Az Skotipusok kozott
a legnagyobb (130 pg g) Cu tartalmat a BL 6kotipus hajtisaban figyeltik meg, a 200
mg kg kezelésnél. Az STM novénynél a legnagyobb Cu-tartalmat (113 pg g') a
hajtasban mértiik, a 100 mg kg™ kezelés esetén. Altalanossagban elmondhat6, hogy az
STM ¢és BL 6kotipus nem mutatott egyértelmi trendet a névekvd Cu kezelések hatasara,

ezen esetekben bizonytalan tendenciat figyeltiink meg. Az STM hajtasok Cu-tartalma
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alacsony volt a tobbi vizsgalt okotipushoz képest, amely a kovetkezménye lehet annak,
hogy e novények szaraz tdmege magas volt a BL és az ESP okotipus hajtasok szaraz

tomegének tekintetében.

Alapvetden a ndévekvé Cu szintek nem novelték lényegesen a vizsgalt
Okotipusoknal a levéllemez Cu tartalmat, kivéve az ESP ndvényeket, ahol a
legmagasabb (84 pg g') Cu-tartalmat a legnagyobb (400 mg kg') Cu-kezelésnél
mértiik. Azonban az ESP Skotipus levéllemezében, a 300 mg Cu kg™ kezelésnél mértiik
a legalacsonyabb (2 pg g"') Cu tartalmat a vizsgalt 6kotipusok kozott, melynek oka
lehet, hogy a mérésekhez torténd mintaelokészitéskor hiba tortént (10. abra). Nagy
vonalakban elmondhato, hogy szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk az alkalmazott
kezelésekben, az Okotipusok kozott, azonban nem allithato fel egyértelmi trend a
névekvd Cu kezelések hatasara, a levéllemez Cu-tartalméban. A 200 és a 300 mg kg™
kezelésnél, a BL okotipus esetén mértiik a legnagyobb Cu-tartalmat a levéllemez
szdveteiben, azonban az ESP okotipusnal a 100 és a 400 mg kg kezeléseknél volt a
legnagyobb a Cu-tartalom. Az STM levéllemezének Cu tartalma szokatlanul csokkent a
tapkdzegbe adagolt névekvé Cu koncentracid hatasara, 300 mg kg Cu-ig, azonban a
400 mg kg'1 kezelésnél ismételt novekedést tapasztaltunk, illetve itt mértik a
legmagasabb Cu tartalmat a levéllemezben, minden kezelés kozott, az STM okotipus
esetén (10. abra). Ez arra utal, hogy az STM levéllemezeknek magas a szaraz tomege,

ami higitja a Cu tartalmat a névényi szévetekben.
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10. abra: A kiilonb6z6 Cu koncentraciokon nevelt olasznad dkotipusok (STM, BL és

ESP) levéllemezének Cu-tartalma. Duncan’s test at p < 0.05.

13



3.2.3. Cu-felvétel és fitoremediacios indexek

Ez ramutat arra, hogy egy teljes €s hatékony fitoremedidcios folyamat elvégzése
érdekében a teljes novényt el kell tavolitani, beleértve a gyokérzetet is, melynek talajbol
vald kiemelése kotelezd. A becsiilt TF értékek eldszor novekedtek, majd szignifikansan
csokkentek a novekvd, 200 mg kg™ feletti Cu koncentracidk hatasara, az Ssszes vizsgalt
okotipus esetén. Amig a TF érték a BL és az ESP esetén, a 200 mg kg™ kezelésnél volt a
legnagyobb: 0,29 és 0,14, addig az STM &kotipusnal, a 100 mg kg™ Cu koncentracional
volt a legmagasabb a TF érték: 0,41 (11. abra). Az STM ndvénynél a legnagyobb TF
érteket a legalacsonyabb Cu koncentracional figyeltik meg, mig a BL és az ESP
novények esetén a legnagyobb Cu koncentracional transzlokaldédott nagyobb
mennyiségli Cu, a hajtds szovetekben. A TF ezen eredményei megegyeztek a
szakirodalomban leirtakkal (Wu Qi et al., 2012). A TF értékekkel ellentétben, a
jelenlegi kutatasban hasznalt 6sszes olasznad okotipus, illetve minden Cu kezelés esetén
a biodusitasi faktor (BF) becsiilt értékei nagyobbak voltak, mint egy. A névekvd Cu
koncentracio szignifikans kiilonbségeket eredményezett a BF értékekben, a vizsgalt
okotipusok kozott. A BL novényeknél, a 400 mg kg™ Cu koncentracional, a legkissebb
BF érték 2,6 volt (12. abra). Azonban az STM ¢és a BL dkotipusok esetén a kalkulalt BF
értékek elészor novekedtek, majd szignifikansan csokkentek a novekvé, 200 mg kg™
feletti Cu koncentraciok hatdsara. Az ESP névényeket a taptalajhoz adott ndvekvo Cu
szintek kevésbé befolyasoltak negativan, mivel a 100 - 400 mg kg' kozotti Cu
koncentracioknal az alabbi BF értékeket figyeltiik meg: 6,2, 3,4, 5,7 és 5,0. Ezen
adatokbol vilagosan latszik, hogy a BL és az STM 06kotipushoz képest az ESP 6kotipus
nagyobb Cu biokoncentralé kapacitassal rendelkezik, a 200 mg kg™ Cu koncentracidju
kezelés kivételével. A novekvd Cu szinteken nevelt olasznad biodusitasi faktor
eredmények a szakirodalomban dokumentalt adatokhoz hasonlok voltak (Wu Qi et al.,

