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Podziekowania

Pragng¢ podzigkowaé wszystkim pracownikom Katedry Fizjologii Roslin
Uniwersytetu Slaskiego, ktérzy w jakikolwiek sposéb przyczynili si¢ do powsta-
nia niniejszej monografii.

Serdecznie dzigkuj¢ Pani dr Aleksandrze Sas-Nowosielskiej z Instytutu Eko-
logii Terenéw Uprzemystowionych (IETU) za wiaczenie mnie do Zespotu Fito-
remediacji IETU, dzieki czemu moglem prowadzi¢ badania nad fitoremediacja
w ramach migdzynarodowych projektéw. Chce réwniez goraco podzigkowac
bytym dyrektorom IETU Pani prof. dr hab. Ewie Marchwiriskiej i Panu prof. dr.
hab. Jackowi f.acznemu za mozliwos¢ wykonywania eksperymentéw w kultu-
rach hydroponicznych oraz doswiadczeri wazonowych w laboratoriach Instytutu.
Podzigkowania naleza si¢ takze Pani Beacie Kokoszy-Gnyp i Panu Norbertowi
Staboniowi za techniczna pomoc w trakcie prowadzenia eksperymentow
w IETU.

Pani dr Halinie Lekacz jestem wdzigczny za to, Ze nauczyta mnie, jak nale-
7y rzetelnie prowadzi¢ badania naukowe i sporzadzaé¢ z nich notatki. Dzigki
temu radzitem sobie nawet z ,,powodzia” danych. Panu mgr. Edwardowi Kudel-
skiemu dziekuje za pomoc w ,,przegryzaniu si¢” przez program Statistica oraz
cierpliwo$¢ w przekonywaniu mnie, ze komputer naprawde ulatwia pracg na-
ukowa. W efekcie nie pozostaje mi nic innego, jak tylko ,,pokochac¢” to
urzadzenie oraz ze spokojem zapoznawac si¢ z kolejnymi wersjami r6znych pro-
graméw. Pani dr Joannie Szymanowskiej-Pulce jestem wdzieczny za czas spe-
dzony na wyjasnianiu mi, ze statystyka nie jest taka ,,straszna”. Mam nadzieje,
7e nie beda to stracone godziny. Gorace podzigkowania nalezg si¢ takze recen-
zentom wydawniczym mojej rozprawy Paniom prof. dr hab. Annie Tukiendorf
oraz dr hab. Marii Antosiewicz, ktérych cenne, chociaz czasem bardzo krytycz-
ne uwagi przyczynity si¢ do uporzadkowania materiatu pracy, a w konsekwencji
do powstania ostatecznej wersji niniejszej monografii.






Wykaz skrotow

ABA
ANOVA
APW
BS
CDTA
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DTPA
EDDHA
EDDS
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EGTA
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GA,
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HBED

HEDTA

— kwas abscysynowy, fitohormon — inhibitor

wzrostu, regulator zamykania szparek

analiza wariancji

sztuczna woda stawowa (artificial pond water),
roztwér standardowo stosowany do inkubacji
fragmentéw tkanek

btad standardowy

(kwas trans-1,2-cykloheksylenodinitrilotetraocto-
wy), zwigzek chelatujacy

mieszanina réznych cytokinin, produkowana
przez Miler Chemical & Fertilizer Corporation
(USA)

(kwas dietylenotriaminopentaoctowy), zwiazek
chelatujacy

(kwas  etylenodiamino-N,N’-bis(2-hydroksyfe-
nylooctowy)), zwiazek chelatujacy

(kwas N,N’-etylenodiaminodibursztynowy),
zwiazek chelatujacy

kwas etylenodiaminotetraoctowy, kwas werseno-
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(kwas etylenoglikol-O-O’-bis(2-aminoetylo)-
-N,N,N’,N’-tetraoctowy), zwiazek chelatujacy
fuzikokcyna, toksyna grzybowa, stymulator
wzrostu roslin i otwierania szparek

kwas giberelinowy

glifosat, N-(fosfonometyl)glicyna, herbicyd, mig-
dzy innymi silnie hamujacy transpiracje

(kwas  N,N’-bis(2-hydroksybenzylo)etylenodia-
mino-N,N’-dioctowy), zwiazek chelatujacy
(kwas  N-(2-hydroksyetylo)-etylenodiaminotri-
octowy), zwiazek chelatujacy



HEIDA — (kwas N-(2-hydroksyetylo)iminodioctowy),
zwiazek chelatujacy

IAA — kwas indolilo-3-octowy, auksyna

NAA — kwas naftylo-1-octowy, auksyna

NTA — (kwas nitrylotrioctowy), zwiazek chelatujacy
pmH*-ATPaza — plazmolemowa H*-ATPaza

Phytagro — mieszanina giberelin, auksyn, cytokinin, witamin

oraz B i Zn, produkowana przez Miler Chemical
& Fertilizer Corporation (USA)

Pozywka EDTA/Pb/Cd/Zn — pozywka podstawowa, zawierajaca niezbedne
makro- i mikroelementy oraz wprowadzone do-
datkowo EDTA, Pb, Cd i Zn

Test NIR — test najmniejszej istotnej réznicy



1. Wstep

1.1. Otéw i kadm w Srodowisku glebowym

Metale moga dostawaé sig do gleby w wyniku wietrzenia skat macierzys-
tych, z ktérych powstata gleba, opadu atmosferycznych pyléw i deszczy, roz-
lozonego materialu biologicznego lub w rezultacie dziatalnosci réznorodnych
7zrédel antropogenicznych (Kabata-Pendias, Pendias, 1999).
W przypadku naturalnych Zrédet st¢zenia metali w glebach z reguty nie sa
wysokie 1 nie stanowig zagrozenia dla organizméw zywych (Ross, 1994a;
Kabata-Pendias, Pendias, 1999). Takie iloSci metali w glebach
z obszaréw stabo lub niezanieczyszczonych w wyniku dziatalnosci czlowieka
uznawane s za naturalne i okreslane jako tlo geochemiczne. W przypadku gleb
polskich dla takich metali, jak Cd i Pb, okreslono ich tta geochemiczne na po-
ziomie (mg/kg gleby): Cd 0,20—0,22, Pb 14—20 (Terelak i wspdtpr,
1997a; Kabata-Pendias, Pendias, 1999). Na terenach niezanie-
czyszczonych przez przemyst mozna tez spotka¢ pewne obszary, na ktérych
poktady rud metali usytuowane sa w powierzchniowych warstwach skorupy
ziemskiej i w zwiazku z tym koncentracje metali w tych glebach sa wysokie
(Karczewska i wspétpr.,, 2006). W takich miejscach, z reguly o niewiel-
kiej powierzchni, rozwéj wigkszosci gatunkéw roslin jest ograniczony lub nie-
mozliwy. Wystepuja tam specyficzne gatunki lub ekotypy gatunkéw pospoli-
tych, wykazujace odpornos¢ na metale (Ernst, 1990; Rostanski, 1997;
Brej, 1998; Grodzifiska i wspétpr., 2000; Reeves, Baker, 2000;
Szarek-Lukaszewska, Niklinska, 2002; Wierzbicka, Ro-
stanski, 2002).

Natomiast znacznie wigksze obszary zajmuja gleby z wyzsza w stosunku do
tla geochemicznego zawartosScia metali, bedaca wynikiem przemystowej i gospo-
darczej dziatalnosSci cztowieka. W rezultacie emisji zanieczyszczen ze Zrédet an-
tropogenicznych (kopalnie, huty metali niezelaznych) dochodzi bardzo czgsto,
szczegoOlnie wokdt emitoréw, do znacznego nagromadzenia w glebach Cd i Pb
(Kucharski i wspdlpr, 1994; Ross, 1994a; Terelak 1 wspdtpr.,
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1997b; Palowski i wspétpr.,, 2001; Gancarczyk-Gola, Palow-

ski, 2005; Kucharski i wspélpr., 2005; Karczewska i wspdlpr.,

2006). W potudniowej Polsce, gdzie prawie w catosci zlokalizowany jest prze-

myst zwigzany z wydobyciem i przerobem metali niezelaznych, koncentracje

wymienionych metali cigzkich w glebach potozonych wokoét kopali i hut metali
niezelaznych wielokrotnie przekraczaja tto geochemiczne i wynosza (mg/kg gle-
by): Cd 50—778; Pb 1720—14654 (Gzyl, 1995; Terelak i wspdipr.,
1997a; Brej, 1998; Kucharski i wspétpr., 2005; Karczewska

i wspétpr., 2006; Gucwa-Przepidra i wspdtpr., 2007). Zawartosci wy-

mienionych pierwiastkéw moga by¢ jeszcze wyzsze w podtozu zwatowisk hut-

niczych i kopalnianych (Kabata-Pendias, 1977; Godzik, 1993;

Gucwa-Przepidra, Turnau, 2001; Karczewska i wspétpr,

2006). Bardzo wysokie koncentracje metali w glebach spotyka si¢ takze w in-

nych rejonach §wiata, gdzie wydobywano i wytapiano rudy metali niezelaznych.

W Palmerton (USA), wokét dawnej huty cynku i otowiu, stwierdzono Pb w ilo-

Sciach 200—1 100 mg/kg gleby, a Cd — 900—1 500 mg/kg gleby (Ross,

1994a). Tak duze ilosci Cd i/lub Pb w podtozu majq negatywny wptyw na orga-

nizmy zywe. Badania zaréwno w kulturach hydroponicznych, jak i w substracie
glebowym wykazaty, ze wysokie stg¢zenia tych metali powoduja:

— zmniejszenie liczby mikroorganizméw i obniZenie aktywnosci wielu enzy-
méw glebowych (np. Wyszkowska, Wyszkowski, 2002; Pio-
trowska-Seget i wspétpr., 2005);

— stabszy wzrost i plonowanie ro§lin (np. Jasiewicz, Antonkie-
wicz, 2000; Kurtyka i wspétpr., 2008);

— zaburzenia gospodarki wodnej i mineralnej roslin (np.: Antosiewicz,
1993; Burzynski, Buczek, 1998; Matkowski i wspéipr.,
2002);

— zaburzenia aktywnosci fotosyntetycznej i oddechowej roslin (np. Roma -
nowska iwspétpr, 2002; Drazkiewicz i wsp6lpr., 2003);

— zaburzenia funkcjonowania jadra komoérkowego (np. Gabara, Kra-
jewska, 1997; Wierzbicka, 1999).

Wykazano takze, ze gleby zanieczyszczone Cd i/lub Pb stanowia powazne
zagrozenie zaréwno dla organizméw zwierzecych, jak i dla zdrowia ludzi
(Fergusson, 1991). Jesli chodzi o ludzi, to Pb wptywa negatywnie na cen-
tralny (dzieci) i obwodowy uktad nerwowy (dorosli), uszkadza uktad serco-
wo-naczyniowy, nerki, zaburza metabolizm lipidéw i przyczynia si¢ do powsta-
wania osteoporozy. Jednym z charakterystycznych objawéw toksycznego
dziatania Pb na organizm ludzki jest niedokrwisto§¢ wywotana inhibicja synte-
zy hemu (Chmielnicka, 1994). Ponadto Pb wykazuje interakcje¢ z rézny-
mi biopierwiastkami, takimi jak: Ca, Cu, Zn, Fe i Mg, odzialujac negatywnie
na funkcjonowanie wielu metaloenzyméw (Moniuszko-Jakoniuk,
Brzoéska, 1997). Z kolei Cd wywotuje u ludzi nadcis$nienie, uszkadza nerki,
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powoduje osteomalacj¢ lub osteoporoze i1 jest czynnikiem rakotwdrczym
(Nicolas, Descotes, 1996). W zwiazku z tym konieczne staje si¢ ob-
nizenie st¢zenia tych metali w glebach lub przynajmniej ograniczenie ich bio-
dostgpnosci.

1.2. Fizykochemiczne metody oczyszczania gleb z metali

Wiele metod fizykochemicznych umozliwia usunigcie metali cigzkich z gleb
lub ich immobilizacj¢. Do najczgsciej opisywanych naleza: zestalanie, witryfi-
kacja, ekstrakcja termalna, metoda elektrokinetyczna, przemywanie lub usuwa-
nie wierzchniej warstwy gleby (Dushenkov i wspdtpr, 1997a; Van-
gronsveld, Cunningham, 1998; Blaylock, 2000; Mulligan
i wspolpr., 2001a i b). Zestalanie (ang. solidification) polega na wymieszaniu
zanieczyszczonej gleby z cementem, pucolanami, bitumem lub wprowadzeniu
do gleby w postaci ptynnej innych materiatéw podlegajacych polimeryzacji.
Uzyskuje si¢ w ten sposob zestalona masg, w ktérej metale cigzkie zostaja
zwigzane i1 podlegaja tugowaniu w bardzo ograniczonym zakresie (Van -
gronsveld, Cunningham, 1998; Mulligan i wspétpr., 2001a i b;
Chen 1 wspétpr., 2009). Witryfikacja (ang. vitrification) zwiazana jest z pod-
daniem gleby dziataniu temperatury w zakresie od 1 600°C do 3 000°C, w wy-
niku czego wszystkie sktadniki gleby, tacznie z krzemionka, ulegaja stopieniu.
Po zastygnigciu otrzymuje si¢ szklista mas¢ z uwigzionymi w niej metalami,
ktére praktycznie nie podlegaja tugowaniu pod wplywem réznych czynnikéw
Srodowiska (Vangronsveld, Cunningham, 1998; Holger
i wspotpr.,, 2001; Mulligan i wspdtpr., 2001a i b). Ekstrakcje termalna
(ang. thermal extraction, thermal treatment) przeprowadza si¢ w specjalnych
urzadzeniach, w temperaturze od 200°C do 800°C. W trakcie podgrzewania
gleby metale przechodza w stan lotny, a nast¢pnie sa odzyskiwane. Metoda ta
jest bardzo efektywna w przypadku Hg, natomiast inne metale, jak: Pb, Cd czy
Cr, odzyskiwane sa tylko czesciowo. W zwiazku z tym pozostata po ekstrakcji
termalnej gleba musi by¢ skladowana lub zagospodarowana w bezpieczny spo-
sob (Vangronsveld, Cunningham, 1998; Mulligan i wspdtpr.,
2001a i b). Metoda elektrokinetyczna (ang. elektrokinetics, electroreclamation)
polega na wprowadzeniu do zanieczyszczonej, wilgotnej gleby elektrod
i przepuszczaniu przez nig pradu stalego o niskim natgzeniu. Jony oraz inne
majace tadunek czasteczki przemieszczaja si¢ w roztworze glebowym do
odpowiednich elektrod. Metoda elektrokinetyczna usuwane sa z gleby przede
wszystkim metale wystepujace w formie jonowej, jednak mozliwe jest takze
usunigcie tlenkéw, wodorotlenkéw i weglandw metali (Vangronsveld,
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Cunningham, 1998; Mulligan i wspétpr., 200la i b; Sidoli
O’Connor i wspdlpr., 2003). Przemywanie gleby (ang. soil washing)
zwiazane jest z przepuszczaniem przez glebe roztwordéw, ktére przeprowadzaja
nierozpuszczalne formy metali do roztworu przemywajacego. Najczesciej stoso-
wanymi roztworami sa: kwas siarkowy, solny lub kwasy organiczne, takie jak
octowy i cytrynowy. Uzywano rowniez zwiazkéw chelatujacych, gtéwnie kwa-
su etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) lub kwasu nitrylotrioctowego (NTA).
Bardzo czesto korzystano z mieszanin wczesniej wspomnianych zwiazkow,
przy czym charakteryzowaly si¢ one niskim pH i wysokim stgZeniem substancji
uzytych do przemywania. Niewatpliwym plusem przemywania gleby jest wyso-
ka skuteczno$¢ tej metody w usuwaniu wielu metali cigzkich (Fristad
i wspotpr., 1996; Ghestem, Bermond, 1998; Wasay i wspdlpr.,
1998; Vangronsveld, Cunningham, 1998; Mulligan
i wspotpr., 200la i b; Kos, Lestan, 2004a). Najprostszym sposobem jest
usuni¢cie wierzchniej, zanieczyszczonej warstwy gleby i przewiezienie jej na
sktadowisko odpadéw niebezpiecznych (ang. excavation and landfilling)
(Vangronsveld, Cunningham, 1998). W miejsce usunigtej gleby
czesto wprowadzana jest gleba o niskiej zawartosci metali. Metodg usuwania
zanieczyszczonej gleby stosowano wielokrotnie na terenie USA (Dushen-
kov i wspdlpr., 1997a; Blaylock, 2000). Ostatnio zastosowano ja takze
na terenie Francji, gdzie, zdaniem autor6w, okazata si¢ jednak nieskuteczna
(Douay i wspdtpr., 2008).

