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WYKAZ OZNACZEN

a —ilos¢ substancji zaadsorbowanej (§-g

a, —ilo¢ zaadsorbowana na danych centrach adsorpcyjnyehjiidg-gY),

an — pojemné¢ monowarstwy adsorbenta (&)g

an; — pojemné¢ monowarstwyi-tych centréw adsorpcyjnych (g°g

C —stafa energetyczna w réwnaniach adsorpcji,

CEC- pojemné¢ wymienna kationéw (mol-KY,

E. — energia adsorpcji (J-n))

E., —érednia energia adsorpcji (J-np!

E. —energi kondensacji adsorbatu (J-mpl

E; —sérednia energia adsorpcji danych centréw adsorpeijy-maf),

f(A) —frakcjai-tych centrow powierzchniowych obliczana watgm
wielkosci A (A =E, pKapp),

Kapp— POZzOrna stata dysocjacji powierzchniowych grup fypkych,

Kapp av. —$rednia pozorna statych dysocjacji,

L —liczba Avogadro (mat),

M — masa csteczkowa (kg-md),

N; — liczba powierzchniowych grup funkcyjnych rodzgj

Nrrow- — ilO$¢ zasady ziytej do miareczkowania roztworu rownowagowego (mol)

N, — ilO$¢ zasady ziytej do miareczkowania zawiesiny (mol)

N, — catkowita ilé¢ kwasnych powierzchniowych grup funkcyjnych (molRg

p — cinienie parcjalne adsorbatu (N%m

Po — cknienie pary nasyconej adsorbgéhim?),

Q. — wielkas¢ zmiennego tadunku powierzchniowego (mofkg

r — promié mikropora (nm),

ray. —$redni promié mikropora (nm),

R - uniwersalna stata gazowa (J-Thd(?),

S - powierzchnia wikxiwa (nf- kgY),

SCD- gestas¢ tadunku powierzchniowego (Cp

SOH - liczba niezdysocjowanych powierzchniowychpgunkeyjnych (mol-kg),

SO - liczba zdysocjowanych powierzchniowych grup feyjkych (mol-kg),

T —temperatura (K),

X —ilorazp/py,

Vi — objtos¢ mikroporéw (mi-kgh),

a — stopié dysocjacji ,

a; — stopié dysocjacji powierzchniowych grup funkcyjnych roplra

® - stopi@é pokrycia powierzchni,

w — powierzchnia pojedynczejasteczki adsorbatu (A,

() - aktywnd¢ jondw (mol-n).






1. WSTEP I CEL PRACY

W ciagu calego cyklu rozwojowego rosliny pobieraja zar6wno pierwiastki or-
ganogenne jak tez te, ktore okreslamy mianem makro- i mikroelementow. W ro-
slinach wystgpuja rowniez pierwiastki takie, jak Cr, Cd, As czy Pb, ktorych fizjo-
logiczna rola nie jest dostatecznie udokumentowana, a pobierane sg przez rosliny
tylko dlatego, ze sa obecne w ich §rodowisku. Do takich pierwiastkow nalezy
rowniez glin, chociaz dla niektérych roslin moze on petni¢ funkcje stymulujaca
wzrost. Odnotowano rowniez przypadki, w ktorych glin ograniczatl pobieranie
miedzi i manganu w srodowisku wystepowania duzych ilosci tych pierwiastkow
(Slaski 1989, Starck 2007ab). W roslinach o rozwinietej tolerancyjnosci na ten
metal, niewielkie stgzenia glinu moga aktywowac niektore enzymy oraz regulo-
waé fizyczny stan koloidow plazmy (Klimashevskij 1990, Kabata-Pendias
i Pendias 1999), niemniej jednak glin jest generalnie pierwiastkiem niekorzyst-
nym dla ro§lin. Jony glinu sa gtéwnym czynnikiem limitujacym plonowanie ro-
$lin na glebach kwasnych (Haug i Caldwell 1985, Ulrich 1990). Jest to szczegdl-
nie istotne w warunkach Polski, gdzie gleby kwasne stanowia okoto 60% po-
wierzchni uprawnej (Boguszewski 1980, Kern 1985, Dechnik i in. 1990). W lite-
raturze przedmiotu dobrze udokumentowana jest rowniez szkodliwos¢ miedzi,
zwtaszcza w glebach o niskim pH (Reddy i in. 1995, Andersen i in. 1994, Kabata-
Pendias i Pendias 1999, Wojcik 2000, Siedlecka i in. 2001). Problem wzrostu
kwasowosci podtoza i zanieczyszczenia Srodowiska glinem czy metalami cigzki-
mi od wielu lat jest przedmiotem badan. Powstalo wiele opracowan, raportow
i publikacji. Wigkszo$¢ z nich dotyczy zmian w $rodowisku glebowym (Dgbicki
iin. 1994, Dechnik i in. 1990, Kotowski i Kotowska 2000, Siuta i Kucharska
1997, Qian i in. 2003). Inne prace zwiazane sa z reakcja roslin na czynniki stre-
sowe (Yapa i in. 1986, Matsumoto 1991, Tukiendorf 1993, Pellet i in. 1995, Tay-
lor 1998, Dahmani i in. 2000, Kochian 2001, Poschenrieder i in. 2001).

W przypadku miedzi, ktora jest pobierana przez rosliny jako mikroelement
i wykorzystywana w roslinach do aktywacji wielu enzymow (Buchanan i in.
2000, Szwejkowska 2000, Starck 2007a) wigkszo$¢ prac dotyczy raczej niedobo-
ru tego mikroelementu, niz wysokiej zawartosci w roslinie (Ruszkowska i Woj-
cieska-Wyskupajtys 1996, Weryszko-Chmielewska 1993).

Obserwowany aktualnie wzrost toksyczno$ci §rodowiska glebowego zwiaza-
ny ze wzrostem zanieczyszczen przemystowych, postgpujacym zakwaszaniem
gleby oraz intensyfikacja rolnictwa (Blake i in. 1994, Kotowski i in. 1994, Reddy
1 in.1995, Kabata-Pendias i Pendias 1999, Kabata-Pendias i in. 1993, McBiride
1 Martinez 2000, Jozefaciuk i Szatanik-Kloc 2002) prowadzi do zakldcenia wzro-
stu i rozwoju roslin, a takze spadku ilosciowego i znacznego pogorszenia jakosci
plonéw. Wigkszos¢ metali cigzkich pobierana jest przez rosliny jako mikroele-



menty i wykorzystywana w reakcjach enzymatycznych. Szkodliwy wpltyw na
ro$liny tych pierwiastkow ujawnia si¢ przy ich okreslonych st¢zeniach w roztwo-
rze glebowym (Siedlecka i in. 2001, Baranowska-Morek 2003).

Wszelkie czynniki stresowe sa sygnatem indukujacym w komorkach roslin-
nych szereg réznych proceséw biochemicznych jak zmiany pH cytoplazmy, po-
tencjatu elektrostatycznego blon komoérkowych czy przeptywu jonow, co induku-
je zmiany proceséw metabolicznych i transportowych, prowadzac do utraty ho-
meostazy komorkowe;j, a nawet do obumierania rosliny (Wojcik i Tukiendorf 1995,
Starck 2007b). Pod wptywem stresu obserwowane sa zmiany anatomiczne, morfo-
logiczne i fizjologiczne tkanki korzeniowej (Wagatsuma i in. 1987, Maksymiec
1997, Slaski 1994, Alcantara i in. 2001, Darco i in. 2004) prowadzace do wyrazne-
go zahamowania podstawowej funkcji korzenia — transportu wody i jonéw (Clark-
son 1991, Wagatsuma i in. 1987, Jan 1991, 1993, Klimashevskij 1990). Z punktu
widzenia fizykochemii, transport wody i jonow opisuja dwie wielkosci: pojemnosé
kationowymienna (CEC) (Mouat 1983) oraz powierzchnia wiasciwa (S) (Nye
i Tinker 1977). Stres powoduje zmiany tych wielkosci (Szatanik-Kloc i Bowanko
2005, 2007, Szatanik-Kloc i in. 2007a, b, Hrebelna i in. 2007).

Poczawszy od lat szes¢dziesiatych (Helmy i Elgabaly 1958, Knight i in.1961,
Wagatsuma 1983), za gtdéwne czynniki decydujace o CEC korzenia przyjgto uwa-
za¢ grupy karboksylowe. Ujemny tadunek powierzchni korzenia powstaje w wy-
niku dysocjacji tych grup. Powierzchni¢ korzenia stanowia apoplastyczne czg$ci
komorek tworzacych tkanki zewngtrzne calego systemu korzeniowego, a wige
przede wszystkim komorki epidermy i kory pierwotnej. Do apoplastu zaliczamy
wolne przestwory miedzykomoérkowe i $ciany komorkowe (Tretyn 2001). Sciana
komoérkowa (strukturalnie) jest uktadem dwufazowym. Sktada si¢ z homogenicz-
nej krystalicznej fazy mikrofibryl celulozowych i1 fazy amorficznej (matriks)
utworzonej z polisacharydow, biatek i zwiazkow fenolowych (Szwejkowska
i Szwejkowski 1999, Szwejkowska 2000, Wojtaszek 2001). Rosliny ro6znia sig
sktadem i struktura matriks. Przyktadowo w $cianie komoérkowej (typu II) roslin
jednolisciennych zawarto$¢ pektyn (10% s.m.) i biatek (0,5% s.m.) jest znacznie
mniejsza niz w $cianach komoérkowych (typu 1) pozostatych roslin wyzszych,
u ktorych w suchej masie pektyny stanowia 35%, a biatka 5% (Wojtaszek 2001).
Réznice pomigdzy trawami a innymi roslinami wystepuja rowniez w przypadku
iloéci 1 rodzaju dominujacych hemiceluloz. W $cianach typu II dominujacymi
hemicelulozami sa arabinoksylany ($ciany pierwotne roslin jednoli§ciennych),
glukuronoarabinoksylany ($ciany wtérne u jednolisciennych) oraz B-,3-, B-1,4-
glukany. W $cianach pierwotnych roslin dwulisciennych dominuja ksyloglukany,
a w Scianach wtornych tych roslin gtéwnymi hemicelulozami sa glukuronoksyla-
ny (Buchanan i in. 2000, Wojtaszek 2001). Ggstos¢ upakowania celulozowych
nici fibrylarnych w homogenicznej fazie $ciany komorkowej, rowniez moze by¢



rozna w zaleznosci od ilosciowego stosunku w komorce $ciany pierwotnej
i wtornej. Ponadto sktad i struktura $ciany komorkowej ulega zmianie. Moze by¢
inna dla réznych fragmentéw $cian, w r6znych typach komoérek, na réznym etapie
rozwoju rosliny. Elementy $cian komorkowych powiazane sa ze soba wiazaniami
kowalencyjnymi lub wodorowymi oraz stabilizowane dzialaniami jonowymi.
Istotne znaczenie ma takze zmienna zawartos¢ wody i substancji mineralnych,
ktore w zasadniczy sposob wpltywaja na wlasciwoscei fizykochemiczne polimeréw
$cian i zakres ich wzajemnego oddziatywania, ktory jest r6zny dla réoznych typow
sciany komorkowe;j.

Zatem powierzchnia wilasciwa korzeni roslin zalezy przede wszystkim od
struktury apoplastu, czyli od ilosci i wielkosci przestworow migedzykomorkowych
1 wlasciwosci $cian komoérkowych. Natomiast fadunek korzenia determinowany
jest iloscia zdysocjowanych grup karboksylowych pektyn i protein §ciany komor-
kowej (ujemny) oraz iloscia grup aminowych protein (dodatni). Ponadto o ujem-
nym tadunku korzenia decyduja rowniez zdysocjowane grupy karboksylowe pro-
tein 1 fosforanowe fosfolipidow membran cytoplazmatycznych.

Wielko$¢ pojemnosci kationowymiennej (CEC) korzenia jest rowniez pod-
stawowym fizykochemicznym wskaznikiem tolerancyjnosci roslin na kwasowos¢
glebowa, gdyz wptywa na poboér sktadnikow mineralnych oraz na stosunek pobie-
ranych kationow o roznej wartosciowosci (Brown 1955, Huffaker i Wallace 1958,
Smith i Wallace 1954, 1955, 1957, Epstein i Leggett 1954). Im korzen posiada
mniejsza pojemnos$¢ jonowymienna, tym mniej roslina pobiera kationow
o wigkszych warto$ciowosciach w stosunku do tych o warto§ciowosciach mniej-
szych. Rosliny dwuliscienne posiadaja z reguly okoto dwukrotnie wigksza CEC
korzeni niz rosliny jednoliScienne, pobieraja wigc kationy jednowarto$ciowe we
wzglednie mniejszych ilo$ciach (Elgabaly i Wiklander 1959, Wiklander i Elgabaly
1956, Woodward i in. 1984). W siedliskach naturalnych, gdzie wystgpuje istotny
deficyt kationow jednowartosciowych (gtéwnie K'), roéliny jednoliscienne moga
eliminowac¢ rosliny dwuliscienne z populacji mieszanych (Woodward i in. 1984).
Gdy istnieje niedobor jonow wielowartosciowych, sytuacja odwraca si¢ na ko-
rzy$¢ roslin dwuliSciennych (Gray i in. 1953, Amory i Dufey 1984). Moze to
mie¢ istotne znaczenie nie tylko dla ekosystemow naturalnych, ale rowniez dla
rolnictwa w stosowaniu wysiewu mieszanego, np. rosliny bobowate (motylkowe)
i zboza lub inne trawy (Jasinska i Kotecki 2003). Roslina moze modyfikowac
pojemnos¢ kationowymienna korzeni w zaleznosci od zaopatrzenia w azot, fosfor,
makro 1 mikroelementy, jak rowniez pod wptywem czynnikéw stresowych, za-
geszcezenia gleby, czy tez zanieczyszczenia metalami cigzkimi i glinem.

Powierzchnia wlasciwa jest wielkoScia znacznie rzadziej stosowana w fizjo-
logii roslin, niemniej jednak jest rowniez wykorzystywana w wielu modelach
matematycznych opisujacych pobieranie wody i jonow soli mineralnych przez
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rosling (Bouldin 1961, Olsen i Kemper 1968, Nye i Tinker 1977, Rinkis i Nollen-
dorf 1982). Podobnie jak w przypadku pojemnosci kationowymiennej rosliny
jednoliscienne i dwuliScienne moga charakteryzowac¢ si¢ rozng wielkoscia po-
wierzchni wiasciwej (Szatanik-Kloc 2006a, Szatanik-Kloc i in. 2009).

Stosowane dotychczas sposoby charakteryzowania zarowno calkowitej po-
jemno$ci kationowymiennej (Williams i Coleman 1950, Helmy i Elgabaly
1958a,b, Heintze 1964, Morvan i in. 1979, Ritchie i Larkun 1982, Meychlik
i Jermakov 2001) jak tez powierzchni wlasciwej korzeni (Carley i Watson 1966,
Dunham 1958, Bohm 1979, Ansari i in. 1995) nie biora pod uwage niejednorod-
nosci chemicznej i strukturalnej tkanki korzeniowej. Poniewaz praktycznie
wszystkie sorbenty naturalne, w tym i korzenie roslin, sa w wysokim stopniu
niejednorodne (Buffle i in. 1990), dla lepszego opisu wiasciwosci powierzchnio-
wych korzeni, Szatanik-Kloc i Jozefaciuk zastosowali metody teoretyczne, sto-
sowane dla sorbentow heterogenicznych wykorzystujac metod¢ odwrotnego mia-
reczkowania potencjometrycznego do opisu tadunku powierzchniowego (Szata-
nik-Kloc 2000, Szatanik-Kloc i in 2001, Jozefaciuk i Szatanik-Kloc 2004) oraz
adsorpcji-desorpcji pary wodnej i azotu do opisu wielkosci, energetyki oraz geo-
metrii powierzchni (Szatanik-Kloc 2000, 2003a, 2006a, Szatanik-Kloc i Bowanko
2005, Szatanik- Kloc 1 Jozefaciuk 1997, Jozefaciuk i Szatanik-Kloc 2001, 2003).
Te wlasnie metody byly zastosowane w niniejszej pracy.

Wplyw stresu na zmiany wiasciwosci powierzchniowych i niejednorodnosci
powierzchniowej korzeni jest dotychczas poznany w bardzo niewielkim zakresie.
Pierwsze doniesienia dotyczace tego zagadnienia zawarte sa w pracach pochodza-
cych z macierzystej placowki autorki (Szatanik-Kloc 2006b, Szatanik-Kloc i Bo-
wanko 2007, Szatanik-Kloc i Jozefaciuk 2007, Szatanik-Kloc i in. 2007a,b; 2009)
i dotycza wplywu jonow glinu, cynku, otowiu i kadmu na korzenie ro$lin zbozo-
wych. Badania dotyczyty glownie zboz jarych. Zaistniata zatem potrzeba zbada-
nie wptywu stresu na wlasciwosci powierzchniowe rowniez zb6z ozimych, a tak-
ze poszerzenia badan o grupe roslin dwulisciennych, szczegélnie ze moga one
wykazywaé znaczne roéznice we wilasciwosciach powierzchniowych korzeni.
Z literatury (Amory i Dufey 1984) znany jest fakt, ze ro§liny dwuliscienne posia-
daja okoto dwukrotnie wigksza pojemnos$¢ kationowymienng niz rosliny jednoli-
scienne. Rosliny posiadajace mniejsza pojemnos$¢ kationowymienna pobieraja
W mniejszym stopniu jony wielowarto§ciowe, a wigc charakteryzuja si¢ wicksza
odpornoscia na glin, ale jednocze$nie w mniejszym stopniu sa zdolne do unieru-
chamiania w §cianie komorkowej jondw miedzi (Glinski i Lipiec 1990, Baker
i Walker 1990, Slaski 1992, Wojcik i Tukiendorf 1995). Z uwagi na szeroki zakres
badan, wykorzystano tylko rosliny nalezace do rodziny bobowatych — Fabaceae
(motylkowatych — Papilionaceae) 1 zboza ozime nalezace do rodziny wiechlino-
wate — Poaceae (trawy — Gramineae). Zarowno rosliny zbozowe jak i bobowate
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charakteryzuja si¢ z reguty podwyzszona wrazliwo$cia na miedz i glin (Kabata-
Pendias i Pendias 1999), jak tez charakteryzuja si¢ wysokim stopniem bioakumu-
lacji tych metali, co oznacza, ze moga by¢ zrodtem szkodliwych ilosci glinu
imiedzi w diecie czlowicka i zwierzat (Starska, 1993, Jedrzejczak i Reczajska
1996, Nasiadek i Sapota 2004, Langauer-Lewo-wicka 2005).

Badania wptywu warunkow stresowych na rosliny prowadzi si¢ w §rodowisku
naturalnym oraz w warunkach laboratoryjnych. W srodowisku naturalnym szcze-
golnie istotne sg badania selekcyjne na duzych populacjach. Z uwagi na wielos¢
czynnikow glebowych i klimatycznych, a takze na duza ich zmienno$¢, metody te
ograniczaja mozliwo$¢ wyodrebnienia zmian wywotanych tylko dziataniem jed-
nego czynnika toksycznego. Szereg badan prowadzi si¢ zatem w szklarniach lub
kulturach wazonowych czy piaskowych. W tych metodach miara tolerancji na
stres sa zmiany wilasciwosci biometrycznych roslin (masa korzeni i czg$ci nad-
ziemnych, dtugos$¢ korzeni oraz ich grubos¢ i zabarwienie). Ponadto dlugotermi-
nowe kultury wazonowe stosuje si¢ do okreslenia wptywu réznorakich czynnikéw
stresowych na zawarto$¢ mikro- i makroelementow w roslinie, wielko$¢ i1 jakos¢
plonéw, czy tez intensywno$¢ wystepowania poszczegoélnych faz rozwoju. Naj-
wigkszym jednak zainteresowaniem badaczy ciesza si¢ metody kultur wodnych.
Przede wszystkim daja one mozliwos¢ tatwego obserwowania systemu korzenio-
wego oraz pozwalaja na bardzo doktadne kontrolowanie zaréwno sktadu i odczy-
nu pozywki, jak i innych czynnikow, np. natlenienia, temperatury, czy fotoperio-
dyzmu. W przeprowadzonych badaniach do uprawy roslin wybrano metodg hy-
droponiczna. Co prawda, w takich warunkach system korzeniowy roslin rozwija
si¢ odmiennie niz w warunkach glebowych (migdzy innymi uposledzony jest
proces wytwarzania wtosnikow korzeniowych), niemniej jednak za wyborem
hydroponicznej metody uprawy roslin przemawiaty: tatwos¢ kontroli warunkéw
do$wiadczalnych, charakter porownawczy badan, mozliwo$¢ nieniszczacego po-
brania materialu korzeniowego (fitotoksyczno$¢ metali cigzkich w pierwszej ko-
lejnosci wptywa na komorki merystemy wierzchotkowej korzenia, ktora w wa-
runkach glebowych ulega najczesciej mechanicznemu uszkodzeniu podczas uzy-
skiwania materiatu do dalszych badan). Czesto wyniki uzyskane w metodach
laboratoryjnych nie pokrywaja si¢ z wynikami z badan polowych. Brak korelacji
migdzy powyzszymi badaniami nie wskazuje jednak na bl¢dy metodyczne. Roz-
nice wynikaja gtéwnie z faktu wspoldziatania wielu czynnikow modyfikujacych
reakcje roslin w srodowisku naturalnym (Blum 1988).

Roéliny jedno i dwuliscienne moga r6zni¢ si¢ wielkoSciami charakteryzujacymi
ich wlasciwosci powierzchniowe. R6znie moga réwniez reagowaé (w pierwszej
kolejnosci ich korzenie) na obecne w $rodowisku czynniki stresowe glin 1 miedz.
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W niniejszych badaniach przyjeto hipoteze, ze zmiany anatomiczne, morfologiczne
i fizjologiczne zwiazane z obecnoscia stresorow beda rowniez wplywaty na zmiany
fizykochemicznych wiasciwosci powierzchniowych korzeni roslin. Jako stresory
wybrano jony glinu (pierwiastka balastowego) i miedzi (pobieranej jako mikro-
element). W przypadku glinu i miedzi w pierwszej kolejnosci na stres narazone sa
korzenie roslin, zatem to one stanowity gtéwny materiat badawczy. Wptyw fito-
toksycznych stgzen metali cigzkich i glinu na te wlasciwosci jest stosunkowo
mato poznany.

Celem pracy bylo scharakteryzowanie wlasciwosci powierzchniowych
korzeni roslin jedno i dwuliSciennych, a przede wszystkim zmian tych wia-
Sciwosci determinowanych obecnoscia stresorow — glinu i miedzi.

Szczegodlng uwage skupiono na zmianie powierzchni wlasciwej (S) 1 catkowi-
tej pojemnosci kationowymiennej (CEC), czyli dwoch podstawowych fizyko-
chemicznych wielkos$ci charakteryzujacych glowna funkcje korzenia; pobieranie
i transport wody oraz jonow przez korzen rosliny.

Wykorzystane w badaniach metody adsorpcyjne oprocz wielosci powierzchni
wlasciwe] pozwolily rowniez na okre$lenie wplywu glinu i miedzi na energi¢
adsorpcji. Interpretowano ja jako funkcje rozktadu i $rednia energia adsorpcji
pary wodnej i azotu. Charakteryzowana energia adsorpcji jest energia oddzialy-
wania adsorbentu (powierzchni korzeni) z adsorbatem (czasteczki pary wodnej
1 azotu).

W oparciu o metody adsorpcyjne i fizyczne zjawisko kondensacji kapilarne;
okreslono takze wplywu glinu i miedzi na mikroporowatos¢ tkanki korzeniowej,
ktora scharakteryzowano funkcja rozktadu mikroporow, catkowita objetoscia
1 Srednim promieniem mikroporéw.

Uzycie w metodzie adsorpcji-desorpcji dwoch rodzajow adsorbatoéw — polar-
nego (pary wodnej) i niepolarnego (azotu) — charakteryzujacych rozne centra
adsorpcyjne, dato mozliwos¢ petniejszej charakterystyki wlasciwosci powierzch-
niowych i zmian tych wlasciwosci pod wplywem stresoréw w korzeniach bada-
nych roslin jedno i dwuli§ciennych.

Zastosowana metoda miareczkowania potencjometrycznego, oprocz okresle-
nia CEC korzeni, pozwolita rOwniez na zinterpretowanie zmian jonowymiennych
korzeni w kategoriach calkowitego tadunku powierzchniowego (Q), oraz scharak-
teryzowanie poprzez funkcje¢ rozktadu statych dysocjacji wplywu stresoréw na
liczbe powierzchniowych grup funkcyjnych o réznej mocy kwasowej, a wigc
generujacych rozny ladunek powierzchniowy. Ogélny charakter wptywu glinu
imiedzi na wiasciwosci powierzchniowe korzeni scharakteryzowano poprzez
zmiany gestosci fadunku powierzchniowego (SCD).
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2. MATERIAL BADAWCZY 1 OPIS DOSWIADCZENIA

Ze wzgledu na duze zrdznicowanie (zarowno w obrebie gatunkéw, odmian,
anawet pojedynczych roslin) tolerancyjnosci roslin na podwyzszone st¢zenie
pierwiastkow $ladowych, trudno jest wymieni¢ jednoznacznie rosliny w wigk-
szym lub mniejszym stopniu odporne na szkodliwe ilosci badanych pierwiastkow.
Poniewaz czynnikiem zwigkszajacym przyswajalnos¢ glinu i miedzi jest kwasny
odczyn podtoza, jednym z kryteridow doboru ros§lin w niniejszych badaniach byly
ich wymagania co do pH $rodowiska. Badania przeprowadzono na ro§linach zyta
(Secale cereale L.) ozimego odmiany Rostockie i na roslinach pszenicy (7Triticum
vulgare L.) ozimej odmiany Tonacja. Rosliny te zaliczamy do grupy roslin jedno-
lisSciennych. Druga grupe roslin wykorzystanych w badaniach stanowily rosliny
dwuliscienne reprezentowane przez tubin waskolistny (Lupinus angustifolius L.)
odmiany Zeus i koniczyng lakowa (Trifolium pratense L) odmiany Jubilatka.
Nasiona pochodzity z laboratorium oceny jako$ci nasion Hodowli Roslin w Smo-
licach. Zyto i tubin sa roélinami, ktérych wzrost i rozw6j moze prawidtowo prze-
biegac¢ przy niskim odczynie gleby. Z reguly wysiewa si¢ je na glebach lekkich,
piaszczystych o matej zasobnos$ci w sktadniki pokarmowe i1 zwykle kwasnym
odczynie. Gleby te stabo sorbuja metale cigzkie, niemniej jednak na tych glebach
juz niskie stezenie metali cigzkich i glinu moze dziala¢ na rosliny toksycznie.
Pszenica i1 koniczyna do prawidlowego wzrostu i rozwoju wymagaja odczynu
obojetnego i gleb o wysokiej zasobnosci w sktadniki pokarmowe. Gleby te naj-
czesciej zawierajacych duzo mineratow ilastych (montmorylonitu, illitu) i duzo
substancji organicznej. Takie gleby sorbuja i wiaza znaczne ilosci pierwiastkow
sladowych. Ograniczenie fitoprzyswajalnosci metali cigzkich na tych glebach jest
jednak pozorne, wystarczy bowiem wzrost kwasowosci, spadek zawartosci sub-
stancji organicznych, a takze zréznicowanie flory aby zwigkszy¢ mobilno$¢ meta-
li cigzkich i glinu na tych glebach.

2.1. Wzrost roslin

Wazrost i rozwdj korzeni prowadzono w hydroponice przy $cisle kontrolowa-
nym sktadzie i pH pozywki, w cyklu dobowym 16/8 godzin (dzien/noc), tempera-
turze pomieszczenia 23+2°C w ciagu dnia i 16£2°C w nocy. Do o$wietlenia roslin
zastosowano lampy sodowe typu WLS 400. Natezenie $wiatla (z jednej lampy)
wynosito 150 pmol'm™s™. Pozywke przygotowano, wedlug zmodyfikowanej
pozywki Hoaglanda (uzupelnionej o pelny zestaw mikroelementéw) z nastepuja-
cych odczynnikéw o stopniu czystosci cz.d.a. makroelementy (w g-dm™ roztworu
pozywki): 0,95 Ca(NOs),-4H,0; 0,45 MgSO47H,0; 0,14 KH,POy4; 0,51 KNOs;
0,21 NH4H,PO, oraz mikroelementy (w g-dm™ wody destylowanej): 3,12 NaCl;
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2,83 H3BO;; 0,28 ZnSO4-7H,0; 0,10 CuSO45H,0; 1,10 MnSO4-4H,0; 0,10 wer-
senian zelaza; 0,02 (NH4)sM070,4-4H,0. Ilo$¢ roztworu sporzadzonego z mikro-
elementow dodana do pozywki wynosita 1 ml-dm> (Marschner 1986, Starck
2007a). Nasiona roslin wysiano do napowietrzanych polietylenowych pojemnikdéw
zaopatrzonych w styropianowe wkladki z nawierconymi otworami. Spodnia stron¢
wktadki zabezpieczata siatka. Pomigdzy wkiadka a siatka umieszczono bibule fil-
tracyjna. Do kazdego pojemnika (5 dm®) wysiano okoto 1 g nasion roslin drobnona-
siennych (koniczyna) i po 80 nasion dla pozostatych badanych roslin. Po skietko-
waniu pozostawiono po 40 roslin, usuwaja jednoczes$nie bibule filtracyjna. Miedz
(jako dodatkowa aplikacj¢) dodawano do pozywki w formie roztworu CuSO45H,0O
w stezeniach 20, 50, 100 rng-dm'3, a glin w formie roztworu AlCl; w st¢zeniach
0, 5, 10, 20, 40 i 100 mg-dm™ pozywki. W stosowanych w pracy oznaczeniach licz-
ba przed symbolem pierwiastka (stresora) oznacza jego stezenia w mg-dm™ pozyw-
ki. Poziom pozywki kontrolowano co 24 godziny i w razie potrzeby uzupeliano
woda destylowana, a co 7 dni pozywke wymieniano catkowicie. Warto§¢ pH po-
zywki doprowadzana byta codziennie do wartosci pH = 7 £ 0,2 dla materialu kon-
trolnego oraz pH =4,5 + 0,2 dla stresu wywotanego niskim pH i obecno$cia bada-
nych metali cigzkich. Odczyn pozywki regulowano za pomoca 0,1 mol-dm™ roz-
tworu KOH i 0,1 mol-dm™ roztworu HCI. Roznicowanie pH i dodatek jonéw glinu
i miedzi stosowano po czterech tygodniach od wschodoéw roslin. Okres inkubacji
w warunkach stresu wynosit 14 dni. Do§wiadczenie przeprowadzono w trzech po-
wtdrzeniach. Zebrane korzenie roslin zostaly przeptukane 0,01 mol-dm™ roztworem
kwasu solnego i trzykrotnie woda destylowana w celu odmycia zaadsorbowanych
wymiennie jonow powierzchniowych (standaryzacja probki), a nastepnie oddzielo-
ne od czgsci nadziemnych.

2.2. Schemat przeprowadzonych badan

Na tak pozyskanym materiale przeprowadzono badania pod katem charakte-
rystyk biologicznych i fizykochemicznych. Dla korzeni i czgsci nadziemnych
okreslono sucha masg i zawarto§¢ wybranych makro i mikroelementow oraz gli-
nu. Ponadto okreslono dlugos¢ i $rednice korzeni. Badania fizykochemiczne wy-
konano na korzeniach roslin.

Metoda adsorpcji-desorpcji pary wodnej (adsorbat polarny) i azotu (adsorbat
niepolarny) scharakteryzowano: mikroporowato$¢ tkanki korzeniowej, funkcje
rozktadu mikroporow, catkowita objeto$¢ i Sredni promien mikroporow, po-
wierzchni¢ wlasciwa (S) oraz energi¢ adsorpcji pary wodnej i azotu. Energi¢ ad-
sorpcji (E) przedstawiono jako funkcje rozktadu centrow adsorpcyjnych o réznej
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energii adsorpcji oraz jako $rednia energi¢ adsorpcji adsorbatéw na powierzchni
badanych korzeni.

W oparciu 0 metod¢ miareczkowania potencjometrycznego wyliczono: funkcje
rozktadu statych dysocjacji, charakteryzujaca powierzchniowe grupy funkcyjne
o réznej mocy kwasowej (generujace rozny tadunek), srednie z pozornych statych
dysocjacji (pKy, s), przedstawiajace ogolne zmiany kwasowosci powierzchni, cal-
kowity zmienny tadunek powierzchniowy (Q,) w funkcji pH i catkowita pojemnosé¢
kationowymienna (CEC).

Z wielkosci powierzchni witasciwej 1 wielkosci tadunku powierzchniowego
wyliczono ggstos¢ fadunku na powierzchni (SCD).