2012).

Lényegében a vizsgalt okotipusok mindegyikénél hasonld Cu-eltavolitasi
hatékonysagot figyeltiink meg. Az eltavolitasi hatékonysag (RR) értékek minimum 0,81
¢s maximum 0,89 kozott mozogtak az STM, a BL ¢és az ESP Okotipusok esetén (13.
abra). Azonban a ndvekvé 100 - 400 mg kg kozotti Cu koncentraciok hatasara az RR
értékek esetén nem tapasztaltunk nagy kiilonbségeket a vizsgalt olasznad okotipusok

kozott. Az STM novények eltavolitasi hatékonysaga a 100 - 400 mg kg Cu-kezelések
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hatasara csokkent, az RR értékek pedig a kovetkezOképpen alakultak: 0,88, 0,82, 0,81
¢és 0,83. Az ESP novények RR értékei fokozatosan csokkentek a novekvo Cu szintek

hatasara. A BL esetén nem talaltunk egyértelmii trendet az RR értékekre.
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11. abra: Az emelkedé Cu koncentraciokon nevelt olasznad okotipusok (STM, BL és

ESP) Cu felvételére szamitott transzport faktor értékek. Duncan’s test at p <

0.05.
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12. abra: Az emelkedd Cu koncentraciokon nevelt olasznad 6kotipusok (STM, BL és
ESP) Cu felvételére szamitott biodusitasi faktor értékek. Duncan’s test at p

< 0.05.

Az RR érték a 100 mg kg™ kezelésnél 0,89 volt, aztan csokkent és a 300 mg kg™
kezelésnél elérte a 0,85-t, majd ujra emelkedett és értéke a legnagyobb Cu kezelésnél
(400 mg kg') 0,89 volt. A kapott eredmények arra utalnak, hogy az olasznad

Okotipusok alkalmasak lehetnek fitoremediacios célokra rézzel szennyezett
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tertileteken,.Ezzel egyiitt tovabbi hosszatava, szabadfoldi kisérletek sziikségesek

kovetkeztetéseink megerdsitéséhez.
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13. abra: Az emelkedé Cu koncentracidkon nevelt olasznad Skotipusok (STM, BL és

ESP) Cu eltavolitasi hatékonysaga. Duncan’s test at p < 0.05.
3.2.4. Az olasznad okotipusok malondialdehid-tartalma