Z przedstawionego opisu metod fizykochemicznych wynika jasno, ze ich za-
stosowanie zwigzane jest albo z usunigciem z danego miejsca (ekosystemu) za-
nieczyszczonej metalami cigzkimi gleby, albo z poddaniem jej procesom catko-
wicie zmieniajacym jej struktur¢ i/lub wiasciwosci biologiczne. W zwiazku
z tym konieczne okazalo si¢ opracowanie nowej, przyjaznej sSrodowisku metody,
pozwalajacej na usunigcie metali z gleby lub ich przemiang w formy niedostgp-
ne badZ bardzo stabo dostepne organizmom zywym. Wydaje sie, ze metoda
taka jest fitoremediacja.

1.3. Fitoremediacja jako metoda oczyszczania Srodowiska

Terminem fitoremediacja (ang. phytoremediation) definiowane jest uzycie
roslin wyzszych w celu usunigcia zanieczyszczei nieorganicznych lub organicz-
nych ze §rodowiska badzZ przeksztatcenia ich w formy nieszkodliwe dla organi-
zméw zywych (Cunningham, Ow, 1996; Chaney i wspolpr., 1997;
Flathman, Lanza, 1998; Salt i wspdlpr, 1998). Metoda ta polega
przede wszystkim na wykorzystaniu proceséw fizjologicznych zachodzacych
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w roSlinach i ryzosferze, jednak w celu ich usprawnienia w ostatnich latach
znaczaco wzrosta liczba badan nad zastosowaniem w fitoremediacji roslin mo-
dyfikowanych genetycznie (Kdrenlampi i wspdlpr., 2000; Gwdzdz,
Kopyra, 2003; Wasinkiewicz i wspdtpr.,, 2004; Cherian, Oli-
veira, 2005; Pilon-Smits, 2005; Gorinova i wspélpr, 2007;
Barabasz i wsp6lpr., 2008). Badania nad fitoremediacja prowadzone byty
intensywnie przez rézne osrodki naukowe od poczatku lat 90. XX wieku i doty-
czyly réznych zanieczyszczefi (pierwiastkéw, zwiazkéw) 1 podlozy. Obecnie
wyrdznia si¢ kilka metod fitoremediacji: fitodegradacje, fitofiltracje, fitouwal-
nianie, fitochemostabilizacje i fitoekstrakcje.

1.3.1. Metody fitoremediacji

1.3.1.1. Fitodegradacja

Fitodegradacja (ang. phytodegradation) jest metoda, ktéra umozliwia usu-
wanie ze Srodowiska zbednych lub toksycznych zwiazkéw organicznych. Meto-
da ta polega na stosowaniu gatunkéw roslin majacych zdolno$¢ pobierania
zwiazkéw organicznych, ich przeksztalcania w formy nietoksyczne lub
o zmniejszonej toksycznosci, a nastepnie ich odktadania w tkankach. Zwiazki
moga by¢ réwniez odparowane przez szparki, a czasem nawet catkowicie
rozkladane w roSlinie do CO,, H,O i Cl, (Cherian, Oliveira, 2005;
Pilon-Smits, 2005). W przypadku zwiazkéw, ktérych pobieranie przez
system korzeniowy jest utrudnione (np. wielopierscieniowe weglowodory aro-
matyczne), rosliny stosowane w fitodegradacji powinny dodatkowo mieé zdol-
no$¢ wydzielania do ryzosfery enzymoéw rozktadajacych zanieczyszczenia bez-
posrednio w glebie lub/i substancji stymulujacych rozwdj mikroorganizmow
dokonujacych detoksykacji (Cherian, Oliveira, 2005; Pilon-
-Smits, 2005). Niektérzy autorzy (Pilon-Smits, 2005 i cytowana tam
literatura) traktuja proces wydzielania przez rosliny zwiazkéw stymulujacych
rozw6j mikroorganizméw jako oddzielna metodeg, zwang fitostymulacja (ang.
phytostimulation) lub ryzodegradacja (ang. rhizodegradation). Wydaje si¢ jed-
nak, Ze nieuzasadnione jest rozdzielanie proceséw przeprowadzanych przez ro-
Sliny od proceséw przeprowadzanych przez mikroorganizmy wystgpujace w ry-
zosferze roslin. Z tego wzgledu proponuje si¢ stosowanie wylacznie terminu
fitodegradacja jako metody obejmujacej zaréwno rozktad zwiazkéw organicz-
nych przez sama rosling, jak i przez mikroorganizmy wystepujace w obrebie jej
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strefy korzeniowej. Cherian i Oliveira (2005) réwniez proponuja sto-
sowanie wytacznie terminu phytodegradation. Wigcej informacji na temat moz-
liwosci zastosowania tej metody znajdzie czytelnik w pracach nastgpujacych
autorow: Newmani Reynolds (2004), Wéjcik i Tomaszew-
ska (2005), Marecik i wspdtpr. (2006), Gerhardt i wspdtpr. (2009)
oraz James i Strand (2009).

1.3.1.2. Fitofiltracja

Fitofiltracja (ang. phytofiltration) jest metoda polegajaca na zastosowaniu
roSlin lub wysuszonej biomasy roslinnej do oczyszczania wéd z réznych pier-
wiastkow (Raskin i wspétpr., 1997). Jako biomase stosuje si¢ wysuszone
cate rosliny (Gardea-Torresdey i wspdlpr., 1998) lub tylko ich organy,
jak na przykiad pedy (Sawalha i wspélpr, 2009) czy liscie (Sangi
i wspdtpr., 2008), a Zrédtem materialu roslinnego z reguty sa rosliny ladowe
(Gardea-Torresdey 1 wspotpr.,, 1998; Sangi i wspdlpr, 2008;
Sawalha i wspélpr, 2009). Roslinami, z ktérych najczesciej korzysta sig
w fitofiltracji sa rosliny wodne (np. Elodea canadensis, Eichornia crassipes),
pobierajace pierwiastki nie tylko korzeniami, ale réwniez zanurzonymi w wo-
dzie czeSciami pedéw (Fritioff, Greger, 2007; Upadhyay, Tri-
pathi, 2007). Do fitofiltracji nalezy takze zaliczy¢ ryzofiltracje i szuwarowe
oczyszczalnie Sciekow.

Ryzofiltracja (ang. rhizofiltration) zwiazana jest z wykorzystaniem syste-
méw korzeniowych roslin, przede wszystkim do usuwania z zanieczyszczonych
wod nadmiaru metali lub pierwiastkéw promieniotwérczych (Dushenkov
1 wspdtpr., 1997a; Salt i wspétpr., 1998). Metoda ta zwigzana jest ze stoso-
waniem gtéwnie roslin ladowych, na przyktad: stonecznika, gorczycy sarep-
skiej, tytoniu, szpinaku, kukurydzy lub fasoli (Dushenkov, Kapulnik,
2000; Lee, Yang, 2010). Ryzofiltracja polega na uprawie roslin w kul-
turach hydroponicznych, az do uzyskania odpowiedniej biomasy. Nastgpnie ro-
sliny przenosi si¢ do zbiornikdw zawierajacych zanieczyszczona wodg i umiesz-
cza w taki sposéb, aby w kontakcie z roztworem pozostawaty tylko korzenie.
Proces oczyszczania sprowadza si¢ gtéwnie do pobierania, adsorpcji lub wy-
tracania na powierzchni korzeni metali lub pierwiastkéw promieniotworczych.
Znacznie mniejsza rolg odgrywa tu wytracanie metali z roztworu w postaci osa-
du (Dushenkoviwspétpr, 1997a; Salt i wspolpr., 1998). Przeprowadzo-
ne do tej pory badania wykazaly, Ze za pomoca ryzofiltracji mozna usunac¢
z wody takie metale, jak: Cd, Cr, Cu, Ni, Pb, Zn (Dushenkov i wspdlpr,
1995; S alti wspdtpr., 1997). Uzyskano takze dobre rezultaty w oczyszczaniu
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wod z niemetali, jak As (Huang 1 wspétpr., 2004). Jednak dotychczas naj-
bardziej zaawansowane sa badania nad usuwaniem z wod pierwiastkéw radio-
aktywnych, miedzy innymi: U, Ra, Cs lub St (Dushenkov i wspétpr.,
1997b; Tomé i wspolpr., 2008; Lee, Yang, 2010). Za najbardziej odpo-
wiednie gatunki do przeprowadzania ryzofiltracji uznano stonecznik i gorczyce
sarepska, ktérych zaleta jest wytwarzanie bardzo duzego systemu korzeniowego
w kulturach wodnych (Raskin i wspdlpr., 1997; Dushenkov, Ka-
pulnik, 2000). Wydaje si¢ jednak, ze istotny w ryzofiltracji moze by¢ sto-
piefl rozgatezienia systemu korzeniowego, a nie jego masa, przynajmniej
w przypadku Pb. Matkowski i wspétpr. (2002), prowadzac badania
w kulturach hydroponicznych, wykazali bowiem, ze w korzeniach 4-dniowych
siewek kukurydzy najintensywniejsza akumulacja Pb zachodzi w wierzchotko-
wej czegSci tego organu. Tak wigc silnie rozgal¢ziony system korzeniowy
o mniejszej biomasie powinien kumulowa¢ wigcej Pb niz stabo rozgateziony
system o wigkszej biomasie (Matkowski i wspétpr.,, 2002). Takie same
wnioski wynikaja z badan Meyersa i1 wspélpr. (2008), prowadzonych
Z uzyciem gorczycy sarepskie;j.

Szuwarowe oczyszczalnie Sciekow (ang. constructed wetlands) sg sztucznie
tworzonymi, ptytkimi zbiornikami wodnymi, ktérych przynajmniej 50% po-
wierzchni porastaja makrofity (Horne, 2000). Gatunkami roslin wystepu-
jacymi w takich oczyszczalniach sa zaréwno ro§liny ziemno-wodne, na przy-
ktad: Phragmites australis, Typha latifolia czy Shoenoplectus spp. (Horn,
2000; Mayes i wsp6lpr., 2009), jak i rosliny catkowicie zanurzone w wodzie
(Potamogeton spp.) lub ptywajace po jej powierzchni (Lemna spp., Eichornia
crassipes) (Horn, 2000; Jayaweera i wspdlpr., 2008). Do flory szuwa-
rowych oczyszczalni zalicza si¢ takze duze glony, na przykiad: Chara spp. i Ni-
tella spp. (Horn, 2000). Oczyszczalnie te sa tworzone przede wszystkim
w celu usuwania azotu i fosforu ze $ciekéw bytowych lub rolniczych,
a w mniejszym stopniu ze Sciekow przemystowych (Kern, Idler, 1999;
Tanner i wspétpr, 1999; Reinchardt i wspétpr., 2005). Stosowane tez
byty z powodzeniem do oczyszczania wod zawierajacych metale (Knox
i wspélpr, 2006; Yang i wspélpr, 2006). W przypadku szuwarowych
oczyszczalni $ciekéw, w odréznieniu od ryzofiltracji, oprécz roslin, bardzo duza
role odgrywaja mikroorganizmy oraz osad denny. Powstajace w osadzie dennym
warunki beztlenowe umozliwiaja powstawanie siarczkéw, ktére z kolei powo-
duja wytracanie i immobilizacje w osadach wielu metali. Uwaza sig, ze w przy-
padku Cu i Pb warunki beztlenowe i tworzenie siarczkéw sa najwazniejszymi
procesami decydujacym o usuwaniu tych metali z wody w szuwarowych
oczyszczalniach $ciekéw (H orn, 2000).
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1.3.1.3. Fitoulatnianie

Fitoulatnianie (ang. phytovolatilization) to oczyszczanie gleb z lotnych
zwiazkéw organicznych (np. trichloroetylenu) oraz trzech pierwiastkéw: Se, Hg
i As (Raskin i wspdlpr, 1997; Cherian, Oliveira, 2005; Pi-
lon-Smits, 2005). Rosliny pobieraja z gleby pierwiastek w rozpuszczalnej
w wodzie postaci jonowej, a nastepnie przeksztatcaja go w zwiazki lotne, ktére
w procesie transpiracji ulatniaja si¢ wraz z parg woda (Cherian, Oli-
veira, 2005). Dotychczas najbardziej zaawansowane sa badania nad fitoulat-
nianiem Se. Wigze si¢ to migdzy innymi z wystgpowaniem w przyrodzie ga-
tunkéw roslin (jak Astragalus bisculatus) zdolnych do przeprowadzenia Se
w formy lotne (metyloselenki) (Raskin i wspdtpr., 1997). Jesli chodzi o Hg
i As, to rosliny wykazuja niewielka zdolnos$¢ do przeksztalcania tych pierwiast-
kéw w formy lotne (Cherian, Oliveira, 2005). Udato si¢ jednak uzy-
ska¢ rosliny transgeniczne (rzodkiewnik, tyton, rzepak) z wbudowanymi genami
bakteryjnymi (merA i/lub merB), ktérych produkty przeksztatcaja rte¢ lub mety-
lorte¢ w Hgo, sublimujaca i ulatniajaca si¢ z rosliny wraz z wytranspirowang
woda (Meagher i wspdlpr, 2000). W jezyku polskim pojawito si¢ kilka
terminéw (fitowolatilizacja, fitoewaporacja, fitoodparowanie) nazywajacych te
metode fitoremediacji. Sposréd nich tylko pojecie ,fitoodparowanie” (Kar -
czewska, 2003; Marecik i wspétpr., 20006) jest terminem prawidtowo
oddajacym sens metody i powinien by¢ stosowany jako synonim fitoulatniania.
W pozostatych nazwach uzyto albo niepoprawnego dla j¢zyka polskiego termi-
nu wolatilizacja, albo Scisle zdefiniowanego stowa ewaporacja, okreslajacego
parowanie z powierzchni gleby lub zbiornikéw wodnych, a wigc nieoddajacego
w sposob prawidlowy istoty metody fitoulatniania.