Schemat przeprowadzonych dos§wiadczen przedstawiono na rysunku 1.

Wzrost roslin - Plants growth

| Cu100— |_L_LL¢_._A_‘ \_LZLL._L‘
Cu50—
Cu20— || | || ]
pH4.5 —— | 1 | |
B C

pH7 ——
D

A
Mr ——| A | B | C D \ /
|—| ROSLINY - PLANTS I—l

Cz. Nadziemne - Upper partsl I Korzenie - Roots
/ |
Y Charakterystyki biologiczne Badania fizykochemiczne
loms contejnt Biological characteristics Physicochemical studies

[
» Sucha masa

- ADSORPCJA - DESORPCJA
Dry mass ) . ‘ POTENCJOMETRIA POTENTIOMETRY‘ ADSORPTION - DESORPTION
* Dlugos¢ i srednica

korzeni Stale dysocjacji - =
Roots length Dissociatign cgns{ans Mlllﬁirg%%rgrv;:}&sc ‘
and diameter
PKpp ST - av. ‘ E(kJ-Mol) ‘
CEC,Q | sim*-gh) |
2
‘ SCD (C- m?) ‘

Rys. 1. Schemat doéwiadczenia: A — Zyto, B — Lubin, C — Pszenica, D — Koniczyna. Opis pozosta-
tych oznaczen w tekscie

Fig. 1. Scheme of the experiment: A — Rye, B — Lupine, C — Wheat, D — Clover. Other symbols in
the text above
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3. FITOTOKSYCZNY WPLYW GLINU I MIEDZI NA BADANE ROSLINY

W warunkach naturalnych, w ciagu catego okresu wegetacji, rosliny ciagle na-
razone sa na stres. W znaczeniu biologicznym termin ten oznacza zaréwno czynnik
srodowiskowy (stresor) dzialajacy na komorke i/ lub caty organizm, jak i reakcje
tego organizmu, ktora jest odpowiedzig na czynnik stresotworczy, a z ktorej wynika
réwniez stan dostosowania si¢ organizmu do nowych warunkow (Levitt 1980, Sa-
lysbury i Ross 1995, Kacperska 2007b). Innymi slowy stresorem bedziemy nazy-
wac wszystkie czynniki srodowiska, ktore obnizaja funkcje zyciowe rosliny (poni-
zej jej potencjalnych, uwarunkowanych genetycznie mozliwosci) i powoduja nieko-
rzystne dla niej zmiany strukturalne. Czynniki stresowe dzielimy ogodlnie na bio-
tyczne i abiotyczne. Stres zwiazany z fitotoksyczno$cia glinu i miedzi nalezy do
grupy czynnikow stresowych abiotycznych.

Obecnos¢ w srodowisku wzrostu i rozwoju korzeni, fitotoksycznych stgzen
miedzi i glinu, prowadzi do zwigkszenia kumulacji tych pierwiastkow w tkance
roslinnej. Subletalne i letalne ste¢zenia metali cigzkich 1 glinu powoduja inaktywa-
cje wielu enzymow zaangazowanych w regulacj¢ metabolizmu komoérek korzenia.
Zaktocone zostaja procesy metaboliczne i fizjologiczne roslin. Ograniczone zosta-
ja rowniez procesy oddychania i fotosyntezy (Okhi 1986, Kabata-Pendias
i Pendias 1999, Mossor-Pietruszewska 2001). Wptywa to zdecydowanie na gor-
szy rozw0j korzeni i czg$ci nadziemnych roslin, co przyktadowo przedstawiono
na fotografiach 11 2.

Fitotoksyczne dziatanie jonow glinu i miedzi na system korzeniowy ma cha-
rakter pierwotny. Jednym z pierwszych objawéw fitotoksycznego wptywu glinu
i miedzi na roéliny jest zaburzenie rozwoju i ograniczenie wzrostu elongacyjnego
korzeni (Foy 1988, Keltjens 1990, Szymanska i Molas 1996, Szatanik-Kloc 1999,
Kabata-Pendias i Pendias 1999).

Zaréwno glin jak i miedz kumuluja si¢ przede wszystkim w czgsciach wierz-
chotkowych korzenia (w strefie merystematycznej i wydtuzania) powodujac tym
samym zaburzenia r6znicowania si¢ tkanki merystematycznej. Ograniczona zo-
staje migdzy innymi zdolno$¢ tworzenia korzeni bocznych co rowniez widoczne
bylo na przyktadzie korzeni tubinu stresowanego glinem (fot. 3). Toksyczny
wplyw glinu i metali cigzkich na szereg procesow metabolicznych i fizjologicz-
nych, a takze na cechy anatomiczne i morfologiczne roslin wykazano w wielu
badaniach poswigconych tym zagadnieniom (Wagatsuma i in. 1987b, Klimashev-
skij 1990, Matsumoto 1991, Wierzbicka 1995, Siedlecka i in. 2001, Gonelli i in.
2000, Jozefaciuk i Szatanik-Kloc 2003). W niniejszej pracy przedstawiono nie-
ktore reakcje roslin na badane czynniki stresowe.
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pH4,5+20Cu™? pH4,5+50Cu"? pH4,5+100Cu "

Fot. 1. Wplyw jonéw Al i Cu*? na rosliny koniczyny odmiany Jubilatka
Photo 1. Effect of Al and Cu*?ions on plants of clover cv. Jubilatka
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pH4,5+20Cu™ pH4,5+50Cu™ pH4,5+100Cu™

Fot. 2. Wplyw jonow Al i Cu™ na rosliny pszenicy ozimej odmiany Tonacja
Photo. 2. Effect of Al and Cu*?ions on plants of winter wheat cv. Tonacja
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Kontrola (pH7) pH4,5+5A1" pH4,5+10A1"

pH4,5+20A1 pH4,5+40A1 pH4,5+100A1"

Fot. 3. Wplyw jonéw glinu na ro$liny tubinu odmiany Zeus
Photo. 3. Effect of aluminium ions on plants of lupine cv. Zeus

Scharakteryzowano: dlugo$¢ i $rednicg korzeni, zmiany (pod wpltywem streso-
row) suchej masy korzeni i czgéci nadziemnych oraz zawarto§¢ wybranych makro
i mikroelementow 1 glinu w korzeniach i czg$ciach nadziemnych badanych ro$lin.
W badaniach wykorzystano znane i stosowane w fizjologii ro§lin metody.

3.1. Dlugos$é i Srednica korzeni

Z kazdego wariantu do$§wiadczenia wybrano korzenie z trzech rolin i okreslono
ich dhugos¢ 1 $rednicg. Korzenie umieszczano na szalkach Petriego, zalewano
0,001 M roztworem alkoholu oraz skanowano ich obraz za pomocg skanera Epson
Perfection 3200 Photo. Dhugo$¢ oraz $rednice poszczegodlnych korzeni okreslano za
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pomoca analizy obrazu programem Scan Image NIH wedhug Kimura i in. (1999) oraz
Kimura i Yamasaki (2001, 2003). Dtugos¢ i $rednicg korzeni przedstawiono jako
$rednig z trzech powtorzen, po trzy rosliny w kazdym powtorzeniu.

Pod wptywem fitotoksycznych st¢zen glinu i miedzi, $rednia sumaryczna dhu-
go$¢ korzeni w przeliczeniu na jedna rosling zmniejszata si¢ wraz z nasileniem
czynnikdéw stresowych (tab. 1). W przypadku fitotoksycznych stezen jonow glinu
w pozywce, w najwigkszym stopniu zmniejszyta si¢ sumaryczna dhlugos¢ korzeni
koniczyny, dalej tubinu i pszenicy. Najmniejszymi zmianami sumarycznej dlugo-
$ci korzeni stresowanych glinem w odniesieniu do korzeni kontrolnych, charakte-
ryzowalo si¢ zyto ozime odmiany Rostockie, u ktorego rowniez wystapily naj-
mniejsze zmiany dhugosci korzeni stresowanych miedzia. Najmniejsza dlugos¢
korzeni inkubowanych w fitotoksycznych stezeniach miedzi, odnotowano dla
badanych odmian pszenicy i koniczyny. W przypadku dodatkowej aplikacji mie-
dzi w pozywce zmiany sumarycznej dtugosci korzeni sa znacznie mniejsze, niz
w przypadku korzeni stresowanych glinem. Niemniej jednak miedz takze wptyng-
ta na skrdcenie korzeni roslin stresowanych, co rowniez odnotowano juz w literatu-
rze (Kabata-Pendias i Pendias 1999, Kacperska 2007b). Obecnos$¢ stresorow
w srodowisku wzrostu i rozwoju korzeni wplyngto takze na zmiang $rednicy korze-
ni ro$lin stresowanych w stosunku do $rednicy korzeni roslin kontrolnych (tab. 2).

Tabela 1. Sumaryczna dlugos$¢ korzeni badanych roélin stresowanych glinem i miedzia ($r. z 9 roslin
+95% przedzial ufnosci)

Table 1. Summary length of roots of the studied plants under aluminium and copper stress (av. of 9 plants
+95% confidence intervals)

Dhugos¢ Zyto Pszenica Lubin Koniczyna
Length (cm) Rye Wheat Lupine Clover
pH7 207,840,3 173,4+0,2 139,6+0,1 475,842,5
pH4,5 208,1+0,2 171,7+0,4 138,5+0,1 473,3+0,3
pH4,5+5Al 192,5+1,1 170,9+0,4 87,5+6,7 155,1+0,2
pH4,5+10A1 189,1+0,2 145,8+1,5 59,9+1,8 121,8+0,2
pH4,5+20Al 176,1+0,3 91,1+0,2 49,2441 115,443,8
pH4,5+40Al 140,8+0,1 89,5+0,2 51,8+3,1 43,5+0,1
pH4,5+100Al 139,345,5 76,1£1,2 50,343,3 39,6+0,4
pH4,5+20Cu 268,2+2,7 156,8+0,5 138,1+0,5 460,3+0,8
pH4,5+50Cu 205,5+4,8 151,4+1,2 129,6+0,1 446,1+5,2

pH4,5+100Cu 173,7£0,5 116,6+1,6 110,9+2,0 348,1+13,6
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Tabela 2. Srednica korzeni badanych roélin stresowanych glinem i miedzia (. z 9 roélin + odchy-
lenie standartowe)

Table 2. Diameters of roots of the studied plants under aluminium and copper stress (av. of 9 plants
+ standard deviation)

Srednica Zyto Pszenica Lubin Koniczyna
Diameter (mm) Rye Wheat Lupine Clover
pH7 0,898+0,3 0,723+0,03 1,136+0,2 0,368+0,1
pH4,5 0,897+0,3 0,724+0,03 1,135+0,2 0,357+0,01
pH4,5+5A1 0,891+0,2 0,668+0,01 1,113£0,1 0,350+0,2
pH4,5+10Al 0,892+0,1 0,777+0,01 1,116+0,2 0,342+0,2
pH4,5+20Al 1,169+0,2 0,849+0,01 1,155+0,1 0,480=+0,1
pH4,5+40Al 1,094+0,1 0,814+0,03 1,041+0,1 0,470=+0,1
pH4,5+100A1 0,721£0,3 0,706+0,01 1,051+0,2 0,385+0,2
pH4,5+20Cu 0,876+0,5 0,621+0,05 1,131£0,01 0,343+0,1
pH4,5+50Cu 0,668+0,3 0,647+0,01 1,130+0,2 0,345+0,1
pH4,5+100Cu 0,634+0,3 0,627+0,04 1,021£0,02 0,315+0,2

Dodatkowa aplikacja jonéw Cu™> w pozywce zmniejszyta $rednice korzeni
badanych roslin. Tendencje zmian $rednicy korzeni stresowanych miedzia byly
podobne jak w przypadku zmian ich sumarycznej dlugosci to znaczy, w najwigk-
szym stopniu zmniejszata si¢ §rednica korzeni pszenicy i koniczyny w mniejszym
stopniu korzeni zyta i tubinu. Natomiast w przypadku glinu odnotowano wyrazne
zwickszenie $rednicy korzeni stresowanych glinem o stezeniu 20 i 40 mg-dm™
pozywki i wyrazne zmniejszenie si¢ $rednicy korzeni inkubowanych w ekstre-
malnych (100 mg-dm™) stezeniach glinu. Nie odnotowano wplywu obnizenia
odczynu pozywki do pH 4,5 (bez stresora) na dlugos¢ i srednice korzeni. Wzrost
1 rozwdj systemu korzeniowego jest uwarunkowana genetycznie cecha gatunkowa
i odmianowa. Zahamowanie wzrostu czgsto wiaze si¢ z wyczerpaniem w $rodo-
wisku substancji odzywczych i/lub ograniczeniem dostgpu tych substancji do
komorek oraz akumulacja metabolitow wtornych i inhibitorow wzrostu (Tretyn
2007). Jednym z istotnych hormondéw wzrostu, stymulujacym wzrost wydtuze-
niowy korzeni jest auksyna.

W przypadku kiedy transport auksyn przez tkanki korzenia zostanie zaktoco-
ny lub kiedy zaopatrzenie tkanek korzenia w auksyny jest wigksze niz mozliwos¢
ich (polarnego) transportu, auksyny przechodza przez boczne §ciany komorkowe,



22

co prowadzi do zwigkszenia §rednicy komorek i byto juz odnotowane w przypad-
ku stresu glinowego (Klimashevskij 1990).

By¢ moze wigc migdzy innymi w zmianie przewodzenia auksyn mozna dopa-
trywaé si¢ zwigkszenia $rednicy niektorych badanych korzeni i jednocze$nie
zmniejszenia ich dhlugosci. Ponadto w ostatnich latach odkryto réwniez biatka,
ktore stymuluja wydtuzanie si¢ komorek. Sa to niskoczasteczkowe polipeptydy
nazwane ekspansyna. Aktywnos$¢ genow kodujacych ekspansyneg stymuluje obec-
nos¢ auksyn. Wykazano rowniez, ze niewielkie st¢zenia jonow glinu i miedzi ha-
muja aktywno$¢ ekspansyny, zatem moga posrednio wplywaé réwniez na wzrost
korzeni (Tretyn 2007). Na ograniczenie wzrostu i rozwoju korzeni moga wptywaé
takze zmiany anatomiczne zwiazane z obecnoscia stresorOw. Zmiany te obejmuja
przede wszystkim uszkodzenie tkanek w strefie merystematycznej i strefie wzrostu.
Zniszczeniu w pierwszej kolejnosci ulegaja komorki epidermy, natomiast w we-
wngetrznych warstwach pojawiaja si¢ zaglebienia i szczeliny siggajace kory pier-
wotnej. W skrajnych przypadkach nekroza endodermy prowadzi do oddzielenia
si¢ walca osiowego (Wagatsuma 1983, Matsumoto i Morimura 1980, Maksymie
1997, Kabata-Pendias 1 Pendias 1999, Szatanik-Kloc 1999, Jozefaciuk 1 Szatanik-
Kloc 2001). Uszkodzony i/lub stabo rozwinigty system korzeniowy ogranicza po-
bieranie sktadnikow pokarmowych co prowadzi do zmian biochemicznych i morfo-
logicznych w roélinach, a te z kolei moga by¢ miedzy innymi przyczyna spadku
masy korzeni i czg$ci nadziemnych.

3.2. Sucha masa korzeni i cz¢$ci nadziemnych

Dla okreslenia suchej masy korzeni i czesci nadziemnych z kazdego wariantu do-
$wiadczenia wzigto po 10 roslin. Korzenie oddzielono od czgsci nadziemnych. Na-
stepnie korzenie i czgsci nadziemne suszono w 303 K przez 24 godziny (w celu uzy-
skanie tzw. powietrznie suchej masy) i przez nastgpne 24 godziny w 378 K (w celu
uzyskania suchej masy) po czym okreslono mase korzeni i cz¢$ci nadziemnych.

W badanych roslinach, pod wplywem stresu zwiazanego z obecnoscia w po-
zywce jonow glinu i miedzi, zaobserwowano spadek suchej masy korzeni i czgsci
nadziemnych. Wzgledne zmiany suchej masy korzeni i czg$ci nadziemnych ro$lin
stresowanych w stosunku do roslin rosnacych bez czynnika stresowego przedsta-
wiono na rysunku 2. Otrzymane wyniki, szczegélnie przy wysokich stezeniach
glinu (20, 40 i 100 mg-dm™) i praktycznie dla wszystkich stosowanych w do-
swiadczeniu stezen miedzi, potwierdzily szeroko omawiane w literaturze tenden-
cje spadku masy korzeni roslin pod wptywem stresu zwiazanego z obecnoscia
metali cigzkich i glinu (Rees i Sidrak 1961, Alam 1981, Keltjens 1990, Kabata-
Pendias i Pendias, 1999, Mantovi i in. 2003). Szczegolnie negatywnie zareagowa-
ly pszenica i koniczyna, a w mniejszym stopniu zyto i tubin. Niemniej jednak
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zmiany badanych wielkosci (dtugosci korzeni, ich $rednicy i suchej masy) nie
byly statystycznie istotne.
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Rys. 2. Zmiany suchej masy korzeni i czgsci nadziemnych roslin stresowanych w stosunku do rosna-
cych bez czynnikow stresowych
Fig. 2. Relative values of dry mass of the roots and upper parts of the plants. Stressed plants/control
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U wigkszo$ci roslin intensywno$¢ wzrostu korzeni przypada na poczatkowe
stadia rozwoju. Zatem, wigc czternastodniowy stres zwiazany z obnizeniem od-
czynu pozywki i1 toksycznym dziataniem obecnych w niej stresordw po czterech
tygodniach od wschodéw, mogt nie wplyna¢ znaczaco na spadek masy korzeni
czy intensywna zmiang¢ ich dlugosci. Zmniejszenie masy korzenia i ich wzrostu
nastgpuje gltdéwnie w wyniku zahamowania poboru wody i substancji pokarmo-
wych. Pobieranie sktadnikéw pokarmowych uwarunkowane jest zapotrzebowa-
niem ro$liny na pierwiastki biogenne srodowiska zewngtrznego. Zapotrzebowanie
to zmienia si¢ pod wzglgdem iloSciowym i jako$ciowym w réznych okresach
ontogenezy rosliny. Najintensywniejsze wchtanianie sktadnikoéw pokarmowych
na jednostkg masy lub objgtosci przypada na okres kietkowania. W tym okresie
jednak ro$lina czerpie sktadniki pokarmowe gtéwnie z tkanki zapasowej. Maksi-
mum zapotrzebowania ros$liny na makro i mikroelementy przypada na fazg kwit-
nienia i tworzenia ziarniakow czy nasion. Mlode rosliny pobieraja szczegolnie
duzo fosforu, nastepnie zwigckszaja zapotrzebowanie na potas, a w koncu na azot.
Zapotrzebowanie na inne jony zwiazane jest rowniez z poszczegdlnymi fazami
rozwoju i intensywnoscia zachodzacych w roslinie procesow metabolizmu.

3.3. Zawarto$¢ wybranych makro i mikroelementow oraz glinu w roslinach

W celu oznaczenia catkowitej zawarto$ci wybranych mikro i makroelementow
(oprécz azotu) zebrany materiat roslinny poddano mineralizacji. W parownicach
kwarcowych umieszczono po 0,5 g suchego, zmielonego materiatu roslinnego.
Probki spalano na sucho w piecu muflowym FCF 12 SP w temperaturze 723 K
przez 3-4 godziny. Po wylaczeniu pieca parownice pozostawiono do wystygnig-
cia. Nastepnie popiot (o barwie szarobiatej lub szarej) zwilzono odrobina wody
destylowanej. W celu rozktadu weglandow dodano 10 ml wody krolewskiej (HCI
1 HNO; w stosunku 3:1). Ekstrakt przesaczono na twardych saczkach, do kolb
miarowych o pojemnosci 25 cm® i dopetniono woda destylowana do Zzadanej obje-
tosci. Rownolegte przygotowano dwie proby kontrolne (bez popiotu) dodajac do
kwarcowych parownic jedynie wodg i kwas. Wykorzystujac Emisyjny Sekwen-
cyjny Spektrometr ICP D-820 Hilger Analitycal (Anglia), oznaczono zawartosc¢
glinu i fosforu. Zawarto$¢ miedzi, wapnia, magnezu, zelaza i potasu oznaczono
Absorpcyjnym Atomowym Spektrometrem ASA Coutraa 300/700 Analitic Jena
AG. Calkowita zawarto$¢ azotu oznaczano metoda Kieldahla.

Zaroéwno obnizenie warto$ci pH pozywki jak i obecnos$¢ jondw glinu oraz wy-
sokich stezen jonéw miedzi w srodowisku wzrostu i rozwoju korzeni zmniejszyty
zawarto$¢ oznaczanych pierwiastkow w korzeniach i czgSciach nadziemnych
roslin (tab. 314).

Wsrdod badanych roslin stresowanych glinem, zdecydowany spadek zawar-
tosci szczegdlnie wapnia w suchej masie roslin, zaobserwowano w tubinie od-
miany Zeus i w koniczynie odmiany Jubilatka. W korzeniach tych roslin ilo§¢ wap-
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nia przy wysokich stezeniach glinu (20, 40 i 100 mg-dm™) zmniejszyta si¢ okoto 6-
7 razy, a w czgSciach nadziemnych 2-3 razy. W korzeniach pszenicy (Tonacja)
izyta (Rostockie) inkubowanych w tych stgzeniach glinu, zawarto$¢ wapnia
zmniejszyta si¢ 4-5 krotnie a w czg¢$ciach nadziemnych okoto 3-krotnie. Wyrazne-
mu ograniczeniu ulegla tez zawarto$¢ potasu, ktéra w korzeniach i czgsciach nad-
ziemnych spadta 2-3-krotnie u wszystkich badanych roslin. Stgzenie magnezu
w powyzszych roslinach spadto od 2 do 3 razy zarowno w korzeniach jak i w czg-
$ciach nadziemnych. Wszystkie badane odmiany reagowaty spadkiem zawartosci
fosforu w czgsciach nadziemnych, natomiast zawartosci fosforu w korzeniach byty
zblizone do ros$lin kontrolnych (korzenie koniczyny) lub 3-krotnie wyzsze w po-
réwnaniu z nimi. Prawdopodobnie wiazanie fosforu przez glin na powierzchni ko-
rzeni w wolnych przestrzeniach miedzykomdrkowych oraz w $cianie komodrkowe;j
jest na tyle duze, ze og6lna zawartos¢ fosforu w korzeniach jest znaczna, natomiast
zahamowany jest transport fosforu do czgsci nadziemnych rosliny. Zmniejszyta si¢
réwniez zawarto$§¢ manganu i zelaza szczegdlnie w korzeniach badanych roslin.
Najwigkszy spadek zawarto§ci manganu zaobserwowano w korzeniach tubinu.
Jednoczesnie w miare nasilania si¢ czynnika stresowego, odnotowano wzrost za-
warto$ci glinu w korzeniach badanych ro$lin i tylko nieznaczne zwigkszenie si¢
tego metalu w czg$ciach nadziemnych. U wszystkich badanych ro$lin zawartos¢
glinu w czgséciach nadziemnych (bez wzgledu na intensywnos¢ stresu glinowe-
go) wyniosta od 0,1 do 0,2 g-kg™' suchej masy. Jedynie w przypadku koniczyny
inkubowanej w stezeniu Al 100 mg-dm™ pozywki, zawartos¢ glinu w cze-
$ciach nadziemnych wyniosta 1,3 g'kg™” s.m. W wigkszos$ci badan przedstawio-
nych w literaturze, zawarto$¢ glinu w roslinach nie jest dodatnio skorelowane
z genetycznie uwarunkowang tolerancja na ten metal. Wysoka zawarto$¢ glinu
w korzeniach zyta nie musi by¢ dla niego letalna, natomiast nieco nizsze lub
takie same zawartosci glinu dla innych roslin moga wywota¢ nieodwracalne
uszkodzenia zarowno strukturalne jak i funkcjonalne (Aniot 1985a,b, 1992,
Aniot i Madej 1996, Mastowski 1993).

Wiadomym jest, ze w glebach kwasnych i bardzo kwasnych spada st¢zenie
sktadnikow pokarmowych, przede wszystkim wapnia, magnezu i potasu oraz ich
pobieranie przez rosliny. Ograniczenie poboru kationow przez rosliny w obecno-
$ci podwyzszonego stezenia jonow glinu stwierdzono w wielu badaniach zarowno
w warunkach glebowych jak i hydroponicznych (Keltjens 1988, Filipek 1990,
1994, Filipek i Badora 1993, Badora i Filipek 1994a,b, Dechnik i in.1990, 1991,
Alva i Edwards 1990, Szatanik-Kloc 2000, 2001, 2003b). Zdaniem niektorych
badaczy, ograniczenie poboru glownie Ca™, Mg™ i K wiaze si¢ badz z antagoni-
zmem tych pierwiastkow i glinu, badZ ze zmiana reakcji biochemicznych zacho-
dzacych w cytoplazmie, indukowanych obecnoscia jonéw glinu (Kinraide i in.
1991, Linberd i in.1991, Olivetti i Etherton 1991, Wagatsuma i in. 1995).
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Tabela 3. Wplyw Al** na zawartos¢ wybranych pierwiastkéw w badanych roslinach w g-kg™ suchej
masy (Srednie z 3 powtorzen, odchylenia pomigdzy pomiarami nie przewyzszaty 20%)

Table 3. Effect of Al” on the content of selected elements in studied plants, in g kg™ dry mass
(average from 3 measurements, the deviations between individual data did not exceed 20%)

Wariant ) Ca Mg Mn Fe K p N
Variant
Pszenica cz. nadz — Wheat upper parts
pH7 3,02 5,62 0,074 0,59 46,5 2,77 32,2
pH4,5 2,94 3,85 0,071 0,39 45,7 1,97 31,9
Al5 0,08 2,77 3,83 0,069 0,34 45,1 1,48 31,1
AllO 0,12 2,18 3,24 0,058 0,23 44,5 1,44 30,8
AI20 0,13 1,91 3,1 0,055 0,22 36,7 1,33 27,6
Al40 0,14 1,77 3,06 0,039 0,21 35,7 1,12 25,1
Al1100 0,21 1,76 2,96 0,028 0,21 333 0,79 20,4
Pszenica korzenie — Wheat roots
pH7 5,93 4,1 0,067 8,93 24,1 2,58 25,2
pH4,5 591 3,26 0,624 7,61 23,9 2,41 24.5
Al5 0,06 2,44 2,9 0,019 3,27 23,1 1,97 20,6
All10 32,7 2,21 2,69 0,013 2,83 20,6 2,43 19,2
Al20 39,5 1,44 2,62 0,008 2,48 18,9 2,48 17,8
Al40 425 1,33 2,58 0,007 2,27 17,5 2,53 15,6
Al100 52,2 1,27 2,27 0,006 2,92 14,3 2,58 13,9
Zyto cz. nadz — Rye upper parts
pH7 9,11 5,09 0,12 1,57 90,6 3,33 33,6
pH4,5 8,7 4,86 0,11 1,02 90,1 3,21 32,7
Al5 0,15 7,9 4,03 0,11 0,62 89,4 2,37 32,5
AllO 0,17 6,6 3,87 0,09 0,61 85,3 2,26 32,2
Al20 0,18 5,4 3,32 0,08 0,59 36,2 2,15 31,3
Al40 0,26 4,3 3,17 0,02 0,52 35,9 2,13 31,1
Al1100 0,55 4,2 2,89 0,02 0,36 31,4 2,11 20,4
Zyto korzenie — Rye roots

pH7 8,7 7,97 0,36 3,69 19,1 1,36 24,1
pH4,5 8,1 7,12 0,07 3,57 18,9 2,17 24,2
Al5 7.4 5,9 4,82 0,05 2,23 18,5 2,63 23,4
All10 11,1 4.4 2,87 0,04 1,97 18,1 3,37 229
Al20 24,4 33 2,73 0,02 1,42 15,6 3,85 22,6
Al40 39,8 2,9 2,42 0,02 1,21 9,82 3,94 20,2

A1100 58.7 2.4 2,25 0,01 1,03 8,41 4,11 18,1
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Lubin cz. nadz — Lupine upper parts

pH7 12,5 5,15 0,099 0,77 71,4 3,19 37,1
pH4,5 11,1 4,48 0,088 0,59 68,9 2,97 36,9
Al5 0,09 10,8 4,41 0,068 0,5 58,7 2,57 35,1
AllO 0,13 10,4 4,28 0,064 0,47 43,9 2,55 34,8
Al20 0,16 7.7 4,19 0,061 0,44 40,6 2,03 34,6
Al40 0,17 7,1 3,37 0,058 0,41 38,3 1,82 30,1
Al100 0,17 49 1,44 0,036 0,39 35,2 1,48 25,4
Lubin korzenie — Lupine roots
pH7 14,2 5,81 1,02 2,63 31,5 2,01 25,1
pH4,5 14,0 4,25 0,05 2,59 30,9 2,13 24,8
Al5 0,18 8,6 4,25 0,05 2,31 27,5 2,57 22,6
AllO 49,03 7.2 3,69 0,036 2,02 21,8 2,91 20,2
Al20 50,02 3,3 2,45 0,035 0,97 16,8 2,91 18,8
Al40 52,77 1,96 2,15 0,032 0,59 13,3 2,93 17,6
Al100 57,57 1,84 2,11 0,008 0,44 11,1 5,11 15,9
Koniczyna cz. nadz — Clover Upper parts
pH7 13,4 14,8 0,08 2,1 90,6 4,5 39,4
pH4,5 12,9 14,1 0,08 1,9 90,1 39 39,1
Al5 0,17 8,63 13,4 0,07 1,7 89,9 2,8 38,7
All10 0,18 7,56 12,9 0,05 1,7 77,5 1,8 35,6
Al20 0,22 4,73 11,7 0,05 1,7 59,2 1,8 33,8
Al40 0,26 435 10,2 0,04 0,9 54,9 1,7 33,1
Al100 1,28 2,79 6,9 0,03 0,8 38,9 1,6 29,7
Koniczyna korzenie — Clover roots

pH7 14,4 9,1 0,16 4,8 41,9 32 27,1
pH4,5 13,4 8,7 0,12 4,1 40,1 3 27

Al5 0,24 7.9 7,3 0,046 3,6 39,9 2,7 26,3
AllO 1,37 6,5 6,6 0,042 3,4 37,5 2,6 25,7
Al20 51,1 45 6,3 0,034 33 29,2 2,5 24,8
Al40 58,4 1,82 4,9 0,033 3,1 249 24 24,2
Al100 59,3 1,77 2,1 0,032 2,8 18,9 2,04 23,8
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Tabela 4. Wplyw Cu'? na zawarto$¢ wybranych pierwiastkow w badanych roslinach w gkg™ su-
chej masy ($rednie z 3 powtorzen, odchylenia pomigdzy pomiarami nie przewyzszaly 20%)
Table 4. Effect of Cu™ on the content of selected elements in studied plants, in g kg'l dry mass
(average from 3 measurements, the deviations between individual data did not exceed 20%)

vanant ey Ca Mg Mn Fe K P N
Pszenica cz. nadz — Wheat upper parts
pH7 0,09 3,02 5,62 0,074 0,59 46,5 2,77 32,2
pH4,5 0,08 2,94 3,85 0,071 0,39 45,7 1,97 31,9
Cu 20 0,21 2,37 3,58 0,046 0,37 40,6 1,43 31,5
Cu 50 0,61 2,26 3,49 0,044 0,32 34,8 1,29 31,1
Cu 100 3,99 2,21 3,24 0,038 0,31 31,6 1,19 30,1
Pszenica korzenie — Wheat roots
pH7 0,06 5,93 4,1 0,067 8,93 24,1 2,58 252
pH4,5 0,05 591 3,85 0,624 7,61 23,9 2,41 24,5
Cu 20 1,7 3,25 3,45 0,018 5,92 11,3 2,52 23,1
Cu 50 2,7 2,71 3,45 0,015 4,18 10,2 1,85 20,9
Cu 100 4,5 1,88 3,44 0,012 2,93 9,23 1,64 19,3
Zyto cz. nadz — Rye Upper parts
pH7 0,12 9,11 5,09 0,12 1,57 90,6 3,33 33,6
pH4,5 0,11 9,03 4,86 0,11 1,02 90,1 3,21 32,7
Cu 20 0,97 7,24 0,84 0,015 0,92 52,1 2,41 32,1
Cu 50 1,04 7,04 0,81 0,011 0,71 49,6 2,03 30,4
Cu 100 4,11 6,7 0,63 0,004 0,59 40,6 1,23 29,2
Zyto korzenie — Rye roots
pH7 0,27 8,7 7,97 0,36 3,69 19,1 4,11 24,1
pH4,5 0,25 8,1 7,12 0,07 3,57 18,9 3,94 24,2
Cu 20 1,66 6,1 3,55 0,016 3,35 10,5 3,31 23,5
Cu 50 3,79 4,5 3,19 0,022 2,64 9,31 2,74 22,1
Cu 100 4,81 3,9 3,12 0,031 1,35 6,81 1,61 20,2
Lubin cz. nadz — Lupine upper parts

pH7 0,03 12,5 5,66 0,064 0,77 71,4 3,33 37,1
pH4,5 0,04 12,1 4,48 0,088 0,59 68,9 3,21 36,9
Cu 20 0,13 10,4 4,92 0,063 0,53 29,1 3,62 33,5
Cu 50 0,27 9,2 4,81 0,058 0,5 28,6 3,61 30,1
Cul00 0,75 8,3 4,48 0,057 0,46 28,4 3,34 29,9
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Lubin korzenie — Lupine roots

pH7 0,29 14,2 5,81 0,036 2,63 31,5 5,11 25,1
pH4,5 0,3 14,0 4,25 0,05 2,59 36,9 2,13 248
Cu 20 5,71 8,9 5,19 0,032 2,48 13,3 2,71 23,1
Cu 50 8,94 59 4,96 0,025 1,02 10 1,99 21,9
Culoo 16,46 49 4,35 0,024 0,94 7,3 1,81 20,3
Koniczyna cz. nadz — Clover Upper parts
pH7 0,17 13,4 14,8 0,08 2,1 90,6 4,5 39,4
pH4,5 0,18 12,9 14,1 0,08 1,9 90,1 3,9 39,1
Cu 20 0,61 9,9 9,9 0,04 1,3 59,4 2,6 34,5
Cu 50 1,11 9,5 8,8 0,04 1,0 58,5 2,4 32,1
Cu 100 8,92 8,3 5,7 0,04 0,4 39.4 2,2 28,1
Koniczyna korzenie — Clover roots

pH7 0,17 14,4 9,1 0,16 4,8 41,9 3,2 27,1
pH4,5 0,19 13,4 8,7 0,12 4,1 40,1 3,0 27