Az STM, a BL ¢és az ESP oOkotipusok gyokérzetének MDA-tartalma
szignifikansan novekedett a tapkozeghez adott emelkedd Cu adagok hatasara a kontroll
novényhez képest. Az STM ¢és az ESP kontroll novények gyokérzetében csaknem
azonos MDA -tartalmat mértiink, ugyanakkor a BL Okotipus esetén az MDA-tartalom
kozel a fele volt az STM ¢és az ESP oOkotipusénak (14. abra). A Cu-kezelések
alkalmazdséval, minden Okotipusnadl kozel azonos MDA-tartalmat mértiink a
gyokérzetben, amely azt jelzi, hogy a Cu kezelések erdsebb hatassal voltak a BL névény
gyokérzetére, mint az STM ¢és az ESP novényekre. Az STM gyokerek MDA -tartalma
egyenletesen ndvekedett az emelkedd Cu koncentracidk hatasara, mennyisége a 400 mg
kg'1 kezelésnél 26,3 nmol g'1 volt, a kontrollnal mért 14,2 nmol g'l-hoz képest. Az ESP
novények gyokerének MDA-tartalma az emelhetdé Cu szintek hatdsara novekedett,
mivel a kontroll névénynél 15,4 nmol g MDA-tartalmat mértiink, illetve a 400 mg Cu
kg kezelésnél az MDA-tartalom 23,6 nmol g volt. A BL 6kotipus kissé eltérd valaszt
adott a ndvekvd Cu dozisokra az STM ¢és az ESP 6kotipushoz képest. A kontroll névény
MDA-tartalma 7,1 nmol g volt és fokozatos ndvekedést mutatott 22,6 nmol g'-ig, amit
a 300 mg kg' Cu koncentracional figyeltink meg, aztan kismértékii csokkenést
tapasztaltunk a 400 mg kg Cu koncentraciénal. A vizsgalt Skotipusoknal, az sszes

kezelésnél, az ESP okotipusnal volt a legmagasabb a gyokér MDA-tartalma, kivéve a
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legmagasabb Cu kezelést, ahol az STM ndvénynél mértiink a legnagyobb MDA-

tartalmat.
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14. abra: Az emelkedé Cu koncentraciokon nevelt olasznad okotipusok (STM, BL és
ESP) gyokérzetének malondialdehid (MDA )-tartalma. Duncan’s test at p <
0.05.

cre

hajtasanak MDA -tartalma szignifikdnsan ndvekedett a kontroll kezeléssel szemben (5.
abra). A kontroll kezelésnél, az ESP hajtdsaban mértiik a legnagyobb MDA -tartalmat,
az STM ¢és a BL okotipushoz képest, amelynek értéke kozel 2-szerese volt az STM-nél
mértnek és kevesebb, mint 2-szerese a BL-nél mért adatoknak. Amikor a Cu adagok
emelkedtek a tapkozegben a hajtdas MDA-tartalma fokozatosan emelkedett minden
vizsgalt Okotipusndl. Az STM Okotipus eltéré valaszt adott a novekvé Cu
koncentraciokra, a BL és az ESP-hez képest. A legnagyobb MDA-tartalmat a BL és az
ESP novényekben, a legnagyobb Cu-kezelésnél (400 mg kg™') mértiik, valamint az STM
hajtasokban a legnagyobb MDA-tartalmat a 300 mg kg' Cu koncentraciénal
tapasztaltuk. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az STM nagyobb rezisztenciat mutat

a magasabb Cu koncentracidkra, mint a BL és az ESP.

Az STM, a BL ¢és az ESP levéllemezekben mért MDA-tartalom szignifikdnsan
emelkedett a ndvekvd Cu szintek hatasdra. Minden 6kotipus esetén a kontroll novények
levéllemezében mértiik a legalacsonyabb MDA tartalmat a Cu-kezelésekhez képest. 9,8
nmol g' MDA-t mértink az STM kontroll névény levéllemezében, ugyanakkor a
legnagyobb Cu kezelés esetén 19,5 nmol g MDA volt mérheté. A BL levéllemezekben
az MDA-tartalom 11,9 és 18,2 nmol g'1 volt, a 0 és a 400 mg Cu kg'1 kezeléseknél,
egyenként. Az STM levéllemezekben a legnagyobb MDA-tartalmat a Cu-mentes
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kezelésnél mértitk, melynek értéke elérte a 18,7 nmol g”'-t. Ez az érték a Cu kezelések

hatasara (a 400 mg kg kezelésig) 24,3 nmol g"'—ra emelkedett (16. 4bra).
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15. abra: Az emelkedé Cu koncentracidkon nevelt olasznad Skotipusok (STM, BL és

ESP) hajtasanak malondialdehid (MDA) tartalma. Duncan’s test at p < 0.05.
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16. abra: Az emelkedé Cu koncentraciokon nevelt olasznad okotipusok (STM, BL és
ESP) levéllemezének malondialdehid (MDA) tartalma. Duncan’s test at p <
0.05.