1.3.1.4. Fitochemostabilizacja

W poréwnaniu z oméwionymi wcze$niej metodami fitoremediacji, fitoche-
mostabilizacja jest technika o wiele doktadniej przebadana, zaréwno w warun-
kach laboratoryjnych, jak i polowych. Fitochemostabilizacja (ang. chemophyto-
stabilization, phytostabilization) to metoda, ktdrej zadaniem jest immobilizacja
metali w glebach za pomoca roslin i wprowadzanych do gleby dodatkéw
(Vangronsveld, Cunningham, 1998; Knox i wspdlpr., 2000a).

W jezyku angielskim funkcjonuje kilka terminéw okreslajacych fitochemo-
stabilizacje. Najczesciej uzywany to ,fitostabilizacja” (ang. phytostabilization)
(Cunningham i wspétpr., 1995; Chaney i wspétpr., 1997; Raskin
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i wspolpr.,, 1997; Berti, Cunningham, 2000; Cherian, Oli-
veira, 2005). Innymi stosowanymi w tym celu pojeciemi sa: phytorestora-
tion, in-place inactivation, in situ stabilization lub chemophytostabilization
(Vangronsveld, Cunningham, 1998; Berti i wspétpr., 1998;
Konx 1 wspdlpr.,, 2000a i b). Termin fitostabilizacja sugeruje, ze jedynym
czynnikiem decydujacym o immobilizacji metali w glebie sa rosliny. Tymcza-
sem analiza dostgpnej literatury wskazuje na jednoczesne dziatanie roslin i do-
datkéw wprowadzanych do gleby. Tak wigc nie tylko udziat roslin (fito), ale
réwniez zwiazkéw chemicznych (chemo) jest niezbedny, aby uzyskaé petna
i trwala stabilizacj¢ metali w glebie. Z tego wzgledu wprowadzony po raz
pierwszy przez Knox 1 wspélpr. (2000a) termin chemophytostabilization,
wydaje si¢ najlepiej oddawaé sens metody. Biorac jednak pod uwagg, ze meto-
da ta polega na wytworzeniu trwatej i zwartej pokrywy roslinnej, a wzrost bio-
réznorodnosci jest ostatecznym celem, proponuje si¢ stosowanie terminu fito-
chemostabilizacja (ang. phytochemostabilization).

Wprowadzanie do gleby dodatkéw (ang. amendments) w procesie fitoche-
mostabilizacji ma na celu przeksztalcenie form jonowych i fatwo rozpuszczal-
nych zwiazkéw metali w formy stabo lub bardzo stabo rozpuszczalne. Dochodzi
do tego w wyniku: (1) sorpcji metali, (2) wytragcania metali z roztworu, (3)
zmiany stopnia utlenienia metali, (4) humifikacji. Wszystkie te procesy pro-
wadza do ograniczenia biodostepnosci metali. W efekcie uzyskuje si¢ zmniej-
szenie tugowania i pobierania metali przez roSliny, mikroorganizmy, jak réwniez
bezkregowce i kregowce (Vangronsveld, Cunningham, 1998). Po-
nadto zaktada sig, ze dodatki, poza skuteczna immobilizacja metali, powinny
by¢: (1) tatwe do transportu, (2) tanie, (3) bezpieczne dla pracownikéw w trak-
cie rozprowadzania, (4) nietoksyczne dla roslin lub nawet stymulujace ich
wzrost, (5) bez ujemnego wptywu na zadne elementy Srodowiska poddawanego
fitochemostabilizacji, (6) tatwe do pozyskania lub produkcji (Berti, Cun -
ningham, 2000).

Zadaniem ro§lin stosowanych w fitochemostabilizacji jest zabezpieczenie
powierzchni zanieczyszczonej gleby przed erozja wodng i wietrzng, ograni-
czenie liczby odciekéw powstajacych po opadach deszczy i tugowania metali
oraz migracji czastek glebowych zanieczyszczonych metalami. Jest to mozliwe
tylko wtedy, gdy rosliny moga wytworzy¢ zwarta okrywe i gleboki, silnie roz-
galeziony system korzeniowy. Powinny si¢ réwniez charakteryzowaé wysoka to-
lerancja w stosunku do réznych metali cigzkich, intensywna transpiracja, wy-
soka akumulacja metali w korzeniach, przy réwnocze$nie niskiej akumulacji
w pedach (Vangronsveld, Cunningham, 1998; Berti, Cun-
ningham, 2000). Nie bez znaczenia jest takze zdolnos$¢ roslin do stymulacji
rozwoju mikroorganizméw (bakterii, grzybow) zyjacych w obregbie ryzosfery
i przyspieszajacych proces fitochemostabilizacji (Vangronsveld, Cun-
ningham, 1998).
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Metoda ta powinna by¢ stosowana przede wszystkim w przypadku gleb sil-
nie zanieczyszczonych metalami, a wigc na terenach w bezposrednim sasiedz-
twie zwatowisk, hut i/lub kopali metali niezelaznych, gdzie postugiwanie si¢ in-
nymi metodami fitoremediacji byloby niemozliwe lub bardzo utrudnione, ze
wzgledu na toksyczne dziatanie metali zawartych w glebie na wzrost i rozwdj
roslin (Vangronsveld, Cunningham, 1998; Brown i wspélpr.,
2004; Kucharski i wspétpr., 2005). Zaklada si¢ takze mozliwos¢ korzysta-
nia z niej w przypadku gleb uprawnych, Srednio lub stabo zanieczyszczonych,
w celu ograniczenia akumulacji metali w roslinach uprawnych (Chlo-
pecka, Adriano, 1997; Vangronsveld, Cunningham, 1998).

Proces fitochemostabilizacji rozpoczyna si¢ od wprowadzenia do gleby do-
datkéw 1 ich wymieszania z gorna, najbardziej zanieczyszczona metalami
warstwa gleby. Po 2—6 tygodniach wysiewa si¢ rosliny lub pozostawia teren
nieobsiany, czekajac az obnizona, w wyniku dziatania dodatkéw, biodostgpnosé
metali umozliwi wzrost lokalnym, odpornym ekotypom roslin. Dotychczas jako
dodatkéw najczesciej uzywano zwigzkéw fosforu, tlenkéw zelaza i manganu lub
produktéw odpadowych zawierajacych Fe i Mn, glinokrzemianéw, gipsu, mate-
rii organicznej lub substancji alkalizujacych (Berti, Cunningham,
2000; Vangronsveld, Cunningham, 1998; Knox 1 wspdipr,
2000a i b; Laperche, 2000; Mench i wspétpr, 2000; Ciecko
i wspotpr., 2001).

Bardzo wiele uwagi w badaniach nad fitochemostabilizacja poswigcono
zwiazkom fosforu. Jako dodatek fosfor stosowano w postaci: H;PO,, fosfora-
néw, apatytéw, fosforytéw, tomasyny (ang. Thomas basic slag), nawozoéw fosfo-
rowych lub nawozéw zawierajacych NPK (Mench i wspélpr.,, 2000; L a-
perche, 2000; Shu i wspdtpr., 2002; Theodoratos i wspdtpr., 2002;
Knox i wspdlpr., 2003; Brown i wspdtpr., 2004; Scheckel, Ryan,
2004; Kucharski i wspétpr., 2005; Panfili i wspétpr., 2005; Misra,
Chaturvedi, 2007).

Badania wykazaty wysoka skuteczno$¢ zwiazkéw fosforu w immobilizacji
zaréwno Pb, jak réwniez Cd i Zn. Stwierdzono, ze zastosowanie nawozow fos-
forowych w postaci (NH,),HPO, (McGowen i wspdtpr., 2001) lub super-
fosfatu potrdjnego, sktadajacego si¢ gtéwnie z Ca(H,PO,), - HLO (Brown
i wspdtpr., 2004; Kucharski i wspéipr. 2005), w istotny sposéb obnizato
akumulacje wymienionych pierwiastkéw w roslinach. Efekt zmniejszonej
akumulacji w roslinach, a takze obnizonej biodostgpnosci Pb, Cd i Zn uzyskano
réwniez po wprowadzeniu do gleby apatytéw lub fosforytéw (Laperche,
2000; Knox i wspotpr., 2003; Brown i wspdipr., 2004; Scheckel,
Ryan, 2004). WyraZne obnizenie biodostepnosci i akumulacji w roslinach Pb,
Cd i Zn zaobserwowano takze po wprowadzeniu do gleby H;PO, (Brown
i wspdlpr., 2004; Scheckel, Ryan, 2004; Geebelen i wspdlpr.,
2006). Biorac jednak pod uwage wymienione wczesniej cechy, jakie powinny
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charakteryzowaé dodatki (Berti, Cunningham, 2000), stosowanie sil-
nego kwasu nieorganicznego, nawet w niskich stgzeniach, jest niekorzystne.

Jakkolwiek zwiazki fosforu okazaly sie bardzo skuteczne w immobilizacji
Pb, Cd i Zn, to jednak musza by¢ stosowane z duza ostrozno$cig na glebach za-
nieczyszczonych w wyniku dziatalnoSci hutnictwa oraz gdérnictwa cynku
i otowiu. Gleby takie zawieraja bowiem podwyzszone zawarto$ci nie tylko
trzech wspomnianych metali, ale takze As (Cabata, Teper, 2007). Ponie-
waz P i As tworza aniony o podobnych witasciwosciach (Kabata-Pen-
dias, Pendias, 2001), wprowadzenie fosforu do gleb zawierajacych As
zawsze prowadzi do spadku pH i uwalniania As do roztworu glebowego,
a w konsekwencji do zwigkszenia biodostepnosci tego metaloidu (Theodo -
ratos i wspodlpr., 2002). Nowsze badania wykazaly jednak, ze podanie wapna
nawozowego wraz z superfosfatem potréjnym silnie ogranicza uruchamianie As
przez P, réwnoczes$nie nie zmniejszajac immobilizacji Pb i Cd (Matkow -
ski 1 wspdtpr., 2003). Z wprowadzaniem do gleby tatwo rozpuszczalnych
zwiagzkéw fosforu zwiazane sa takze inne niebezpieczeiistwa. W przypadku za-
stosowania nadmiernych ilosci P mozliwa jest migracja jonéw fosforanowych do
wod podziemnych, lub nawet poza dany ekosystem, jak réwniez unieruchamia-
nie mikroelementéw (np. Cu, Fe), co moze prowadzi¢ do ograniczenia wzrostu
roslin. Niezbedne jest wigc monitorowanie stanowisk, na ktérych przeprowadza
sie fitochemostabilizacje z uzyciem zwiazkéw fosforu.

Dotychczas przeprowadzone eksperymenty potwierdzity takze znaczna sku-
teczno$¢ uwodnionych tlenkéw (ang. oxyhydroxides lub hydrous oxides) zelaza
i/lub manganu w procesie immobilizacji metali (Brown i wspdtpr., 2004;
Aboulroos i wspdtpr., 2006). Uwodnione tlenki obu metali wykazuja bo-
wiem zdolnos$¢ do silnej sorpcji (Berti, Cunningham, 2000) réznych
pierwiastkéw, a nawet wilaczania ich w swa strukturg, co stwierdzono w przy-
padku Pb (Berti i wspdtpr., 1998). Budowa, wtasciwosci i dziatanie uwod-
nionych tlenkéw Fe i Mn w procesie fitochemostabilizacji zostaty szczegétowo
opisane przez Mencha i wspétpr. (2000).

Oprocz tlenkéw Fe i Mn, duzo uwagi poswigcono badaniom nad skuteczno-
Scia w procesie fitochemostabilizacji glinokrzemianéw (ang. aluminosilicates),
takich jak mineraty ilaste, zeolity lub beringit (M e nch 1 wspétpr., 2000), po-
niewaz substancje te charakteryzuja si¢ wysoka pojemnoscig sorpcyjna w sto-
sunku do réznych kationéw (Glifiski, 1999). Lothenbach i wspbtpr.
(1998) oraz Badora i wspdtpr. (1998) wykazali, ze wprowadzenie zmodyfi-
kowanego montmorylonitu do zanieczyszczonej metalami gleby obnizato stgze-
nie biodostgpnych form Cd, Zn i Cu, ale nie obnizalo mobilnosci Pb. Inny z mi-
neratéw ilastych (patygorskit) okazal si¢ skuteczny nie tylko w immobilizacji
Cd, Cu i Zn, ale réwniez Pb w glebie zanieczyszczonej w wyniku dziatalno$ci
kopalni rud cynku i otowiu (Alvarez-Ayuso, Garcia-Sanchez,
2003). Szczegélnie duzo prob immobilizacji metali w glebach prowadzono
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z zeolitami naturalnymi i sztucznymi, wykazujac ich skuteczno$¢ zaréwno
w przypadku ograniczania biodostgpnosci Pb (Gworek, 1992), Cd (Gwo -
rek i wspolpr.,, 1998; Keller i wspotpr., 2005b), jak i w wypadku réwno-
czesnej immobilizacji Pb, Cd, Zn i Cu (Gworek i wspdlpr., 1996; Knox
i wspétpr., 2003; Madrid i wspdtpr., 2006; Szadkova i wspdtpr., 2007).
Interesujacy sposéb zastosowania zeolitéw do immobilizacji metali w glebach
lub oczyszczania gleb z metali zaproponowali polscy naukowcy (Gworek
1 wspétpr., 2004). Polega on na wytwarzaniu z zeolitéw brykietéw (tzw. brykie-
téw BAGQG), ktére po wprowadzeniu do gleby oddaja do roztworu glebowego
jony wapnia i/lub potasu, wiazac wymiennie jony metali cigzkich. Usunigcie
brykietéw z gleby pozbawia ja metali toksycznych, réwnoczesnie wzbogacajac
w wapn i potas (Gworek i1 wspdlpr., 2004).