Cu 20 1,27 6,5 6,9 0,04 4.8 39,7 2,1 26,4
Cu 50 2,15 5,8 6,7 0,04 3,6 14,8 1,4 25,9
Cul00 6,54 3,2 6,4 0,1 2.8 12,9 0,7 24,1

Zmienia si¢ rowniez potencjat elektrostatyczny membran plazmatycznych i za-
klécona zostaje zdolnos¢ rosliny do zréwnowazonej wymiany jonowej (Kochian
1985, Miyasaka 1 in. 1989, Horst i in. 1983, 1991). Kinraide i Ryan (1991)
w swoich badaniach uszeregowali kationy wedtug skutecznosci ich konkurowania
z jonami glinu: H'= Me™> Me™> Me". Szereg ten dla czterech kationow badanych
przez Grauera i Horsta (1991) przedstawia sie nastepujaco H™ >> Ca™ > Mg™ >>
K. Maksimum wypierania wapnia, magnezu i potasu przez glin ma miejsce przy
pH=4,410,4. Zdaniem wielu autoréow przy tym pH wystgpuja najbardziej tok-
syczne formy glinu Al i Al04Al;,(OH),0(H,0)" potocznie nazywany Al; (Alva
i in. 1986, Kinraide 1989, Rengel i Elliot 1992, Rengel i Juric 1992, Wagatsuma
i Ezoe 1985, Wagatsuma 1987a, Parker i Bertsch 1992 a,b, Bertsch 1989, Bertsch
1 Parker 1996). Przy dalszym spadku pH dochodzi miedzy innymi do protonizacji
powierzchniowych grup karboksylowych, na skutek czego nastgpuje ograniczenie
zdolnosci korzeni do adsorpcji innych kationow (Foy 1974, 1988). Wynika to
prawdopodobnie z faktu, ze powierzchnie komorek roslinnych ($ciana komorko-
wa, a takze plazmalema) maja przewage tadunkow ujemnych, z wigksza energia
wiaza wiec kationy o wyzszej warto$ciowosci takie, jak Al™ i Aly; (Taylor
1988a,b, 1998, Wagatsuma i Kaneko 1987, Kinraide i Parker 1987, 1989, Pokoj-
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ska 1994). Ponadto miejsca adsorpcji Ca™ (kanaly jonowe) pokrywaja sie¢ w du-
zym zakresie z miejscami wiazania glinu (Horst i in. 1991, Kochian, 1985). Od
stgzenia jonow wapnia zalezy aktywnos$¢ kalmoduliny, ktora tworzy aktywny
kompleks Ca-kalmodulina. Kompleks Al-kalmodulina jest nieaktywny i tym sa-
mym blokuje funkcje biatka jako regulatora. Ma wigc posredni wptyw na aktyw-
no$¢ procesé6w metabolizmu i niedobdr substancji pokarmowych (Matsumoto
i Chung 1988, Slaski 1989, 1990, Arazi i in.2000). Obecno$¢ glinu wptywa row-
niez na dostepnos$¢ aniondow, gtownie fosforandéw (Chen i Shen 2008, Petersen
iin. 1989). Tworzenie trudno rozpuszczalnych zwiazkéw fosforu z glinem na
powierzchni korzeni i w ich wnetrzu prowadzi do niedoboru fosforu w roslinie.
Hamuje to niektore procesy metabolizmu jak synteze kwasow nukleinowych
i aktywnos$¢ enzymatyczna. Od obecnosci fosforu zalezny jest jedyny znany en-
zym NAD — kinaza (ATP-NAD-2-fosfortransferaza). Enzym ten katalizuje fosfo-
rylacje¢ NAD w obecnosci ATP, a zatem peini znaczna role w syntezie nukleoty-
dow pirydynowych (NAD, NADP), waznych dla kluczowych reakcji metabolicz-
nych. Zdaniem Veltrupe (1983) glin wptywa bezposrednio na enzym H-ATP-aze,
ograniczajac jego aktywnos¢, a wigc zmniejszajac ilo§¢ protondéw wydzielanych do
apoplastu. W ten sposob ograniczona zostaje aktywno$¢ pompy protonowej, waz-
nego mechanizmu aktywnego transportu jonéw przez btony cytoplazmatyczne.

Obecnos¢ fitotoksycznych stezen jondw miedzi w Srodowisku wzrostu bada-
nych ros$lin, wplyngta rowniez na zmniejszenie si¢ zawartosci wybranych mikro
i makroelementéw w korzeniach i czg$ciach nadziemnych roslin (tab. 4). Podob-
nie jak w przypadku glinu obecnos¢ wysokich stezen miedzi w pozywce, szcze-
golnie istotnie wptyngla na zmniejszenie si¢ zawarto$¢ wapnia w roslinach. Trzy
razy mniej wapnia w porownaniu z korzeniami roslin rosnacych bez dodatkowej
aplikacji miedzi odnotowano w korzeniach pszenicy, zyta i tubinu. W korzeniach
koniczyny zawarto$¢ wapnia zmniejszyta si¢ 5-krotnie w porownaniu z korzeniami
rosnacymi bez dodatkowej aplikacji miedzi. Czg$ci nadziemne roslin stresowanych
miedzia charakteryzowaly si¢ spadkiem zawartosci wapnia 1,5-2 razy w poréwna-
niu z czg$ciami nadziemnymi roslin kontrolnych. Nadmiar miedzi w $rodowisku
szczegolnie antagonistycznie wptywa na pobieranie przez rosliny zelaza i fosrofru
(Kabata-Pendias i Pendias 1990, Dahmani i in. 2000). W przeprowadzonych bada-
niach odnotowano takze zmniejszenie si¢ zawartosci zelaza okoto 3-krotnie w ko-
rzeniach pszenicy, zyta i tubinu i 2-krotnie w korzeniach koniczyny.

Czesci nadziemne tych roslin zawieraty okoto dwa razy mniej zelaza w po-
rownaniu z cze¢$ciami nadziemnymi ro$lin kontrolnych. Antagonizm pomigdzy
jonami miedzi i zelaza prowadzi do wtornej chlorozy, co objawia si¢ niedoborem
chlorofilu, a dalej blednigciem 1 zotknigciem czesci nadziemnych. Zawartosé
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fosforu w korzeniach i czg$ciach nadziemnych roslin jednolisciennych, stresowa-
nych miedzia zmniejszyta si¢ dwukrotnie. W korzeniach koniczyny i tubinu inku-
bowanych w dodatkowej aplikacji miedzi odnotowano trzy razy mniej fosforu.
Natomiast w cze$ciach nadziemnych koniczyny zawarto$¢ fosforu zmniejszyla sig
dwukrotnie i praktycznie pozostata bez zmian w czg$ciach nadziemnych tubinu.
Obnizenie zawartosci fosforu w korzeniach roslin, zwlaszcza inkubowanych
w fitotoksycznych stezeniach miedzi, czgsto wiazane jest ze zmiang przepusz-
czalno$ci bton komorkowych, zwigkszajacych wydzielanie niektérych jonéw,
migdzy innymi PO, i K~ (Kabata-Pendias i Pendias 1999, Poschenrieder i in.
2001, Kacperska 2007b). Zawartos¢ innych badanych kationow, rowniez zmniej-
szyla si¢ w ro$linach stresowanych w poréwnaniu z ro§linami rosnacymi bez do-
datkowej aplikacji miedzi w pozywce. Najczesciej wystepujace antagonizmy
z miedzig to: Cu-Ca, Cu-P, Cu-Fe, Cu-Zn. W przypadku innych pierwiastkow,
interakcje z miedzia nie sa specyficzne i czgsto posrednie (Kabata-Pendias i Pen-
dias 1999, Lipoth i Schoenau 2007). Zawarto$¢ miedzi w roslinach ulega duzemu
zréznicowaniu w zalezno$ci od czesci rosliny i stadium jej rozwoju, a takze od
odmiany, gatunku i stezenia w S$rodowisku. Dla wigkszosci roslin zawartosé
20 mg miedzi na kg suchej masy jest zawartoscia toksyczna (Ruszkowska i Woj-
cieska-Wyskupajtys 1996, Kabata-Pendias i Pendias 1999) i tylko niektore rosliny
(drzewa cytrusowe, krzewy kawowe i herbaciane rosliny z grupy hyperkumulato-
réw), rosnace na terenach skazonych moga zawiera¢ znaczne ilosci miedzi (Abra-
towska 2006, Antosiewicz 1992, Clemens 1 in. 2001, Ma i in. 2001, McBiride
1 Martinez 2000, Lombini i in. 2001, Wong i in. 1998). W badanych roslinach
odnotowana zawarto$¢ miedzi w przeliczeniu na ich sucha masg byta toksyczna.

Podsumowanie rozdzialu

W oparciu o wyniki przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze w porow-
naniu do wplywu fitotoksycznych stezen jondéw glinu i miedzi, wptyw samych
jonoéw wodorowych na zmiany anatomiczne w roslinie byl mniejszy niz na zmia-
ny fizjologiczne (gldwnie procesy metaboliczne).

Zaré6wno obecnos¢ jonow glinu jak i wysokich st¢zen jonow miedzi w po-
zywce wplyngta na zmniejszenie si¢ dtugosci korzeni badanych roslin. W przy-
padku stresu glinowego w wigkszym stopniu zmniejszyta si¢ sumaryczna dlugosc¢
korzeni roslin dwuliSciennych. Przy stresie miedziowym jedna grupe (gdzie
zmnigjszenie dlugosci korzeni bylo wigksze) stanowily korzenie pszenicy
i koniczyny, a druga zyto i tubin. Podobne tendencje zaobserwowano w bada-
niach biometrycznych charakteryzujacych zmiany $rednicy korzeni stresowanych
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miedzia, gdzie bardziej wyraznie pod wpltywem stresu zmniejszyla si¢ srednica
korzeni pszenicy i koniczyny. Dla tych roslin pod wplywem stresoréw zmniejszy-
fa si¢ rowniez w wigkszym stopniu niz dla tubinu i Zyta sucha masa korzeni
i cze$ci nadziemnych. Jony glinu w stezeniach rzedu 20 i 40 mg-dm™ pozywki
wplynely na zwigkszenie si¢ $srednicy korzeni badanych roslin. Na zmiany cha-
rakterystyk biometrycznych prawdopodobnie wplynely przede wszystkim: mace-
racja tkanki korzeniowej (szczegolnie uszkodzenie komodrek merystemy wierz-
chotkowej i strefy wydluzania), zaburzenia w przewodzeniu auksyn i by¢ moze
w ograniczenie aktywnosci ekspansyny.

Jony glinu i miedzi zatrzymywane byly glownie w korzeniach badanych ro-
slin. Charakterystyka zawarto$ci wybranych pierwiastkow wykazata przede
wszystkim zdecydowane zmniejszenie si¢ pod wplywem stresoréw zawarto$ci
wapnia, szczeg6lnie w roslinach dwulisciennych stresowanych glinem.

Z ro6zng intensywnoscia zmniejszyta si¢ rowniez zawarto$¢ pozostatych bada-
nych pierwiastkbw w roslinach stresowanych zaréwno glinem jak i miedzia.
Ograniczone pobieranie tych makro i mikroelementéw przez rosling wynika
gltéwnie ze zmian reakcji metabolicznych i/lub z antagonizmu pomigdzy glinem
imiedzia a pozostaltymi charakteryzowanymi pierwiastkami. Antagonizm ten
najbardziej uwidocznit si¢ przy wysokich stezeniach miedzi, ktéra w optymal-
nych warunkach wzrostu roslin pobierana jest jako mikroelement i wykorzysty-
wana przez rosliny (podobnie jak wiele innych mikroelementow) jako inhibitor
reakcji enzymatycznych. Dlatego zaburzenia w rownowadze jonowej tych pier-
wiastkéw prowadza do utraty homeostazy komoérkowej i §mierci rosliny.

Rézne reakcje roslin na obecno$¢ w podtozu miedzi czy glinu, wynikaja z du-
zego zroéznicowania ich genotypow z punktu widzenia tolerancji na skazenie $ro-
dowiska. Genetycznie uwarunkowana tolerancj¢ na metale stwierdzono i opisano
w przypadku fitotoksycznych stezen glinu, cynku, miedzi, arsenu (Aniot 1980,
1983, 1985a,b, 1989, 1990, 1995, Aniot i Kaczkowski 1979, Aniot i Madej 1996,
Gustawson 1 Ross 1990, Wierzbicka 1995, Schat i Vooijs 1997, Gonelli i in.
2001, Kochian 2001, Van Hoof i in. 2001). Od tolerancji lub wrazliwosci roslin
zaleze¢ bedzie stopien ich destrukcji pod wplywem stresorow, a takze obecnosé¢
mechanizmoéw obronnych, a to z kolei bedzie miato niewatpliwie odzwierciedle-
nie w zmianach wlasciwosci fizykochemicznych korzeni ro$lin.
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4. WEASCIWOSCI ADSORPCYJNE KORZENI
4.1. Metody adsorpcji-desorpcji w charakterystykach powierzchni korzeni

Metoda adsorpcji-desorpcji z wykorzystaniem adsorbatéw: polarnego — pary
wodnej oraz niepolarnego — azotu, jest dos¢ czgsto stosowana do badan wielu pro-
cesOW 1 zmian zachodzacych w fazie stalej réznych sorbentéw naturalnych. Izo-
terma adsorpcji jest funkcja charakteryzujaca ilo$¢ wiazanego gazu lub pary (adsor-
batu) przez cialo state (adsorbent) przy wzroscie stgzenia (ci$nienia) adsorbatu
w statej temperaturze. Izoterma desorpcji jest analogiczna funkcja okreslana pod-
czas obnizania st¢zenia adsorbatu. Metody adsorpcji-desorpcji pary wodnej i azo-
tu znalazly szerokie zastosowanie w badaniach gleb, mineraléw, materii orga-
nicznej (Chiou i in. 1990, Petersen i in. 1996, Jozefaciuk 1998, Jozefaciuk i in.
1993, Matyka-Sarzynska i Sokotowska 2005, Pachepsky i in. 1995, Sokotowska
1989, Sokotowska i Matyka-Sarzynska 2002, Sokotowska i in. 2004). Pomiar
adsorpcji-desorpcji najczesciej przeprowadza si¢ w oparciu o Polska Norme PN-
Z-19010-1(1997).

Poniewaz korzenie roslin sa do$¢ specyficznym materialem badawczym pro-
cedura pomiaréw, a szczego6lnie etap przygotowania probki wymagaly szczegoto-
wych badan metodycznych, ktore przedstawiono w pracach Szatanik-Kloc (2000,
2003a, 2006a). Jednym z wymogdéw metody pomiarow izoterm adsorpcji-desorpcji
jest usunigcie z adsorbentéw wody, co osiaga si¢ najczesciej w procesie wstgpnego
suszenia adsorbentow w temperaturze 378 K przez 24 godziny. W fizjologii ro$lin
jest to rowniez temperatura, przy ktorej otrzymujemy tzw. sucha masg, czyli usu-
wamy wodg nie zwiazana chemicznie (Zurzycki i Michniewicz 1990). Niemniej
jednak tak drastyczny proces suszenia korzeni moze powodowa¢ nieodwracalne
zmiany badanego materiatu korzeniowego (migdzy innymi denaturacje biatek
i zmiany strukturalne zwiazkdéw organicznych) i w konsekwencji wptywaé na
zmiany wlasciwosci adsorpcyjnych tkanki korzeniowej. Potwierdza to fakt, ze
zaré6wno izotermy adsorpcji wyznaczane przy uzyciu adsorbatu polarnego (pary
wodnej), jak i niepolarnego (azotu), dla korzeni wstepnie suszonych w temperatu-
rze 303 K przebiegaja wyzej niz izotermy dla korzeni wstgpnie suszonych w tem-
peraturze 378 K. Do badan nalezy suszy¢ korzenie roslin w tagodniejszych wa-
runkach (w temperaturze 303 K przez 48 godzin).

W przeciwienstwie do wielu adsorbentow nieorganicznych, stopien rozdrob-
nienia materialu korzeniowego nie wplywa istotnie na przebieg izoterm. Izotermy
adsorpcji dla korzeni calych usytuowane sa nieco nizej niz te dla korzeni roz-
drobnionych. Natomiast izotermy adsorpcji dla korzeni cigtych i mielonych réz-
nig si¢ stosunkowo nieznacznie. Brak wplywu stopnia rozdrobnienia na izotermy
adsorpcji moze by¢ zwiazany z faktem, ze wyj$ciowe powierzchnie korzeni sa
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stosunkowo duze i ewentualne réznice wynikajace z rozdrobnienia adsorbenta sa
niewielkie w stosunku do catej powierzchni. Brak znaczacego wptywu stopnia
rozdrobnienia korzeni na przebieg izoterm adsorpcji-desorpcji pary wodnej i azo-
tu, a co za tym idzie i na badane wielkosci fizykochemiczne sugeruje, aby w ba-
daniach wykorzystywa¢ korzenie cigte uzyskujac tym samym materiat badawczy
wysoce homogeniczny. Jednoczesnie daje to mozliwos¢ badania wierzchotkow
korzeni, a wigc przede wszystkim tkanek merystemy wierzchotkowej 1 strefy
wydtuzania, ktore najintensywniej reaguja na czynniki stresowe srodowiska.

Osiagnigcie rownowagi adsorpcyjnej jest dtuzsze dla korzeni roslin niz dla
wigkszosci adsorbentéw nieorganicznych, jednakze standardowy 48-godzinny
czas ustalania rownowagi w pomiarach adsorpcji pary wodnej jest wystarczajacy
za wyjatkiem pierwszego punktu pomiarowego (przy najnizszej preznosci adsor-
batu korzenie nalezy dosusza¢ nad stgzonym kwasem siarkowym co najmnigj
przez 4 doby). Czas ustalania rownowagi adsorpcji azotu jest w metodzie instru-
mentalnej kontrolowany automatycznie.

4.2. Opis metod adsorpcji-desorpcji pary wodnej i azotu stosowanych
w badaniach Kkorzeni roslin jedno i dwuliSciennych

Korzenie badanych roslin wstgpnie suszono przez 48 godzin w temperaturze
303 K. Nastgpnie material korzeniowy rozdzielono na dwie czgsci. Jena czgsc
badanych korzeni wykorzystano w metodzie adsorpcji-desorpcji pary wodnej,
druga cze$¢ w metodzie adsorpcji-desorpcji azotu.

Pomiar izoterm adsorpcji-desorpcji pary wodnej przeprowadzono w tempe-
raturze 293 + 0,1 K. Korzenie badanych roslin umieszczono w naczynkach wa-
gowych (masa probki 0,3 0,001 g) w komorze prézniowej nad stezonym kwa-
sem siarkowym i wazono co 24 godziny, az do momentu uzyskania statej wagi
(masa probek nie zmieniata si¢ co najmniej przez kolejne trzy dni). Nastepnie
postepowano zgodnie z procedura zalecang przez Polska Norme¢ PN-Z-19010-1.
Naczynka wagowe wraz z korzeniami umieszczono w prozni nad roztworami
kwasu siarkowego o kolejno malejacej gestosci (adsorpcja), a nastepnie o kolejno
wzrastajacej gestosci (desorpcja). Po 48 godzinach pobytu w komorze okreslano
mas¢ probek poprzez wazenie ich oraz rownowagowa wzgledna preznos$¢ pary
wodnej w komorze p/po, poprzez pomiary gestosci kwasu siarkowego. [los¢ zaad-
sorbowanej pary wodnej przy danym p/p, obliczano z r6znicy masy probki wazo-
nej przy danym p/po i suchej masy danej probki, okreslanej po zakonczeniu po-
miardéw, po 24 godzinach suszenia probek w temperaturze 378 K. Pomiar izoterm
adsorpcji-desorpcji pary wodnej przeprowadzono w trzech powtoérzeniach. Roz-
nice pomigdzy izotermami z kolejnych powtérzen nie przekraczaty 5%, czyli
dopuszczalnego btedu pomiarowego metody.
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Izotermy adsorpcji-desorpcji azotu wyznaczano w temperaturze wrzenia cie-
ktego azotu przy wykorzystaniu firmowego aparatu Sorptomatic 1990 firmy CE
FISONS i programu Milestone 200. Wstgpnie suszony w 303K przez 48 godzin
material korzeniowy o masie 0,3+0,001 g przeniesiono do biurety pomiarowej
i poddano procesowi odgazowywania do momentu osiagnigcia prézni. Biurete
pomiarowa z probka umieszczono w tazni z cieklym azotem i przeprowadzono
analize adsorpcji, a nastepnie desorpcji azotu.

4.3. Teoretyczne podstawy wyznaczania powierzchni wlasciwej i energii
adsorpcji z metod adsorpcyjnych

Do opisu danych doswiadczalnych adsorpcji-desorpcji zastosowano najcze-
sciej uzywany model BET (Os$cik 1983). Model ten zaktada tworzenie si¢ wielo-
czasteczkowych warstw adsorpcyjnych bez wakatow 1 w postaci liniowej wyraza
si¢ rOwnaniem:

y/a =1/ (anC) + x(C — 1)/ (a,C) (1)

gdzie: y = x /(1- x), X = p/po, po (Pa) jest ciSnieniem pary nasyconej w temperatu-
rze pomiaru T (K), a (g-g™") jest iloscia adsorbatu (pary wodnej lub azotu) zaad-
sorbowanego przy danym cinieniu pary p (Pa), a,, (g'g") jest statystyczna pojem-
no$cia monowarstwy, C = exp[(E,— E.)/RT] jest stala zalezna od energii adsorpcji
E, (J)mol") oraz energii kondensacji E. (J-mol™) adsorbatu, a R (mol-K™") jest
stala gazowa.

4.3.1. Powierzchnia wlasciwa

Na podstawie rownania BET, dla danych desorpcji z zakresu wzglednych ci-
$nien adsorbatu p/p, pomiedzy 0,5-0,35 wyznaczono statystyczna pojemnos$¢ mo-
nowarstwy (a,,), w oparciu o ktora wyliczono powierzchni¢ wlasciwa S:

S=Lwa,/M )

gdzie w jest powierzchnig zajmowana przez jedng molekute adsorbatu (wody lub
azotu), L (mol™) liczba Avogadro, M (kg-mol'l) masa czasteczkowa adsorbatu, a,,
pojemnoscia monowarstwy (g-g").

POWIERZCHNIE WEASCIWA mozemy zdefiniowaé jako rzeczywista,
bioraca udziat w adsorpcji powierzchni¢ adsorbentu, przypadajaca na jednostke
masy, ktora nalezy traktowac jako wzgledna wielko$¢ powierzchni adsorbentu
i rozumie¢ jako powierzchni¢ adsorbentu z jej nieregularnosciami o wymiarach
wigkszych lub porownywalnych z wielko$ciami czastek adsorbatu (Oscik 1983).
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Teoria adsorpcji BET wyprowadzona byta dla adsorbentéw o wyraznej grani-
cy pomigdzy procesem adsorpcji a absorpcji. Dla adsorbentdow organicznych gra-
nica ta jest trudna od oznaczenia. Dlatego tez Chiou i wspotautorzy (1990) zapro-
ponowali w przypadku adsorbentéw organicznych stosowanie zamiast terminu
surface area (powierzchnia wlasciwa) terminu apparent surface area (pozorna
powierzchnia wlasciwa) dla powierzchni oznaczanych polarnym adsorbatem
(para wodna) i terminu free surface area (swobodna powierzchnia wlasciwa)
dla powierzchni oznaczanych azotem.

4.3.2. Energia adsorpcji

Niejednorodnos$¢ energetyczna badanych adsorbentéw wyznaczono z danych
eksperymentalnych adsorpcji na podstawie teorii adsorpcji na powierzchniach
heterogenicznych (Jaroniec i in. 1975, Jaroniec 1 Brauer 1986, Jozefaciuk i Shin
1996a, Sokotowska i in 1999). Wedtug tych teorii, adsorpcje na powierzchniach
heterogenicznych przy danym ci$nieniu adsorbatu , mozna przedstawic jako sume
adsorpcji na roznych lokalnych centrach adsorpcyjnych o réznej energii adsorpcji.

Niejednorodno$¢ energetyczna charakteryzuje funkcja rozktadu energii ad-
sorpcji, pokazujaca wzgledny udzial (frakcje) poszczegdlnych centrow adsorp-
cyjnych w catkowitej powierzchni adsorbenta w zalezno$ci od wartosci energii.
Funkcjg rozktadu energii adsorpcji obliczono za pomoca nastgpujacej formuty:

fE) = [(1 = Xin)" OE 1) — (1 =x)" O (E)]/ (i — Er) 3)

gdzie x; = dane p/py, X i+1 — kolejna warto$¢ p/py, izoterma lokalna ®, = a(p/py)/a,,,
a — ilo§¢ zaadsorbowanego adsorbatu przy danym p/py i a,, (g'g") — statystyczna
pojemnos¢ monowarstwy, E; = E,; — E. jest energia adsorpcji i-tych centréow ad-
sorpcyjnych oraz Ei.; kolejna frakcja. Energia adsorpcji zwiazana jest z cisnie-
niem adsorbatu w sposob:

exp (E/RT) = (p/py)”! )

Funkcja f(£;) musi spetnia¢ warunek normalizacji, X f(E;) = 1
W oparciu o wartosci f(E;)obliczono $rednia energi¢ adsorpcji E,,:

Eo=Y E f(E). )

Srednia energia adsorpcji jest $rednia statystyczna dla danej powierzchni ad-
sorbenta. Funkcja rozktadu energii adsorpcji oparta na danych doswiadczalnych
wielkos$ci adsorpcji i charakteryzujaca uktad adsorbent-adsorbat daje informacje
o wzglednej niejednorodnos$ci energetycznej powierzchni.
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4.4. Wlasciwos$ci powierzchniowe korzeni roslin jedno i dwuliSciennych

Na rysunku 3 przedstawiono izotermy desorpcji, wyznaczane para wodna i azo-
tem dla korzeni badanych roslin jedno i dwuliSciennych rosnacych przy pH = 7.
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—O0— Zyto - Rye —0@— Zyto - Rye
—O— Pszenica - Wheat 0,18 {4 —O—Pszenica - Wheat @
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Rys. 3. Izotermy desorpcji na korzeniach badanych roslin (pH7); A — H,O, B—N,
Fig. 3. Desorption isotherms on the plant roots studied (pH7); A — H,O, B—N,

Zaréwno w przypadku izoterm wyznaczanych para wodna, jak i w przypad-
ku izoterm wyznaczanych azotem, izotermy desorpcji dla korzeni zyta przebiega-
ja najwyzej. Najmniej adsorbatow zaadsorbowaly a nastgpnie zdesorbowaty ko-
rzenie tubinu. Natomiast nie bylo wyraznych réznic pomigdzy izotermami de-
sorpcji dla pszenicy i koniczyny w przypadku izoterm wyznaczanych azotem.
Ilo$ciowe roznice w adsorpcji-desorpcji pomigdzy korzeniami poszczegdlnych
badanych ro$lin charakteryzuja wielkos$ci ich powierzchni. Wielko$ci powierzch-
ni wlasciwych korzeni obliczone na podstawie izoterm desorpcji pokazuje rysu-
nek 4. Powierzchnie wiasciwe (pozorne — wyznaczane para wodna) korzeni zyta
i pszenicy byly wyraznie wigksze od pozornych powierzchni wlasciwych korzeni
badanych dwuliSciennych roslin bobowatych. Powierzchnie wlasciwe wyznacza-
ne z desorpcji pary wodnej byly znacznie wigksze od powierzchni tych samych
korzeni wyznaczanych azotem. Obliczone na podstawie izoterm desorpcji pary
wodnej wielko$ci pozornej powierzchni wlasciwej korzeni moga mie¢ wyrazny
zwiazek z ich powierzchnia rzeczywista. Catkowita powierzchnia korzeni (wraz
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z wlo$nikami) jest bardzo duza i sigga, wedhug obliczen Dittmera cytowanych
w ,,Biologii” Vileego (Vilee 1978) oraz przez Kacperska (2007a) okoto 765 m” na
pojedyncza roéling zyta, w tym 480 m’ przypada na same wioéniki. Cytowana
wielkos$¢ szacowana jest dla roslin rosnacych przez cztery tygodnie w warunkach
wazonowych. Rosliny takie wyksztalcaja wigcej wlosnikow niz rosliny rosnace
w pozywkach hydroponicznych.
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250 4 [2924 —A— A
—~ 30,34
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Zyto - Rye Pszenica tubin - Lupine Koniczyna
Wheat Clover

Rys. 4. Pozorna i swobodna powierzchnia wiasciwa dla badanych korzeni
Fig. 4. Apparent and free surface area of the roots studied

Roéznice pomigdzy wielkoScia pozornej powierzchni witasciwej a swobodna
powierzchnia wlasciwa oznaczang azotem mogg wynika¢ migdzy innymi z budo-
wy biochemicznej i anatomicznej roznorodnych komponentow komorek korzenia
(m.in. $ciany komorkowej) tworzacych tkanki. Geometria adsorbenta ma duze
znaczenie dla wielkos$ci swobodnej powierzchni wlasciwej. Jak wynika z definicji
powierzchni wiasciwej przedstawionej przez Oscika (1983), powierzchnig¢ wia-
Sciwa (zaro6wno pozorna jak i swobodna) nalezy traktowaé jako powierzchnig
adsorbentu z jej nieregularno$ciami o wymiarach wigkszych lub porownywalnych
z wielkoSciami czastek adsorbatu. Stad tez wielko$¢ wyznaczanej powierzchni
wlasciwe] moze zaleze¢ od pola powierzchni czasteczki adsorbatu; pole po-
wierzchni czasteczki wody wynosi 10,8:10%° m%, a pole powierzchni czasteczki
azotu wynosi 16,2:10° m*. Wielko$¢ powierzchni wlasciwej jest determinowana
przez porowata strukturg adsorbenta. Im mniejsze rozmiary porow tym mniej
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wigkszych czasteczek moze pokry¢ nieregularnosci powierzchni. Dlatego tez
czesto powierzchni¢ wlasciwa oznaczana azotem nazywa si¢ tzw. powierzchnia
wlasciwa zewngtrzna adsorbenta, a powierzchnie wlasciwa oznaczana molekuta-
mi pary wodnej okre§la si¢ mianem tzw. powierzchni wlasciwej calkowitej
(Dechnik i Stawinski 1974). Rodzaj stosowanego adsorbatu ma tez wptyw na
kinetyke procesu adsorpcji. Wedtug niektorych autorow (De Jonge i Mittelmeier-
Hazeleger 1996, Sokotowska i in. 1999) jezeli zwigkszymy czas ustalania sig row-
nowagi adsorpcyjnej, to wowczas rodzaj adsorbatu bedzie znacznie mniej wplywat
na kinetyke procesu adsorpcji, zwlaszcza w przypadku adsorbentow naturalnych.
Zréznicowanie wielkosci swobodnych powierzchni wlasciwych (wyznaczanych
azotem) pomigdzy korzeniami badanych roslin jedno i dwuli$ciennych byto znacz-
nie mniejsze niz w przypadku powierzchni korzeni tych roslin wyznaczanych para
wodna, co wskazuje na to, ze prawdopodobnie geometria (szczegdlnie wielkos¢
przestworow migdzykomorkowych) tkanek tych korzeni nie rézni si¢ istotnie od
siebie. W przypadku powierzchni wiasciwych wyznaczanych azotem wielkos¢
powierzchni determinowana jest przede wszystkim ich geometria. Geometria i hete-
rogeniczno$¢ powierzchni decyduja rowniez o jej charakterze energetycznym. Dla
badanych korzeni, funkcja rozktadu energii adsorpcji pary wodnej jest bardziej
zroznicowana niz funkcja rozktadu energii adsorpcji azotu (rys. 5).
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Rys. 5. Funkcje rozktadu energii adsorpcji A — pary wodnej i B — azotu dla badanych korzeni
Fig. 5. Adsorption energy distribution functions of A — water vapour and B — nitrogen of the roots
studied
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Roznice funkcji rozktadu energii moga wynika¢ z réznic charakteru chemicz-
nego centréw adsorpcyjnych; dla wody sa to centra polarne dla azotu niepolarne.
W korzeniach ro$lin zdecydowanie dominuja polarne centra adsorpcyjne, gldwnie
grupy karboksylowe, hydroksylowe oraz aminowe (Szwejkowska 2000). Grupy te
wchodza w sktad pektyn, fosforanow, peptydow, tancuchow alifatycznych i aroma-
tycznych, z ktoérych zbudowane sa tkanki roslinne, a wigc w duzej mierze wlasci-
wosci energetyczne powierzchni sa pochodna wlasciwosci powierzchniowych grup
polarnych. Ogoélny charakter energetyczny powierzchni (charakter oddziatywania
adsorbatu z adsorbentem charakteryzuja ich $rednie energie adsorpcji (rys. 6).
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Rys. 6. Srednia energia adsorpcji pary wodnej i azotu dla korzeni badanych rolin
Fig. 6. Average adsorption energy of water vapour and nitrogen from plant roots studied

Srednie energie adsorpcji azotu sa nizsze od $rednich energii adsorpcji pary
wodnej. Nie odnotowano wyraznych réznic $rednich energii adsorpcji azotu dla
obydwu grup badanych korzeni, co rowniez potwierdzily analizy statystyczne
(tab. 5). W przypadku pary wodnej, srednie energie adsorpcji dla korzeni pszeni-
cy, tubinu i koniczyny byly prawie identyczne, natomiast $rednia energia adsorp-
cji korzeni zyta byta nieco wigksza. Na podstawie prezentowanych wynikéw mo-
zemy stwierdzi¢, ze badane korzenie niewiele rdznia si¢ wielkoSciami swobod-
nych powierzchni wlasciwych (wyznaczanych azotem) i prawie wcale nie roznia
si¢ charakterystykami energetycznymi tych powierzchni. Bardziej wyrazne r6zni-
ce widoczne sa w wielko$ciach swobodnej powierzchni wlasciwej wyznaczane;j
para wodna bedaca adsorbatem polarnym. Adsorpcja polarnych adsorbatéw na
korzeniach roslin determinowana jest obecnoscia (iloscia i jakoscia) polarnych
centrow adsorpcyjnych, czyli przede wszystkim zwigzana bedzie z obecnoscia
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grup karboksylowych (gtownie pektyn), grup hydroksylowych, a takze amino-
wych $cian komodrkowych korzenia. Pozorne powierzchnie wlasciwe korzeni
ro$lin jednolisciennych wykorzystanych w badaniach sq wigksze od pozornych
powierzchni wlasciwych korzeni badanych roslin bobowatych.