3.2.5. Klorofillokat a és b és a karotinoidok tartalmat olasznad okotipusok

Ugyanakkor ndvekvOé tendenciat figyeltink meg a fotoszintetikus
pigmenttartalomban (chl a, b és karotinoidok) is BL, STM ¢és ESP 6kotipusok esetében
egyarant (17, 18 és 19. abra). A legmagasabb chl a értékeket STM és BL 6kotipusoknal
400 mg Cu kg-1kezeléseknél talaltunk, mig ESP okotipus esetében 300 mg Cu kg™ —
nal. Az Fv/Fm ardnyban, mely a ndvények aktudlis fotokémiai hatékonysagara utal,
nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kontrollt és az egyes kezeléseket vizsgalva (2.

Téblazat).
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17. abra: Tartalom klorofill a leveleiben olaszndd Okotipusai (STM BL ¢és ESP).

Duncan’s test at p < 0.05.
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18. abra: Tartalom klorofill » leveleiben olasznad okotipusai (STM BL és ESP).

Duncan’s test at p < 0.05.
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19. abra: Tartalom karotinoidok leveleiben olasznad Okotipusai (STM BL és ESP).
Duncan’s test at p < 0.05.
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2. tablazat: Haté¢konysagat PSII (Fv / Fm) so6tét adaptalt levelek olasznad dkotipusai

kezelt emelt Cu-koncentracid.esetén.

Réz kezelés Szeptember Oktober
(mg kg™) STM BL ESP STM BL ESP
0 0.80cde  0.8labcd 0.81bcde 0.83ab 0.83ab 0.83ab
100 0.83ab 0.83a 0.80de 0.82abc 0.83ab 0.79d
200 0.82abcd  0.82abcd 0.81bcde 0.83ab 0.83ab 0.81bcd
300 0.83ab 0.82abcd  0.79¢ 0.83ab 0.84a 0.80cd
400 0.83abc  0.84a 0.81bcde 0.83a 0.84a 0.82ab

Duncan's test at p < 0.05

4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. in vitro Kkisérletek

Jelen kutatds soran alkalmazott olasznad Okotipusok (BL és 20SZ) nagy
toleranciat mutattak a novekvé Cu koncentraciokra, 26,8 mg L'l-ig, a Cu-terhelt

szennyvizben torténd nevelés sordn.

10 mg Cu L' koncentriciéig, egyik Okotipus esetén sem tapasztaltunk Cu
toxicitasi tiineteket a hajtason és a gyokéren, azonban a gyokérzet esetén a 26,8

mg Cu L™ kezelésnél tapasztaltunk néhany elvaltozast.

Mindkét olasznad 6kotipus képes volt mesterségesen szennyezett vizbol torténd
Cu felvételére. Az Okotipusok rézeltdvolitasi hatékonysaga 96.6 % és 100 %

kozott volt.

Az 0Osszes felvett Cu-tartalom kozel 50 %-a a gyokérzetben akkumulalodott,

mindkét okotipus esetén.

A transzport és a biodusitasi faktorok értékei nagyobbak voltak, mint 1,
kiilonosen azokban az esetekben, amikor a Cu koncentracidja nagyobb volt,

mint 5 mg L.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy mindkét okotipus — 1évén, hogy nem
¢lelmiszeripari novények — alkalmas lehet fitoremedidcids célokra torténd

hasznositasra Cu-szennyezett vizek esetén.
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4.2. Ex vitro kisérlet

Az olaszndd szomatikus embridgenezissel létrehozott STM, BL ¢és ESP
epigenetikus klonalis vonalai a normal médon novekedtek az emelkedd Cu
Egyik Okotipusnal sem tapasztaltunk Cu-toxicitasi tiineteket a fold feletti rész
(hajtas) esetén.

A legnagyobb Cu-koncentracié hatisira (400 mg kg') minden okotipus
gyokérzete szignifikdnsan csokkent.

A tapkdzeg novekvd Cu szintjei szignifikdnsan novelték minden Okotipus
hajtasanak hosszat.

Az olasznad okotipusok gyokérzetének szaraz tomege kismértékben csokkent a
novekvo Cu dozisok hatdsara, a kontroll ndvényhez képest, azonban a hajtas és a
levéllemez széraz tomege szignifikdnsan novekedett, amikor a Cu

koncentréaciodja a tapkdzegben emelkedett.