Beringit jest glinokrzemianem, ktérego wytwarzanie zostato zakoriczone
w 1997 roku (Lock, Janssen, 2003). Niemniej jednak badania nad jego
zastosowaniem w fitochemostabilizacji wciaz trwaja. Po raz pierwszy w bada-
niach polowych znalazt zastosowanie w Belgii (Maatheide), na terenach wokét
huty metali niezelaznych, dajac bardzo dobre efekty (Vangronsveld
1 wspdtpr., 1995, 1996). Duza jego skuteczno$¢ w immobilizacji metali potwier-
dzity takze dalsze badania, zaréwno laboratoryjne, jak i polowe (Lombi
i wspdtpr., 2002; Mench i wspétpr.,, 2003 i 2006b).

Bardzo istotnym, a jednoczesnie wciaz stabo zbadanym problemem jest
wplyw dodatkéw glebowych, wprowadzanych w czasie fitochemostabilizacji, na
funkcjonowanie mikroorganizméw. Pierwsze doniesienia o pozytywnym
wptywie dodatkéw na mikoryze arbuskularna znane sa juz od 1996 roku
(Vangronsveld i wspolpr., 1996). Jednak dopiero badania ostatnich lat
wykazaly, ze dodatki stymuluja nie tylko wzrost roslin, ale réwniez aktywnos¢
enzymoéw glebowych oraz wzrost bakterii i grzybéw mikoryzowych. Mench
i wsp6lpr. (2006a) w glebie zanieczyszczonej Cd i Ni zaobserwowali wzrost ak-
tywnosci fosfatazy alkalicznej i kwasnej, B-glukozydazy oraz proteaz. Kum -
piene i wspdlpr. (2009) takze stwierdzili w glebie zawierajacej podwyzszone
stezenia Pb i Cu wyzsza aktywnos$¢ wspomnianych enzymoéw, a ponadto wzrost
biomasy mikroorganizméw oraz oddychania glebowego. Z kolei Gucwa-
-Przepidra i wspdtpr. (2007) wykazali wielokrotny wzrost kolonizacji ko-
rzeni Deschampsia caespitosa przez mikoryze arbuskularng w warstwie gleby,
do ktérej wprowadzono dodatki wspomagajace fitochemostabilizacjg.
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1.3.1.5. Fitoekstrakcja

Fitoekstrakcja (ang. phytoextraction) jest metoda polegajaca na wykorzysta-
niu roslin wyzszych do oczyszczania gleb z metali cigzkich, pierwiastkéw pro-
mieniotworczych lub zwiazkéw organicznych, przez pobieranie ich z gleby
i akumulacje w tkankach, ktére nastgpnie sa usuwane wraz z zanieczyszczenia-
mi. Odkladanie toksycznych pierwiastkéw lub zwiazkéw powinno zachodzié
przede wszystkim w pedach, a wigc czesciach tatwo dajacych si¢ usunaé
w calosci z pola, w odréznieniu od korzeni (Salt i wspdipr., 1998).

Fitoekstrakcje metali mozna podzieli¢ na fitoekstrakcje ciagta (ang. conti-
nuous phytoextraction) i fitoekstrakcje indukowang (ang. induced phytoextrac-
tion), ze wzgledu na réznice w mechanizmach proceséw oraz w stosowanych
w tych procesach gatunkach roslin (Salt i wspdipr, 1998; Garbisu,
Alkorta, 2001).

Fitoekstrakcja ciagla polega na wysianiu na zanieczyszczonej glebie gatun-
koéw roslin charakteryzujacych si¢ odpornoscia na toksyczne dziatanie wysokich
zawartos$ci metali oraz zdolno$cig do ich akumulacji, przede wszystkim w pe-
dach. W trakcie wzrostu i przyrostu biomasy ilo§¢ akumulowanych metali
w czgSciach nadziemnych zwigksza si¢ w sposob ciagly. Rosliny takie uprawia
sie do uzyskania jak najwiekszej biomasy peddw, a nastgpnie sa one usuwane
wraz z zanieczyszczeniami. Takimi wiasciwoSciami charakteryzuja si¢ specy-
ficzne gatunki roslin okreslane terminem ,,hyperakumulatory”. Aktualnie funk-
cjonuja dwie definicje hyperakumulatoréw. Wedtug pierwszej z nich, do hypera-
kumulatoréw zalicza sie¢ gatunki roslin, w ktérych stezenia metali w dowolnym
organie lub tkance czgSci nadziemnych przekraczaja okreS§lone wartosci. Defini-
cja ta dotyczy tylko okazéw zebranych w ich naturalnych Srodowiskach. Zawar-
tosci akumulowanych metali musza by¢ przynajmniej o jeden rzad wielko$ci
wyzsze od spotykanych w ro$linach niebgdacych hyperakumulatorami
1 rosnacych na tym samym terenie (Baker i wspétpr, 2000; Reeves,
Baker, 2000). Okreslono minimalny poziom pierwiastkow, ktéry decyduje
o zaliczeniu danego gatunku do hyperakumulatoréw. W przypadku Pb i Cu
przyjeto 1 000 mg, dla Cd 100 mg, a dla Zn 10 000 mg/kg s.m. organéw nad-
ziemnych (B aker i wspétpr., 2000). Zgodnie z druga definicja, rosling uzna-
je sie¢ za hyperakumulator, jesli stosunek zawartosci danego metalu w pedzie
i korzeniu jest rowny lub wigkszy od 1 (Salt, Krdamer, 2000). Ta definicja
uwzglednia wlasciwosci fizjologiczne rosliny, w szczegélnosci zdolnosé do bar-
dzo sprawnego transportu metali z korzeni do pedéw i wysoka odpornosé na
metale komérek w czesciach nadziemnych. Jednoczesnie nie jest oparta na
wybranych arbitralnie zawartosciach metali w pedach, decydujacych o zali-
czeniu gatunku do hyperakumulatoréw. Wtasnie t¢ definicj¢ hyperakumultora
przyjeto w niniejszej pracy.
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W przyrodzie wystepuje najwigcej gatunkéw roslin hyperakumulujacych Ni.
Reeves i Baker (2000) podaja az 318 taksonéw roslin bedacych hypera-
kumulatorami tego metalu. Dla poréwnania, do hyperakumulatoréw Zn i Cd za-
licza sig tylko 11 (M cGrath i wspétpr., 2002) lub 13 taksonéw (Reeves,
Baker, 2000), a do hyperakumulatoréw Pb 14 taksonéw (Reeves, Ba-
ker, 2000). Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze zdolnos$¢ roslin do hyperakumu-
lacji Pb jest watpliwa. Wskazuja na to badania przeprowadzone w kulturach hy-
droponicznych oraz badania wazonowe z gleba ze stanowisk zanieczyszczonych
w wyniku dziatalnosci hutnictwa metali niezelaznych. Badania te wykazaty
znacznie wyzsze stezenia Pb w korzeniach niz w pedach trzech gatunkéw
tobotkéw uznawanych za hyperakumulatory Pb: Thilaspi caerulescens i Thlaspi
rotundifolium (Huang, Cunningham, 1996; McGrath i wspétpr.,
2002) oraz Thlaspi praecox (Vogel-Mikus$ i wspélpr.,, 2006). Réwniez
badania przeprowadzone z Sesbania drummondii, uznanym przez Sahi
1 wsp6tpr. (2002) za hyperakumulator Pb, nie potwierdzily zdolnosci tego ga-
tunku do hyperakumulacji. W przypadku tego gatunku stwierdzono bowiem
o wiele wyzsza akumulacje Pb w korzeniach w poréwnaniu z pedami, zaréwno
w eksperymentach przeprowadzonych w kulturach hydroponicznych (Sahi
1 wsp6tpr.,, 2002), jak i w badaniach z gleba sztucznie zanieczyszczona
Pb(NO3), (Ruley i wspétpr., 2006).

Sposréd kilkunastu taksonéw zaliczanych do hyperakumultoréw Cd i Zn
najwigcej uwagi poswigcono 2 gatunkom: Thlaspi caerulescens 1 Arabidopsis
halleri. Badania wykazaly, ze oba, zar6wno w kulturach hydroponicznych, jak
i w uprawie na zanieczyszczonej glebie, wykazuja takie same lub wyzsze za-
wartosci Zn i Cd w pedach w poréwnaniu z korzeniami, co pozwala zaliczy¢ je
do hyperakumulatoréw Cd i Zn (Lasat i wspdlpr., 1996; Shen i wspotpr.,
1997; Kiipper i wspdlpr, 2000; Sarret i wspdtpr, 2002; Assun-
¢do 1 wspdtpr, 2003; Fischerova i wspotpr., 2006).

Pierwsze polowe eksperymenty, badajace mozliwosci wykorzystania hypera-
kumulatoréw do oczyszczania gleb z metali, przeprowadzono juz w latach
1991—1993 w Rothamsted Experimental Station w Wielkiej Brytanii (M c -
Grath i wspdtpr., 2002 i cytowana tam literatura). Wykonano je z uzyciem 7
gatunkéw hyperakumulatoréw na glebach stabo lub umiarkowanie zanieczysz-
czonych Cd i Zn w wyniku nawozenia osadami Sciekowymi i zawierajacych
maksymalnie 444 mg Zn i 13,6 mg Cd na kg gleby. Sposréd przebadanych ga-
tunkéw najbardziej obiecujacymi w ekstrakcji Cd i Zn z gleb okazaty si¢ wspo-
mniane wczesniej Thlaspi caerulescens 1 Arabidopsis halleri M cGrath
i wspotpr., 2000). Wymienieni autorzy stwierdzili jednak, ze oba gatunki tych
dziko rosnacych rodlin nie sa fatwe w uprawie, a uzyskane plony czesci nad-
ziemnych sa bardzo zréznicowane i stosunkowo niskie. Okreslili wigc dalsze
kierunki badai majacych na celu: (1) wyselekcjonowanie genotypéw najbar-
dziej nadajacych si¢ do prowadzenia fitoekstrakcji ciagtej i rozpoczecie produk-
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cji nasion; (2) okreslenie mechanizméw odpowiedzialnych za hyperakumulacje
Cd i Zn; (3) ustalenie mechanizmdw tolerancji na metale; (4) wyizolowanie ge-
néw odpowiedzialnych za hyperakumulacje i tolerancj¢ na metale (Mc -
Grath i wspélpr., 2002). Wnioski te staly si¢ podstawa do dalszych ekspery-
mentéw prowadzonych przez rézne osrodki naukowe na catym Swiecie. Czgs¢
z nich koncentrowala si¢ na samej fitoekstrakcji ciagtej, natomiast czg¢$¢ na wy-
kryciu genéw odpowiedzialnych za wspomniane wczesniej mechanizmy odpor-
nosci 1 wysokiej akumulacji metali w pgdach.

Badania dotyczace zmiennoSci wewnatrzpopulacyjnej zwiazanej z hyperaku-
mulacja Zn i Cd potwierdzity wyjatkowa zdolno$¢ T. caerulescens i A. halleri
do pobierania i akumulacji obu metali w pedach (Reeves i wspotpr., 2001;
Bert i wspétpr, 2002; Macnair, 2002; Schwartz i wspdlpr., 2006).
Jednak pierwsze eksperymenty fitoekstrakcji ciaglej, przeprowadzone przez na-
ukowcdow spoza Rothamsted Experimental Station, wskazywaly na mniejsza wy-
dajnos$¢ T. caerulescens w fitoekstrakcji Zn z gleby w poréwnaniu z Brassica
juncea. Natomiast w przypadku Cd wydajno$¢ obu gatunkéw byta podobna
(Ebbs i wspolpr.,, 1997). Ta nizsza efektywnos¢ fitoekstrakcji, czyli mniejsza
ilos¢ Zn usuwanego z gleby wraz z pedami 7. caerulescens, byta spowodowana
10-krotnie nizsza jego biomasa w poréwnaniu z biomasa Brassica juncea
(Ebbs i wspdlpr., 1997). Pézniejsze badania dowiodly jednak, ze oba hypera-
kumulatory charakteryzuja sie wyzsza wydajnoscia w fitoekstrakcji Cd i Zn
w poréwnaniu z wieloma gatunkami roSlin uprawnych, jak: Brassica juncea,
Nicotiana tabacum, Zea mays czy Lactuca sativa oraz z krzewami z rodzaju Sa-
lix (Keller i wspopr., 2003; Schwartz i wspdlpr.,, 2003; Fische-
rova i wspblpr, 2006; Hammer i wspélpr., 2006). Mimo wysokiej zdol-
nosci do ekstrakcji Cd i Zn z gleb, T caerulescens i A. halleri cechuje kilka
wiasciwosci, ktére ograniczaja ich przydatnos¢ do tego procesu. Do takich nie-
pozadanych cech nalezy zaliczy¢ powolny wzrost i niewielkie rozmiary, czego
efektem jest wytwarzanie niewielkiej biomasy (Blaylock, Huang, 2000;
Kradmer, 2005), a takze rozetowy pokrdj, ktéry utrudnia zbiér roslin (M c -
Grath i wspdtpr., 2002). Poza tym hyperakumulatory charakteryzuja si¢ wy-
bidrcza zdolnoscia akumulacji Cd i Zn (Verbruggen i wspdipr., 2009),
podczas gdy gleby zanieczyszczone przez przemyst metali niezelaznych zawsze
zawieraja duze ilosci Cd, Zn i Pb (Brej, 1998; Kucharski i wspotpr.,
2005; Karczewska 1 wspdtpr, 2006; Gucwa-Przepidra
i wspotpr., 2007; Cabata, Teper, 2007). Niewiele tez wiadomo o ich wy-
maganiach uprawowych, wrazliwos$ci na szkodniki, choroby bakteryjne i grzy-
bowe oraz metodach ich zwalczania. Zaproponowano wigc opracowanie takich
metod uprawy gleby i roslin, ktére powinny zaowocowaé znacznie wigkszym
plonem, korzystnym dla efektywnosci fitoekstrakcji ciaglej (Chaney
i wsp6tpr., 2000). Pierwsze préby, z zastosowaniem nawozenia, wykazaty pozy-
tywny wptyw na przyrost biomasy 7. caerulescens, a takze na zdolnos$¢ tego
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hyperakumulatora do fitoekstrakcji Zn i Cd (Bennett i wspotpr.,, 1998;
Keller i wspdlpr.,, 2003; Schwartz i wspdtpr.,, 2003; Sirguey
i wspolpr., 2006; Monsant i wspdlpr, 2008; Xie i wspotpr.,, 2009).
Mimo takich wynikéw, wielu autoréw nadal uwaza, ze uzycie T. caerulescens
do fitoekstrakcji na skale polowa byloby niepraktyczne ze wzgledu na inne,
wczesniej] wspomniane, przyczyny (Blaylock, Huang, 2000; Gis-
bert i wspolpr., 2003; Kramer, 2005). Z tego powodu wigkszos¢ badan
przeprowadzona w ciagu ostatnich lat koncentrowata si¢ na molekularnych me-
chanizmach hyperakumulacji i odpornosci, a nie na ocenie efektywnosci fito-
ekstrakcji ciagtej (Matkowski, Kurtyka, 2003; Krdamer, 2005;
Chiang iwspdlpr., 2006; Barabasz i wspdtpr., 2008; Verbruggen
1 wspétpr., 2009). Celem tych badan molekularnych bylo znalezienie gendéw
odpowiedzialnych za wspomniane mechanizmy i uzyskanie genetycznie mody-
fikowanych organizméw roslinnych, ktére wytwarzatyby duza biomase oraz
charakteryzowaty si¢ wysoka odpornoscia na metale i zdolnoscia do ich hyper-
akumulacji (Krdmer, 2005). Uzyskanie takich ro$lin mogtoby znacznie
zwigkszy¢ efektywnosc¢ fitoekstrakcji ciagte;.