Tabela 5. Analiza statystyczna badanych wielkosci: Test-t (test Studenta), dwustronny, Typ-2 (ho-
meostatyczny), w ktorym zaktada sig, ze wariancje dla §rednich z proby nie r6znig si¢ migdzy soba
— $rednie sa jednakowe w +£95% poziomie istotnosci. 1 — prawda, 0 — Falsz

Table 5. Statistical analysis of obtained results: Student-t, Two tailed, Type 2 (homoscedastic), in
which it is assumed that variances for average of samples do not differ significantly from each other
— averages are the same for + 95% confidence level. 1 — True, 0 — False

Wariant A B C D

Variant S (H,0)
A 1 0 1,4E-09 1,4E-09
B 0 1 0 6,47E-09
C 1,75E-05 0 1 0
D 1,95E-06  6,27E-05 0 1

S (Ny)
A 1 0 0 0
B 0 1 1 1
C 0 1 1 1
D 0 1 1 1
E (H,0)
A 1 0 0 0
B 0 1 0 0
C 0 0 1 0
D 0 0 0 1
E(Ny)

A 1 1 1 1
B 1 1 1 1
C 1 1 1 1
D 1 1 1 1

A — Zyto — Rye, B — Pszenica — Wheat, C — Lubin — Lupine, D — Koniczyna — Clover
4.5. Wplyw jondow glinu na wlasciwosci powierzchniowe korzeni

Na rysunkach 7 i 8 przedstawione sa izotermy desorpcji pary wodnej i azotu
w zakresie wzglednych preznosci adsorbatow (p/py) od 0 dO 0,35 dla korzeni ro-
snacych w warunkach kontrolnych (pH7), przy obnizonym odczynie pozywki
pHA4,5) bez jonoéw glinu oraz z dodatkiem jonéw glinu w roznych stezeniach.

Izotermy desorpcji na korzeniach rosnacych w warunkach kontrolnych (pH7) i dla
korzeni roslin, rosnacych w pozywce o pH4,5 nie rdznia si¢ wyraznie od siebie, co
wskazuje na to, ze wplyw stezenia jonow wodorowych w matym stopniu wptynat na
wlasciwosci adsorpcyjne korzeni. Potwierdzaja to rowniez doniesienia literaturowe.
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Rys. 7. Izotermy desorpcji H,O i N, na korzeniach roslin jednolisciennych, stresowanych Al
Fig. 7. H,O and N, desorption isotherms for roots of monocotyledonous plants under Al stress
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Rys. 8. Izotermy desorpcji H,O i N, na korzeniach roélin dwuli$ciennych, stresowanych Al
Fig. 8. H,0 and N, desorption isotherms for roots of dicotyledonous plants under Al* stress
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Juz w 1918 roku Hartwell i Pember (1918) wykazali, ze przyczyna spadku plono-
wania ro$lin na glebach kwasnych jest nie tyle niskie pH, co wysokie stgzenie mo-
bilnych form glinu. Z kolei Arnon i Johnson (1942) stwierdzili, ze jony wodorowe
dziataja niekorzystnie na system korzeniowy dopiero przy pH ponizej 3. Przyjgto
wigc uwazac, ze to tzw. wtdrne czynniki (wzrost stezenia glinu i manganu, niedo-
boér wapnia, magnezu, potasu, spadek przyswajalnosci fosforu i molibdenianu oraz
wymywanie sktadnikéw pokarmowych z gleby) zakwaszenia srodowiska, wywotu-
ja symptomy toksycznosci u roslin (Houg i Caldwell 1985, Ulrich 1990, Debicki
iin. 1994).

Obecnos¢ glinu w pozywce spowodowata zmiany wlasciwosci adsorpcyjnych
badanych korzeni. Stezenia glinu w pozywce na poziomie 5 i 10 mg-dm™ obnizy-
ly adsorpcjg-desorpcje obu adsorbatow dla korzeni zyta ozimego (Rostockie)
i pszenicy ozimej (Tonacja), przy czym izotermy desorpcji korzeni zyta w zasa-
dzie dla wszystkich st¢zen glinu w pozywce przebiegaja ponizej izotermy desorpcyj-
nej korzeni kontrolnych. Adsorpcja-desorpcja na korzeniach pszenicy zwigkszyta sig
praktycznie w catym zakresie p/p przy stezeniach glinu rzedu 20 i 40 mg-dm>. Za-
rowno w przypadku zyta jak i pszenicy izotermy desorpcji dla korzeni inkubowa-
nych w 100 mg-dm® Al byly zblizone do izoterm desorpcji korzeni kontrolnych.
W miar¢ wzrostu stezenia glinu desorpcja na korzeniach ro$lin dwulisciennych
(rys. 8) wykazywala tendencje wzrostowe. Desorpcja azotu jest znacznie mniejsza
w porownaniu z desorpcja pary wodnej. Inkubowanie korzeni w toksycznych stgze-
niach glinu wptyne¢to w taki sam sposob na przebieg izoterm desorpcji azotu jak i na
przebieg izoterm desorpcji pary wodnej. Tendencje tych zmian sa podobne w przy-
padku obu adsorbatow. Ilosciowe roznice w wielkosci desorpcji na korzeniach
stresowanych odzwierciedlaja powierzchnie wlasciwe (pozorne i swobodne) tych
korzeni, ktére przedstawiono w tabeli 6.' Pozorna powierzchnia wtasciwa korzeni
zyta zmniejszyla si¢ w catym zakresie stosowanych stezen glinu w pozywce, przy
czym nie ma istotnych r6znic pomigdzy powierzchnia wtasciwa korzeni rosnacych
w pH7, pH4,5 i w pH4,5+100 mg-dm™ AI”. W podobny sposob zmieniaja si¢ row-
niez swobodne (wyznaczane azotem) powierzchnie wlasciwe korzeni zyta, chociaz
nieistotne sa zmiany dla korzeni inkubowanych w 40 mg-dm™ glinu w pozywece.
W przypadku korzeni pszenicy zmniejszenie si¢ powierzchni odnotowano dla ko-
rzeni stresowanych 5 i 10 mg-dm™ glinu w pozywce. Przy wyzszych stezeniach
glinu, pozorne powierzchnie wlasciwe korzeni pszenicy wzrastaly. Nieco mnigj
intensywnie zmieniata si¢ powierzchnia ,,zewnetrzna” wyznaczana azotem. W ba-

'Do analizy statystycznej wykorzystano Test-t (test Studenta), dwustronny, Typ-2 (homeostatyczny)
zaktadajacym, ze wariancje ze Srednich nie rdznia sig istotnie mig¢dzy soba, czyli, ze Srednie z proby
sg takie same przy P > 0,05 w 95% poziomie istotnosci. Jezeli wynik testu daje wartos¢ P < 0,05
mozemy przyjac, ze réznice pomigdzy wartosciami Srednimi sg istotne.
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danych korzeniach roslin jednoliciennych stezenie glinu w pozywce rzedu
100 mg-dm™ byto na tyle toksyczne, Ze praktycznie uniemozliwito wiaczenie sie
jakichkolwiek mechanizmoéw obronnych. Stad powierzchnie wtasciwe (szczegol-
nie te wyznaczane azotem) nie zmienity si¢ istotnie w poréwnaniu z powierzch-
niami wlasciwymi korzeni kontrolnych.

Tabela 6. Powierzchnia wlasciwa (pozorna i swobodna) korzeni stresowanych Al (8. z 3 powto-
rzen +95% przedziat ufnoséci). Zmiany istotnie rézne (P< 0,05) zaznaczono pogrubiona czcionka.
Test Studenta dla 95% poziomu istotnosci

Table 6. Surface area (apparent and free) values of the Al™ stressed roots (av. of 3 replicates £95%
confidence intervals). Bold numbers denote significant differences (P<0,05), Student-t at 95% con-
fidence level

Wariant . fgi H:0 (m™g) i :

e
pH7+pH4,5 286,4+0,07 258,5+0,8 195,8+0,6 213,5+0,2
pH4+5A1 226,3%0,6 241,2+0,9 206,5+0,6 221,4+0,2
pH4,5+10Al 209,8+0,6 226,6+0,5 217,7+0,6 226+0,08
pH4,5+20Al 203,7+0,5 276,8+0,9 232,3+0,4 229,8+0,08
pH4,5+40A1 244,6+0,7 282,3+0,8 240+0,5 248,1+0,3
pH4,5+100A1* 288,6+1.2 261,5+1,2 255,1+0,2 254+0,5

SN, (m*g")

pH7+4,5 38,8£1,8 34,2+0,07 31,3+1,1 30,3+0,7
pH4+5Al 34,1+0,3 33,2+0,8 32,9+0,5 32,3+1,04
pH4,5+10Al 30,9+1,4 30,7+0,03 35,4+0,3 32,6+1,4
pH4,5+20A1 30,2+0,4 36,7+0,06 38,2+1,3 33,5+2,2
pH4,5+40Al 38,8+0,2 41,1£2,01 42,7+1,9 39,3+0,08
pH4,5+100Al 38,6+0,2 34.9+1.6 50,5+1,3 41,9+0,5

Pozorne i swobodne powierzchnie wtasciwe korzeni badanych roslin bobowa-
tych wzrastaly w calym zakresie stezen glinu. Dla korzeni tubinu i koniczyny
istotny wzrost powierzchni wyznaczanej para wodna (pozornej) odnotowano
w catlym zakresie stosowanych stgzen glinu, poza korzeniami tubinu inkubowa-
nymi w 5 mg-dm™ glinu w pozywce. Zdecydowanie mniej wyrazne zmiany pod
wptywem stresu glinowego odnotowano dla swobodnych powierzchni wyznacza-
nych azotem. Dla £ 95% poziomu istotnosci, wyrazne rdéznice w wielkosci tych
powierzchni wlasciwych wystapity w korzeniach ro$lin roslin bobowatych stre-
sowanych 40 i 100 mg-dm™ glinu. Rézne reakcje korzeni badanych roslin na ste-
zenia jonow glinu w pozywce, scharakteryzowane poprzez zmiany wielkosci ich
powierzchni wlasciwej, wynikaja z r6zni¢ w odpornosci / tolerancji na glin bada-
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nych gatunkow, a by¢ moze nawet odmian tych roslin. Wérod badanych zbdz
pszenica jest zdecydowanie mniej odporna na toksyczno$¢ glinu niz zyto. Dla
wigkszosci pszenic wykazano zakres tolerancyjno$ci na poziomie 4-8 do 10 ppm
glinu (Aniot 1985b, 1989, 1990; Aniot i Madej 1996, Gustawson i Ross 1990,
Slaski 1994). Tolerancyjnos¢ zyta, okreslana poprzez stezenie glinu, przy ktorym
zaczynaly pojawia¢ si¢ osobniki wrazliwe zawarta byla pomigdzy 20 ppm dla
najbardziej wrazliwych, do 68 ppm glinu dla odpornych odmian i lini wsobnych
7yta. Zyto uwazane jest za najbardziej odporne wérdd innych gatunkéw zboz.
Charakter tolerancyjno$ci na glin u zyta jest cecha dominujaca (Aniot 1990, Hede
i in. 2001). Jeszcze wigksze zroznicowanie w poziomie tolerancyjnosci na glin,
wykazuja rosliny dwuliscienne. W roslinach bobowatych, odnotowano zawarto$¢
glinu w zakresie od 85 do okoto 3000 mg-g' suchej masy (Kabata-Pendias
i Pendias 1999). Przy tak duzym zrdéznicowaniu trudno jest zatem precyzyjnie
ustali¢ poziom tolerancyjnosci na ten metal, zwlaszcza, ze roznice w tolerancyj-
nosci moga by¢ migdzygatunkowe, migdzyodmianowe i migdzypopulacyjne.
Przyjeto jednak uwazaé, ze im wigcej grup karboksylowych znajduje si¢ w $cia-
nie komoérkowej korzeni, tym wykazuja one mniejsza odpornos¢ na glin (Slaski
1992,1994, Klimaszevskij 1990, Taylor, 1988a,b). Poniewaz korzenie roslin dwu-
lisciennych z reguly posiadaja wigcej grup karboksylowych (wigksze CEC), ba-
dane rosliny bobowate powinny wykazywa¢ mniejsza tolerancj¢ na glin. Barierg
na drodze wnikania glinu do symplastu komorek stanowi $ciana komoérkowa,
ktorej grupy karboksylowe, zwlaszcza kwasdéw pektynowych, spetniaja role
czynnika chelatujacego metale. Jony Al™ w duzych stezeniach spowodowaty
ograniczenie poboru wapnia, co moglo posrednio wptyna¢ na zmniejszenie cemen-
tujacej roli pektynianow wapnia (wchodzacych w sktad blaszki srodkowej $ciany
komorkowej i peliacych funkcje laczenia poszczegoélnych komoérek w tkance).
Ograniczenie cementujacej roli pektynianoéw blaszki srodkowej prowadzi do mace-
racji tkanki korzeniowej (Klimaszevskij 1990, Wagatsuma i in. 1987b) co moze by¢
jedna z przyczyn zwigkszenia si¢ powierzchni badanych korzeni. Ponadto w obec-
nosci czynnika stresowego zmieniaja si¢ procesy metaboliczne i enzymatyczne
ros§liny. W odpowiedzi na obecnos¢ toksycznych stezen glinu wydzielane sa do
apoplastu sktadniki kompleksujace metale migdzy innymi substancje §luzowate
sktadajace si¢ z polisacharydow i kwaséw uronowych. (Taylor 1998, Wierzbicka
1995, Baranowska-Morek 2003, Chen i Shen 2008). Zmiany reakcji biochemicz-
nych, enzymatycznych czy tez zmiany anatomiczne komorek i/lub tkanek korze-
nia moga prowadzi¢ do zmian charakteru chemicznego powierzchni badanych
korzeni. Przejawia si¢ to zar6wno wzrostem powierzchni wiasciwej w przypadku
wysokich stezen jonow Al” w pozywce, jak tez nieznacznym spadkiem $redniej
energii adsorpcji przedstawionej w tabeli 7.
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Tabela 7. Srednia energia adsorpcji dla korzeni stresowanych Al™ (§r. z 3 powtorzen £95% ufnosé). Zmiany
istotnie rozne (P< 0,5) zaznaczono pogrubiong czcionka. Test Studenta dla 95% przedziat istotnosci

Table 7. Average adsorption energy of Al' stressed roots (av. of 3 replicates £95% confidence
intervals). Bold — significant differences (P<0.05), Student test at 95% confidence interval

E$r.— Eav. — H,0 (kI'mol ™)

\\X/]:rril;:tt Zyto Pszenica Lubin Koniczyna
Rye Wheat Lupine Clover
pH7+4,5 16,3+0,4 14,2+0,09 14,01+0,3 14,6+0,05
pH4,5+5A1 13,2+0,03 13,9+0,01 13,9+0,04 13,5+0,2
pH4,5+10Al 13,06+0,07 12,9+0,3 13,4+0,2 13,6+0,5
pH4,5+20Al 13,2+0,02 14,4+0,02 13,7+0,4 14,0 +0,3
pH4,5+40A1 13,9+0,09 15,1+0,02 13,8+0,3 14,9+0,03
pH 4,5+1 00Al 14,3+0,04 13,3+0,02 13,7+0,04 13,9+0,2
E$r.— Eav. — N, (kJ'mol™)

pH7+4,5 6,87+0,14 7,1+0,004 7,02+0,03 7,13+0,01
pH4,5+5A1 7,13+0,08 7,2+0,02 7,0+0,03 7,15+0,02
pH4,5+10Al 6,78+0,05 7,04+0,05 7,03+0,04 7,12+0,09
pH4,5+20Al 7,0£30,14 7,240,001 7,02+0,12 6,97+0,01
pH4,5+40Al 6,9240,16 7,4+0,01 7,0+0,02 7,11+0,001
pH4,5+100A1 6,93+0, 04 7,0£0,05 7,06+0,04 7,07+0,01

Srednie energie wyznaczane z adsorpcji azotu dla korzeni badanych roslin nie
roéznity si¢ istotnie. Nie odnotowano réwniez wyraznych réznic dla korzeni tych
roslin w funkcji rozktadu energii adsorpcji azotu (rys. 91 10).

Natomiast dla wody — polarnego adsorbatu (w wigkszym stopniu zaleznego
od chemicznego charakteru powierzchni korzeni) zaobserwowano nieznaczny
spadek wysoko energetycznych centrow adsorpcyjnych (rys. 9 i 10) w zakresie
E=(E,— E.)/RT od =5 do —7 i wzrost ilo§¢ centrow niskoenergetycznych od —0,5
do —1,5 dla korzeni zyta, pszenicy i koniczyny rosnacych w obecnosci glinu.

Srednia energia adsorpcji (wyznaczona z izotermy adsorpcji pary wodnej) dla
korzeni ro$lin jednolisciennych i koniczyny zmienila si¢ istotnie praktycznie
w catym zakresie stosowanych stezen glinu w pozywce. Dla korzeni zyta $rednia
energia adsorpcji malata w miarg¢ zwigkszenia si¢ natgzenia stresu, co moze byc¢
zwiazane migdzy innymi z blokowaniem przez jony glinu, silnie energetycznych
grup karboksylowych obecnych w korzeniu, a w przypadku powierzchni korzeni
pszenicy i koniczyny wykazywala tendencje wzrostowe, co z kolei moze by¢
zwiazane ze zwigkszona sekrecja zwiazkow o charakterze stabo kwasnym, a wigc
i niskoenergetycznych w obecnosci stresora. Dla korzeni badanego tubinu $rednia
energia adsorpcji nieznacznie wzrosta, jednak nie na tyle aby réznice pomigdzy
srednig energia korzeni kontrolnych i stresowanych byly statystycznie istotne.
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Rys. 9. Funkcje rozkladu energii adsorpcji dla korzeni roslin jednoliciennych, stresowanych Al™
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Fig. 9. Adsorption energy distribution functions for roots of monocotyledonous plants under Al*?

stress (points are average values from 3 replicates)
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Rys. 10. Funkcje rozktadu energii adsorpcji dla korzeni roslin dwuliéciennych, stresowanych Al

(punkty pokazuja wartosci $rednie z 3 powtdrzen)

Fig. 10. Adsorption energy distribution functions for roots of dicotyledonous plants under Al"

stress (points are average values from 3 replicates)
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4.6. Wplyw fitotoksycznych stezen miedzi na wlasciwosci powierzchniowe
korzeni

Na rysunkach 11 i 12 przedstawione sa izotermy desorpcji azotu i pary wod-
nej dla korzeni, ktorym zaaplikowano dodatkowo jony Cu™ w stezeniach 20, 50
i 100 mg-dm™ pozywki. Adsorpcja-desorpcja zaréwno pary wodnej jak i azotu, na
korzeniach roslin jednolisciennych, rosnacych w obecnosci fitotoksycznych ste-
zen miedzi byta znacznie mniejsza w poréwnaniu do adsorpcji-desorpcji na ko-
rzeniach kontrolnych tych roslin. Dla korzeni roslin dwuli§ciennych inkubowa-
nych w dodatkowych stezeniach miedzi, adsorpcja-desorpcja byta wigksza niz
w korzeniach roslin rosnacych bez dodatkowej aplikacji miedzi w pozywce. Po-
wierzchnie wtasciwe pozorna i swobodna dla korzeni roslin dwuli$ciennych stre-
sowanych miedzia, réwniez zwigkszyly si¢ (tab. 8). Zdecydowanie wigkszym
zréznicowaniem pozornej (wyznaczanej para wodna) powierzchni wlasciwej przy
fitotoksycznych stezeniach miedzi w pozywce zareagowaly korzenie roslin dwu-
lisciennych. Istotne roznice w wielkosci pozornej powierzchni wiasciwej wystapi-
ty w korzeniach tubinu i koniczyny we wszystkich stosowanych w doswiadczeniu
stezeniach miedzi, jakkolwiek nie odnotowano wyraznych zmian w geometrycz-
nej, ,,zewnetrznej” powierzchni wlasciwej wyznaczanej azotem.

Istotne réznice wystapity rowniez w wielkosci powierzchni wtasciwej (pozor-
nej i swobodnej) korzeni badanej odmiany zyta. Natomiast dla badanej odmiany
pszenicy inkubowanej w najwyzszych st¢zeniach miedzi, nie odnotowano wyraz-
nych zmian wielkosci powierzchnie wiasciwej korzeni. Zdecydowanie wigkszym
zroznicowaniem pozornej (wyznaczanej polarnym adsorbatem) powierzchni wta-
sciwej na fitotoksyczne stezenia miedzi w pozywce zareagowaly korzenie roslin
dwulisciennych. Zmiany powierzchni wtasciwej dla korzeni roslin jednoliscien-
nych pod wpltywem dodatkowej aplikacji joné6w miedzi mialy inny charakter niz
w korzeniach roslin dwuli§ciennych: powierzchnie wlasciwe korzeni roslin jedno-
lisciennych istotnie zmniejszaty si¢ przy stgzeniach miedzi w pozywce réwnych
20 i 50 mg-dm™. Dla wyzszego stezenia miedzi w podtozu zmiany wielkosci po-
wierzchni zaré6wno pozornej jak i swobodnej korzeni tych roslin nie byly istotne
1 wykazywaty tendencje wzrostowe. Wydaje si¢ zatem, ze rosliny jednoliscienne
znacznie lepiej radzity sobie z dodatkowa aplikacja miedzi w pozywce. W przy-
padku roslin dwuliSciennych st¢zenie miedzi byto na tyle duze, ze spowodowato,
praktycznie ustanie wszelkich procesow metabolicznych i fizjologicznych w wy-
niku czego nastapita utrata homeostazy komorkowej, a w koncowym efekcie
$mier¢ catej rosliny co istotnie wptyneto na destrukcje tkanki korzeniowej, wyni-
kiem czego byt odnotowany wzrost powierzchni wlasciwe;.
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Rys. 11. Izotermy desorpcji pary wodnej i azotu na korzeniach roélin jednolisciennych, stresowa-
nych Cu*?
Fig. 11. Water vapour and nitrogen desorption isotherms of Cu'? stressed roots of monocotyledon-
ous plants
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Rys. 12. Izotermy desorpcji pary wodnej i azotu na korzeniach rolin dwulisciennych, stresowanych Cu'
Fig. 12. Water vapour and nitrogen desorption isotherms of Cu' stressed roots of dicotyledonous plants
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Tabela 8. Powierzchnia whasciwa (pozorna i swobodna) korzeni stresowanych Cu'? (§r. z 3 powto-
rzen +£95% przedzial ufnosci). Zmiany istotnie rézne (P<0,05) zaznaczono pogrubiong czcionka.
Test Studenta + 95% poziom istotnosci

Table 8. Surface area (apparent and free) values of Cu'? stressed roots (av. of 3 replicated experi-
ments +95% confidence interval). Bold — significant differences (P<0.05), Student test + 95% con-
fidence level

S—H,0 (m*g™)
Wariant .
Variant Zyto Pszenica Lubin Koniczyna
Rye Wheat Lupine Clover
pH7+pH4,5 286,4+0,07 258,5+0,8 195,8+0,6 214,1£0,2
pH4,5+20Cu 257,4+0,5 242,0+0,5 305,8+1,0 268+0,1
pH4,5+50Cu 243,9+1,1 248,8+0,5 300,1,+1,1 291,7+0,1
pH4,5+100Cu 274,0+0,5 258,4+0,6 292,2+0,9 275,8+0,3
S-N, (m2'g'1)

pH7+4,5* 38,8+1,8 34,2+0,07 31,3+1,1 30,3+0,7
pH4,5+20Cu 37,3£0,6 33,1£0,5 31,8+0,4 32,340,5
pH4,5+50Cu 36,1+1,5 32,6+0,7 36,3+0,5 35,3+0,5
pH4,5+100Cu 39,5+0,2 34,3£1,6 34,9+1,3 33,0+0,4

Obecnos¢ miedzi w srodowisku wzrostu korzeni wplywala rowniez na zmiany
sredniej energii adsorpcji (tab. 9). Podobnie jak w przypadku pozornej po-
wierzchni wiasciwej, $rednia energia adsorpcji bardziej wyraznie zmieniala si¢
dla korzeni roslin dwuliSciennych. W miarg natgzenia czynnika stresowego $red-
nia energia adsorpcji dla badanych korzeni wykazywata tendencje spadkowe.

Nie odnotowano istotnych zmian $redniej energii adsorpcji niepolarnego adsorba-
tu — azotu. Funkcje rozktadu energii adsorpcji pary wodnej pokazaly przede wszyst-
kim zmniejszenie si¢ wysokoenergetycznych centréw adsorpcyjnych (rys. 13 i 14)
E=(E,— E.) od -5 do -7, prawdopodobnie w wyniku blokowania przez jony miedzi
wysokoenergetycznych grup karboksylowych obecnych w korzeniu.

Za pobieranie kationow metali cigzkich odpowiadaja te same mechanizmy, ktore
uczestnicza w pobieraniu przez korzen mikroelementow. Wigkszos¢ bowiem metali
cigzkich, w tym i miedz, faktycznie sa mikroelementami. Toksyczny wptyw miedzi
zwiazany jest ze zbyt wysokim ste¢zeniem tego pierwiastka w komodrce. Objawy za-
trucia miedzia, zwigzane sa migdzy innymi z antagonistycznym oddziatywaniem
miedzi z kationami innych pierwiastkow, glownie z wapniem, fosforem, zelazem
i cynkiem. Prowadzi to do niedoboru tych pierwiastkow w roslinie.
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Tabela 9. Srednia energia adsorpcji dla korzeni stresowanych Cu'? (ér. z 3 powtdrzen £95% prze-
dziat ufnosci). Zmiany istotnie rézne (P<0,05) zaznaczono pogrubiong czcionka

Table 9. Average adsorption energy of Cu'? stressed roots (av. of 3 replicates £95% confidence
interval). Bold — significant differences (P<0.05)

E$r. — Eav. — H,O (kI'mol™)

Wariant ;
Variant Zyto Pszenica Lubin Koniczyna
Rye Wheat Lupine Clover
pH7+4,5 16,3+0,4 14,2+0,09 14,01+0,3 14,6+0,1
pH4,5+20Cu 15,5+0,1 14,1£0,01 14,0+0,2 13,6+0,2
pH4,5+50Cu 13,4+0,1 14,0+0,09 13,8+0,1 13,5+0,2
pH4,5+100Cu 13,2 +0,1 13,4 0,04 13,2+0,3 13,3+0,1
E$r.— Eav. — N, (kJ'mol™)

pH7+4,5 6,9+0,1 7,1+0,004 7,02+0,03 7,1£0,01
pH4,5+20Cu 7,2+0,1 7,240,002 7,0+0,02 7,1£0,001
pH4,5+50Cu 7,1+0,1 7,2+0,01 7,2+0,1 7,1£0,01
pH4,5+100Cu 7,1+0,1 7,4+0,01 7,1£0,1 7,1£0,01

Jony miedzi w duzych stezeniach spowodowaly ograniczony poboér wapnia,
a wiec posrednio wptynety na zmniejszenie cementujacej roli pektyniandw wap-
nia i na zwigkszenie si¢ powierzchni korzeni badanych roslin.

Sciana komorkowa stanowi jedna z mechanicznych i chemicznych barier na
drodze wnikania metali cigzkich do symplastu. Immobilizacj¢ metali w Scianie
komorkowej wykazano w przypadku jonéw Cu'?, Zn™, Pb™ i Al (Baranowska-
Morek 2003, Siedlecka 1995). Zatem wigzanie jono6w miedzi z grupami karbok-
sylowymi pektyn $ciany komorkowej moglo wptyna¢ na zmniejszenie si¢ wyso-
koenergetycznych centrow adsorpcyjnych, w duzej mierze odpowiedzialnych za
energi¢ adsorpcji polarnych adsorbatdéw.

Wigkszo$¢ roslin wykazuje duza wrazliwo$¢ na nadmiar w podlozu ktorego-
kolwiek z mikroelementow. Prawdopodobnym jest wigc, ze mechanizmy obronne
(unikania stresu czy detoksykacji) w badanych ro$linach sa obecne w matym
stopniu. Zatem to raczej obecnos¢ miedzi w toksycznym stezeniu mogla mieé
wplyw na zmiang strukturalnego i chemicznego charakteru powierzchni badanych
korzeni, co z kolei wptyngto na wielkosci badanych powierzchni wlasciwych i jej
charakterystyki energetyczne.
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Rys. 13. Funkcje rozktadu energii adsorpcji dla korzeni roslin jednolisciennych, stresowanych Cu™

(punkty pokazuja wartos$ci srednie z 3 powtorzen)

Fig. 13. Adsorption energy distribution functions for roots of monocotyledonous plants under Cu*?

stress (points are average values from 3 replicates)
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Rys. 14. Funkcje rozktadu energii adsorpcji dla korzeni roslin dwuliciennych, stresowanych Al™
(punkty pokazuja $rednie z 3 powtorzen)

Fig. 14. Adsorption energy distribution functions for roots of dicotyledonous plants under Al*
stress (points are average values from 3 replicates)
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Podsumowanie rozdziatu

Powierzchni¢ korzenia tworza apoplastyczne czgsci komorek, tkanek ze-
wnetrznych (epidermy i kory pierwotnej). Omawiana w tym rozdziale powierzch-
nia wlasciwa (pozorna i swobodna) zalezy wigc od struktury apoplastu czyli od
iloéci 1 wielkosci przestworow migdzykomorkowych oraz wlasciwosci $cian ko-
morkowych, roznych dla roslin jednolisciennych i dwulisciennych (Buchanan i in.
2000, Wojtaszek 2001).