Mindhéarom 6kotipus ugyanolyan Cu felvételi hatékonysagot mutatott, ahol a
kiilonb6z6 Cu koncentraciokkal torténo kezelés soran az dsszes Cu 82,8 - 88,0

%-at tavolitottak el.

Az eltavolitott Cu nagy része az olaszndd Okotipusok gyokérzetében

akkumulalddott.

A 100 mg kg'-nal nagyobb Cu koncentracié esetén a BL ndvény transzport
faktora (TF) nagyobb volt, mint az STM és ESP-é, azonban minden TF érték

kisebb volt, mint 1.

A biodusitasi (BF) értékek nagyobbak voltak, mint a referencia érték, amelynek
értéke 1, tovabba az ESP esetén tapasztaltuk a legnagyobb BF értéket, az STM

¢s a BL novényekhez képest.

A fotoszintetikus pigmentek, gy mint a klorofill-a és a karotionoid tartalom
novekedett az emelked6 Cu szintek hatasara, azonban a novekvd Cu dozisok

toxikus nyomadst gyakoroltak a klorofill-5 tartalomra.

Az Okotipusok kiilonb6z6 novényi részeiben az Osszfehérje-tartalmat

szignifikansan befolyésolta a tdpkdzeg emelkedd Cu szintje.

A nodvekvd Cu koncentraciok negativan befolyéasoltak a malondialdehid (MDA)

tartalmat minden novényi részben, az STM, a BL és az ESP 6kotipus esetén
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egyarant, mivel a Cu kezeléseknél nagyobb MDA tartalmat mértiink a kontroll

kezeléshez képest.

Az Gsszes fent emlitett adat alapjan azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy az

olasznad Okotipusok jelentOs kapacitassal képesek novekedni nagy mennyiségli Cu-el

terhelt kozegben. Emellett jelentds Cu eltavolitasi potencidllal rendelkeznek Cu-

szennyezett talajok esetén. Ennek okdn az olaszndd Okotipusok alkalmasak lehetnek

fitoremediacios célokra torténd hasznositasra figyelembe véve jelentdés biomasssza

produkcidjukat is..

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Olasznad okotipusok hasznalataval a Cu-szennyezett vizek
szennyezésmentesithetok, mivel ezek az 6kotipusok képesek a Cu-t a gyokérbol

a hajtasba transzlokalni.

A szennyvizek megtisztithatok olasznadd Okotipusok alkalmazasaval, mivel
szignifikans mennyiségli Cu-t képesek eltdvolitani, amelynek aranya elérte a 92

- 99 %-ot.

Az olasznad okotipusok képesek megtisztitani a rézzel erdsen szennyezett (400
mg kg) talajt (kvarchomok — talajszerti nevel6kdzeg esetében), hatékonysaguk

a 82,6 - 88,0 % tartomanyban mozog.

A novekvd Cu koncentraciok pozitivan befolyasoltak a fotoszintetikus
pigmentek mennyiségét, amely jelzi, hogy a vizsgélt olasznad Okotipusok

képesek toleralni a magas Cu szinteket, 400 mg kg™ koncentracioig.

A Cu dozisok 100 — 400 mg kg™ tartomanyban nem befolyéasoljak negativan a
biomassza produkciot, igy a talaj remedialasaval egyiitt energetikai célokra

hasznosithaté nagy biomasszara lehet szamitani.

6. A GYAKORLATBAN HASZNOSITHATO TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az olasznad novények jelentds remediacids hatast mutattak a Cu-szennyezett

vizek esetén.

Az olasznad novények Cu-szennyezett talajokon torténd alkalmazasanak
lehetdsége indokolt, mivel nevelésiik soran magas toleranciat mutattak a
novekvd Cu szintekre.
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e Az olasznad j6 jeldltnek tekinthetd Cu-szennyezett talajok helyredllitasara és
remedidlasara, mivel jelentés Cu felvételi kapacitast és hatékonysadgot mutatott

szennyezett talajok esetén.

e Javasolt az olasznad, mint bioenergia novény alkalmazasa fitoremediacios
eljarasok soran, mivel jelentés biomassza-termelésre képes, kiilondsen Cu-

szennyezett talajok esetén.
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