Pierwsze doniesienia wskazywaty na wyraZzny wzrost akumulacji réznych
metali, w tym takze Pb i Cd, w roSlinach genetycznie modyfikowanych.
Grichko i wspétpr. (2000) wykazali to na przykladzie transgenicznego po-
midora z wbudowanym bakteryjnym genem deaminazy kwasu 1-aminocyklo-
propano-1-karboksylowego (deaminaza ACC), ktéry to enzym obniza st¢zenie
etylenu w roslinach i tym samym zwigksza ich odporno$¢ na dziatanie réznych
czynnikow stresowych. Wspomniani autorzy stwierdzili, w najbardziej efektyw-
nej linii roslin, 5-krotnie wyzsze st¢zenie Cd w poréwnaniu z kontrola. Jednak
ponad 90% tego metalu akumulowatly korzenie, co praktycznie uniemozliwiato
zastosowanie tej ros§liny w fitoekstrakcji. Natomiast koncentracja Pb w cze-
Sciach nadziemnych byta niemal 3-krotnie wyzsza niz w kontroli i, w odréznie-
niu od Cd, prawie 60% tego metalu gromadzito si¢ w pedach. Trudno jednak
okresli¢ rzeczywista przydatno$¢ tych transgenicznych linii do fitoekstrakcji
obu pierwiastkéw, poniewaz badania byly prowadzone w uprawach na glebie
sztucznie zanieczyszczonej wprowadzeniem dobrze rozpuszczalnych zwiazkéw
obu metali. Ponadto w pracy nie podano zadnych informacji na temat wtasciwo-
Sci gleby (Grichko i wspétpr., 2000), na przyktad pH lub przewodnictwa
elektrycznego, ktére w rzeczywistych warunkach moga wptywac na biodostep-
no$¢ metali i ich akumulacje w roslinach. P6zZniejsze badania tego zespotu wy-
kazaty (Farwell i wspétpr., 2006), ze w przypadku transgenicznego Brassi-
ca napus z wbudowanym genem deaminazy ACC roSliny modyfikowane
wytwarzaly wieksza biomasg, ale charakteryzowaty sie nizsza akumulacjg Ni
w pedach w poréwnaniu z kontrolag. W efekcie iloS¢ ekstrahowanego Ni byla
taka sama w przypadku roslin kontrolnych i transgenicznych. Natomiast zwigk-
szong akumulacje¢ Ni autorzy zaobserwowali zarowno w roslinach kontrolnych,
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jak i transgenicznych, inokulowanych szczepem bakterii Pseudomonas putida
(Farwell i wspdlpr., 2006). W rezultacie wigc lepsza efektywnoscia fitoeks-
trakcji charakteryzowata si¢ inokulowana bakteria forma wyjSciowa niz rosliny
modyfikowane genetycznie.

Znacznie wigcej eksperymentéw przeprowadzono z roSlinami transgenizo-
wanymi genami innego gatunku rosliny. W badaniach tych najczesciej korzysta-
no z genu kodujacego syntaze fitochelatynowa lub innych genéw zwiazanych
z synteza fitochelatyn, aby otrzymac¢ rosliny bardziej tolerancyjne na metale
i charakteryzujace si¢ wigksza akumulacja metali w pedach. Uzyskano jednak
bardzo niejednoznaczne wyniki. Niektérzy z autoréw wykazali bowiem brak
zwigkszonej tolerancji i akumulacji metali w pedach roslin (Lee i wspdlpr.,
2003a i b), inni opisywali zwigkszona odpornos¢, przy réwnoczesnym braku
wzmozonej akumulacji w pedach (Pomponi i wspdlpr, 2006; Wa-
wrzyfiski i wspolpr, 2006; Gasic, Korban, 2007) lub stwierdzali
wzrost zaréwno tolerancji, jak i akumulacji metali (Gisbert i wspdlpr,
2003; Martinez i wspdlpr., 2006). Rozbieznosci w otrzymanych wynikach
mogty by¢ zwigzane z réznym pochodzeniem transgenéw, co potwierdzili
Wojas i wspdlpr. (2008), uzyskujac linie Nicotiana tabacum z wbudowanym
genem syntazy fitochelatynowej (AtPCSI1) z Arabidopsis thaliana oraz linie
z genem syntazy fitochelatynowej (CePCS) z nicienia Caenorhabditis elegans.
Reakcja obu linii N. tabacum na Cd byta rézna i zalezna od pochodzenia genu.
W obu przypadkach jednak nie stwierdzono zwigkszonej akumulacji Cd
w pedach roslin transgenicznych w poréwnaniu z forma wyjsciowa (Wojas
i wspotpr., 2008).

Gisbert i wspdlpr. (2003) oraz Martinez i wspdlpr. (2006), wpro-
wadzajac gen syntazy fitochelatynowej z pszenicy (TaPCS1) do Nicotiana glau-
ca, uzyskali rosliny bardziej odporne na Pb i Cd oraz akumulujace oba metale
w wyzszych stezeniach w stosunku do roslin kontrolnych. Blizsza analiza da-
nych wskazuje jednak, Ze roSliny transgeniczne, podobnie jak forma wyjsciowa,
akumulowaty Pb przede wszystkim w korzeniach (Martinez i wspdtpr.,
2006). Zawartosci Pb i Cd w pedach roslin byly niskie w poréwnaniu z koncen-
tracja tych metali w glebie (Martinez i wspdlpr.,, 2006), co nie wskazy-
wato na zwigkszenie zdolnos$ci roslin do fitoesktrakcji Pb i Cd przez modyfika-
cje genetyczne.

Bardzo ciekawe badania przeprowadzono z uzyciem ro$lin transgenicznych
z wprowadzonym genem 7aLC7TI niezwiazanym z tolerancja na metale, ale
z transportem jonéw metali do komérek. Clemens i wspdipr. (1998) wyka-
zali, ze gen ten jest odpowiedzialny za synteze sytemu transportujacego LCTI,
przenoszacego Ca i Cd do komérek drozdzy. Transgeniczne rosliny z wbudowa-
nym genem 7aLCTI powinny charakteryzowac si¢ zwigkszona akumulacja Cd
iPb. Antosiewicz i Hennig (2004) oraz Wojas i wsp6tpr. (2007)
uzyskali linie Nicotiana tabacum, wykazujace nadekspresje wspomnianego
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genu. W przypadku ro§lin transgenicznych zaobserwowali jednak mniejsza aku-

mulacje Cd i Pb w pedach w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi.

Przedstawione dane sugeruja wigc, ze fitoekstrakcja ciagta w skali polowej,
z udziatem hyperakumulatoréw, bytaby aktualnie bardzo utrudniona. Przyczyna
jest brak danych dotyczacych metod uprawy i zbioru, a takze niedopracowanie
metod selekcji najbardziej uzytecznych ekotypéw i ich uprawy w celu uzyskania
odpowiedniej ilosci nasion. Wyniki dotychczasowych eksperymentéw z roslina-
mi transgenicznymi, chociaz obiecujace, takze nie pozwalaja na szybkie ich za-
stosowanie w fitoekstrakcji ciagtej w warunkach polowych. Obecnie prowadzi
si¢ jednak coraz wigcej badan, szczegdlnie z roslinami modyfikowanymi gene-
tycznie, ktére pozwola na dalszy rozwdj tej metody fitoremediacji i umozliwia
jej zastosowanie w skali polowe;.

Przebieg w warunkach polowych fitoekstrakcji ciagtej z zastosowaniem
hyperakumulatoré6w schematycznie mozna przedstawi¢ w nastgpujacy sposob
(rys. 1A):

1. Wysiew nasion bezposrednio do gleby zanieczyszczonej w réznym stopniu
metalami. Wzrost biomasy hyperakumulatoréw mozna stymulowaé odpo-
wiednim nawozeniem.

2. Wazrost roslin bez objawéw toksycznego dziatania metali oraz ciagta akumu-
lacja metali w korzeniach i pedach.

3. Po uzyskaniu maksymalnej biomasy usuwanie toksycznego plonu pedow.
W przypadku roslin modyfikowanych przebieg fitoekstrakcji ciagtej jest bar-

dzo podobny. Jej efektywno$¢ mozna zwigkszy¢ zastosowaniem ro$lin modyfi-

kowanych genetycznie lub hybryd somatycznych wytwarzajacych duza biomase,

a réwnoczes$nie wykazujacych odpornos¢ na metale oraz zdolnos¢ do wysokiej

akumulacji metali w pedach (rys. 1B).

Fitoekstrakcja indukowana, w odréznieniu od fitoekstrakcji ciagtej, polega
na uzyciu roslin, gtéwnie uprawnych, wytwarzajacych duza biomase, takich jak:
gorczyca sarepska (Brassica juncea), stonecznik zwyczajny (Helianthus annuus)
lub kukurydza zwyczajna (Zea mays) (Salt i wspdtpr., 1998). Dobra znajo-
mos$¢ uprawy i zbioru wymienionych gatunkéw, jak réwniez tatwy dostep do
materialu siewnego utatwiaja prowadzenie tego typu fitoekstrakcji. Jednak wy-
mienione rosliny w czasie wzrostu akumuluja metale (Pb i Cd) przede wszyst-
kim w korzeniach (Antosiewicz, 1993; Florijn, Van Beusi-
chem, 1993; Chen, Cutright, 2002; Matkowski i wspdipr,
2002; Piechalak i wspétpr, 2002; Gadapati, Macfie, 2006;
Simonova i wspélpr, 2007; Kurtyka i wspélpr., 2008).

Aby mozna je stosowaé w fitoekstrakcji, konieczne jest wigc stworzenie ta-
kich warunkéw, w wyniku ktérych zawarto§¢ obu wymienionych metali w pe-
dach bytaby wyzsza lub taka sama, jak ich zawarto§¢ w korzeniach. Dotychcza-
sowe badania wykazaty, ze taki efekt mozna otrzymaé, wprowadzajac do
hydroponiki lub gleby zwiazki chelatujace. Wéwczas metode t¢ nazywa si¢ in-
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dukowang fitoekstrakcja metali. Schematyczny przebieg fitoekstrakcji induko-

wanej przedstawia rys. 2.

1. Wysiew nasion lub nasadzanie miodych roslin pozyskanych z terenéw nieza-
nieczyszczonych do gleby z r6zna zawartoscia metali. Uzyteczne gatunki to
rosliny uprawne wytwarzajace duza biomase, na przyktad: gorczyca sarep-
ska, stonecznik lub kukurydza.

2. Stymulowanie wzrostu roSlin przez nawozenie. Akumulacja metali gtéwnie
w korzeniach i znacznie mniejsza w pedach.

3. Po uzyskaniu maksymalnej biomasy organéw wegetatywnych do gleby wpro-
wadza sig¢ zwiazki indukujace w roslinach hyperakumulacje metali. Indukto-
ry hyperakumulacji zwigkszaja st¢zenie metali w roztworze glebowym oraz
indukuja rosliny do ich pobierania. Najczesciej stosowanymi chemicznymi
induktorami sa zwiazki chelatujace, jak EDTA. Efektem indukcji jest znacz-
ny wzrost akumulacji metali w pgdach, podczas gdy w korzeniach ich za-
wartoS$¢ obniza si¢ lub pozostaje niezmieniona.

4. Po okresie od 3 dni do 10 dni od wprowadzenia do gleby zwiazkéw chela-
tujacych zawartos¢ metali w pedach jest najwyzsza. W wielu przypadkach
rosliny na tym etapie sa zwigdnigte lub czgsciwo obumarte. Jest to zjawisko
korzystne, poniewaz ogranicza mozliwo$¢ zerowania zwierzat na materiale
ros§linnym, silnie zanieczyszczonym metalami.

5. Zamierajace pedy roslin z wysoka zawartoscia metali sa Scinane u podstawy
i usuwane z pola.

Pierwsza publikacja opisujaca wykorzystanie kwasu etylenodiaminotetra-
octowego (EDTA) w fitoekstrakcji Pb z zanieczyszczonej gleby zostata opu-
blikowana w 1993 roku (J@érgensen, 1993). Jednak dopiero prace, ktére
ukazaly si¢ w latach 1996 (Huang i Cunningham, 1996) i 1997
(Balylock i wspétpr., 1997, Huang i wspotpr., 1997) zapoczatkowaty
w wielu osrodkach naukowych intensywne badania nad fitoekstrakcja induko-
wana.