Powierzchnie wilasciwe korzeni badanych roslin jednoli§ciennych byty wigk-
sze od powierzchni whasciwych korzeni roslin bobowatych. Roznice w wielkosci
powierzchni pomi¢dzy obiema grupami badanych roslin byly zdecydowanie bar-
dziej wyrazne, dla pozornych powierzchni wlasciwych wyznaczanych polarnym
adsorbatem (para wodna), niz dla swobodnych powierzchni wiasciwych wyzna-
czanych azotem. W przypadku powierzchni wtasciwych wyznaczanych polarnym
adsorbatem o ich wielko$ci decyduje w duzej mierze obecnos¢ dominujacych
w korzeniu grup polarnych: karboksylowych, hydroksylowych i aminowych $cian
komorkowych. Swobodna powierzchnia wlasciwa determinowana jest przede
wszystkim geometria tkanek korzeniowych, szczegélnie wielkoscia przestwordw
migdzykomoérkowych. Mniej wyrazne roznice w wielkosci powierzchni wlasciwej
wyznaczanej azotem pomigdzy korzeniami obu badanych grup roslin wskazuja na
to, iz grupy te nie roéznia si¢ w zasadniczy sposob od strony geometrycznej,
a geometria powierzchni jest raczej indywidualna cecha gatunku czy nawet od-
miany rosliny.

Charakter energetyczny powierzchni badanych korzeni wydaje si¢ tez by¢ in-
dywidualng cecha gatunkowa, niezalezna od przynaleznosci do grupy roslin jed-
noliciennych czy dwuliSciennych. Srednie energie adsorpcji azotu byly prak-
tycznie jednakowe dla wszystkich badanych korzeni, podobnie jak §rednie ener-
gie adsorpcji pary wodnej dla korzeni pszenicy, tubinu i koniczyny i tylko dla
korzeni badanej odmiany zyta nieco wigksze.

Obecnos$¢ w srodowisku wzrostu korzeni subletalnych czy letalnych (charak-
terystycznych dla danego gatunku czy odmiany) stezen glinu i miedzi wptynela
na zwigkszenie si¢ powierzchni wlasciwej badanych korzeni. Zdecydowanie bar-
dziej wyraznie wzrosta powierzchnia wtasciwa roslin dwulisciennych. Prawdopo-
dobnie w wyniku niedoboru wapnia mogto doj$¢ do ograniczenia cementujacej
roli pektynian6w wapnia w wyniku czego tkanka korzeniowa ulegla maceracji
itym samym powstaly nowe chemicznie r6zne powierzchnie adsorpcyjne (Wa-
gatsuma 1 in. 1987b, Jozefaciuk i Szatanik-Kloc 2001, 2003). Rosliny jednoli-
$cienne inkubowane w nizszych st¢zeniach glinu i miedzi zareagowaly nieznacz-
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nym zmniejszeniem si¢ powierzchni wiasciwej, co z kolei moze by¢ wynikiem
unieruchamiania tych metali przez grupy karboksylowe pektyn i hemicelulozy
$cian komorkowych (Baranowska-Morek 2003).

Z reguty wzrostowi powierzchni wiasciwej adsorbentow naturalnych towa-
rzyszy réwniez wzrost energii adsorpcji (Sokotowska 1989, 1992). W badanych
korzeniach zaobserwowana byla raczej tendencja odwrotna: wzrostowi po-
wierzchni wlasciwej towarzyszyt spadek energii adsorpcji, zwiazany ze zmniej-
szeniem si¢ wzglednych ilosci wysokoenergetycznych centrow adsorpcyjnych.
Prawdopodobnie silnie energetyczne grupy karboksylowe obecne w korzeniu
mogly by¢ blokowane przez jony miedzi i glinu. Mozliwym jest réwniez, ze
w warunkach stresu rosliny wyprodukowaly zwiazki o charakterze stabo kwa-
$nym, ktore charakteryzuja si¢ niska energia. Swiadczy o tym wzrost wzglednych
frakcji niskoenergetycznych centrow adsorpcyjnych w korzeniach stresowanych.

Zmiany charakterystyk powierzchniowych badanych korzeni pod wplywem
czynnikéw stresowych wyznaczane z metody adsorpcji-desorpcji niepolarnego
adsorbatu (azotu) byly mniej wyrazne niz przy wykorzystaniu metody adsorpcji-
desorpcji pary wodnej. Niemniej jednak tendencje tych zmian szczegodlnie po-
wierzchni wlasciwej byly w obu metodach podobne.

5. MIKROPOROWATOSC KORZENI

Geometryczny charakter powierzchni materiatow naturalnych w tym i biolo-
gicznych mozemy scharakteryzowac poprzez ich porowatos¢. Korzenie roslin sa
réwniez wysoce porowate. Porowata strukturg tkanki korzeniowej obserwowano
pod mikroskopem (Robards 1970). Rozmiary poréw w tkance korzeniowej okre-
slano takze poprzez pomiar przepuszczalnosci osmotycznej (Carpita i in. 1976).
Uwaza sig, ze rozmiar poro0w ma znaczenie w pobieraniu i transporcie jondw oraz
w procesie transportu molekularnego (Clarkson, 1991). Obecnos¢ stresorow
w srodowisku rozwoju korzeni moze wptywaé na morfologiczne i anatomiczne
wlasciwosci tkanki korzeniowej, a posrednio 1 na zmiany porowatosci korzeni.

5.1. Mikroporowatosci korzeni wyznaczana metodami adsorpcyjnymi

Mikroporowato$¢ badanego materiatu korzeniowego okreslono na podstawie
izoterm desorpcji (Kruk i Jaroniec 2001, Choma i Jaroniec 2007). Zalozono, ze
przy danym cisnieniu pary p, czasteczki adsorbatu podlegaja kondensacji kapi-
larnej w porach cylindrycznych o promieniu » (nm). Zalezno$¢ promienia porow
od cisnienia obliczano na podstawie rownania Thomsona Kelvina:
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RTIn(p/po) = —2Vinsywcosow/r(p) (6)

gdzie: réwnowagowa preznos¢ pary nad adsorbatem p traktowana jest jako prez-
nos¢ pary nasyconej nad powierzchnia menisku w porach r, a pr¢znos¢ pary nasy-
conej p, jest preznoscia pary nasyconej nad powierzchnia plaska, ¥y (m?) jest
objetoscia molowa adsorbatu, p,, (J'm?) napigciem powierzchniowym, a,, jest
katem zwilzania powierzchni fazy stalej przez ciecz, ktory przyjgto za rowny
zero. Zatem cosa,, = 1 i promien poré6w jest praktycznie rowny promieniowi
krzywizny menisku adsorbatu. Objetos¢ kondensatu przy danej preznosci adsor-
batu v (p/p,) traktowano jako sume objetosci porow v; o promieniu r; < 7 (p/py),
stad catkowita objgto$¢ kondensatu we wszystkich porach jest dana jako:

V(é/fl?O) =2vir) (7)

Przyjeto, ze kondensacja kapilarna zachodzi w porach o $rednicach powyzej 1nm,
co odpowiada wartosci p/py = 0,35 (jest to w przyblizeniu pr¢znosé adsorbatu
ponizej ktorej adsorpcja zachodzi gléwnie w monowarstwie), natomiast koncowa
wartos¢ p/po przyjeto arbitralnie jako rowna p/py = 0,98 (powyzej tej wartosci
obliczenia p/p, na podstawie gestosci kwasu siarkowego dla adsorpcji pary wod-
nej byly niepewne). Jako catkowita objetos¢ porow przyjeto wige wartose:

vi=V(p/po= 0,98) — v(p/py=0,35). ®)
Po podzieleniu rownania (7) przez catkowita objgtos¢ porow v,, otrzymujemy:
v(p/po)vi= 2virlve = X1(r) )

gdzie f(7;) sa frakcjami poszczegdlnych porow. Liczebno$é¢ przedziatdéw do wy-
znaczenia rozkltadéw (frakcji) porow ustalano tak, aby otrzymane rozktady z po-
wtorzen izoterm desorpcji byty podobne dla powtdrzen tych samych probek. Po-
niewaz zakres badanych promieni poréw obejmowat kilka rzedow wielkosci,
funkcje rozktadu wielkosci poréw przedstawiano wzgledem logarytmu z promie-
nia, a wigc dane eksperymentalne podzielono w skali logarytmicznej na 5 prze-
dzialow: 1 obejmujacy frakcje poréw o promieniu (w nm) < 1-2,2> 11 — <2,2-
4,8>, 111 — <4,8-10,5>, IV — <10,5-22,9>, V — <22,9-50>.

Srednia wielko$é promienia poréw w badanym zakresie rozmiardw (r,y.) obli-
CZONo ze WZoru:

Far=12v)> (i + ris))(Vier - Vi) (10)

gdzie v, jest catkowita objetoscia porow, v; jest objetoscia adsorbatu o promieniu 7;,
a v+ jest objetoscia adsorbatu przy kolejnej wigkszej zadanej warto$ci promienia.
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5.2. Charakterystyka mikroporowatos$ci korzeni badanych roslin jedno
i dwuliSciennych

Na rysunku 15 przedstawione sa funkcje rozkladu mikroporéw dla badanych
korzeni roslin jedno i dwulisciennych wyznaczane z izoterm desorpcji pary wodnej
i azotu. Rozktad mikroporéw wyznaczany z izotermy desorpcji pary wodnej jest
nieco inny niz rozktad mikroporé6w wyznaczany z izotermy desorpcji azotu. Dla
adsorbentéw wasko porowatych (do jakich mozemy zaliczy¢ korzenie roslin) zna-
czenie w procesie adsorpcji-desorpcji ma rodzaj stosowanego adsorbatu. Wigksze
czasteczki adsorbatu (pole powierzchni czasteczki azotu wynosi 1,62 nm?, pole
powierzchni czasteczki wody wynosi 1,08 nm?) nie mieszcza si¢ w niektorych po-
rach adsorbentu. W przypadku wyznaczania funkcji rozkladu mikroporow z izo-
termy desorpcji azotu nastgpuje przesunigcie frakcji najmniejszych mikroporow,
powoduje to zmiany w funkcji rozktadu mikroporéw w stosunku do funkcji roz-
ktadu mikroporéw wyznaczanych z izoterm desorpcji pary wodnej. Niemniej
jednak w przypadku obu adsorbentéw, korzenie roslin jednoliSciennych posiadaja
wigksza ilo$¢ frakcji mikroporéw o promieniu 1-2 nm (log 0,2) i mniejsza ilos¢
frakcji mikroporéw, o promieniu 22,9-50 nm (log 1,56). W korzeniach ros$lin
dwulisciennych (szczegolnie w korzeniach tubinu) przewazaja frakcje mikropo-
row z grupy IV 1V, a wigc sa to mikropory o promieniu od 10,5 do 50 nm.

05 1 —@— Zyto -Rye 05 | —0— Zyto - Rye
—O— Pszenica - Wheat —O— Pszenica - Wheat
—A—tubin - Lupine —A—tubin - Lupine
04 4 —A— Koniczyna - Clover 0,4 4 —A— Koniczyna - Clover
03 03
0,2 - 0,2
0,1 - 0,1 A
0 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
A 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 0 02 04 06 08 1 12 14 16 18
log(r) B log(r)

Rys. 15. Funkcja rozktadu mikroporow w badanych korzeniach; A — z H,0, B — z N,. Dane ekspe-
rymentalne podzielono w skali logarytmicznej na pig¢ przedziatéw: I — obejmujacy frakcje porow
o promieniu < 1-2,2> nm (log 0,2)., Il — <2,2-4,8> nm (log0,54), III — <4,8-10,5> nm (log 0,88), IV
—<10,5-22,9> nm (log 1,22), V —<22,9-50> nm (log 1,56)

Fig. 15. Micropore size distribution functions for roots studied; A — with H,O, B — with N,. Experi-
mental data are divided into five logarithmically equal ranges : I — pore fractions with radii < 1-2.2>
nm (log 0.2), IT — <2.2-4.8> nm (log 0.54), 1IT — <4.8-10.5> nm (log 0.88), IV — <10.5-22.9> nm
(log 1.22), V - <22.9-50> nm (log 1.56)
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Charakterystyke catkowitej objetosci i sredniego promienia mikroporow (wy-
znaczanych para wodna i azotem) w badanych korzeniach roslin jednolisciennych
1 dwulisciennych przedstawiono w tabeli 10. Istotne statystycznie réznice zaré6w-
no w $rednim promieniu poréw jak i w catkowitej ich objetosci (wyznaczanych
z izoterm desorpcji pary wodnej) odnotowano tylko dla korzeni tubinu (tab. 11).
Korzenie tej rosliny miaty najwigkszy $redni promien mikroporow, ale zarazem
najmniejsza catkowita objeto$¢ mikroporéw. Oznacza to, ze porowatos¢ tkanki
korzeniowej tubinu determinowana jest frakcjami mikroporéw o wigkszych $red-
nicach. Statystycznie istotne roznice odnotowano réwniez dla $redniego promie-
nia mikroporoéw korzeni koniczyny, wyznaczanego z izotermy desorpcji azotu, co
moze oznaczac, ze wigksze (niz molekuty pary wodnej) czasteczki azotu nie wy-
krywaja drobnych mikroporow w korzeniach koniczyny.

Tabela 10. Sredni promien mikroporow (ry.) i catkowita objetosé mikroporow (¥;) korzeni roslin jedno
i dwulisciennych, wyznaczane z desorpcji pary wodnej i azotu ($r. z 3 powtorzen £95% przedziat ufnosci)
Table 10. Average micropore radius (r,,.) and total micropore volume (7;) for roots of monocotyledonous
and dicotyledonous plants, determined from water vapour and nitrogen desorption (av. from 3. replicates
+95% confidence interval)

L. V: (H0) rs (H20) Vi(No) r5(N2)
Rosliny — Plants
(mm*-g™") (nm) (mm*g™") (nm)
Zyto — Rye 753+£2,2 12,9+0,1 38,0<1,5 13,9+1,2
Pszenica — Wheat 763+0,8 13,8+0,6 30,0+0,2 14,2+0,3
Lubin — Lupine 591+0,8 15,1£0,1 39,7+0,7 17,9£0,3
Koniczyna — Clover 741£3,4 13,7+0,4 33,4+1,4 16,6<1,3

Catkowita objgtos¢ mikroporow w tkance korzeniowej zyta, pszenicy i koni-
czyny nie roézni sig istotnie od siebie, podobnie jak wielko$¢ sredniego promienia
(wyznaczanego z izotermy desorpcji pary wodnej) korzeni tych roslin. Natomiast
na wielko$¢ catkowitej objetosci mikroporow i wielko$¢ $redniego promienia
wplynat zdecydowanie rodzaj adsorbatu wykorzystanego do charakterystyki po-
rowatosci badanych korzeni. Catkowita objetos¢ mikroporow badanych korzeni
wyznaczana z izoterm desorpcji pary wodnej (w przeliczeniu na jednostke masy)
byta znaczne wigksza niz catkowita objeto§¢ mikroporow wyznaczana azotem.
Jednoczesnie $Sredni promien mikroporéw szacowany z danych desorpcji azotu
byl wigkszy niz $redni promien szacowany z desorpcji pary wodnej. Wynika to,
jak juz wczeéniej wspomniano, z réznych wlasciwosci adsorbatow — polarnego
i niepolarnego, gtéwnie z rdznicy w wielkosci powierzchni molekutl azotu i pary
wodnej. W przypadku zastosowania pary wodnej geometria materiatu biologicz-
nego moze by¢ réwniez w wysokim stopniu zalezna od zdolno$ci nawilzania
i oddawania wody przez ten material. Charakterystyka porowatosci badanych
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korzeni nie wykazala zdecydowanego podzialu na ro$liny jedno i dwulicienne. Za-
tem mozna sadzi¢, ze porowato$¢ korzeni determinowana jest raczej wlasciwosciami
danego gatunku czy tez odmiany, ktoére zaleza od budowy morfologicznej i anato-
micznej korzenia, miedzy innymi od wielkosci przestworow migdzykomorkowych
1 budowy $ciany komdrkowej, komorek tworzacych zewngetrzne tkanki korzenia.

Tabela 11. Analiza statystyczna badanych wielkosci: Test Studenta, dwustronny, Typ-2 (homeosta-
tyczny), w ktorym zaklada sig, ze wariancje dla §rednich z proby nie réznia si¢ migdzy soba — $red-
nie sa jednakowe w £95% poziomie istotno$ci. 1 — prawda, 0 — fatsz

Table 11. Statistical analysis of obtained results: Student test, Two tailed, Type 2 (homoscedastic),
in which it is assume that variances for average of samples do not differ significantly from each
other — averages are the same for + 95% confidence level. 1 —True, 0 — False

Wariant A B C D
Variance 7,(H,0)
A 1 1 0 1
B 1 1 0 1
C 0 0 1 0
D 1 1 0 1
V, (H,0)
A 1 1 0 1
B 1 1 0 1
C 0 0 1 0
D 1 1 0 1
r#(N2)
A 1 1 0 0
B 1 1 0 0
C 0 0 1 1
D 0 0 1 1
Vi(N2)
A 1 1 0 1
B 1 1 0 1
C 0 0 1 0
D 1 1 0 1

A — Zyto — Rye, B — Pszenica — Wheat, C —Eubin — Lupine, D — Koniczyna — Clover.
5.3. Wplyw jonéw glinu na mikroporowatos¢

Fitotoksyczne stgzenia jonow glinu wptywaja na zmiany morfologiczne i ana-
tomiczne tkanki korzeniowej, co odzwierciedla si¢ rowniez zmianami mikropo-
rowatosci korzeni (Jozefaciuk i Szatanik-Kloc 2001, Szatanik-Kloc 2006b, Szata-
nik-Kloc i Jozefaciuk 2005, 2007). Na rysunku 16 przedstawiono funkcje rozkta-
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du mikroporéw (wyznaczang z izoterm desorpcji pary wodnej) dla korzeni bada-
nych roslin stresowanych glinem. Praktycznie dla wszystkich korzeni roslin jedno
1 dwuliSciennych rosnacych w obecno$ci czynnika stresowego, nieznacznie
(w stosunku do korzeni kontrolnych) spadta frakcja mikroporéw o niewielkich
promieniach od 1 do okoto 5 nm (przy log(r) = 0,2 do 0,54), wzrosly natomiast
frakcje mikroporéw o promieniach 10,5 do 22,9 nm (log(r) = 1,22 do 1,56).

05 Zyto - Rye o Pszenica - Wheat
Y et pH7+4,5 7| et pH7+4,5
— o pH4,5+5A — o pH4,5+5Al
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041 e pHA5+20Al aa LAYy
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5 Koniczyna - Clover

0 02040608 1 121

log(r)
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Rys. 16. Funkcja rozktadu mikroporéw korzeni roslin jedno i dwulisciennych stresowanych glinem,
wyznaczana z izoterm desorpcji pary wodnej ($r. z 3 powtdrzen)

Fig. 16. Micropore size distribution functions for Al-stressed roots of the mono and dicotyledonous
plants as determined using water vapour desorption isotherms (av. of 3 replicated experiments)
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O ile na zmiany w ilosci mniejszych mikroporéw w zasadzie nie wplynelo na-
silenie czynnika stresowego, to zmiany frakcji mikroporéw o wigkszych promie-
niach determinowane byly stezeniem glinu w pozywce. Stezenia jonéw Al 5, 10
i 100 mg-dm™ pozywki, wplynely na nieznaczny spadek w korzeniach frakcji
mikroporow o najwigkszym promieniu. Z kolei dla korzeni inkubowanych w ste-
zeniach glinu rzedu 20 i 40 mg-dm™ roztworu, ilo§¢ mikroporéw o promieniach
z zakresu 10,5-22,9 nm i 22,9-50 nm wyraznie wzrosla. Zmiany $redniego pro-
mienia i calkowitej objgtosci mikroporéw pod wptywem glinu (wyznaczane
z desorpcji pary wodnej) dla badanych korzeni przedstawiono w tabeli 12. Staty-
stycznie istotne roéznice w odniesieniu do korzeni ro$lin kontrolnych uzyskane
w tescie t-Studenta zaznaczono pogrubiona czcionka.

Tabela 12. Sredni promien mikroporéw (ry.) i catkowita objetosé mikroporéw (V;) korzeni stresowanych
glinem, wyznaczane z desorpcji pary wodnej (Sr. z 3 powtdrzen £95% przedziat ufnosci). Pogrubiona
czcionka zaznaczono statystycznie istotne réznice (P<0,05) w stosunku do korzeni ro$lin kontrolnych
Table 12. Average micropore radius (7,,.) and total micropore volumes (V;) for Al-stressed roots,
calculated from water vapour desorption isotherms (av. for the 3 replicated experiments £95%
confidence interval). Bold — Statistically significant differences (P<0.05)

pH4,5+  pH4,5+ pH4.,5+ pH4,5+ pH4,5+

Rosliny pH7+4,5 5Al1 10Al1 20Al1 40Al1 100A1
Plants Vip-av. — HZO (nm)
Zyto —Rye 12,9£0,1 13,2+0,3 13,1209  14,8+0,6  15,5+1,1 12,9+0,8

Pszenica—Wheat 138104 143407 13,940,6 14,8£0,3  15,6:04 14,503
Lubin — Lupine 15,120,1 15,0402 15,6402 16,7404  18,3+0,5 153=0,1

Koniczna —Clover  37.04 139409 142404  151+0,1 159+03 14,1+0,1
V;—H0 (mm’g")

Zyto —Rye 753422 735405 73712 706+4,7 729451  740+1,1
Pszenica—Wheat 763108 760402  738+0,2  735£0,2 78302 770402
Lubin — Lupine 50140,8 523403 52240,1  541+0,8 671203 74711
Koniczna—Clover 741434 722437 721265 772452  807+1,7 8430,

Sredni promien mikroporéw dla badanych korzeni stresowanych glinem
w odniesieniu do korzeni kontrolnych wzrastal. Dla korzeni roslin jednoli$cien-
nych $redni promien mikroporéw wzrastat praktycznie w catym zakresie stoso-
wanych w doswiadczeniu stgzen glinu. Podobnie zmienial si¢ §redni promien
mikroporow dla korzeni ro$lin dwulisciennych. Natomiast wszystkie korzenie
badanych roslin inkubowane w ekstremalnym stgzeniu glinu wykazywaly tenden-
cje do zmniejszania si¢ sredniego promienia mikroporow. Istotne roznice w wiel-
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kosci $redniego promienia mikroporéw (w odniesieniu do korzeni kontrolnych)
odnotowano dla korzeni wszystkich badanych ro$lin inkubowanych w stezeniach
glinu rzedu 20 i 40 mg-dm™ pozywki.

Catkowita objeto$¢ mikroporow w korzeniach zyta (w odniesieniu do korzeni
rosnacych bez glinu), nieznacznie zmniejszyta si¢ w catym zakresie stosowanych
w doswiadczeniu stezen glinu. Dla korzeni pozostalych badanych roslin inkubo-
wanych w nizszych stezeniach 5, 10 i 20 mg-dm™ jonéw Al” w pozywce catko-
wita objetos¢ mikroporéw réwniez zmniejszyta si¢. Natomiast dla korzeni pszenicy
1 dla korzeni badanych roslin dwulisciennych inkubowanych w stezeniach glinu 40
i 100 mg-dm™ roztworu pozywki, catkowita objetos¢ mikroporéw wzrosta, przy
czym statystycznie istotne zmiany w catkowitej porowatosci odnotowano tylko dla
korzeni tubinu (praktycznie w calym zakresie stosowanych stezen glinu) i dla ko-
rzeni koniczyny przy najwyzszych stezeniach jonow Al™ w pozywee.

Zmiany strukturalne tkanki korzeniowej powstate w wyniku stresu glinowego
byly juz niejednokrotnie odnotowywane w literaturze. Obserwowano daleko po-
sunigta destrukcje korzenia: maceracje tkanki, zanik jader i rozpad Scian komor-
kowych (Wagatsuma i in. 1987b, Klimaszewski 1990, Schmohl i Horst 2001,
Szatanik-Kloc2006b). Prowadzi to do zmian geometrycznego charakteru po-
wierzchni korzeni. Zwigkszenie sig¢ Sredniego promienia mikroporow i catkowitej
ich objetosci dla korzeni inkubowanych w subletalnych czy letalnych dla danej
rosliny stezeniach czynnika stresowego swiadczy o ,,rozmywaniu” si¢ porowatej
struktury tkanki korzeniowej. Niewatpliwie w przypadku takiego czynnika stre-
sowego jak glin, wplyw na fizjologiczne, metaboliczne, a posrednio i na struktu-
ralne zmiany bedzie miata zdolno$¢ roslin do aktywowania mechanizmow obron-
nych. Obecno$¢ tych mechanizméw przy niskich st¢zeniach glinu w roztworze
pozywki, na ktorej rosty korzenie mogta mie¢ wptyw na nieznaczne zmniejszenie
si¢ badanych wielkosci, charakteryzujacych strukturg tkanki korzeniowej

Funkcje rozktadu mikroporéw dla badanych korzeni, szacowane z izotermy de-
sorpcji azotu (rys. 17) byly nieco inne niz rozktady mikroporéw tych korzeni wy-
znaczane z desorpcji pary wodnej, co jest wynikiem oméwionych wczesniej rdznic
w charakterze adsorbatu. Funkcje rozktadu dla korzeni roslin jednolisciennych stre-
sowanych glinem pokazaly nieznaczne zmniejszenie si¢ frakcji mikroporow o pro-
mieniu z zakresu 1-2,2 nm (log 0,2) i niewielki wzrost (w przypadku korzeni psze-
nicy) frakcji mikroporow o najwigkszym badanym w doswiadczeniu promieniu,
z zakresu 22,9-50 nm (log 1,56), w odniesieniu do korzeni kontrolnych (bez glinu).
Z kolei dla korzeni tubinu i koniczyny stresowanych glinem, frakcja mikroporéw
o promieniu z zakresu 1-2,2 nm nieznacznie wzrosta, natomiast odnotowano bar-
dziej wyraznie zmniejszenie si¢ frakcje mikroporéw o promieniu od 2,2-22.9 nm
oraz zwigkszenie si¢ ilo§¢ mikroporow o najwigkszym promieniu.
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Rys. 17. Funkcja rozktadu mikroporéw korzeni roslin jedno i dwulisciennych stresowanych glinem,
wyznaczana z izoterm desorpcji azotu (8r. z 3 powtorzen)
Fig. 17. Micropore size distribution functions for Al-stressed roots of monocotyledonous and di-
cotyledonous plants as determined using nitrogen desorption (av. from 3 replicates)

Pomimo, ze rozktady mikroporéw liczone z izoterm desorpcji dwoch réznych
adsorbatow roznia sig (szczegdlnie w zakresie mikroporéw o najmniejszym pro-
mieniu) pomigdzy soba, to tendencje zmian charakterystyk mikroporowatosci
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korzeni stresowanych glinem sa podobne. Dla korzeni stresowanych glinem $red-
ni promien mikroporéw zwigkszyt sig. Statystycznie istotne réznice w wielkosci
sredniego promienia mikroporéw odnotowano dla korzeni wszystkich ro$lin in-
kubowanych w stezeniach glinu 40 mg-dm™ roztworu pozywki. Dla korzeni ro$lin
dwulisciennych, dodatkowo réwniez statystycznie istotne rdznice, odnotowano
dla korzeni inkubowanych w stezeniach glinu 20 i 100 mg-dm™ pozywki, nato-
miast w korzeniach pszenicy, roznice w wielkosci sredniego promienia mikropo-
réw przy tych stgzeniach glinu byty na granicy istotnosci (tab. 13)

Tabela 13. Sredni promien mikroporéw (ry.) i catkowita objetosé mikroporéw (¥;) korzeni stresowanych
glinem, wyznaczane z izoterm desorpcji azotu ($r. z 3 powtdrzen +95% przedzial ufhosci). Pogrubiona
czcionka zaznaczono statystycznie istotne réznice (P<0,05) w odniesieniu do korzeni kontrolnych

Table 13. Average micropore radius (r,,.) and total micropore volumes (V;) for Al-stressed roots,
calculated from nitrogen desorption isotherms (av. for the 3 replicated experiments +95% confi-
dence interval). Bold — Statistically significant differences (P<0.05)

pH4,5+  pH45+  pH4S5+  pH4S5+  pH45+

Rosliny PHTHAS s 10A 20Al 40Al  100Al
Plants
Vip-av. — NZ (nm)
Zyto - Rye 13,9412 14,3403 14,0404 15403 16,6+14 14203
Pszenica — Wheat 149403 151402 154203 16,1206 16,9£0,5 15,6:03
Eubin — Lupine 17,9403 17,8802 18,0403 19,5+1,3 20,5:0,8 19,10,2

Koniczna — Clover 16,6+1,3 17,8+1,8 18,1+0,3 19,2+0,3 19,9+0,4 18,9+0,4

V,~N, (mm*g")

Zyto — Rye 37,741,5 3724059 37,1404 36,8£02 37,9406 38,7+0,2
Pszenica — Wheat 26,040,2 258+03 252402 24,8+0,3 262+1,1 26,9+04
Eubin — Lupine 39,740,7 35,5¢1,0 35,7+0,9 39,0+1,5 49,6+2,3 50,2+0,1

Koniczna— Clover ~ 33,0£1,4 32,522 32,1404 33,4403 39,541,0 41,2+0,2

Wyznaczana z izotermy desorpcji azotu catkowita objeto$¢ mikroporéw dla ko-
rzeni wszystkich roslin inkubowanych w stezeniach glinu rzedu 5, 10, 20 mg-dm™
W nieznacznym stopniu zmniejszyta sig. Przy wyzszych stgzen glinu catkowita
objetosci mikroporéw zwigkszyla sig, przy czym statystycznie istotne réznice odno-
towano dla korzeni roslin dwuli$ciennych inkubowanych w 40 i 100 mg-dm™ glinu
w pozywee, oraz dla korzeni pszenicy stresowanej glinem w stezeniu 20 mg-dm™.
Podobnie jak w przypadku zastosowania pary wodnej do charakterystyk mikropo-
rowatos$ci, szacowane z azotu poszczegolne frakcje mikroporow, a dalej catkowita
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ich objetos¢ i $redni promien wydaja si¢ by¢ bardziej zréznicowane pod wplywem
glinu dla korzeni roslin dwulisciennych.

5.4. Wplyw jonéw miedzi na mikroporowatos$¢

Zdecydowanie wigkszy wptyw na strukturg tkanki korzeniowej mialy fitotok-
syczne stezenia miedzi, zaaplikowane dodatkowo do pozywki, na ktorej rosty
badane rosliny. Rysunek 18 przedstawia funkcje rozktadu mikroporow (wyzna-
czone z izotermy desorpcji pary wodnej) dla korzeni rosnacych przy dodatkowe;j
aplikacji miedzi. Dla wszystkich badanych korzeni roslin inkubowanych w fito-
toksycznych stezeniach miedzi zdecydowanie wyraznie zmniejszyly sig¢ frakcje
mikroporéw o promieniach z zakresu 2,2-10,5 nm. Roéwnie wyraznie wzrosty
frakcje mikroporéw o wigkszych promieniach, powyzej 10,5 nm. Funkcje rozkta-
du mikroporéw wyznaczane z izoterm desorpcji azotu dla badanych korzeni stre-
sowanych miedzia przedstawiono na rysunku 19, na ktorym mozna zaobserwo-
wac wyrazne zmniejszenie si¢ ilo$¢ frakcji mikroporéw o promieniu 4,8 do 22,9
(rys.19, log(r) = 0,88 do log(r) = 1,22) w poréwnaniu z korzeniami rosnacymi bez
dodatkowe;j aplikacji miedzi oraz zwigkszenie si¢ frakcji mikroporow o promieniu
22,9 do 50 nm. Zmiany ogdlnego charakteru mikroporowatosci badanych korzeni
inkubowanych przy dodatkowych aplikacjach miedzi, wyrazono poprzez $redni
promien mikroporow i catkowita ich objetos¢. Charakterystyke mikroporowatosci,
wyznaczong z desorpcji pary wodnej przedstawiono w tabeli 14. U wszystkich ba-
danych korzeni roslin jedno i dwuli$ciennych inkubowanych przy fitotoksycznych
stezeniach jonéw Cu'?, $redni promien mikroporéw wzrést w poréwnaniu z korze-
niami, ktore rosty w pozywce bez dodatkowej aplikacji miedzi. Wszystkie stoso-
wane st¢zenia miedzi w pozywce wplynely istotnie na zwigkszenie si¢ $redniego
promienia mikroporéw w badanych korzeniach, przy czym najwigksze zmiany
sredniego promienia mikroporéw odnotowano dla korzeni inkubowanych w stgze-
niu miedzi rzedu 50 mg-dm™ pozywki. Jednoczesnie odnotowano zmniejszenie si¢
catkowitej objetosci mikroporéw w korzeniach stresowanych miedzia. Analogicz-
nie do promienia, najmniejsza objgto$¢ mikroporéw odnotowano dla korzeni inku-
bowanych w stezeniu miedzi 50 mg-dm™ pozywki. Zaréwno korzenie roslin jedno-
lisciennych jak i korzenie roslin dwulisciennych inkubowane w dodatkowej aplika-
cji miedzi zareagowaly statystycznie istotnymi réznicami badanych charakterystyk
mikroporowatosci.
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Rys. 18. Funkcje rozktadu mikroporéw dla korzeni stresowanych miedzia, wyznaczanych z izoterm

desorpcji pary wodnej ($r. z 3 powtorzen)

Fig. 18. Micropore size distribution functions of Cu-stressed roots calculated from water vapour

desorption isotherms (av. from 3 replicates)



70

Zyto - Rye Pszenica - Wheat
05 1 e=pr==pH7+4,5 051 === pH7+4,5
—0— pH4,5+20Cu —o0— pH4,5+20Cu

04 1 —o— pH4,5+50Cu 04 1 —o— pH4,5+50Cu
= —e— pH4,5+100Cu = —e— pH4,5+100Cu
=03 03

0,2 0,2

0,1 0,1

0 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
0 02040608 1 1214 16 1,8 0 02040608 1 1214 16 1,8
log(r) log(r)
tubin - Lupine Koniczyna - Clover
0,5 4 === pH7+4,5 0,5 ==fr=pH7+4,5
—o0— pH4,5+20Cu —0— pH4,5+20Cu

04 —o— pH4,5+50Cu 0,4 - —0— pH4,5+50Cu
- —e— pH4,5+100Cu — —e— pH4,5+100Cu
0,3 1

0,2

0,1

0 02040608 1 121416 18 0 02040608 1 1214 16 1,8
log(r) log(r)

Rys. 19. Funkcje rozkladu mikroporéw dla korzeni stresowanych miedzia, wyznaczanych z izoterm
desorpcji pary wodnej ($r. z 3 powtdrzen)

Fig. 19. Micropore size distribution functions of Cu-stressed roots calculated from water vapour
desorption isotherms (av. from 3 replicates)
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Tabela 14. Sredni promien mikroporéw (1) i catkowita objetos¢ mikroporéw (¥;) korzeni stresowanych
glinem, wyznaczane z desorpcji pary wodnej (Sr. z 3 powtdrzen +95% przedziat ufnosci). Pogrubiona
czcionka zaznaczono statystycznie istotne roznice (P<0,05) w stosunku do korzeni roslin kontrolnych
Table 14. Average micropore radius (r,,.) and total mircopore volumes (V;) for Al-stressed roots,
calculated from water vapour desorption isotherms (av. from 3 replicates £95% confidence inter-
val). Bold — statistically significant differences (P<0.05)

pH7+4,5 pH4,5+20Cu pH4,5+50Cu  pH4,5+100Cu

Rosliny — Plants
Vsr-av. — HZO (nm)

Zyto —Rye 12,940,1 14,70,02 14,9+0,2 15,0 £0,4
Pszenica — Wheat 13,8+0,4 16,420,1 17,6 £0,3 15,3+0,2
Lubin — Lupine 15.120,1 16,2 £0,2 16,7 +£0,6 15,7+0,1
Koniczna — Clover 13,7+0,4 15,8+0,7 16,9+0,3 15,1 £0,3
v, (H,0) (mm™g™)
Zyto — Rye 753422 665+1,9 623+2,1 647+2,7
Pszenica — Wheat 763+0,8 665+3,5 609+8,1 645,7+9,8
Lubin — Lupine 591+0,8 494,5+0,7 478+3,1 493+2,7
Koniczna — Clover 74143 .4 602+9,5 542+6,1 535+5,7

Mniej wyrazne réznice w badanych wielkosciach charakteryzujacych mikropo-
rowato$¢ tkanki korzeniowej odnotowano dla danych liczonych z izotermy desorp-
¢cji azotu (tab. 15). Tendencje zmian w charakterystyce mikroporowatosci dla ko-
rzeni stresowanych miedzia sa podobne jak w przypadku charakterystyk tych wiel-
kosci liczonych z desorpcji pary wodnej. Sredni promien mikroporéw korzeni stre-
sowanych miedzia zwigkszyl sig, a catkowita objetos¢ mikroporéw tych korzeni
zmniejszala sig, jednak Test-t (dwustronny, homeostatyczny) nie wykazat istotnych
réznic w calkowitej objgtosci mikroporow, pomigdzy korzeniami rosnacymi
w dodatkowej aplikacji miedzi a korzeniami kontrolnymi. Istotne réznice odnoto-
wano dla $redniego promienia mikroporéw korzeni koniczyny inkubowanej we
wszystkich stosowanych w do§wiadczeniu stezeniach miedzi i dla korzeni pszenicy
i tubinu stresowanych miedzia w stezeniu 50 mg-dm™ pozywki. Dla korzeni tubinu
inkubowanych w ekstremalnych stezeniach miedzi (100 mg-dm™) réznice (w odnie-
sieniu do korzeni kontrolnych) w wielko$ci $redniego promienia byly na granicy
istotno$ci. Podobnie jak przy jonach glinu, rodzaj zastosowanego adsorbatu (pary
wodnej 1 azotu) wptynal na charakteryzowane wielkosci. Wynika to jak juz wspo-
mniano, przede wszystkim z réznej wielkosci czasteczek adsorbatow. Czasteczki
azotu o wigkszym niz para wodna polu powierzchni nie ,,wykrywaja” mikro zmian
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w strukturze adsorbentu (korzenia), ktére ewentualnie powstaly pod wptywem fito-
toksycznych stezen stresora, zatem tylko bardzo istotne zmiany strukturalne mozna
zdefiniowa¢ metoda adsorpcji-desorpcji azotu.

Z kolei adsorpcja-desorpcja pary wodnej zwiazana jest z obecno$cia grup kar-
boksylowych, ktore wiaza czasteczki pary wodnej. Im wigcej grup karboksylo-
wych znajduje si¢ w §cianie komorkowej korzeni, w tym wigkszym stopniu wia-
zane sa i unieruchamiane metale cigzkie. Blokowanie przez jony miedzi polar-
nych centréw adsorpcyjnych ogranicza proces adsorpcji-desorpcji pary wodnej
w badanych korzeniach, czyli moze wptywac¢ na zmniejszenie si¢ catkowitej objg-
tosci mikroporow. Badana koniczyna charakteryzowata si¢ najwigkszym CEC co
oznacza, ze posiadata najwiecej grup karboksylowych pektyn $ciany komoérkowej
1 ona tez zareagowala zmianami mikroporowatosci pod wplywem stresu mie-
dziowego w najwigkszym stopniu. Mozliwym jest rowniez, podobnie jak dla jo-
noéw glinu, ze nadmiar stresora ograniczyt pobieranie jonéw wapnia co z kolei
wplyngto zaréwno na zmiany strukturalne $ciany komorkowej jak tez na potencjat
bton cytoplazmatycznych, w efekcie czego zmienita si¢ struktura apoplastu. Ge-
neralnie mozemy stwierdzi¢, ze w korzeniach stresowanych miedzia zmniejszyta
si¢ catkowita objetos¢ mikropordéw 1 wzrodst sredni ich promien.

Tabela 15. Sredni promien mikropordw (ry,) i catkowita objgtos¢ mikroporéw (V) korzeni streso-
wanych miedzia, wyznaczane z izotermy desorpcji azotu (§r. z 3 powtorzen £95% przedzial utho-
$ci). Pogrubiong czcionka zaznaczono statystycznie istotne rdznice (P<0,05) pomigdzy korzeniami
kontrolnymi i stresowanymi

Table 15. Average micropore radius (r,,.) and total micropore volumes (V;) for Cu-stressed roots,
calculated from nitrogen desorption isotherms (av. for 3 replicates +95% confidence interval). Bold
— statistically significant differences (P<0.05)

pH7+4,5 pH4,5+20Cu pH4,5+50Cu pH4,5+100Cu

Rosliny — Plants
Vér-av — N2 (nm)

Zyto — Rye 13,941,2 15,1+0,1 15,4+1,3 15,6+0,9
Pszenica — Wheat 14,9+0,3 16,5+0,4 18,0+0,3 16,7+0,2
Lubin — Lupine 17,9+0,3 18,9 08 19,6+0,7 20,0+0,9
Koniczna — Clover 16,6+1,3 19,2+1,8 20,5 +1,3 19,9+0,5

V,~ N, (mm*g")

Zyto — Rye 37,7+1,2 37,3+0,7 36,5+1,2 36,9+0,1
Pszenica — Wheat 26,0+0,2 25,1£0,3 23,9+0,4 24,5+0,1
Lubin — Lupine 39,7+0,7 38,4+0,5 37,1+0,3 37,9+0,9

Koniczna — Clover 33,014 30,9+0,6 29,4422 31,5 £0,7
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Podsumowanie rozdzialu

Charakterystyka porowato$ci badanych korzeni nie wykazata zdecydowanego
podziatu na rosliny jedno i dwuliScienne. Statystycznie istotne roznice zarowno
w $rednim promieniu mikroporow jak i w calkowitej ich objgtosci odnotowano
tylko dla korzeni tubinu. Korzenie pozostatych badanych roslin nie réznity si¢
w zasadzie charakterystykami mikroporowatosci.

Obecno$¢ czynnikow stresowych z reguty powodowata zmniejszenie si¢ frakcji
(z badanego zakresu) mikroporow najmniejszych o promieniu 1-2,2 nm i wzrost
frakcji mikroporéw o najwigkszym promieniu 10,5-50 nm.

Sredni promien mikroporéw w korzeniach stresowanych zaréwno glinem jak
i miedzia zwigkszyt sig, przy czym dla stezen glinu ponizej genetycznie uwarunko-
wanej wrazliwosci badanych roslin, wzrost §redniego promienia byt znikomy,
a jednoczesnie catkowita objetos¢ mikroporéw przy tych stezeniach glinu wykazy-
wala tendencje do zmniejszania si¢. Subletalne st¢zenia glinu wptynely na istotny
wzrost zar6wno $redniego promienia jak i catkowitej porowatosci. W przypadku
jondéw miedzi catkowita objetos¢ mikroporow korzeni badany roslin zmniejszyta
sig. Natomiast dla ekstremalnych stezen glinu i miedzi zaobserwowano zmniejsze-
nie si¢ promienia i wzrost catkowitej porowatosci. Zmiany porowatosci pod wply-
wem zastosowanych w badaniach stresoréw, wynikaja prawdopodobnie
z destrukcji apoplastu (z rozerwania Scian komorkowych, rozszerzania si¢ prze-
stworéw migdzykomorkowych, a takze z i/lub zatykania mikroporéow przez jony
metali), zwiazanej z niedoborem wapnia i obecnoscig samych stresorow (Kli-
mashevskij 1990, Kabata-Pendias i Pendias 1999, Baranowska-Morek 2003).

Wigkszy wplyw na zmiany ogélnych charakterystyk porowatosci badanych ko-
rzeni miaty fitotoksyczne ste¢zenia jonow miedzi. Wynika to z niedostatecznych lub
braku mechanizméw obronnych u badanych ro§lin, aktywowanych w obecnos$ci
miedzi (mikroelementu), a ktére wystgpuja w obecnosci jonéw glinu (pierwiastka
balastowego). Najwigksze zmiany w charakterystykach mikroporowatosci (w obec-
nosci fitotoksycznych ilosci miedzi w podtozu) zaszty w korzeniach koniczyny
i pszenicy. Obecno$¢ glinu w pozywce dala jeszcze mniej jednoznaczne rdznice
pomigdzy roslinami jedno 1 dwulisciennymi. Najbardziej istotne zmiany, szczegol-
nie w catkowitej objetosci mikroporéw, odnotowano dla korzeni tubinu.

Charakterystyki mikroporowatosci i ich zmiany pod wplywem stresorow de-
terminowane desorpcja azotu, byly mniej wyrazne niz te liczone z desorpcji pary
wodnej, zwiazane jest to przede wszystkim z r6zna wielko$cia czasteczek adsor-
batoéw, a takze z roznymi wlasciwosci adsorbatu polarnego(pary wodnej) i niepo-
larnego (azotu). Niemniej jednak tendencje ogdlnych zmian mikroporowatos$ci
korzeni stresowanych byly podobne w przypadku obu adsorbatéw.
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6. WEASCIWOSCI JONOWYMIENNE KORZENI
6.1. Metoda miareczkowania potencjometrycznego w badaniach korzeni

Pomiary krzywych miareczkowania potencjometrycznego znalazty juz zasto-
sowanie w badaniach tadunku powierzchniowego materiatéw pochodzenia biolo-
gicznego: korzeni, $cian komorkowych czy lisci (Ganev i Arsova 1984, 1985,
1989, Morvan i in. 1979, Williams i Coleman 1950). Interpretowano je gtdownie
w kategoriach pojemnosci wymiennej kationéw (CEC). Na podstawie pomiaréw
krzywych miareczkowania potencjometrycznego mozliwe jest okreslenie wielkosci
CEC (pojemnosci kationowymiennej), a takze stopnia niejednorodnosci zmiennego
fadunku powierzchniowego. Ladunek powierzchniowy opisywany jest w katego-
riach reakcji dysocjacji powierzchniowych grup funkcyjnych, charakteryzowanych
poprzez funkcje rozktadu stalych dysocjacji tych grup, czyli okreslenie wzglednej
ilosci grup o réznej mocy kwasowej generujacych tadunek (De Wit i in. 1990, Go-
likov 1995, Mannuza i in. 1992, Soldatov 1996, Meychlik i Yermakov 2001).

Wyznaczenie krzywej miareczkowania potencjometrycznego materiatu ko-
rzeniowego roztworem zasady wymaga bardzo starannej standaryzacji metody.
Wyniki wczesniejszych badan (Szatanik-Kloc 2000, Szatanik-Kloc i in. 2007a,b,
2009) wskazuja, ze szybkos¢ miareczkowania, stopien wstgpnego przemycia oraz
wielko$¢ nawazki maja istotny wplyw na przebieg krzywych miareczkowania.
Poniewaz w warunkach pomiaru nie jest osiagana rownowaga, istotne jest zasto-
sowanie mozliwie najmniejszej szybkosci miareczkowania. Ze wzgledu na diugi
proces miareczkowania i mozliwo$¢ chtonigcia z powietrza znacznych ilosci dwu-
tlenku wegla, powodujacego dodatkowe zuzycie zasady, miareczkowanie nalezy
przeprowadza¢ przy przeplywie gazu obojetnego (azotu) przez badana zawiesing.
Istotny jest rowniez wplyw masy korzeni uzytych do miareczkowania oraz sto-
pien homogenizacji materialu. Wraz ze wzrostem masy probki, konsumpcja zasa-
dy, w przeliczeniu na jednostk¢ masy miareczkowanych korzeni, jest coraz
mniejsza, zatem nalezy stosowac probki o niewielkiej masie. Korzenie cate owija-
ly si¢ dokota mieszadta w trakcie miareczkowania, uzycie takiej probki byto nie-
celowe. Przy zastosowaniu jednakowej nawazki i w jednakowych warunkach
pomiaru krzywe miareczkowania korzeni mielonych i cigtych roznia si¢ nie-
znacznie. Rowniez nie odnotowano istotnych réznic pomiedzy krzywymi mia-
reczkowania korzeni wstepnie suszonych w 303 K a krzywymi miareczkowania
korzeni $wiezych. Wykorzystanie korzeni suchych daje mozliwo$¢ pozyskania
odpowiedniej ilosci materiatu badawczego i zastosowania jednakowych procedur
przygotowania probek do miareczkowania. Wielkosci obliczone na podstawie
krzywych miareczkowania nie sa wielkosciami bezwzglednymi i winny by¢ trak-
towane jako wielkosci porownawcze.
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6.2. Opis metody miareczkowania potencjometrycznego stosowanej
w badaniach i teoretyczne podstawy wyznaczania badanych wielkosci

Miareczkowanie potencjometryczne badanych probek przeprowadzono nastepu-
jaco: jednakowe nawazki (0,0500 + 0,0001g) korzeni (wstgpnie suszonych przez 48
godzin w 303 K) zanurzono w 20 ml 1 mol-dm™ roztworu NaCl na 24 godziny. Po
uplywie tego czasu zawiesiny doprowadzano do pH = 2,95 tak, aby pH nie zmie-
niato si¢ przez 5 minut a nastgpnie miareczkowano 0,1 mol-dm™ roztworem zasa-
dy sodowej (NaOH) sporzadzonej na bazie 1 mol-dm™ roztworu chlorku sodu
(NaCl). Do miareczkowania wykorzystano titrator Titrino 702 MS (Metrohem).
Ilo$¢ zuzytej zasady podczas miareczkowania rejestrowano co 0,1 jednostke pH
w przedziale 3,0 < pH > 10,0. Tak otrzymane krzywe miareczkowania przedsta-
wiano jako funkcje ilosci zuzytej zasady od pH. Jako krzywa miareczkowania roz-
tworu rownowagowego zawiesiny przyjeto krzywa miareczkowania 1 mol-dm™ roz-
tworu NaCl o pH = 3 i masie rownej masie zawiesiny pomniejszonej o masg¢ ko-
rzeni. Do§wiadczenie przeprowadzono w trzech powtdrzeniach. Réznice pomig-
dzy krzywymi miareczkowania potencjometrycznego w kolejnych powtorzeniach
nie przekraczaty 5%. Zastosowanie wysokiego stezenia soli neutralnej i utrzy-
mywanie go na stalym poziomie podczas miareczkowania ma wiele zalet: stgze-
nie i sktad roztworu podczas miareczkowania pozostaje praktycznie state, a wiel-
ko$¢ tadunku korzeni silnie zalezy od mocy jonowej roztworu otaczajacego ko-
rzen; przy wysokich st¢zeniach soli tadunek powierzchniowy jest lepiej rozwinig-
ty gdyz dysocjacja grup powierzchniowych jest w mniejszym stopniu blokowana
przez efekty elektrostatyczne (Van Riemsdijk i in. 1987). Poniewaz podczas mia-
reczkowania zawiesiny (korzen + roztwoér) czes$¢ roztworu zasady zuzyta jest na
zobojetnienie jonow kwasnych obecnych w roztworze rownowagowym, a czgs$é
roztworu zasady zuzyta jest w reakcjach zoboj¢tniania powierzchniowych grup
funkcyjnych generujacych tadunek powierzchniowy, od krzywej miareczkowania
zawiesiny odjgto krzywa miareczkowania jej roztworu réwnowagowego i otrzy-
mano "krzywa miareczkowania fazy stalej". Krzywa ta moze by¢ traktowana jako
krzywa pokazujaca zmiany tadunku powierzchniowego AQv od pH (Nederlof'i in.
1993, Jozefaciuk i Shin 1996b,c)

AQV = NzawA_ Nr-r row (1 1)

gdzie: N,. — liczba moli zasady skonsumowanej podczas miareczkowania zawiesiny
(korzen + roztwor), N, w.— liczba moli zasady skonsumowanej podczas miareczko-
wania roztworu rOwnowagowego.
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Wzrost ujemnego tadunku powierzchniowego fazy statej w wyniku konsump-
cji zasady podczas miareczkowania spowodowany jest zobojgtnianiem protonow
powierzchniowych grup funkcyjnych o charakterze kwasnym, SOH, przez jony
hydroksylowe dodanej zasady: SOH + OH™ <> SO™ + H,0.

Na powierzchni niejednorodnej moze istnie¢ wiele réznego rodzaju grup
funkcyjnych o réznej kwasowosci, SOH;. Reakcje dysocjacji poszczegdlnych
grup moga by¢ opisane rownaniami reakcji: SOH, <> SO, + H'. State rownowagi
powyzszych reakcji K, (state dysocjacji) wynosza:

K;= (SO")(H;")/(SOH,) (12)

gdzie: (SO7,) i (SOH;) oznaczaja odpowiednio aktywno$ci powierzchniowe grup
zdysocjowanych i niezdysocjowanych, a (H,") oznacza aktywno$é protonéw przy
powierzchni.

Stopien dysocjacji i-tych grup przy danej wartosci pH, o,(K;, pH), rowny jest
stosunkowi liczby czasteczek zdysocjowanych do catkowitej liczby czasteczek
zwiazku i wynosi:

a; (K;, pH) = (SO™)/(SOH,) = Ki[K; + (H,)] " (13)

Ladunek powierzchniowy pochodzacy od grup rodzaju i rowny jest ich ilosci,
N;, pomnozonej przez stopien ich dysocjacji, natomiast ilo$¢ tadunku powierzch-
niowego pochodzacego z dysocjacji wszystkich grup powierzchniowych przy
danej wartoséci pH, SO (pH), jest suma wktadow pochodzacych od kazdej z grup:

SO (pH) =Qv (pH) = D Niou(K;, pH) (14)
i=1
Po podzieleniu obu stron powyzszego rownania przez catkowita ilos¢ wszystkich
grup funkcyjnych, »,, dostaniemy:
SO (pH)/N; = a(pH) = > ou(pKiy pH) N/N, = ¥ ai(pK,, pH) AK) (15
i=1 =
Wida¢ stad, ze catkowity stopien dysocjacji powierzchni jest suma stopni dyso-
cjacji poszczegdlnych grup powierzchniowych, wazonych przez ich frakcje, AK;).
Na podstawie tego réwnania, nawet gdy nie znamy wartosci V,, mozemy obliczy¢
rozktad statych dysocjacji powierzchniowych grup funkcyjnych. Poniewaz war-
tos¢ (H,") jest trudna do okre$lenia, zaktada sie, ze (H,") = (H") i wtedy zamiast
rzeczywistych warto$ci K; mamy do czynienia z pozornymi warto$ciami statych
dysocjacji, K;,,. Wartosci powyzsze sa sobie praktycznie rowne przy wysokich
mocach jonowych roztworu rownowagowego (tak jak to wystepuje w stosowa-
nych warunkach pomiaru). Korzystajac z przyblizenia kondensacyjnego oraz
stosujac wspotrzedne logarytmiczne (Nederlof i in. 1993) mamy:
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SOKopp i) = [AQ (pHi+1) — AQ (pPH)] / (pKappi+1 — PKapp);  PKappi= PH (16)

gdzie pKiq,,, = —log Ky, a pHs = pH 1 spelniony jest warunek, ze suma udziatow
wszystkich grup rowna jest jednosci:

Z:jl((pKapp,i) =1 (17)

Na podstawie znajomosci wielkosci odpowiednich frakcji oblicza si¢ Srednia
warto$¢ pK,,, dla badanego zakresu (pK par):

pKappav. = E: 1pl<appi ﬂpKappi) (18)

Srednia wartosé PK yppav W badanym zakresie pK,,, (od pH = 3 do pH = 10) ma bezpo-
sredni zwiazek ze Srednia energia wiazania protonow przez powierzchnig¢ korzenia.

Jako wielko$¢ (CEC) korzeni przyjeto liczbe moli zuzytej zasady podczas
miareczkowania do warto$ci pH = 7. Jest to zgodne ze znang z literatury metoda
(Drake i in. 1951, Smith i Wallace 1954, 1955, 1957, Morvan i in. 1979) polega-
jaca na miareczkowaniu korzeni wstgpnie przemytych 0,01M roztworem HCI,
a nastepnie kilkakrotnie woda destylowana do tejze wartosci pH.

Z wielkosci powierzchni wlasciwej korzeni (S) oraz z wielkosci ich catkowitego
fadunku zmiennego (Q) obliczono gegstos¢ tadunku powierzchniowego (SCD).

0/S= SCD (C'm?) (19)

6.3. Charakterystyka wlasciwos$ci jonowymiennych korzeni badanych roslin
jedno i dwuli§ciennych

Krzywe zalezno$ci zmiennego tadunku powierzchniowego od pH i funkcje
rozktadu pozornych statych dysocjacji (pK,,,) dla korzeni badanych roslin rosna-
cych w warunkach kontrolnych (pH7) bez czynnika stresowego przedstawiono na
rysunku 20. Krzywe miareczkowania korzeni roslin dwulisciennych przebiegaly
wyzej niz krzywe miareczkowania korzeni roslin jednoliciennych, przy czym
najwigcej zasady sodowej zuzyto do zobojgtnienia powierzchniowych grup funk-
cyjnych korzeni koniczyny. Nieco mniejszy tadunek powierzchniowy w catym
zakresie pH posiadaty korzenie tubinu. Krzywe miareczkowania potencjome-
trycznego dla korzeni ro$lin jednolisciennych przebiegaly podobnie z tym, ze
korzenie badanej pszenicy charakteryzowaly sig¢ nieco wyzszym catkowitym
zmiennym ladunkiem powierzchniowym niz korzenie zyta. Zmienny tadunek
powierzchniowy korzeni badanych roslin generowany byt przez powierzchniowe
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grupy funkcyjne o r6znej kwasowos$ci. Wzgledne frakcje tych grup f(pK,,,) poka-
zane sg na rysunku 20 jako funkcja rozktadu pozornych statych dysocjacji. Za-
réwno dla korzeni roslin jednoliSciennych jak i dla korzeni roslin dwuliSciennych,
wyraznie zaznaczony jest pik w zakresie pK,,, pomigdzy 6 i 7, pokazujacy wyste-
powanie znacznej ilosci powierzchniowych grup funkcyjnych $rednio kwasnych.
Najmniej tych grup posiada pszenica i koniczyna, a najwigcej tubin. Najwigcej
tadunku powierzchniowego generuja powierzchniowe grupy funkcyjne, ktorych
pozorne state dysocjacji sa mniejsze od 4,5 (pK,,,<4.5). Sa to silnie kwasne po-
wierzchniowe grupy funkcyjne. W korzeniach roslin moga to by¢ przede wszyst-
kim grupy karboksylowe pektyn $ciany komorkowej. W tréjwymiarowej struktu-
rze apoplastu pozorne state dysocjacji okoto 3,5-5 charakteryzuja grupy funkcyj-
ne (gtéwnie grupy karboksylowe) pochodzace od kwasu galakturanowego, pK,,,
okoto 6,5-7,5 to grupy karboksylowe i/ lub fosforanowe i pK,,, okoto 8 to grupy
fenolowe (Meychlik in. 1999, Meychlik i Yermakov 2001). Najwigcej zatem po-
wierzchniowych grup funkcyjnych silnie kwasnych posiadaty korzenie koniczy-
ny, dalej (w kolejnosci zmniejszania si¢ liczby grup o najwigkszej kwasowosci) ko-
rzenie pszenicy, tubinu i zyta. Nie ma wigc zdecydowanych réznic we wzglednej
zawartosci powierzchniowych grup funkcyjnych silnie i srednio kwasnych pomigdzy
roslinami jedno i dwuliSciennymi. Podziat ten wystepuje przy grupach powierzch-
niowych generujacych najstabszy fadunek (pK,,, > 8). Najwigcej grup powierzch-
niowo stabo kwasnych posiadaly korzenie roslin jednolisciennych, przy czym ko-
rzenie zyta charakteryzowaly si¢ najwicksza liczba tych grup. Sciany komorkowe
typu II czyli ro$lin jednolisciennych posiadajg znacznie wigcej zwiazkow fenolowych
niz §ciany komérkowe typu I (innych roslin wyzszych). Zwiazki fenolowe w §cianach
komérkowych typu II sa gléwnym czynnikiem spajajacym i stabilizujacym strukture
scian (Wojtaszek 2001). Wigksza ilo§¢ powierzchniowych grup funkcyjnych o cha-
rakterze stabo kwasnym (pK,,, > 8) w korzeniach badanych zb6z pochodzi najpraw-
dopodobniej od zwiazkow fenolowych. Catkowity zmienny tadunek powierzchniowy
korzeni roslin jednolisciennych byt nieco mniejszy niz korzeni roslin dwulisciennych
(tab. 16). Charakteryzuje on wszystkie obecne na powierzchni badanych korzeni
grupy generujace tadunek.

Roéwniez catkowita pojemnos$¢ kationowymienna dla korzeni badanych ro$lin
jednolisciennych byta nieco mniejsza niz dla korzeni badanych roslin motylko-
wych. Przy czym zdecydowanie najwigkszym catkowitym tadunkiem powierzch-
niowym i najwigksza catkowita pojemnos$cia kationowymienng (CEC) charakte-
ryzowaly si¢ korzenie badanej koniczyny. W przypadku korzeni koniczyny za-
rowno wielkos¢ tadunku powierzchniowego jak i1 wielkos¢ CEC byly istotnie
wigksze w poréwnaniu z korzeniami pozostatych badanych roslin (tab. 17).
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Rys. 20. A — Calkowity, zmienny ladunek
powierzchniowy korzeni (pH7) i B — funkcje
rozktadu statych dysocjacji (pK,,,)

Fig. 20. A — Total surface charge (pH7) and

B — distribution function dissociation con-
stants (pK,,p)

Tabela 16. Catkowity fadunek powierzchniowy (Qv.), CEC, $rednie z pozornej statej dysocjacji
(PKpp), gestos¢ tadunku powierzchniowego (SCD), korzeni ro$lin jedno i dwulisciennych ($r. z 3

powtdrzen + 95% przedziat ufnosci)

Table 16. Total surface charge (Qv.), CEC, average surface dissociation constant (pK,,,), surface
charge density (SCD) for roots of monocotyledonous and dicotyledonous plants (av. from 3 repli-

cates £95% confidence interval)

Wiasciwosci Zyto Pszenica Lubin Koniczyna
Properties Rye Wheat Lupine Clover
Ov.( pmol-g™) 1069+ 3,3 1105 +3,6 1118+ 0,9 1285+ 0,2
CEC (umol-g™) 623+ 3,5 662 2,8 666 £2,9 807 £0.5
DK,y $1. — av. 6,3+ 0,3 6,26 0,1 6,6,4 £0.3 6,3 403

SCD (C'm?) 0,391+0,1 0,413+0,02 0,551 +0,1 0,581+0,1
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Tabela 17. Analiza statystyczna badanych wielkosci. Test-t (test Studenta), dwustronny, Typ-2
(homeostatyczny), w ktorym zaktada si¢, ze wariancje dla $rednich z proby nie roznia si¢ migdzy
soba — srednie sa jednakowe (P < 0,05 ) w £95% poziomie istotnosci. 1 — Prawda, 0 — Falsz

Table 17. Statistical analysis of obtained results: Student-t, Two tailed, Type 2 (homoscedastic), in
which it is assumed that variances for average of samples do not differ significantly from each other
— averages are the same (P < 0.05) for = 95% confidence level. 1 —True, 0 — False

Wariant A B C D
Variant CEC
A 1 1 1 0
B 1 1 1 0
C 1 1 1 1
D 0 0 1 1
Ov.
A 1 1 1 0
B 1 1 1 0
pKapp
A 1 1 1 1
B 1 1 1 1
SCD
A 1 0 5,37E-0,5 3,97E-0,5
B 0 1 0 0

A — Zyto — Rye, B — Pszenica — Wheat, C— Lubin — Lupine, D — Koniczyna — Clover.

W literaturze przedmiotu (Gray i in. 1953, Wiklander i Elgabaly 1956, Elga-
baly 1 Wiklander 1959, Amory i Dufey 1984, Woodward i in. 1984) spotyka si¢
stwierdzenia, ze rosliny jednoliScienne posiadaja z reguly dwukrotnie mniejsze
CEC niz rosliny dwuliscienne. Regula ta jednak sprawdza si¢ przede wszystkim
dla roslin dwulisciennych wieloletnich. W obrgbie roslin dwulisciennych jedno-
rocznych czy dwuletnich wystepuje znacznie wigksze zréznicowanie wielko$ci
ich calkowitej pojemnosci kationowymiennej (CEC) 1 nie w kazdym przypadku
jest ona zdecydowanie wigksza od CEC roslin jednolisciennych (Glinski i Lipiec
1990). O wielkosci CEC decyduja przede wszystkim polisacharydy kwasne zbu-
dowane gtownie z reszt kwasu galakturanowego nazywane pektynami. W wyniku
dysocjacji grup karboksylowych pektyn powstaje tadunek ujemny (—COO). Po-
nadto na ujemny tadunek korzeni moga wptywaé réwniez grupy karboksylowe
protein §ciany komorkowej oraz grupy karboksylowe protein i fosforanowe fosfo-
lipidow membran cytoplazmatycznych (Szwejkowska 2000, Wojtaszek 2000,
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Tretyn 2001). W synteze $cian komoérkowych zaangazowane jest wiele reakcji
biochemicznych komorki. Ztozonos¢ mechanizméw kontrolujacych ten proces
(zwlaszcza biosyntezg polisacharydow) jest przedmiotem badan stosunkowo od
niedawna. Rezultaty ich sa jeszcze nie wystarczajace do precyzyjnego wyjasnie-
nia roli poszczegdlnych czynnikoéw decydujacych o wielkosci tadunku po-
wierzchniowego w korzeniach roslin jedno i dwuli$ciennych. Jednak, chociaz nie
odnotowano statystycznie istotnych réznic w wielkosci tadunku powierzchniowe-
go i CEC pomiedzy korzeniami badanych roslin zbozowych a korzeniami tubinu,
to w korzeniach tubinu sa one wyzsze.