Wigkszos$¢ dotychczas przeprowadzonych eksperymentéw koncentrowata sie
na dwoch problemach: (1) znalezieniu zwiazku chelatujacego (chemicznego)
najbardziej efektywnego w mobilizacji metali w podiozu; (2) przebadaniu jak
najwigkszej liczby gatunkéw roslin, w celu wyboru gatunku wykazujacego naj-
wyzsza zawarto§¢ metalu/metali w pedach, po zastosowaniu zwiazku chela-
tujacego.

Zwiazki chelatujace stosowano przede wszystkim po to, aby przeprowadzi¢
trudno rozpuszczalne lub nierozpuszczalne formy metali wystepujace w glebie
w formy rozpuszczalne, a tym samym dostgpne dla roslin. Réwnoczesnie
stwierdzono, ze po podaniu chelatoréw do zanieczyszczonej metalami gleby
bardzo zwigksza si¢ nie tylko ich pobieranie przez korzenie, ale takze translo-
kacja do czesci nadziemnych (Blaylock i wspdtpr., 1997; W u i wspétpr.,
1999; Luo i wspdtpr., 2005; Sekhar i wspdlpr, 2005; Quartacci
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1 wspotpr., 2007). Zwiazkiem chelatujacym najczesciej uzywanym w badaniach
byt EDTA (zaréwno kwas wersenowy, jak i jego sole, werseniany) (tabela 1).
EDTA okazat si¢ bardzo skuteczny w przypadku Pb i powodowal, w poréwna-
niu z innymi zwigzkami chemicznymi stosowanymi w fitoekstrakcji indukowa-
nej, znacznie wigksze przechodzenie tego metalu do roztworu glebowego, na-
wet ze stabiej dostepnych frakcji glebowych (W u i wspétpr., 2003; Meers
i wspolpr., 2005; Komdarek i wspdlpr., 2007; Lou i wspdtpr.,, 2007;
Sarkar iwspotpr., 2008), oraz zwigkszatl wielokrotnie akumulacje Pb w czg-
Sciach nadziemnych ros§lin (Blaylock i wspétpr., 1997; Wu i wspdlpr.,
1999; Boonyapookana i wspdtpr.,, 2005; Lesage i wspdtpr., 2005;
Luo i wspétpr.,, 2005; Meers i wspolpr.,, 2005; Sekhar i wspdlpr,
2005; Zhuang i wspétpr., 2005; Luo i wspdlpr.,, 2006aic; Komdrek
i wspdtpr., 2007; Lou i wspétpr., 2007). W niektérych przypadkach EDTA
indukowat w roslinach typowa hyperakumulacje, w efekcie czego stezenie Pb
w pedach bylo wyzsze niz w korzeniach (Kucharski i wspétpr.,, 1997a;
Gréman 1 wspélpr., 2001; Lépez i wspdlpr., 2005, Zhuang
i wspétpr.,, 2005; Nascimento i wspolpr., 2006; Luo i wspétpr.,
2006b; Lin i wspotpr., 2009). EDTA zwigkszal w pgdach nie tylko akumula-
cje Pb, ale takze innych metali, na przyktad: Cd, Cu lub Zn (Kucharski
i wspolpr., 1997b; Ebbs, Kochian, 1998; Chen, Cutright, 2001;
Wenzel i wspdlpr.,, 2003; Luo i wspdtpr.,, 2006a; Lou i wspdlpr,
2007). Jednak stymulacja roS§lin do akumulacji innych metali w czgs$ciach
nadziemnych byta z reguty o wiele nizsza w poréwnaniu z Pb (Meers
i wspdtpr., 2004; Luo i wspdlpr., 2005; Zhuang i wspdtpr., 2005; Luo
i wspolpr., 2006a; L ou i wspdlpr., 2007). W zwiazku z tym prowadzono ba-
dania z r6znymi zwiazkami chelatujacymi, ktére wykazywatyby wigksze powi-
nowactwo do innych niz Pb metali. W efekcie Blaylock i wspétpr. (1997)
stwierdzili, ze w przypadku Cd znacznie skuteczniejszy od EDTA jest kwas
etylenoglikol-O-O’-bis(2-aminoetylo)-N,N,N’,N’-tetraoctowy (EGTA).

Z kolei akumulacja Zn i Cu w pedach byta silniej stymulowana przez kwas
N,N’-etylenodiaminodibursztynowy (EDDS) (L uo i wspdtpr., 2006a). Jednak
liczba publikacji pos§wigconych innym niz EDTA chelatorom byta znaczaco
mniejsza (tabela 1).

Oprécz wymienionych w tabeli 1, w pojedynczych pracach przedstawiono
takze dziatanie takich zwiazkéw chemicznych, jak: kwasy huminowe (Evan -
gelou i wspélpr, 2004), kwas winowy (Evangelou i wspétpr., 2006),
fitynowy (L ou i wspétpr.,, 2007), asparginowy (Nigam i wsp6tpr., 2001)
lub EDGA (kwas glikoloeterodiaminotetraoctowy) (Romkens i wspélpr.,
2002).

Dodatkowa przyczyna, dla ktérej badano inne niz EDTA zwiazki chemicz-
ne, byto stwierdzenie toksycznego dzialania tego zwiazku na rosliny w trakcie
fitoekstrakcji indukowanej. Po podaniu EDTA do gleby lub hydroponiki wigk-
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Tabela 1
Zwiazki chemiczne stosowane w badaniach nad fitoekstrakcja indukowang

. . S Liczba
Nazwa zwiazku chelatujacego Stosowane ilosci/stgzenia publikacji

EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy) gleba: 0,1—20,0 mmoli/kg 68
hydroponika: 0,01—2,5 mM

HEDTA (kwas N-(2-hydroksyetylo)- gleba: 0,5—2,5 g/kg 6

-etylenodiaminotrioctowy)

DTPA (kwas dietylenotriaminopentaoctowy) gleba: 0,2—20,0 mmoli/kg 10
hydroponika: 0,01—2,5 mM

EGTA (kwas etylenoglikol-O-O’-bis(2-amino- gleba: 0,1—20,0 mmoli/kg 4

etylo)- N,N,N’,N’-tetraoctowy)

EDDHA (kwas etylenodiamino- gleba: 0,2—20,0 mmoli/kg 2

-N,N’-bis(2-hydroksyfenylooctowy))

EDDS (kwas N,N’-etylenodiaminodibursztynowy) | gleba: 1,0—10,0 mmoli/kg 18
hydroponika: 0,5—5,0 mM

NTA (kwas nitrylotrioctowy) gleba: 0,2—52,0 mmoli/kg 11
hydroponika: 10,0 mM

CDTA (kwas trans-1,2-cykloheksylenodinitrilo- gleba: 0,1—20,0 mmoli/kg 4

tetraoctowy)

HEIDA (kwas N-(2-hydroksyetylo)iminodioctowy) | gleba: 0,2—20,0 mmoli/kg 2

HBED (kwas N,N’-bis(2-hydroksybenzylo)etyleno-| gleba: 1,5 mmola/kg

diamino-N,N’-dioctowy)

Kwas cytrynowy gleba: 0,1—250,0 mmoli/kg 16
hydroponika: 0,025—0,500 mM

Kwas octowy gleba: 0,2—5,0 mmoli/kg 3

Kwas jabtkowy gleba: 0,1—20,0 mmoli/kg
hydroponika: 0,010—0,500 mM

Kwas szczawiowy gleba: 2,0—250,0 mmoli/kg 6
hydroponika: 0,010—0,500 mM

Siarka elementarna (S°) gleba: 20,0—200,0 mmoli/kg 3

W tabeli podano takze zakres stosowanych stgzen oraz liczbe publikacji (1996—2008) opisujacych dziatanie
wymienionych zwiazkéw chelatujacych.

szo$¢ autoréw obserwowata: zmniejszong iloS¢ suchej masy, obnizong transpi-
racje¢, wiedniecie, chloroze i nekrozy lisci, a w rezultacie zasychanie catych ro-
Slin (Kucharski 1 wspdtpr., 1997b; Vassil 1 wspdtpr.,, 1998;
Epstein i wspétpr, 1999; Chen, Cutright, 2001; Schmidt,
2003; Saifullah i wspétpr., 2009 i cytowana tam literatura). Jednak silny,
toksyczny efekt EDTA widoczny byl najczesciej wtedy, gdy dodawano go do
gleby przed wysianiem nasion, w zwiazku z czym przez caly okres wegetacji
roSliny miaty kontakt ze zwiazkiem chelatujacym i jego kompleksami z metala-
mi (Chen, Cutright, 2001; Saifullah i wspétpr., 2009 i cytowana
tam literatura). Biorac pod uwage typowy schemat postgpowania przedstawiony
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na rys. 2, problem ten traci na znaczeniu. EDTA jest bowiem wprowadzany do
gleby po uzyskaniu maksymalnej biomasy wegetatywnych czesci roslin, ktére
zbiera si¢ najczesciej po 5—7 dniach od podania induktora. Nie ma wigc juz
istotnego wptywu na ostateczng ilo§¢ masy roslinnej. Wprost przeciwnie, wigd-
nigcie i zasychanie roslin po indukcji do hyperakumulacji powinno by¢ uznane
jako zjawisko korzystne, ograniczajace mozliwos¢ wykorzystania przez zwie-
rzeta zanieczyszczonej biomasy jako pokarmu. Mechanizm toksycznego
dziatania EDTA na rosliny nie jest do tej pory w pelni wyjasniony. Jako przy-
czyng negatywnego dzialania na rosliny najczesciej wymienia si¢ wiazanie
pierwiastkow niezbednych do wzrostu roslin (Cu, Zn, Fe, Ca), co przyczynia
si¢ do zaburzerh w metabolizmie komérek i funkcjonowaniu bton biologicznych
(Vassil i wspolpr., 1998; Saifullah i wspdtpr., 2009 i cytowana tam li-
teratura).

Podkresla si¢ réwniez negatywne oddziatywanie EDTA na Srodowisko gle-
bowe. Pierwsze wyniki badaf tego problemu (Galiulin i wspdtpr., 1998)
nie wykazatly jednak ujemnego wptywu réznych stgzen tego zwiazku (1,0—20,0
mmoli/kg) na aktywnos¢ takich enzymoéw glebowych, jak: dehydrogenaza, celu-
laza i katalaza. W trakcie trwajacej 63 dni inkubacji nie stwierdzono obniZenia
aktywnosci zadnego z badanych enzymoéw, nawet gdy do gleby podano EDTA
w ilosci 10 mmoli/kg. Okreslono takze wptyw oddzialywania EDTA na mikro-
organizmy glebowe. Badania te nie potwierdzity negatywnego wplywu chelato-
ra, w dawkach nie przekraczajacych 10 mmoli/kg, na biomase bakterii i pro-
mieniowcéw (Gréman i wspdlpr.,, 2001, 2003) oraz indukowane glukoza
oddychanie mikroorganizméw (Kos, LeStan, 2003, 2004b). Nie zaobser-
wowano rowniez istotnego wptywu chelatora na bakterie z rodzaju Sinorhizo-
bium sp. po podaniu do gleby EDTA w ilosci 2 mmoli’/kg (Di Gregorio
i wspotpr., 2006). Wrazliwe na EDTA, w przeciwienstwie do bakterii, okazaty
si¢ grzyby glebowe, ktérych biomasa obnizata si¢ juz po wprowadzeniu do
podioza chelatora w iloSci 5 mmoli/kg (Gréman i wspdipr.,, 2001, 2003).
W przypadku grzybéw z gromady Glomeromycota (da Silva i wspétpr.,
2006), tworzacych z korzeniami roslin mikoryze arbuskularng (AM) (Rillig,
2004), uzyskano niejednoznaczne wyniki. Podczas gdy Gréman i wspotpr.
(2001) stwierdzili brak AM po jednorazowym potraktowaniu gleby EDTA
w ilosci 5 mmoli/kg lub 10 mmoli/kg, Chen i wspdlpr. (2004a) nie zaobser-
wowali istotnego wplywu tego chelatora na wielkos¢ kolonizacji mikoryzowej
nawet po zastosowaniu 10 mmoli/kg. Bardziej szczegélowe badania przeprowa-
dzili Jurkiewicz i wspdlpr. (2004). Wykazali oni réwniez brak negatyw-
nego dziatania EDTA w ilosci 1,2 mmoli/kg na wielkos¢ kolonizacji AM, jed-
nak aktywnos$¢ metaboliczna grzybéw mikoryzowych byla istotnie obnizona
w stosunku do kontroli.