Ggstos¢ tadunku powierzchniowego obliczona z wielko$ci powierzchni wia-
sciwej (pozornej) i catkowitego zmiennego tadunku badanych korzeni przedsta-
wiona zostata w tabeli 16. Ggstos¢ tadunku powierzchniowego (SCD) korzeni
badanych roslin dwulisciennych jest zdecydowanie wigksza niz dla ro$lin jednoli-
sciennych. Mozna wigc stwierdzi¢, ze korzenie badanych roslin jedno i dwuli-
sciennych rdznia si¢ migdzy soba pod wzgledem wielkosci catkowitego zmienne-
go tadunku powierzchniowego, pojemnoscia kationowymienna, a przede wszyst-
kim istotne roznice wystepuja w gestosci fadunku powierzchniowego.

6.4. Wplyw jondow glinu na wlasciwosci jonowymienne badanych korzeni

Whasciwos$ci jonowymienne korzeni moga by¢ modyfikowane przez czynniki
stresowe obecne w srodowisku wzrostu i rozwoju korzeni. Na rysunku 21 przed-
stawiono krzywe zmian catkowitego zmiennego tadunku powierzchniowego
w funkcji pH dla korzeni kontrolnych i stresowanych glinem, wyznaczone na
podstawie miareczkowania potencjometrycznego. Podobnie jak w przypadku
izoterm adsorpcji nie odnotowano wyraznego wplywu samych jonéw wodoro-
wych (pH 4,5 bez jonow glinu) na zmiang zalezno$ci tadunku powierzchniowego
od pH, dopiero obecnos¢ glinu w pozywce wptyneta na zmiang krzywych zalez-
nosci tadunku powierzchniowego od pH. Krzywe te zmieniaja si¢ z r6zna inten-
sywnos$cia dla korzeni badanych roslin. Praktycznie dla wszystkich badanych
korzeni roslin jedno i dwuliSciennych catkowity zmienny tadunek powierzchnio-
wy jest najnizszy przy stezeniu glinu w pozywce 20 mg-dm™. Dla wszystkich
korzeni inkubowanych przy najwyzszym stezeniu glinu, krzywe miareczkowania
leza powyzej krzywych miareczkowania korzeni stresowanych nizszymi steze-
niami glinu w zakresie $rednich i wysokich wartos$ci pH.

llos¢ grup powierzchniowych o roznej kwasowosci charakteryzuja funkcje
rozktadu statych dysocjacji (rys. 22).
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Rys. 21. Ladunek powierzchniowy w funkcji pH dla korzeni stresowanych glinem
Fig.21. Surface charge versus pH dependence for Al-stressed roots
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Rys. 22. Funkcje rozktadu pozornych statych dysocjacji dla korzeni stresowanych glinem
Fig. 22. Distribution functions of apparent surface dissociation constants of Al-stressed roots

Dla wszystkich badanych korzeni obecnos¢ glinu w pozywce wptynela na
zmniejszenie sig liczby grup silnie kwasnych pK,,, okoto 3,5 a wigc prawdopo-
dobnie grup karboksylowych kwasu galakturanowego, przy czym dla korzeni
koniczyny zmniejszyta si¢ liczba powierzchniowych grup zaréwno silnie kwa-
snych (pK,,,<5) jak i wigkszo$¢ grup o $redniej mocy (5 < pK,,,<8). Wzrosta
natomiast liczba grup powierzchniowych stabo kwasnych (pK,,,>8), podobnie jak
dla korzeni ros$lin jednoli§ciennych. Wyrazne zmniejszenie silnie kwasnych grup
powierzchniowych moze by¢ spowodowane silnym kompleksowaniem jonoéw
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glinu przez te grupy funkcyjne, badz tez przez zmiany fizjologiczne, prowadzace
do zwigkszonej produkcji zwiazkéw organicznych o stabszych wlasciwosciach
kwasowych, ktore tatwiej wiaza protony (Matsumoto 1988). Wynikiem tego mo-
ze by¢ zarbwno wzrost pH rizosfery jak 1 wzrost pH cytozolu. Mozliwe jest row-
niez, ze zmiana potencjatu elektrostatycznego membran cytoplazmatycznych
(Vierstra i Haug 1978, Matsumoto i in. 1992), jak tez ograniczenie cementujacej
roli pektyniandbw wapnia, prowadzace do rozerwania si¢ $cian komorkowych
(Wagatsuma i in. 1987b, Jan 1993) powoduja, ze czg$¢ silnie kwasnych koloidow
cytozolu wydostaje si¢ na zewnatrz korzenia jeszcze podczas ich wzrostu.

Ogolny charakter zmian kwasowoS$ci powierzchni badanych roslin przedstawia-
ja $rednie z pozornych statych dysocjacji (tab. 18). Dla wigkszosci korzeni bada-
nych roélin $rednie pK,,pq. nieznacznie wzrastaja, co Swiadczy o niewielkim spad-
ku ogolnej kwasowosci powierzchni korzeni. Jedynie dla korzeni koniczyny (inku-
bowanych w 40 i 100 mg-dm™ glinu w pozywce) i dla korzeni zyta inkubowanych
przy najwyzszym stgzeniu glinu, Srednie ze stalych dysocjacji zmniejszaja sig, czyli
wzrasta nieznacznie kwasowo$¢ powierzchni tych korzeni. Niemniej jednak roéznice
pomigdzy $rednimi z pozornych statych dysocjacji nie sa istotne. W tabeli 18
przedstawiono rowniez zmiany catkowitej pojemnosci kationowymiennej (CEC)
i catkowitego tadunku powierzchniowego (Qv) korzeni badanych roslin stresowa-
nych glinem. U wszystkich korzeni ro$lin jednolisciennych i dwulisciennych, inku-
bowanych w stezeniach glinu 5, 10 i 20 mg-dm™ pozywki, odnotowano zmniejsze-
nie si¢ pojemnosci kationowymiennej i catkowitego zmiennego tadunku po-
wierzchniowego, przy czym statystyczne istotne réznice (P < 0,05) dla wielkos$ci
CEC i tadunku powierzchniowego (w odniesieniu do korzeni roslin kontrolnych),
wystepuja dla wigkszosci badanych korzeni stresowanych 10 i 20 mg-dm™ glinu.
Mozna przypuszczaé, ze sa to stgzenia, przy ktorych glin blokuje najwigksza ilosé¢
grup karboksylowych odpowiedzialnych za catkowita pojemno$¢ kationowymienna
badanych korzeni. Jednoczesnie dla wigkszosci badanych roslin sa to stezenia,
umozliwiajace wiaczenie si¢ innych mechanizméw obronnych rosliny, na przyktad
zwigkszone wydzielanie fosforandw, maleiniandw czy tez kwaséw uronowych,
wiazacych glin w apoplascie komorek korzenia i/lub w wakuoli. Mozliwym jest
takze, ze stezenie jonéow Al™ w pozywee rzedu 10 i 20 mg-dm™ powoduje de-
strukcje $cian komorkowych u roslin bardziej wrazliwych, w rezultacie czego
zmienia si¢ ogolny charakter chemiczny badanych powierzchni korzeni (Jozefa-
ciuk i1 Szatanik Kloc 2003, 2004). W korzeniach zyta, ktére jest najbardziej od-
porne na fitotoksyczne st¢zenia glinu, istotne réznice wielkosci catkowitego ta-
dunku powierzchniowego (w odniesieniu do korzeni roslin kontrolnych) odnoto-
wano dopiero dla korzeni inkubowanych przy 100 mg-dm™ glinu w pozywce.
Natomiast dla korzeni koniczyny tadunek powierzchniowy zmniejszyt sig istotnie
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(poza stezeniem 5 mg-dm™ Al” w pozywce) praktyczne dla wszystkich stezen
jonow glinu stosowanych w do$wiadczeniu.

Tabela 18. Calkowita pojemnos¢ kationowymienna (CEC). Catkowity zmienny tadunek powierzch-
niowy (Qv.) i $rednie z pozornych statych dysocjacji (pK,,,) korzeni stresowanych glinem ($r. z 3
powtorzen + 95% przedziat ufnosci). Zmiany istotnie rozne od kontroli (P<0,05) oznaczono pogrubio-
ng czcionka

Table 18. Cation Exchange capacity (CEC), total variable surface charge (Qv.) and average value of
logarithm of surface dissociation constant (pK,,,,) for Al-stressed roots (av. from 3 replicates = 95%
confidence interval). Bold — significant differences (P<0.05)

) Zyto Pszenica Lubin Koniczyna
Wariant Rye Wheat Lupine Clover
Variant

CEC (umol - g™)
pH7+4,5 62343,5 662+2,8 666+2,9 807+0,5
pH4,5+5A1 553+1.4 637+4,5 583+1,7 751475
pH4,5+10Al 549+0,5 551+2,1 551+1,2 631+6,6
pH4,5+20A1 542+1,4 506+3,2 531+5,0 583+5,8
pH4,5+40A1 582+1,7 671484 611+0,7 663+0,4
pH4,5+100A1 583+8,8 685+8,2 639+5,3 731+5,5
Ov (umol-g™)
pH7+4,5 1069+3,3 1105£3,6 1118+0,9 1285+0,2
pH4,5+5A1 1006+7,5 102745,6 1097+6,5 1247+2,0
pH4,5+10A1 964+0,3 987+0,7 1028+1,9 1154+0,6
pH4,5+20A1 1024+2,7 977+6,1 1027+3,5 1123+4,3
pH4,5+40A1 1058+3,2 1131+7,6 1070+3,5 1099+4,5
pH4,5+100A1 1182+0,4 1141483 1109+3,0 1112+3,8
PKapp

pH7+4,5 6,4+0,3 6,3+0,05 6,4+0,3 6,3+0,3

pH4,5+5Al 6,58+0,1 6,3+0,1 6,39+0,1 6,4+0,01
pH4,5+10A1 6,62+0,2 6,4+0,2 6,44+0,1 6,8+0,02
pH4,5+20A1 6,67+0,2 6,5+0,2 6,57+0,7 6,8+0,3

pH4,5+40Al 6,73+0,1 6,6+0,8 6,6+0,02 6,10,04

pH4,5+100Al 6,52+0,1 6,603 6,6+0.3 6,0+£0,2
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Zastosowanie subletalnych lub letalnych stgzen glinu spowodowato zwigk-
szenie si¢ CEC 1 catkowitego tadunku powierzchniowego u roslin z nizszym po-
ziomem tolerancji na glin. Prawdopodobnie jest to wynikiem znacznego ograni-
czenia lub ustania reakcji fizjologicznych i metabolicznych korzeni lub moze by¢
zwiazane z usuwaniem z wakuoli znajdujacych si¢ tam jondéw glinu do apoplastu
korzenia. Istotnie wigksze roznice (w odniesieniu do kontroli) wielkos$ci catkowi-
tego tadunku powierzchniowego praktycznie dla wszystkich stosowanych w do-
$wiadczeniu st¢zeniach glinu wykazuja korzenie koniczyny. Opisany w rozdziale
5 istotny wzrost pozornej powierzchni wlasciwej dla korzeni badanych roslin
bobowatych pod wptywem jondéw glinu oraz znaczne zmniejszenie si¢ tadunku
powierzchniowego, wpltyngto na zmiang ggstosci tadunku powierzchniowego
(SCD) tych korzeni. W tabeli 19 przedstawiono zmiany gestosci tadunku po-
wierzchniowego dla korzeni kontrolnych i inkubowanych w obecnosci glinu.

Tabela 19. Ggstos¢ tadunku powierzchniowego (SCD) dla korzeni roslin stresowanych glinem
(§r. z 3 powtdrzen). Zmiany istotnie rozne od kontroli (P<0,05) oznaczono pogrubiong czcionka
Table 19. Surface charge density (SCD) for Al-stressed roots (av. from 3 replicated experiments).
Bold - significant differences (P<0.05)

. Zyto Pszenica Eubin Koniczyna
Wariant Rye Wheat Lupine Clover
Variant 2
SCD (C'm?)

pH7+4,5 0,391 0,413 0,551 0,581
pH4,5+5Al 0,391 0,410 0,513 0,540
pH4,5+10Al 0,396 0,407 0,466 0,489
pH4,5+20Al 0,396 0,347 0,449 0,471
pH4,5+40Al 0,398 0,372 0,427 0,428
pH4,5+100A1 0,399 0,391 0,420 0,422

Ggstos¢ tadunku powierzchniowego dla wszystkich badanych korzeni (poza
korzeniami zyta) zmniejszylta si¢ w miar¢ nasilenia si¢ czynnika stresowego, przy
czym istotne zmniejszenie si¢ SCD odnotowano w korzeniach roslin dwuliscien-
nych, dla wszystkich stosowanych w doswiadczeniu stgzen glinu (oprocz korzeni
tubinu inkubowanych w najnizszym stezeniu Al™). Dla korzeni badanej pszenicy
istotne zmniejszenie sig¢ ggstosci tadunku powierzchniowego odnotowano dla
stezen jonow Al rzedu 10 i 20 mg-dm™ pozywki. Pomimo, Zze pozorna po-
wierzchnia wlasciwa korzeni pszenicy inkubowanych w 10 mg-dm™ glinu w po-
zywce zmniejszyla si¢, spadek catkowitego zmiennego tadunku powierzchniowe-
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go byl na tyle istotny, ze wyraznie wptynat roéwniez na gestos¢ tadunku po-
wierzchniowego tych korzeni. Nie odnotowano takich zmian dla korzeni badanej
odmiany zyta, chociaz catkowity zmienny ladunek jego korzeni roéwniez sig
zmniejszyl. Zmiany te jednak byly nieznaczne.

Spadek gestosci tadunku powierzchniowego moze by¢ zwiazany ze zmniejsze-
niem si¢ wysokoenergetycznych polarnych centéw adsorpcyjnych (Rozdziat 5) dla
korzeni stresowanych (grupy funkcyjne generujace najwigcej tadunku powierzchnio-
wego sa z reguly silnie polarne, np. grupy karboksylowe, ktore wiaza rowniez naj-
wigcej metali). Obecnos¢ czynnika stresowego mogta rowniez spowodowac urucha-
mianie calego szeregu innych mechanizméw obronnych, do ktérych nalezy (wcze-
$niej wspomniane) wydzielanie zwiazkow o charakterze stabo kwasnym, fosforanéw
1 maleinianéw (Olma i Ohira 1983, 1985, Horst i in. 1983, 1991, Peller i in. 1997,
Kochian 2001). Ponadto obecne w korzeniu jony glinu mogly by¢ chelatowane
w cytozolu i podlega¢ kompartmentacji w wakuoli. Prawdopodobnym jest wigc, ze
dla korzeni badanej odmiany Zzyta, charakteryzujacej si¢ najnizsza catkowita pojem-
noscia kationowymienng spos$rod korzeni badanych roslin, mniejsze znaczenie na
unieruchamianie glinu w apoplascie miato wiazanie tego metalu z grupami karboksy-
lowymi pektyn. Na detoksykacje glinu w korzeniach zyta wigkszy wptyw mogly
miec¢ raczej inne mechanizmy odpornosciowe (np. tworzenie metaloprotein i kom-
partmentacja w wakuoli), co moze by¢ zwiazane z faktem, iz obserwowane pod
wplywem glinu zmiany CEC i catkowitego zmiennego tadunku powierzchniowego w
korzeniach zyta sa mniej wyrazne niz dla korzeni pozostatych badanych roslin. Brak
istotnych roznic w wielkosci catkowitej pojemnosci kationowymiennej (CEC), cat-
kowitego zmiennego tadunku powierzchniowego oraz gestosci tadunku powierzch-
niowego korzeni badanej odmiany pszenicy przy wysokich st¢zeniach glinu w po-
zywee (40 i 100 mg-dm™ jonow Al” w pozywce) moze by¢ z kolei wynikiem nieod-
wracalnych uszkodzen zaréwno strukturalnych jak i funkcjonalnych tych korzeni,
poniewaz najwyzsze stosowane w doswiadczeniu st¢zenia glinu sa dla tego gatunku
letalne. Istotnie wigksze rdznice charakteryzowanych wiasciwosci korzeni roslin
dwulisciennych stresowanych glinem (w poréwnaniu z korzeniami tych ro$lin rosna-
cych w warunkach optymalnych) nie musza koniecznie wynika¢ z ich mniejszej od-
porno$ci. Moga by¢ zwiazane z jednoczesnym funkcjonowaniem wielopoziomowych
mechanizmow zaangazowanych w obrong roslin przed czynnikiem stresowym (Ba-
ker i Walker 1990, Antosiewicz 1992, Siedlecka i in. 2001).

6.5. Wplyw jonéw miedzi na wlasciwos$ci jonowymienne badanych korzeni

Krzywe zaleznos$ci calkowitego zmiennego tadunku powierzchniowego od pH
dla korzeni badanych roslin kontrolnych i rosnacych przy dodatkowej aplikacji
miedzi w pozywce przedstawiono na rysunku 23.
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Rys. 23. Ladunek powierzchniowy w funkcji pH dla korzeni stresowanych miedzia
Fig. 23. Surface charge versus pH dependence for Cu-stressed roots
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Nie odnotowano réznicy w przebiegu krzywych miareczkowania potencjome-
trycznego pomigdzy korzeniami rosnacymi w pH7 a korzeniami, ktérym obnizo-
no odczyn pozywki do pH4,5 bez dodatkowej aplikacji jonow Cu'>. Zdecydowa-
ne réznice wielkosci tadunku powierzchniowego wystapity dopiero dla korzeni
roslin, ktérym zaaplikowano dodatkowa ilos¢ miedzi. Catkowity zmienny tadu-
nek powierzchniowy badanych korzeni roslin dwulisciennych i korzeni zyta
zmniejszyt si¢ w najwigkszym stopniu dla korzeni inkubowanych w stezeniu
miedzi rzedu 20 mg-dm™ pozywki. Krzywe miareczkowania korzeni zyta i roslin
dwulisciennych inkubowanych w wyzszych stezeniach miedzi wykazywaty ten-
dencje wzrostowe. W miar¢ nasilania si¢ czynnika stresowego przebieg tych
krzywych byl coraz bardziej zblizony do przebiegu krzywych korzeni kontrol-
nych. Dla korzeni koniczyny rosnacej przy 100 mg-dm™ Cu", krzywe miarecz-
kowania potencjometrycznego w najmniejszym stopniu réznilty si¢ od krzywych
korzeni kontrolnych tych roslin. Nie oznacza to wigkszej odpornosci tych roslin
na fitotoksyczne stgzenia miedzi w podlozu. Wrecz przeciwnie, ekstremalne stg-
zenia miedzi stosowane w do$wiadczeniu byly st¢zeniami letalnymi dla badanych
roslin, zatem czas zycia rosliny byt zbyt krotki aby nastapily zmiany wlasciwosci
powierzchniowych tkanki. Najmniejszymi réznicami w przebiegu krzywych mia-
reczkowania charakteryzowaty si¢ korzenie zyta. Dla korzeni badanej odmiany
pszenicy, calkowity zmienny tadunek powierzchniowy zmniejszy? si¢ proporcjo-
nalnie do nasilenia czynnika stresowego-miedzi.

Na rysunku 24 przedstawiono funkcje rozktadu pozornych statych dysocjacji
iich zmiany pod wptywem jonéw miedzi. Dodatkowa aplikacja jondw miedzi
W pozywce w istotny sposdb zmniejszylta liczbe frakcji powierzchniowych grup
funkcyjnych silnie kwasnych (pK,,, ~ 3,5), a wigc generujacych najwigcej tadun-
ku powierzchniowego. Dla wszystkich badanych korzeni wzrosta z kolei liczba
grup powierzchniowych o $redniej kwasowosci (5 < pK,,, < 8) i nie zmienila sig,
lub nieznacznie zmniejszyla sig¢ liczba stabo kwasnych powierzchniowych grup
funkcyjnych (pK,, > 8). Zmniejszenie si¢ liczby silnie kwasnych grup po-
wierzchniowych w szczegolnie istotny sposdb wptyneto na obnizenie catkowitej
pojemnosci kationowymiennej (tab. 20), ktéra determinowana jest przede wszyst-
kim liczba grup karboksylowych pektyn $ciany komorkowej, wiazacych silnie
metale i nalezacych do silnie kwasnych grup powierzchniowych korzenia. Spadek
CEC korzeni dla wigkszo$ci badanych roslin inkubowanych w subletalnych ste-
zeniach miedzi (20 mg-dm™) moze by¢é zwiazany z blokowaniem tych grup przez
jony Cu™. Obecno$é czynnika stresowego wywoluje destabilizacje struktury (np.
biatek, bton i $cian komérkowych) i zmiany funkcjonalne (procesow biochemicz-
nych i energetycznych) co wpltywa na prawidlowo$¢ procesow zyciowych organi-
zmu (Kacperska 2007b). Rezultatem tego moze by¢ zaktocenie gospodarki jono-
wej 1/lub bilansu energetycznego w komorkach korzenia co wptywa posrednio na
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zmiany ilo$ciowe i jakoSciowe takich proceséw jak fotosynteza i oddychanie.
Zmienia si¢ takze bezposrednio chemiczny charakter powierzchni korzenia, co
moglo mie¢ wptyw (rys. 24) na wzrost srednio kwasnych grup powierzchniowych
i zmniejszenie si¢ frakcji grup o najnizszych wiasciwosciach kwasowych (generu-
jacych najmniej tadunku powierzchniowego).
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Rys. 24. Funkcje rozktadu pozornych statych dysocjacji dla korzeni stresowanych miedzia

Fig. 24. Distribution functions of apparent surface dissociation constants for Cu-stressed roots

Generalnie dla korzeni inkubowanych we wszystkich stosowanych w doswiad-
czeniu stezeniach miedzi, catkowity zmienny tadunek powierzchniowy zmniejszyt si¢
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w stosunku do korzeni rosnacymi bez stresora (tab. 20). Zmienit si¢ rowniez nie-
znacznie ogolny charakter kwasowosci powierzchni korzeni badanych roslin, cha-
rakteryzowany poprzez $rednie state dysocjacji (tab. 20), ktore dla korzeni streso-
wanych miedzig nieznacznie wzrosty (w warunkach stresu obnizyta si¢ kwasowosé
powierzchni badanych korzeni).

Tabela 20. Calkowita pojemnos¢ kationowymienna (CEC). Catkowity zmienny tadunek powierzchniowy
(Qv.) i $rednie ze pozornych statych dysocjacji (pK,,,) korzeni stresowanych miedzia (§r. z 3 powtorzen =
95% przedziat ufno$ci). Zmiany istotnie rozne od kontroli (P<0,05) oznaczono pogrubiona czcionka
Table 20. Cation Exchange capacity (CEC), total variable surface charge (Qv.) and average value of
log of surface dissociation constant (pK,,,) for Cu-stressed roots ( av. from 3 replicated experiments
+ 95% confidence interval). Bold — significant differences (P<0.05)

Zyto Pszenica Eubin Koniczyna
War.iant Rye Wheat Lupine Clover
Variant CEC (umol'g'l)
pH7+4,5 623+3,5 662+2,8 666+2,9 807+0,5
pH4,5+20Cu 318+4,8 393+0,8 386+1,9 376+5,1
pH4,5+50Cu 398+4.8 36622,4 479+4,7 47754
pH4,5+100Cu 415£2,1 379+0,4 485+4,6 630+1,3
Ov. (umol-g™
pH7+4,5 1069+3,3 110543,6 1118+0,9 1285+0,2
pH4,5+20Cu 7870,8 630+1,6 729+4,7 514+6,5
pH4,5+50Cu 783+0,2 578+1,5 830+1,3 578+4,1
pH4,5+100Cu 795+7,2 543+1,3 862+2,2 825+2,1
PKapp
pH7+4.5 6,4+0,3 6,3%0,05 6,4+0,3 6,3+0,3
pH4,5+20Cu 71403 6,5+0,02 6,9 £0,3 6,2 40,2
pH4,5+50Cu 6,9 0,4 6,6+0,04 7,040,3 6,3+0,1
pH4,5+100Cu 6,9 0,3 6.7 £0,04 7,0+0,2 6,4+0,1

Spadek liczby silnie kwasnych grup generujacych tadunek powierzchniowy
1 zmiany pozornej powierzchni wtasciwej pod wplywem fitotoksycznych stezen
miedzi spowodowaly rowniez obnizenie gesto$ci tadunku na powierzchni bada-
nych korzeni (tab. 21).
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Zmniejszenie si¢ gestosci tadunku powierzchniowego korzeni inkubowanych
w dodatkowej aplikacji miedzi w pozywce w stosunku do korzeni kontrolnych,
byto istotne dla wszystkich badanych korzeni i dla wszystkich stosowanych
w doswiadczeniu stgzen miedzi. Prawdopodobne jest wigc, ze stres miedziowy
spowodowal zatamanie si¢ integralno$ci komorek korzeni zanim wilaczyly sie
mechanizmy obronne.

Tabela 21. Ggstosci tadunku powierzchniowego (SCD) w korzeniach roslin stresowanych miedzia
(8r. z 3 powtdrzen). Zmiany istotnie rozne od kontroli (P<0,05) oznaczono pogrubiong czcionka
Table 21. Surface charge density (SCD) of Cu-stressed roots (av. from 3 replicated experiments).
Bold - significant differences (P<0.05)

_ Zyto Pszenica Lubin Koniczyna
Wariant Rye Wheat Lupine Clover
Variant 5
SCD (C-m?)

pH7+4,5 0,391 0,413 0,551 0,581
pH4,5+20Cu 0,295 0,247 0,230 0,185
pH4,5+50Cu 0,310 0,216 0,267 0,191
pH4,5+100Cu 0,280 0,203 0,285 0,289

Istnieje rowniez duze prawdopodobienstwo, ze badane gatunki (by¢ moze
i odmiany) ro$lin nie sa dostatecznie wyposazone w mechanizmy odpornosciowe
na toksyczne stezenia miedzi. Wigkszo$¢ badan zwigzanych z mechanizmami od-
porno$ciowymi (zarowno adaptacyjnymi jak i aklimatyzacyjnymi) na wysokie ste-
zenia w podtozu jondéw miedzi, dotyczy specyficznych gatunkéw roslin tzw. hyper-
kumulatoréw na przyktad Tlaspi cerrelalus, Silene vulgaris, Armeria Maritina (Po-
schenrieder i in. 2001, Van Hoof i in. 2001, Lombini i in. 2001). Niedobor wapnia
wystepujacy w komorkach korzeni w zwiazku z wysokimi st¢zeniami metali cigz-
kich prowadzi do destrukcji $cian komorkowych tkanek korzeniowych, co zmienia
chemiczny charakter ich powierzchni i zakldca wlasciwosci jonowymienne korze-
nia. Wiele czynnikow zatem moze determinowaé zmiany jonowymiennych wiasci-
wosci korzeni badanych roslin stresowanych miedzia. Zar6wno korzenie roslin
jednolisciennych jak i dwulisciennych reagowaty na fitotoksyczne st¢zenia miedzi
istotnym zmniejszeniem sig¢ calkowitej pojemnosci kationowymiennej (CEC),
spadkiem catkowitego tadunku powierzchniowego oraz obnizeniem gestosci fadun-
ku powierzchniowego.

Podsumowanie rozdziatu

Korzenie badanych roslin dwulisciennych (zwlaszcza korzenie koniczyny)
charakteryzowaty si¢ wigkszymi niz korzenie ro$lin jednoliciennych wielko-
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$ciami odpowiadajacymi za ich wlasciwosci jonowymienne. Statystycznie istotne
ro6znice odnotowano przede wszystkim dla gestosci tadunku powierzchniowego.

Obecno$¢ subletalnych stezen jonow glinu i dodatkowej aplikacji miedzi
W pozywce w istotny sposob wplynetly na zmniejszenie si¢ catkowitej pojemnosci
kationowymiennej (CEC), catkowitego tadunku powierzchniowego (Q) i ggstosci
tego tadunku na powierzchni (SCD) wszystkich badanych korzeni. Jest to zwiaza-
ne z jednym z gléwnych mechanizméw obronnych roslin na fitotoksyczne steze-
nia glinu i miedzi, jakim jest wiazanie jonéw tych metali z grupami karboksylo-
wymi pektyn $ciany komdrkowej. Grupy te z kolei w najwigkszym stopniu decy-
duja o uyjemnym tadunku korzeni, a wigc odpowiadaja za wielkos$¢ ich caltkowitej
pojemnosci kationowymiennej. O blokowaniu przez jony glinu i miedzi grup
karboksylowych obecnych w korzeniu $wiadczy rowniez zmniejszenie sig¢ w ko-
rzeniach stresowanych liczby silnie kwasnych grup powierzchniowych, a wigc
przede wszystkim grup karboksylowych pektyn $ciany komorkowe;.

Powyzej okreslonej (dla danego gatunku czy odmiany) granicy stgzenia stre-
soro6w, moga one by¢ migdzy innymi unieruchamiane (zwtaszcza w przypadku
glinu) w wolnych przestworach komdrkowych korzeni i w wakuolach. Zaobser-
wowane w niniejszych badaniach tendencje wzrostu badanych wielkosci CEC
i catkowitego tadunku powierzchniowego dla korzeni inkubowanych w letalnych
stezeniach glinu 1 miedzi najprawdopodobniej byly wynikiem usuwania z wakuoli
podczas miareczkowania obecnych tam jondw metali. Letalne st¢zenia stresoréw
mogly takze ograniczy¢ lub wrecz spowodowaé catkowita utrate homeostazy
komoérkowej w wyniku tego ustaty reakcje fizjologiczne i metaboliczne korzeni,
a wigc rowniez zmienily si¢ ich wlasciwosci jonowymienne. Nie bez znaczenia
dla tych wtasciwosci byta rowniez wielce prawdopodobna destrukcja $ciany ko-
morkowej zwigzana z niedoborem jonéw wapnia.

W reakcji roslin na fitotoksyczne st¢zenia glinu i miedzi, w kontekscie zmian
charakteryzowanych wlasciwosci jonowymiennych, nie odnotowano wyraznego
podziatu na rosliny jedno i dwuliscienne. Najwigkszym spadkiem tadunku po-
wierzchniowego i CEC charakteryzowaty si¢ korzenie koniczyny i pszenicy,
a najmniejszym z kolei korzenie zyta. Wyrazny podzial na rosliny jedno i dwuli-
$cienne odnotowano natomiast w zmianach ggstosci tadunku (SCD) na po-
wierzchni korzeni stresowanych jonami glinu.
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7. PODSUMOWANIE

Fitotoksyczne stezenia glinu i miedzi wywotuja zmiany charakterystyk bio-
metrycznych korzeni badanych roslin. Wzgledne zmiany dlugosci korzeni ro$lin
stresowanych w odniesieniu do korzeni rosnacych bez stresorow przedstawiono
na rysunku 25.
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Rys. 25. Stosunek sumarycznej dtugosci korzeni stresowanych do korzeni kontrolnych
Fig. 25. Ratio of the combined total length of stressed roots to control roots

Pod wptywem stosowanych w doswiadczeniu stgzen glinu i miedzi suma-
ryczna dtugos¢ korzeni badanych roslin zmniejszyta si¢. W przypadku stresu gli-
nowego ro$liny dwuliscienne zareagowaly zdecydowanie bardziej niz rosliny
jednoliscienne. Dla subletalnych stezen glinu w pozywce $rednica korzeni bada-
nych roslin zwigckszyta si¢ (rys. 26), natomiast dla korzeni inkubowanych w do-
datkowej aplikacji miedzi i dla nizszych stosowanych w do§wiadczeniu stezen
jonow glinu odnotowano zmniejszenie si¢ Srednicy korzeni badanych roslin. Za
zmiany charakterystyk biometrycznych prawdopodobnie odpowiedzialne bylo
uszkodzenie komoérek merystematycznych wierzchotka korzenia i komorek strefy
wydtuzania. Obecno$¢ stresoréw mogta wptynaé réwniez na zaburzenia w pro-
dukcji 1 przewodzeniu fitohormonow stymulujacych wzrost korzenia, o czym juz
niejednokrotnie donoszono w literaturze przedmiotu (Wagatsuma 1987b, Klima-
szewskij 1990).
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Rys. 26. Stosunek $redniej srednicy korzeni stresowanych do korzeni kontrolnych
Fig. 26. Ratio of the average diameter of stressed roots to that of control roots

Zaburzenia pod wplywem stresorow wzrostu i rozwoju korzeni, a takze anta-
gonistyczne oddzialywania pomigdzy glinem i miedzia (ktorych zawartos¢ gtow-
nie w korzeniach wzrastata wprost proporcjonalnie do st¢zenia stresoro6w) a in-
nymi makro i mikroelementami wplyngty na zmniejszenie si¢ zawarto$ci tych
ostatnich w korzeniach i czgéciach nadziemnych roslin, co niewatpliwie pozostato
rowniez nie bez znaczenia dla spadku suchej masy korzeni i czg$ci nadziemnych.
Ogolne tendencje tych zmian (szczegdlnie w przypadku stresu miedziowego) nie
wykazaly wyraznego podzialu (poza dhugoscia korzeni) na grupeg roslin jedno
i dwuli$ciennych. Podziat ten raczej dotyczyl roslin bardziej wrazliwych na pH
srodowiska i wtorme czynniki zakwaszenia jak fitotoksyczno$¢ metali cigzkich
i glinu, wykazujacych wigksze wymagania co do zyznosci gleby (koniczyna,
pszenica) oraz ro$lin wzglednie dobrze rozwijajacych si¢ w srodowisku stabo
kwasnym, ktorych wymagania co do zasobnosci podtoza w sktadniki mineralne
jest znacznie mniejsze (zyto i tubin). Dla zmian strukturalnych, jakie zaszly
w korzeniach pod wplywem stresorow szczegolnie istotny byt spadek zawartosci
wapnia pokazany na rysunku 27. Niedobdr wapnia w korzeniach lub jego wypie-
ranie przez jony glinu i miedzi, ograniczyt cementujaca rola pektynianéw wapnia
sciany komorkowej, powodujac zmiany ich wlasciwosci, co z kolei moglo wpty-
na¢ miedzy innymi na charakterystyke porowatosci tkanki korzeniowe;.
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Rys. 27. Zawarto$¢ jonow Ca'? w korzeniach stresowanych w stosunku do korzeni kontrolnych
Fig. 27. Ca'? ions content in the control roots in relation to the stressed roots

Tendencje zmian w funkcji rozkladu mikroporéw wyznaczanych z izoterm
desorpcji pary wodnej (adsorbat polarny) i azotu (adsorbat niepolarny) byty po-
dobne i charakteryzowaty si¢ spadkiem ilo$ci mikroporéw o najmniejszych pro-
mieniach i wzrostem mikroporéw o najwigkszych promieniu z badanego zakresu
mikroporow. Zaobserwowany wzrost sredniego promienia mikroporéw dla ko-
rzeni stresowanych subletalnymi (charakterystycznymi dla danego gatunku i od-
miany) stgzeniami stresoréw i jednoczesny spadek catkowitej mikroporowatosci
swiadczy o uszkodzeniu struktury badanych korzeni. Odnotowane dla korzeni
inkubowanych w nizszych stgzeniach glinu, zmniejszenie si¢ $redniego promienia
jest prawdopodobnie wynikiem blokowania mikroporow znajdujacych si¢ w $cia-
nach komoérkowych korzenia przez jony glinu. Wzgledne zmiany $redniego pro-
mienia i catkowitej objetosci mikroporow dla korzeni stresowanych glinem i mie-
dzig w stosunku do korzeni rosnacych bez stresorow przedstawiono na rysunkach
28 1 29. Catkowita objetos¢ mikroporow korzeni stresowanych zmniejsza si¢
praktycznie w calym zakresie stosowanych stgzen czynnikow stresowych. Jedynie
dla korzeni stresowanych ekstremalnymi st¢zeniami glinu i miedzi zaobserwowa-
no tendencje wzrostowe calkowitej objetosci mikroporéw i wzrost wielkosci
sredniego promienia mikroporow.
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Rys. 28.Wzgledne zmiany $redniego promienia mikroporéw korzeni stresowanych w stosunku do

korzeni kontrolnych

Fig. 28. Relative changes in the average micropore radius of the stressed roots versus that of the

control roots
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Rys. 29. Stosunek catkowitej objetosci mikroporéw korzeni stresowanych do korzeni kontrolnych
Fig. 29. Ratio of the total micropore volume of stressed roots to that of the control roots

W przypadku stresu glinowego najwigksze zmiany w catkowitej objgtosci mi-

kroporéw zaszly w korzeniach tubinu a dla stresu miedziowego w korzeniach
koniczyny. Mozemy zatem wnioskowac, ze porowatos¢ korzeni determinowana
jest wlasciwosciami danego gatunku czy tez odmiany, ktore zaleza od budowy
morfologicznej i anatomicznej korzenia, migdzy innymi od wielkosci przestwo-
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row miedzykomorkowych 1 wlasciwosci Sciany komorkowej. Na obserwowane
zmiany porowatosci badanych korzeni mialy wptyw zaréwno rodzaj, jak i nasile-
nie stresora a takze co bylo szczegoélnie istotne w korzeniach stresowanych gli-
nem mozliwos$¢ wlaczenia si¢ mechanizméw obronnych rosliny.

Obserwowane pod wptywem czynnikdéw stresowych zmiany charakterystyk
biometrycznych i charakteru geometrycznego powierzchni korzeni wyrazonego
poprzez zmiany funkcji rozktadu mikroporow, wielkosci §redniego ich promienia
oraz catkowitej mikroporowatosci, prowadza do zahamowania transportu wody
ijonow. Od strony fizykochemicznej za transport wody i jonow przez korzen rosli-
ny odpowiadaja powierzchnia wlasciwa i calkowita pojemno$¢ kationowymienna.
Fitotoksycznemu oddzialywaniu czynnikéw stresowych na korzenie badanych ro-
slin towarzyszyly rowniez zmiany tych wielkosci. Wzgledne zmiany powierzchni
wlasciwej (pozornej i swobodnej) korzeni stresowanych, wzgledem powierzchni
wlasciwej korzeni kontrolnych przedstawiono na rysunku 30. Szczegoélnie istotne
zmiany odnotowano dla pozornej powierzchni wiasciwej wyznaczanej polarnym
adsorbatem (para wodna). Wielkos$¢ tej powierzchni determinowana jest obecno$cia
w korzeniu grup polarnych: karboksylowych, hydroksylowych, aminowych. Suble-
talne 1 letalne st¢zenia stresorow stosowane w do$wiadczeniu wyraznie wptynety na
zwigkszenie si¢ powierzchni wlasciwej badanych korzeni.

Wazrost powierzchni wlasciwej spowodowany jest najprawdopodobniej nie-
doborem wapnia w korzeniach stresowanych. Wiaze si¢ z tym wspomniana juz
maceracja tkanki w wyniku ograniczenia cementujacej roli pektyniandw wapnia,
na skutek tego blaszka srodkowa (petniaca role¢ lepiszcza poszczegolnych komo-
rek) ulega rozpuszczeniu. Poszczegdlne komorki rozsuwaja si¢ zwigkszajac tym
samym wolne przestwory komorkowe. Ponadto wiazanie glinu i miedzi z grupami
karboksylowymi pektyn i hemiceluloz $ciany komoérkowej mogto doprowadzi¢ do
ograniczenia elastycznos$ci tych $cian i w koncowym efekcie do ich rozerwania co
spowodowalo zmiany strukturalne i chemiczne tkanek korzeni i udost¢pnienie
nowych powierzchni adsorpcyjnych. Zmiany strukturalne i chemiczne po-
wierzchni korzeni stresowanych wplynety réwniez na energi¢ adsorpcji ich po-
wierzchni, wyrazona funkcja rozktadu energii adsorpcji i $rednia energi¢ adsorp-
cji. W badanych korzeniach wzrostowi powierzchni (poza Zytem) towarzyszyt
spadek energii adsorpcji, zwigzany ze zmniejszeniem si¢ wysokoenergetycznych
centrow adsorpcyjnych, takich jak grupy karboksylowe, ktore mogty by¢ bloko-
wane przez jony glinu i miedzi. Zmniejszenie Sredniej energii adsorpcji zwigzane
mogto by¢ takze ze wzrostem wzglednej zawartosci niskoenergetycznych centrow
adsorpcyjnych w wyniku wydzielania przez korzenie w warunkach stresu, zwiaz-
koéw stabo kwasnych (np. kwasu cytrynowego, jabtkowego) a wigc niskoenerge-
tycznych.
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Rys. 30. Stosunek powierzchni wlasciwej (pozornej i swobodnej) korzeni stresowanych do korzeni

kontrolnych

Fig. 30. Ratio of the apparent and free surface area of stressed roots to that of control roots

Zaré6wno w obecnosci glinu jak i wysokich stezen miedzi, w korzeniach roslin
dwulisciennych odnotowano bardziej wyrazne zmiany wielko$ci powierzchni
wlasciwej. Praktycznie w calym zakresie stosowanych stgzen stresorow, po-
wierzchnie wlasciwe (pozorne i swobodne) korzeni tych roslin wykazywaty ten-
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dencje wzrostowe a rdznice w odniesieniu do korzeni kontrolnych byty istotne.
Mniej jednoznacznie na stosowane w badaniach warunki stresowe zareagowaty
korzenie ros$lin jednolisciennych. W obecnosci stezen glinu ponizej progu wraz-
liwosci, powierzchnie wlasciwe korzeni zyta i pszenicy zmniejszyly si¢. Podobne
tendencje odnotowano w korzeniach tych roslin inkubowanych w stezeniach mie-
dzi rzedu 20 i 50 mg dm™ pozywki. Tendencje wzrostu powierzchni wlasciwej
w korzeniach roélin jednolisciennych odnotowano dopiero przy ekstremalnych
stezeniach miedzi i glinu. Réznice w zmianach powierzchni wiasciwych korzeni
stresowanych wyznaczanych azotem byly mniejsze niz powierzchni wyznacza-
nych para wodna. Wynika to z roznych wlasciwosci adsorbatu polarnego (bar-
dziej zaleznego od zmian chemicznych tkanki korzeniowej) i niepolarnego deter-
minowanego przede wszystkim geometrig badanego adsorbenta. Wplyw na rézni-
ce pomigdzy wielkosciami powierzchni swobodnej i pozornej miala réwniez
wielko$¢ powierzchni siadania czasteczki molekuly adsorbatu. Wigksze molekuty
azotu nie wykrywaty prawdopodobnie mikropgknig¢, ktéore mogly powstawac
w korzeniach pod wptywem stresorow.

Rezultaty przeprowadzonych badan zmian charakterystyk powierzchniowych
potwierdzily doniesienia literaturowe, mowiace o tym, ze rosliny charakteryzuja-
ce si¢ mniejsza pojemnoscia jonowymienna sa bardziej odporne na obecnosé
w podtozu fitotoksycznych iloéci metali ciezkich i jonéw glinu (Slaski 1992,
1994, Jan 1993).

Korzenie badanych roslin dwuli$ciennych posiadaly wigksza calkowita po-
jemno$¢ kationowymienna (CEC) oraz wigkszy calkowity tadunek powierzch-
niowy w poréwnaniu z korzeniami roslin jednolisciennych, jednak tylko korzenie
koniczyny istotnie roznity si¢ tymi wielko$ci od korzeni pozostatych badanych
roslin. Obecnos¢ stresorow wyraznie wplyneta na zmniejszenie si¢ zarowno cal-
kowitej pojemnos$ci kationowymiennej jak i catkowitego tadunku powierzchnio-
wego korzeni wszystkich badanych roslin. Wzgledne zmiany CEC i fadunku po-
wierzchniowego pod wpltywem jonow glinu i dodatkowej aplikacji jonéw miedzi
w pozywce zilustrowano na rysunku 31. Wigkszym spadkiem CEC i tadunku
powierzchniowego pod wptywem stresoré6w charakteryzowaly sig korzenie koni-
czyny najmniejszym korzenie zyta Na obnizenie tadunku powierzchniowego pod
wplywem glinu i miedzi wptynglo wiazanie jonéw tych metali z grupami karbok-
sylowymi pektyn $ciany komorkowej. Grupy te z kolei w najwigkszym stopniu
decyduja o ujemnym tadunku korzeni a wigc odpowiadaja za wielkos¢ CEC.
O blokowaniu przez jony glinu i miedzi grup karboksylowych obecnych w korze-
niu $wiadczy réwniez zmniejszenie si¢ liczby silnie kwasnych grup powierzch-
niowych w korzeniach stresowanych a wiec przede wszystkim grup karboksylo-
wych pektyn $ciany komoérkowej. Z kolei zaobserwowany wzrost frakcji stabo
kwasnych grup powierzchniowych (generujacych najmniej tadunku powierzch-
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niowego) mogl by¢ zwiazany z produkowaniem przez korzenie stresowane
zwiazkéw o charakterze stabo kwasnym i /lub ekspozycji nowych powierzchni
o stabiej kwasnym charakterze w wyniku destrukcji §cian komorkowych.

CEC tadunek powierzchniowy (Q,)
12 - ) 12 - Surface charge (Q,)
— - — Zyto - Rye
— -O- — Pszenica - Wheat
— —& — tubin - Lupine
11 — =~ — Koniczyna - Clover 114 o
] ’ 7
. ’
i — /
¥ i —
i e I 040
CI @\\\\ / /! T Ly @$<\A /8 _A
[3) WO ’ =3 ANy AN -7 -7
8 \\\\\Q // 4 /’A g \B\\\\ /. rd ‘
= W A 2 < SJA L A7
= VRN - =~ AN A
%09 AN s A |[£09 4 >
< \ @@ _ ,:I/ ,/ b4 ~= ﬁ
& \ A -@,1 y g ‘\\A,——A
(s} * AN K’ ,
S S
08 NS /’ ’ 08 --@—2yto-Rye
A N // — -O- — Pszenica - Wheat
AN , — —- — kubin - Lupine
‘\A’ — -~ — Koniczyna - Clover
07 i i i i i 0,7 . . . T T
pH7+4,5 5AI  10Al  20Al  40Al  100Al pH7+45  5Al  10Al  20Al  40Al  100Al
CEC tadunek powierzchniowy (Q,)
11 4 11 4 Surface charge (Q,)
- -8~ —Zyto-Rye - -& - Zyto-Rye
1] ) —-O- — Pszenica - Wheat N — -O- — Pszenica - Wheat
y ——‘——Lubl'n - Lupine &\\ — —A- — tubin - Lupine
\ — -/ — Koniczyna - Clover 0,9 \\\\\\ — -/ — Koniczyna - Clover
©0,9 N\ RN
i - \
¥ Y 20,8 | Ve
= W + Vi \‘_ . o
o8 | W To7 | [N “x_' _____
&) vy Q' AN -~
m Wy =1 AN - /
[ \ g ‘A~
< ' - =7 = Y e
=071 Wy & 06 1 \ ,
S [ s S v O-— - s~
3 \ . -2 e |3 \ -0
Q [ @7, =0,5 - \ /
506 | VN . c ! N
\ - / O NS
\ ~ AR 0,4 | A/
\ ~
J \ Pid
0,5 A _- 0,3
04 : : : 0,2 ‘ ‘ :
pH7+4,5 20Cu 50Cu 100Cu pH7+4,5 20Cu 50Cu 100Cu

Rys. 31. Stosunek CEC i catkowitego tadunku powierzchniowego (Q,) korzeni stresowanych do
korzeni kontrolnych
Fig. 31. Ratio of the CEC and total surface charge (Q,) of stressed roots to those of control roots
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Letalne st¢zenia stresorow mogly takze ograniczy¢ lub wrecz spowodowac cat-
kowita utrat¢ homeostazy komorkowej w wyniku tego ustaly reakcje fizjologiczne
i metaboliczne korzeni a wigc réwniez zmienily si¢ ich wlasciwosci jonowymienne.

Zmiany wielkosci powierzchni wlasciwej i fadunku powierzchniowego w wa-
runkach stresu wptynety w koncowym efekcie na spadek gestosci tadunku po-
wierzchniowego badanych korzeni, co zilustrowano na rysunku 32.
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Rys. 32. Stosunek ggstosci tadunku powierzchniowego (SCD) korzeni stresowanych do korzeni
kontrolnych
Fig. 32. Ratio of the surface charge density (SCD) of stressed roots to that of control roots

W obecnosci jondow glinu korzenie roslin dwuliSciennych zareagowaty wigk-
szym spadkiem gegstosci tadunku powierzchniowego (SCD) niz korzenie roslin
jednolisciennych, natomiast przy dodatkowej aplikacji miedzi w pozywce naj-
wigkszy spadek gestosci tadunku powierzchniowego wystapit dla korzeni koni-
czyny i pszenicy.

Stosowane w doswiadczeniu czynniki stresowe wyraznie wptyngly na zmiang
wlasciwosci powierzchniowych korzeni roslin. Tendencje tych zmian byty jednak
rozne i zalezaty od rodzaju stosowanego stresora (glinu lub miedzi), a takze od
jego nasilenia. Niewatpliwie duze znaczenia miala takze tolerancyjnos¢ badanych
roslin na te czynniki. W warunkach stosowanych w do$wiadczeniu o odpornosci
badanych roslin decydowala raczej ich genetycznie uwarunkowana tolerancyj-
nos$¢. Zaobserwowane zmiany powierzchniowe i jonowymienne dla korzeni stre-
sowanych miedzia byly znacznie bardziej intensywne i jednoznaczne niz w przy-
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padku jonoéw glinu. By¢ moze badane rosliny nie byty dostatecznie wyposazone
w mechanizmy tolerancyjno$ci na wysokie stgzenia jonow miedzi. Z drugiej jed-
nak strony przebadano i udokumentowano fakt, wystgpowania ko-tolerancji za-
réowno na metale cigzkie i glin jak i na inne stresory co oznacza, ze te same me-
chanizmy tolerancyjnosci moga by¢ uruchamiane przez ro$ling w warunkach
stresu glinowego, oksydacyjnego czy zwiazanego z wysokimi st¢zeniami metali
cigzkich (Siedlecka i in. 2001, Kochian 2001, Cuypers i in. 2002, Schutzendubel
i Pollet 2002). Mozliwe jest rowniez, ze stosowane w doswiadczeniu st¢zenia
miedzi uniemozliwity witaczenie si¢ mechanizméw obronnych zanim nastapito
catkowite zalamanie si¢ integralnosci komoérek korzenia.

Oprocz zmian sktadu mineralnego i ogolnego pogorszenia si¢ rozwoju roslin,
zmiany biometryczne i powierzchniowe byly praktycznie niezauwazalne dla ro-
slin rosnacych w pozywce o pH = 4,5. Wynika z tego, ze podstawowym fizyko-
chemicznym mechanizmem wymierania ro$lin na glebach o niskim pH, jest tok-
sycznos¢ glinu oraz niedobor pokarmowych sktadnikow mineralnych, zwigzany
ze spadkiem pojemnosci kationowymiennej korzeni (Graham i Barker 1991).

Zmiany badanych wielkosci powierzchniowych pod wptywem stosowanych
w do$wiadczeniu stezen glinu i miedzi nie wykazaty zdecydowanego podziatu na
grupg roslin jedno i dwulisciennych. W zasadzie tylko zmiany powierzchni wia-
sciwej (pozornej i swobodnej) korzeni wyraznie dzielity badane ro$liny na te dwie
grupy. Tendencje zmian $redniego promienia mikroporow czy catkowitej ich
objetosci determinowane byty rodzajem, a w przypadku glinu i nasileniem streso-
ra. Zmiany wielkosci CEC i tadunku powierzchniowego, ktore ulegly wyraznemu
obnizeniu w korzeniach stresowanych, byly zdecydowanie wigksze dla korzeni
koniczyny i pszenicy. Z kolei tendencje zmian gestosci fadunku powierzchniowe-
go (SCD) dla obu grup badanych roslin, zalezaly rowniez od rodzaju stresora.
Zatem to raczej indywidualne cechy badanych gatunkéw a by¢ moze ich odmian
a nie przynalezno$¢ do danej grupy, decydowaly o intensywnosci i tendencjach
zmian ich wlasciwosci fizykochemicznych pod wptywem czynnikow stresowych.
Doktadne potwierdzenie tego stwierdzenia wymagatoby jednak nagromadzenia
wigkszej liczby danych, pozwalajacych na zastosowanie bardziej rzetelnych na-
rzgdzi analizy statystycznej niz Test-t stosowany w niniejszych badaniach.

Aby bardziej precyzyjnie moc okresli¢, ktore z czynnikdéw fizjologicznych
w warunkach stresu wptynetly na zmiang wlasciwosci fizykochemicznych korzeni,
nalezatoby jednoczesnie zbada¢ przynajmniej niektore reakcje biochemiczne ko-
rzeni stresowanych. Celowym byloby réwniez przeprowadzenie podobnych ba-
dan fizykochemicznych na samej $cianie komoérkowej, ktorej zmiany pod wpty-
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wem stresorow prawdopodobnie w najwigkszym stopniu determinowaly zmiang
wlasciwosci powierzchniowych badanych korzeni.

Zastosowanie metod adsorpcyjnych i potencjometrii charakteryzujacych
przede wszystkim takie wielko$ci fizykochemiczne korzeni jak powierzchnia
wilasciwa, CEC, funkcja rozkladu stalych dysocjacji (charakteryzujaca po-
wierzchniowe grupy funkcyjne o r6znej mocy kwasowej, a wigc generujace rézny
tadunek powierzchniowy) czy tez mikroporowatos$¢ tkanki korzeniowej, mogtyby
by¢ przydatne w fizjologii roslin. Charakterystyki te moglty by postuzy¢ do lep-
$zZego opisu procesOw pobierania oraz transportu (szczegdlnie etapu biernego
pobierania i tzw. transportu bliskiego) jonow i czasteczek wody przez korzenie
roslin, a takze do opisu zmian tych proceséw pod wptywu czynnikow stresowych

Wielkosci CEC czy tadunku powierzchniowego korzeni mogltyby réwniez po-
stuzy¢ jako dodatkowe parametry przy doborze roslin wykorzystywanych w po-
siewach mieszanych. Ro$liny jedno i dwuliScienne charakteryzuja si¢ zréznico-
wang pojemnoscia kationowymienng (CEC) i catkowitym tadunkiem powierzch-
niowym, w wyniku czego rézne jest pobieranie przez korzenie tych roslin katio-
now jedno i wielowartosciowych, dlatego w posiewach mieszanych wazny jest
odpowiedni dobor roslin tak aby si¢ wzajemnie nie eliminowaty.

Rezultaty przeprowadzonych badan potwierdzity przyjgta na wstepie hipote-
7, ze zmiany anatomiczne morfologiczne i fizjologiczne korzeni zwiazane
z obecnos$cia stresorow beda réwniez wplywaly na zmiany ich wtasciwosci po-
wierzchniowych.

Wptyw fitotoksycznych stezen metali cigzkich i glinu na wlasciwosci po-
wierzchniowe korzeni jest stosunkowo malo poznany. Niniejsza rozprawa jest
kontynuacja badan, wynikajacych z zainteresowania autorki problemami fizyko-
chemii ro$lin. Podstawg rozprawy byly dotychczas niepublikowane wyniki badan
wplywu stresu glinowego i miedziowego na wielko$¢ powierzchni wlasciwej,
energetyke adsorpcji pary wodnej i azotu, wielko§¢ zmiennego tadunku po-
wierzchniowego, pojemnos¢ kationowymienna, rozktad powierzchniowych sta-
lych dysocjacji oraz geometri¢ powierzchni mikroporow w korzeniach wybranych
ro$lin jedno i dwuli$ciennych.

Autorka ma nadziejg, ze przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan cho¢
W pewnym stopniu przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy w zakresie tematyki
reakcji roslin na stres, chociaz w trakcie przeprowadzonych badan wciaz pojawia-
ly sig¢ coraz to nowe problemy warte rozwigzania, pokazujace, ze do osiagnigcia
petnej wiedzy jest jeszcze daleko.



106

8. WNIOSKI

1. Wlasciwosci powierzchniowe korzeni ulegly wyraznym zmianom w obec-
nosci stosowanych w doswiadczeniu stresoréw, natomiast praktycznie nie zmienity
si¢ pod wplywem samych jonow wodorowych.

2. Tendencje zmian wlasciwos$ci powierzchniowych zalezaly od rodzaju
czynnika stresowego (glinu lub miedzi) i jego nat¢zenia oraz od indywidualnej
odpornosci na stres badanych roslin.

e Powierzchnia wtasciwa (pozorna i swobodna) korzeni koniczyny i tubinu
(rosliny dwuli$cienne) zwigkszyta si¢ w catym zakresie stosowanych ste-
zen obu badanych stresorow. Powierzchnia wilasciwa korzeni pszenicy
i zyta (ro$liny jednoliscienne) zwigkszyta si¢ w korzeniach rosnacych
w subletalnych i letalnych stezeniach stresorow, a przy nizszych stgze-
niach glinu i miedzi zmniejszyla sig.

e Wielkosci CEC i tadunku powierzchniowego zmniejszyly si¢ wyraznie
w korzeniach stresowanych. Najwigksze zmiany wystapity dla korzeni
koniczyny i pszenicy.

e W obecnosci jonéw glinu korzenie koniczyny i tubinu zareagowaty wigk-
szym zmniejszeniem si¢ gestosci tadunku powierzchniowego (SCD) niz
korzenie pszenicy i zyta, natomiast dodatkowa aplikacja miedzi w po-
zywce wptynela na wigkszy spadek gestosci tadunku powierzchniowego
korzeni koniczyny (ro$lina dwuliScienna) i pszenicy (roslina jednoliscien-
na), a najmniejsze zmiany odnotowano w korzeniach zyta (ro$lina jedno-
liscienna).

e Pod wplywem stresu glinowego i miedziowego catkowita objgtos¢ mikro-
poréw zmniejszyta sig, przy czym zmiany mikroporowatosci byly wigk-
sze w korzeniach badanych roslin dwulisciennych. Stres glinowy spowo-
dowat szczegolnie istotne zmiany w korzeniach tubinu, a dodatkowa apli-
kacja miedzi w pozywce wplyngta na wigksze zmiany mikroporowato$ci
w korzeniach koniczyny

3. Fitotoksyczne stezenia jonéw miedzi (mikroelementu) wptynely bardziej
wyraznie i jednoznacznie na zmiany wlasciwosci powierzchniowych korzeni ba-
danych roslin niz jony glinu (pierwiastka balastowego) co oznacza, ze badane
rosliny wyposazone byly w adaptacyjne mechanizmy tolerancyjnos$ci na glin,
anie posiadaly wystarczajacych mechanizméw tolerancji na wysokie st¢zenia
jonow miedzi.
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9. STRESZCZENIE

W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace wplywu stresu glinowego
i miedziowego na wielkos¢ powierzchni wilasciwej, energetyke adsorpcji pary
wodnej i azotu, wielko§¢ zmiennego tadunku powierzchniowego, pojemnos¢ ka-
tionowymienng, rozktad powierzchniowych statych dysocjacji oraz geometri¢
powierzchni mikroporéw w korzeniach wybranych roslin jedno i dwulisciennych.

Badania przeprowadzono na korzeniach zyta ozimego i pszenicy ozimej oraz
na korzeniach dwoéch roslin motylkowych reprezentowanych przez tubin wasko-
listny i koniczyng takowa. Do uprawy roslin wybrano metodg hydroponiczna.

Charakterystyki powierzchni wlasciwej, energii adsorpcji i mikroporowatosci
korzeni oraz zmiany tych wlasciwosci pod wptywem stresorow, badano metoda-
mi adsorpcji-desorpcji dwoch adsorbatéw: pary wodnej i azotu. Do charaktery-
styk jonowymiennych (CEC, tfadunku powierzchniowego, rozktadu statych dyso-
cjacji) wykorzystano metode¢ miareczkowania potencjometrycznego.

Stwierdzono, ze pod wplywem subletalnych i letalnych stezen glinu i miedzi
zwigkszyla si¢ powierzchnia wlasciwa pozorna (wyznaczana para wodna) oraz
powierzchnia wlasciwa swobodna (wyznaczana azotem). Zdecydowanie bardziej
istotny wzrost powierzchni odnotowano dla korzeni roslin dwuli$ciennych. Wzro-
stowi powierzchni towarzyszyl spadek $redniej energii adsorpcji, zwiazany ze
zmniejszeniem si¢ ilo§ci wysokoenergetycznych centrow adsorpcyjnych (naj-
prawdopodobniej grup karboksylowych) i zwigkszeniem ilo$ci centréw nisko-
energetycznych.

Obecno$¢ glinu i oraz dodatkowa aplikacja miedzi w pozywce wptyngly na
zmnigjszenie si¢ catkowitej pojemnosci kationowymiennej (CEC) i1 spadek cal-
kowitego tadunku powierzchniowego (QOv) w korzeniach stresowanych. Zmianie
tych wielkosci pod wptywem stresorow towarzyszyt spadek liczby silnie kwa-
$nych grup powierzchniowych (generujacych najwigcej tadunku powierzchnio-
wego) 1 wzrost liczby grup stabo kwasnych. Wigksze zmiany tych wielkosci za-
chodzily w korzeniach koniczyny i pszenicy.

Zmiany powierzchni wlasciwej 1 tadunku powierzchniowego korzeni w wa-
runkach stresu wplynely na znaczne zmniejszenie si¢ gestosci tadunku po-
wierzchniowego (SCD) badanych korzeni. Zmiany tej wielkosci byty wigksze dla
korzeni ro$lin dwulisciennych.

Przeprowadzone badania wykazaly rowniez wptyw badanych stresoréw na
zmiany porowato$ci tkani korzeniowej. Pod wplywem subletalnych i letalnych
stgzen glinu, §redni promien i catkowita objgtos¢ mikroporow zwigkszyly sig,
natomiast miedz dodatkowo dodana do pozywki wptynegta na zmniejszenie si¢
catkowitej objetosci mikroporéw.
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Tendencje zmian wlasciwosci powierzchniowych korzeni w warunkach stre-
sowych zalezaly od rodzaju stresora (glinu lub miedzi) od jego nasilenia a takze
od genetycznie uwarunkowanej odpornosci badanych roslin na stresory. Najwigk-
szymi zmianami wielkoSci powierzchniowych charakteryzowaty si¢ korzenie
koniczyny a najmniejszy wplyw stresorow odnotowano dla korzeni zyta ozimego.

Stowa kluczowe: korzenie, glin, miedz, powierzchnia wiasciwa, CEC, catko-
wity tadunek powierzchniowy, objetos¢ i promien mikroporéw

10. SUMMARY

CHANGES IN SURFACE PROPERTIES OF PLANT ROOTS DETERMINED
BY ALUMINIUM AND COPPER PHYTOTOXICITY

This thesis presents the results of the research concerning the influence of
aluminium and copper stress on the surface area as well as on the adsorption en-
ergy of water vapour and nitrogen, the size of variable surface charge, the cation
exchange capacity, the surface distribution of dissociation constants and the ge-
ometry of microporosity of roots of selected monocotyledonous and dicotyledo-
nous plants.

The research was carried on the roots of winter rye and winter wheat as well
as on the roots of two Fabaceae plants represented by blue lupine and red clover.
The hydroponics method was used in the cultivation of the plants.

The characteristics of the surface area, adsorption energy and roots micropo-
rosity, together with the changes of these characteristics due to the stress factors,
were examined using the methods of adsorption-desorption of two adsorbates
which were water vapour and nitrogen. The potentiometric titration was used for
ionic-exchangeable characteristics (CEC, the surface charge and the distribution
of dissociation constants).

It was discovered that the apparent specific surface area (determined by water
vapour) and the free specific surface area (determined by nitrogen) increased un-
der the sub-lethal and lethal concentrations of aluminium and copper. What is
more, the root surface area of dicotyledonous plants increased much more signifi-
cantly. The surface area grew while the average adsorption energy declined,
which was due to a decrease of the fraction of high energy adsorption and an in-
crease of low energy adsorption.

The presence of aluminium and the additional application of copper in the cul-
ture medium caused a decrease of the total cation exchange capacity and the total
surface charge in stressed roots. These changes caused by the stress factors were
followed by a decrease of the amount of highly acid surface groups (generating



121

the biggest amount of the surface charge) and an increase of the amount of
slightly acid surface groups. More significant changes occurred in the roots of red
clover and wheat.

The changes of the surface area and the surface charge of roots under the
stress caused a significant decrease of the surface charge density. More notable
changes occurred in the roots of dicotyledonous plants.

The research showed also an influence of the mentioned stress factors on the
porosity of the root callus. The average radius and the total volume of the micro-
pores increased under the sub-lethal and lethal concentrations of aluminium while
the additional application of copper decreased the total volume.

The tendencies of change of root surface features under the stress depended
on the stress factor (aluminium or copper) and its intensity, as well as on the ge-
netically determined resistance of the examined plants. The most significant
changes of the surface occurred in the roots of red clover while a less notable
influence of the stress factors was noticed in the roots of winter rye.

Keywords: roots, aluminium, copper, surface area, CEC, total surface charge,
micropore volume and radius
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