W odréznieniu od toksycznego wplywu na mikroorganizmy glebowe, na-
prawde powaznym problemem zwiazanym z podaniem EDTA do gleby jest
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mozliwo$¢ tugowania metali i ich transportu do wéd podziemnych, wéd po-
wierzchniowych lub do sasiednich ekosysteméw. Takie zjawisko tugowania Cd,
Cu, Pb i Zn po zastosowaniu zwiazkéw kompleksujacych zostato zaobser-
wowane przez wielu autor6w (Gré¢man 1 wspétpr.,, 2001; Rdomkens
i wspdlpr., 2002; Kos i LesStan, 2003; Wenzel i wsp6tpr., 2003). Aby
ograniczyé mozliwo$¢ powstawania odciekdéw, stosowano takze zwiazki che-
miczne zwigkszajace indukujace hyperakumulacj¢ dziatanie EDTA, dzigki cze-
mu mozna byto obnizy¢ ilo$¢ chelatora wprowadzanego do gleby. Przyktadem
takiego zwiazku jest glifosat (N-(fosfonometyl)glicyna). Jednak wyniki uzyska-
ne w przypadku uzycia glifosatu nie sg jednoznaczne. Kayser i wspolpr.
(1999a, cyt. za: Schmidt, 2003) oraz Mathis i Kayser (2001, cyt.
za: Schmidt, 2003) stwierdzili znaczny wzrost akumulacji Pb lub Cu w pe-
dach gorczycy sarepskiej po wprowadzeniu EDTA do gleby i opryskaniu roslin
glifosatem. Z kolei Maxted i wspolpr. (2001, cyt. za: Schmidt, 2003)
oraz Wilde i wsp6tpr. (2005) nie obserwowali zwigkszonej zawartosci Cd
Iub Pb po zastosowaniu EDTA i glifosatu, w pordwnaniu z wariantami, w kt6-
rych podano wytacznie EDTA. Nie znany jest takze mechanizm dzialania glifo-
satu na stymulacj¢ pobierania toksycznych metali, takich jak Pb i Cd. Na po-
ziomie molekularnym dziatanie glifosatu polega na inhibicji szlaku kwasu
szikimowego (Amrhein i wspdtpr,, 1980; Holldnder, Amrhein,
1980), przez hamowanie aktywnos$ci syntazy S5-enolopirogroniano-szikimowo-
-3-fosforanowej, co ogranicza syntez¢ aminokwaséw aromatycznych (He't-
herington i wspdlpr.,, 1999 i cytowana tam literatura; Wakabayashi,
Boger, 2004). Na poziomie komérkowym (izolowane komérki lub kalus)
zwigzek ten powoduje hamowanie wzrostu i podziatéw komérek (Hader -
lie 1 wspdtpr., 1977, Gresshoff, 1979), ogranicza pobieranie Rb i P
(Brecke, Duke, 1980) oraz modyfikuje wytwarzanie etylenu (Lee,
Dumas, 1983). Do wnegtrza komoérek transportowany jest przez symporter
H/P (Denis, Delrot, 1993; Hetherington i wspétpr., 1998;
Delétage-Grandon i wspdlpr., 2001), w zwiazku z czym jego wnika-
nie do komorki jest ograniczane przez fosforany (Denis, Delrot, 1993)
oraz inhibitory pmH*-ATPazy (Hetherington i wspélpr., 1998). Glifosat
podany dolistnie transportowany jest gtéwnie floemem zaréwno do wyzej
potozonych czesci pedu, jak i do ktaczy oraz korzeni (Sprankle i wspotpr.,
1975; Fernandez, Bayer, 1977; Schultz, Burnside, 1980;
Coupland, 1983; Reddy, 2000). Czynnikami korzystnie wptywajacymi
na absorpcje¢ herbicydu oraz jego transport w ro§linie sa wysoka temperatura
(30°C) i wysokie natgzenie Swiatta (Schultz, Burnside, 1980;
Coupland, 1983; Devine i wspolpr., 1983; Reddy, 2000). Toksycz-
ne dziatanie glifosatu na poziomie organizmalnym jest bardzo réznorodne. Wy-
wiera on wplyw na ilo$§¢ endogennego ABA i IAA, w jednych gatunkach
zwigkszajac, a w przypadku innych zmniejszajac st¢zenie tych fitohormonéw



(Rajasekaran i wspolpr.,, 1987 i cytowana tam literatura). Hamuje bazy-
petalny transport auksyny (Baur, 1979), proces fotosyntezy oraz zmienia
dystrybucj¢ substancji pokarmowych (Sprankle i wspétpr., 1975; Gei-
ger i wspolpr.,, 1986; Servaites i1 wspdlpr., 1987; Shieh i wspdlpr.,
1991; Fuchs i wspdlpr., 2002), co migdzy innymi zaktéca wzrost roslin
(Baur i wspélpr., 1977). Bardzo charakterystycznym zjawiskiem dziatania
glifosatu jest ograniczanie przewodnictwa szparkowego i transpiracji, co stwier-
dzono u réznych gatunkéw rodlin (Shaner, 1978; Brecke, Duke,
1980; Shaner, Lyon, 1980; Jachetta i wspdlpr., 1986; Muiioz-
-Rueda i wspétpr.,, 1986; Fuchs i wspdlpr., 2002). Najnowsze badania
wykazaty, ze glifosat wplywa takze na ekspresj¢ 24 gendw w siewkach Glycine
max. Zaden z tych genéw nie wydaje si¢ jednak zwigzany z pobieraniem metali
przez rosling (Y u i wspétpr., 2007).

Podstawowym elementem fitoekstrakcji jest roslina. W przypadku fitoeks-
trakcji ciaglej badania skoncentrowaty si¢ przede wszystkim na procesach za-
chodzacych w roslinach i decydujacych o akumulacji metali w pedach (M c -
Grath i wspotpr, 2002; Krdmer i wspdlpr, 2007; Verbruggen
1 wspotpr., 2009; Verkleij i wspotpr.,, 2009). Natomiast eksperymenty nad
fitoekstrakcja indukowana dotyczyty gtdéwnie selekcji roslin w celu wyboru ga-
tunkéw lub kultywaréw, charakteryzujacych si¢ najwyzsza zawarto$cia meta-
lu/metali w pedach po zastosowaniu czynnika indukujacego. Znacznie mniej
uwagi posSwigcono mechanizmom i czynnikom decydujagcym o poziomie aku-
mulacji metali w czgsciach nadziemnych.

Z tabeli 2 wyraznie wynika, ze 3 gatunki: gorczyca sarepska (Brassica jun-
cea), stonecznik (Helianthus annuus) oraz kukurydza (Zea mays), dotychczas
najczesciej badano, jako uzyteczne w tym procesie. Po raz pierwszy zjawisko
indukcji roslin do hyperakumulacji Pb zostalo opisane przez Huanga
i Cunninghama (1996). Po podaniu HEDTA w ilosci 2 g/kg do gleby za-
nieczyszczonej Pb autorzy ci zaobserwowali wyzsze stgzenie tego metalu w pe-
dach niz w korzeniach kukurydzy. W efekcie akumulacja Pb w czgsciach nad-
ziemnych przekraczata 10 000 mg/kg s.m. (Huang i Cunningham,
1996).

Réwniez Blaylock i1 wspdtpr. (1997) stwierdzili zawartos¢ Pb przekra-
czajaca 10 000 mg/kg s.m. w pedach gorczycy sarepskiej po podaniu do gleby
EDTA w ilosci 5 mmoli/kg lub 10 mmoli/kg. Huang i wspotpr. (1997) wy-
kazali podobna zawarto$¢ Pb w pedach stonecznika, jak w przypadku kukury-
dzy po zastosowaniu HEDTA. Opisane wczesniej wyniki doswiadczen za-
poczatkowaly intensywne badania nad mozliwoscia uzycia wymienionych 3
gatunkéw roslin w fitoekstrakcji indukowanej. Dalsze badania potwierdzity jed-
nak stabsza zdolno$¢ Zea mays do akumulacji w pedach Pb, Cd lub Zn, po
wprowadzeniu chelatora do gleby, w poréwnaniu z innymi gatunkami ros§lin.
Wyzsze zawartos$ci metali w czgsciach nadziemnych w poréwnaniu z kukurydza
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Tabela 2
Gatunki roslin i zwiazki chemiczne stosowane w badaniach fitoekstrakcji indukowanej w latach

1996—2009
o - . Liczba
Gatunek rosliny Zwiazki chemiczne publikacji
DwuliScienne

Brassica juncea EDTA, HEDTA, DTPA, NTA, S° kwasy: cytrynowy, 19
jablkowy, octowy, szczawiowy, wanilinowy, galusowy

Brassica rapa EDTA, EDDS, DTPA, kwas cytrynowy 8

Helianthus annuus EDTA, HEDTA, EDDS, DTPA, NTA, CDTA, S° kwas 15
cytrynowy

Nicotiana tabacum EDTA, EDDS, DTPA, NTA, S°, kwasy: cytrynowy, 5
SZCZawiowy, Winowy

Pisum sativum EDTA, HEDTA, DTPA, CDTA, EGTA, EDDHA

Phaseolus vulgaris EDTA, EDDS, kwas cytrynowy

Sesbania drummondii lub | EDTA, HEDTA, DTPA, NTA, kwas cytrynowy i szcza-

S. rostrata wiowy

Populus spp. i Salix spp. | EDTA, EDDS, DTPA, NTA, S° 4

Jednoliscienne

Zea mays EDTA, HEDTA, EDDS, DTPA, NTA, CDTA, HEIDA, 18
HBED, EGTA, EDDHA, S°, kwas: cytrynowy, jabtkowy,
asparginowy, askorbinowy, szczawiowy, salicylowy

Triticum aestivum EDTA, DTPA, S°, kwas: cytrynowy, jabtkowy, szcza- 4
wiowy

Vetiveria zizanioides EDTA, HEDTA, DTPA, NTA, CDTA, HEIDA, EGTA, 6
kwas cytrynowy i jabtkowy

zaobserwowano w Brassica juncea (Kucharski iwspétpr.,, 1997a; Chen
i wsp6tpr.,, 2004b), Pisum sativum (Huang 1 wspdlpr.,, 1997; Chen
i wspotpr., 2007), Phaseolus vulgaris (L u o i wsp6tpr., 2005, 2007), Vetiveria
zizanioides (Chiu 1 wspdtpr.,, 2005) i Helianthus annuus (Kayser
i wspétpr., 2000; Chen i wspdtpr., 2004b; Meers i wspotpr. 2005). Po-
nadto Chen i wspdtpr. (2004b), w badaniach 4 gatunkéw jednoliSciennych
oraz 6 dwuliSciennych, stwierdzili wyzsze stgzenia Pb w pedach roslin dwulis-
ciennych w poréwnaniu z ro§linami jednoliSciennymi, zaréwno w przypadku
roslin kontrolnych, jak i traktowanych EDTA.

Oprécz wymienionych w tabeli 2 gatunkéw roslin, w nielicznych pracach
omawiano rezultaty uzyskane z zastosowaniem takze innych gatunkéw, na
przyklad: Brachiaria decumbens (Santos i wspétpr., 2006), Chrysanthemum
coronarium (Luo i wspdtpr.,, 2006d), Lactuca sativa (Kuli i wspdtpr.,
1999), Raphanus sativus (Chen i wspolpr., 2003), Dianthus chinensis (L a i
1 wspdtpr., 2007), Prosopis spp. (Aldrich 1 wspétpr., 2004), Halimione
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portulacoides (Duarte i wspolpr., 2007), Silene vulgaris (Nadgdérska-
-Socha i wspdlpr., 2006).

Analiza literatury wyraznie wskazuje, ze doboru zwiazkéw indukujacych
hyperakumulacje dokonywano, biorac pod uwage wiele czynnikéw, migdzy in-
nymi: zdolno$¢ do desorpcji metali (Pb, Cd, Cu, Zn) z gleby i ich wigzania
(chelatowania), trwato$¢ powstatych komplekséw, rozpuszczalnosé¢ kompleksow
metaloorganicznych w wodzie, szybkos$¢ rozktadu fizykochemicznego i biolo-
gicznego czystych chelatoréw, jak réwniez powstalych z metalami komplekséw
(Alkorta i wspdtpr., 2004; Nowack i wspétpr., 2006; Evangelou
i wspotpr., 2007; LesStan i wspdltpr., 2008; Saifullah i wspdipr., 2009).
W odréznieniu od doboru zwiazkéw chelatujacych, doboru gatunkéw roslin do-
konywano, kierujac si¢ gtéwnie iloScia wytwarzanej biomasy (np.: B. juncea,
Z. mays, H. annuus) i/lub odpornoscia na toksyczne dzialanie metali (Silene
vulgaris, Dianthus chinensis) (Saifullah 1 wspétpr., 2009). Natomiast pra-
wie w ogoéle nie brano pod uwage wiasciwosci fizjologicznych roslin, jak réw-
niez ich budowy anatomicznej. Za mato jest tez danych o mechanizmach indu-
kujacych hyperakumulacje oraz czynnikach decydujacych o poziomie
akumulacji metali po indukcji roslin.

1.4. Pobieranie Pb i Cd przez korzenie roslin
i ich transport do peddéw

Korzenie roslin moga pobiera¢ z podtoza makro- i mikroelementy wy-
Iacznie w postaci form rozpuszczalnych w wodzie, gtéwnie prostych jondéw nie-
organicznych (Bloom, 2006), rzadziej jonéw kompleksowych (Ross,
1994b; Welch, Norvell, 1999), dlatego roztwdr glebowy jest ich bezpo-
Srednim Zrédlem (Jungk, 2002). W procesie pobierania mozna wyréznié
dwa etapy. Pierwszy, zalezny od biernych proceséw dyfuzji lub przeptywu ma-
sowego, zwiazany jest z wnikaniem jonéw do przestworéw migdzykomorko-
wych i Scian komérkowych (apoplast) komoérek korzenia i przebiega stosunkowo
szybko (Jun gk, 2002). Moze on zachodzi¢ nawet w przypadku martwych or-
gandw (Ross, Kay, 1994). Drugi zwiazany jest z pobieraniem jonow przez
komoérki korzeni, a wigc transportem przez btony. Ten etap zachodzi wylacznie
w przypadku zywych organéw, zalezy wigc bezposrednio lub posrednio od
energii zmagazynowanej w ATP (Marschner, 1995).

Czgs¢ jondw pobranych przez korzenie roslin z roztworu glebowego moze
by¢ transportowana apoplastem w kierunku walca osiowego az do endodermy.
Ze wzgledu na wystepujace w Scianach komoérek tej warstwy pasemka Caspa-
ry’ego lub lamele suberynowe dalszy transport apoplastyczny jest bardzo utrud-
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niony lub wrecz niemozliwy. Jony te musza by¢ najpierw przetransportowane
przez btong do wnetrza komdrek endodermy, skad droga symplastyczng (przez
plazmodesmy) dostaja si¢ do walca osiowego, przede wszystkim do perycyklu
i komoérek migkiszu ksylemowego. Stad ponownie sa transportowane przez
btong, aby ostatecznie dotrze¢ do naczyn ksylemu (Marschner, 1995;
Assmann, 2006). Jony moga by¢ rowniez pobierane przez komoérki ryzo-
dermy lub komérki kory pierwotnej, a nastepnie transportowane symplastycznie
do walca osiowego, do komoérek perycyklu i migkiszu ksylemowego. Zaprezen-
towane wczesniej drogi transportu w poprzek korzenia wskazuja na bardzo
duza role endodermy, a takze perycyklu i migkiszu ksylemowego jako komdrek
korzenia, dzigki ktérym ro$lina reguluje sktad jonowy roztworu transportowa-
nego ksylemem do pedéw (A ssmann, 2006).

Prace majace na celu wyjasnienie zjawiska hyperakumulacji metali w rosli-
nach przyczynily si¢ do odkrycia systeméw transportowych umozliwiajacych
pobieranie metali przez komoérki korzeni, zatadunek ksylemu oraz ich akumula-
cje w pedach (Krdmer i wspdtpr, 2007; Antosiewicz i wspolpr,
2008; Verbruggen i wspélpr., 2009). Badania te wykazaly, ze nie ma
w roslinach uktadéw transportowych stuzacych do pobierania takich metali, jak
Cd i Pb. Natomiast pierwiastki te sg transportowane do wnetrza komoérek roslin-
nych przez systemy transportowe stuzace do pobierania pierwiastkéw o funk-
cjach fizjologicznych (Antosiewicz i wspdlpr., 2008). W przypadku Cd
stwierdzono, Ze metal ten jest transportowany przez plazmolem¢ systemami
transportujacymi Fe i Zn (Verkleij i wspétpr.,, 2009) lub Ca (Perfus-
-Barbeoch i wspdtpr., 2002). Znacznie mniej wiadomo na temat pobiera-
nia Pb przez komorki roslin. Wyniki uzyskane przez Araziego i wspdtpr.
(1999) oraz Sunkara i wspétpr. (2000) wskazuja na kanal bramkowany cy-
klicznymi nukleotydami, bgdacy niespecyficznym kanatem kationowym, jako
gléwna droge wnikania tego metalu. Wystepuje rowniez prawdopodobieristwo
pobierania Pb przez kanaty wapniowe (Huang, Cunningham, 1996).

Badania ostatnich lat pozwolity na wstgpne okreslenie uktadéw transpor-
tujacych, niezbednych do hyperakumulacji Cd. Pierwiastek ten dostaje si¢ do
komérek korzeni przez specyficzne dla Fe no$niki uniportowe IRT (Krdmer
1 wspétpr., 2007; Verbruggen i wspétpr.,, 2009) lub systemy transportowe
NRAMP (Verkleij i wspétpr., 2009). Moze by¢ takze pobierany przez no-
$niki uniportowe ZIP (ZNT1), specyficzne dla Zn (Kramer i wspdtpr.,
2007; Antosiewicz iwspdlpr, 2008; Verbruggeniwspdlpr., 2009).
W hyperakumulatorach kadmu pobieranie tego metalu przez kanat Ca wydaje
si¢ nie mie¢ istotnego znaczenia. Po wniknieciu do cytoplazmy czes¢ jonéw Cd
przemieszcza si¢ symplastem bezposrednio do walca osiowego, wigkszo$¢ jed-
nak jest transportowana do wakuoli komérek korzeni przez tonoplastowe anty-
portery MTP (Cd*/H") (Krimer, 2005). Zapewnia to utrzymanie koncen-
tracji tego metalu w cytoplazmie na bezpiecznym poziomie. W przypadku
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hyperakumulatoréw czas przebywania Cd w wakuoli jest krétki. Metal ten jest
transportowany ponownie do cytoplazmy przez trasnsportery NRAMP (Kr i -
mer i wspotpr., 2007) i przemieszcza si¢ do walca osiowego. W walcu osio-
wym z komorek migkiszu ksylemowego oraz perycyklu Cd jest wypompowy-
wany do apoplastu za pomoca pomp HMA, dzigki czemu dochodzi do
zatadunku ksylemu (Verbruggen i wspétpr., 2009). ATPazy HMA naleza
do rodziny ATPaz typu P, do ktérej zaliczana jest takze pmH'-ATPaza
(Axelsen, Palmgren, 2001). Ksylemem kadm jest transportowany do
pedéw gtéwnie w formie jonéw Cd** (Verbruggen i wspéipr., 2009).
W lisciach, po opuszczeniu naczyn i cewek, Cd jest pobierany przez komoérki
za pomoca systemow transportowych ZIP lub IRT, a nastepnie transportowany
do wakuoli przez transportery MTP (Krdmer i wspétpr., 2007). Sekwestra-
cja Cd w wakuolach komérek pedéw jest gtdwnym sposobem detoksyfikacji
i decyduje o wysokiej odpornosci hyperakumulatoréw na toksyczne dziatanie
tego metalu (Verbruggen i wspélpr., 2009). Natomiast w ciagu ostatnich
lat nie prowadzono eksperymentéw nad mechanizmami hyperakumulacji Pb
w ro$linach, migdzy innymi ze wzgledu na brak pewnych dowodéw na wyste-
powanie tego zjawiska (por. s. 24).

Z przedstawionego przegladu literatury wynika, ze badania and czynnikami
i mechanizmami decydujacymi o hyperakumulacji Cd sa juz znacznie zaawan-
sowane. Umozliwi to tworzenie roslin modyfikowanych genetycznie, zaréwno
wytwarzajacych duza biomase, jak réwniez majacych zdolnos¢ do hyperakumu-
lacji Cd. Pozwoli to takze na lepsze wykorzystanie naturalnych hyperakumula-
toréw, co niewatpliwie spowoduje szybszy rozwdj fitoekstrakcji ciagtej.

Z zupetnie odmienna sytuacja mamy do czynienia w przypadku fitoekstrak-
cji indukowanej. Bardzo niekompletne sa nadal dane na temat mechanizméw
wywotujacych zjawisko hyperakumulacji w roslinach niebgdacych hyperakumu-
latorami, jak réwniez czynnikéw roslinnych decydujacych o poziomie akumu-
lacji Pb i Cd w pedach, mimo wielu danych na temat pobierania i transportu
nieorganicznych form Pb i Cd w takich roslinach.

Otéw jest tatwo absorbowany z roztworu przez tkanki korzenia, a nastgpnie
przemieszcza si¢ radialnie przez korg pierwotna az do endodermy droga apopla-
styczng 1 symplastyczng (Wierzbicka, 1987a i b). Komérki endodermy
stanowig barierg dla radialnego transportu Pb, chociaz obserwowano przemiesz-
czanie si¢ Pb przez komérki przepustowe (Tung, Temple, 1996). W przy-
padku wielu gatunkéw roslin stwierdzono, ze metal ten, podany w formie nie-
chelatowej, akumuluje si¢ gléwnie w korze pierwotnej, tylko w niewielkim
stopniu docierajac do walca osiowego (Wierzbicka, 1987b; Tung,
Temple, 1996; Jarvis, Leung, 2001). W efekcie zawarto$S¢ Pb w pe-
dach jest zawsze o wiele nizsza niz w korzeniach (M atkowski i wspotpr.,
2002; Piechalak i wspéipr, 2002; Antosiewicz, 2005; Wojas
i wsp6tpr., 2007; X u i wsp6tpr., 2007). Podobnie jak w przypadku otowiu,

40



réwniez poziom akumulacji kadmu w korzeniach jest wyzszy od akumulacji
tego pierwiastka w pedach (Greger, Lindberg, 1986; Wéjcik, Tu-
kiendorf, 2005, Gadapati, Macfie, 2006; Wojas i wspdlpr,
2008). Jednak w odréznieniu od Pb, znacznie wigksze ilosci Cd dostaja si¢
przez endoderm¢ do walca osiowego, a w konsekwencji do czg$ci nadziem-
nych, co migdzy innymi stwierdzono u Arabidopsis thaliana (W 6jcik,
Tukiendorf, 2004; Van Belleghem i wspétpr., 2007).

Znacznie mniej wiadomo na temat pobierania i transportu obu metali w po-
staci chelatow z EDTA, z czym mamy do czynienia w fitoekstrakcji induko-
wanej. Badania wykazaly, ze po wprowadzeniu EDTA do ptynnych pozywek
lub gleby zwiazek ten tworzy rozpuszczalne w wodzie kompleksy z Pb i Cd
(Collins 1 wspolpr, 2001; Sarret i wspdtpr, 2001; Geebelen
i wspdlpr., 2002). Wigkszos¢ naukowcoéw akceptuje poglad, ze powstale chelaty
wnikaja do korzeni i przemieszczaja si¢ apoplastem az do endodermy. Dane na
temat przenikania takich komplekséw przez endoderme¢ i ich transportu do
pedéw nie sa juz tak jednoznaczne. Tanton i Crowdy (1971) zakiadali,
ze kompleksy PbEDTA transportowane sa w roslinie przede wszystkim droga
apoplastyczna, a jedynym miejscem, w ktérym wykryli obecnos¢ Pb w sym-
plascie, byly komérki endodermy znajdujace si¢ na wprost naczyii ksylemu oraz
komérki przepustowe. Sugerowali wigc, ze jest to jedyne miejsce, w ktérym
kompleks PbEDTA wnika do komoérek, chociaz nie wykluczali takze, ze chelaty
moga si¢ przemieszczaé do walca osiowego apoplastem, mimo pasemek
Caspary’ego. Uwazali, ze z walca osiowego kompleksy PbDEDTA moga apopla-
stem dociera¢ do ksylemu, a nastgpnie do czgsci nadziemnych, gdzie po opusz-
czeniu naczyn i cewek odkladaja si¢ wytacznie w apoplascie liSci. Nowsze
badania potwierdzily obecno$¢ kompleksow CAEDTA w ksylemie Hordeum
vulgare (Collins i wspdtpr.,, 2001) oraz CdEDTA i PbEDTA w ksylemie
Brassica juncea (Schaider i wspoltpr., 2006). Z kolei Sarret i wspolpr.
(2001) wykazali obecnos¢ PbEDTA w liSciach Phaseolus vulgaris. Dowodzi to,
ze Pb i Cd dostaja si¢ przez endoderm¢ do ksylemu w formie chelatéw
i w takiej postaci sa transportowane w naczyniach do liSci. Mniej jednoznaczny
jest mechanizm pobierania komplekséw przez komorki roslinne i ich transport
przez endoderme¢. Podczas gdy Collins i wspétpr. (2001) oraz Schaider
i wspotpr. (2006) zaktadaja, ze transport ten odbywa si¢ wytacznie apoplastycz-
nie, Tanton i Crowdy (1971) oraz Bell i wspdtpr. (2003) biora
w tym przypadku pod uwage pewna rolg transportu symplastycznego. Badania
Jarvisa i Leunga (2001, 2002) wskazuja, Ze obie drogi sa mozliwe, lecz
jest to uzaleznione od gatunku ro$liny. Po podaniu PbEDTA do roztworu hydro-
ponicznego zaobserwowali bowiem obecno$¢ Pb w mitochondriach, amylopla-
stach i plazmodesmach pedéw Chamaecystis proliferus (Jarvis, Leung
(2001) oraz brak tego metalu w symplascie pedéw Pinus radiata (Jarvis,
Leung (2002).
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Nie w pelni wyjasniona jest tez indukcja hyperakumulacji Pb i Cd przez
EDTA i inne zwiazki chelatujace. Jedna z hipotez (Vassil i wspétpr., 1998)
zaktada, ze zwiazek chelatujacy po wniknigciu do korzenia wiaze jony Zn>*
i Ca’* znajdujace si¢ na powierzchni plazmolemy komérek, co powoduje
zwigkszenie przepuszczalnosci bton. Wzrost przepuszczalnosci pozwala na ma-
sowe wnikanie komplekséw EDTA z metalami do walca osiowego, a nastgpnie
do ksylemu. Po dotarciu do ksylemu dalszy transport chelatéw calkowicie
zalezy od natgzenia transpiracji (Blaylock 1 wspdlpr, 1997; Vassil
i wspdtpr.,, 1998). Na podstawie tak postawionej hipotezy mozna jedynie
przypuszczaé, ze po indukcji kompleksy PbEDTA beda przemieszczaé si¢ do
ksylemu zaréwno przez komérki korzenia, a wigc droga symplastyczna, jak i za
pomoca Scian i przestworéw migdzykomoérkowych, a wige droga apoplastyczna.
Obecnie brak jest zgodnosci co do sposobu transportu PbEDTA lub CdEDTA
do ksylemu. Na podstawie tej hipotezy oraz przedstawionych wczesniej wyni-
kéw eksperymentéw innych autoré6w (Tanton, Crowdy, 1971; Jarvis,
Leung, 2001, 2002; Collins i wspotpr, 2001; Sarret i wspolpr.,
2001; Bell i wspdlpr., 2003; Schaider i wspélpr., 2006) mozna przy-
puszczal, ze kompleksy metali z EDTA przemieszczaja si¢ do walca osiowego
wylacznie droga apoplastyczng (Nowack 1 wspétpr., 2006; Herndn -
dez-Allica i wspétpr., 2007; LeStan i wspdlpr, 2008) lub apopla-
styczng i symplastyczna (Chaney i wspotpr, 2007; Meers i wspotpr.,
2008; Saifullah i wspdlpr., 2009). Tak wigc nadal sposob, w jaki PbED-
TA i CdEDTA transportowany jest do walca osiowego, nie jest roztrzygnigty
jednoznacznie. Nalezy tez podkresli¢ brak danych na temat wptywu EDTA
i jego komplekséw z Pb lub Cd na przepuszczalnos¢ bton, chociaz wzrost prze-
puszczalnosci bton komoérek korzenia jest jedna z podstawowych tez hipotezy
Vassila i wspétpr. (1998).

1.5. Poglady na role transpiraciji
w indukowanej fitoekstrakcji Pb i Cd

Na transpiracje jako gtéwna site decydujaca o poziomie akumulacji
PbEDTA w pedach roslin wskazywali Blaylock i wspdtpr. (1997). Twier-
dzenie to byto jednak oparte wyltacznie na pobieznej obserwacji prostych ekspe-
rymentéw. Zdaniem tych autoréw, ustawienie doniczek z Brassica juncea
w poblizu wentylatora zwigkszato o 30% indukowana EDTA akumulacj¢ Pb
w pedach, natomiast przykrycie ro$lin plastikowymi ostonami zmniejszato aku-
mulacje Pb o0 35%. Z kolei Epstein i wspotpr. (1999) obserwowali brak
bezposredniej zaleznosci migdzy transpiracja a akumulacja Pb w pedach gor-
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czycy sarepskiej traktowanej EDTA. Po wprowadzeniu do gleby sztucznie za-
nieczyszczonej Pb zwiazku kompleksujacego w ilosci 5 mmoli/kg nie wykazali
zmian w transpiracji w stosunku do kontroli. Jednak po podaniu 10 mmoli
EDTA/kg gleby, po 24 godzinach, stwierdzili 20% hamowanie transpiracji,
a po 7 dniach proces ten byt ograniczony o 80%. Takze catkowita iloS¢ wytran-
spirowanej wody przez rosliny poddane dziataniu 10 mmoli EDTA/kg byta po
7 dniach o 60% mniejsza niz w kontroli oraz ro$linach traktowanych nizszym
ze stosowanych stgzen EDTA. Réwnoczesnie zawartoS¢ Pb w pedach roslin
rosnacych w glebie z dodatkiem 5 mmoli EDTA wynosita 435 mg/kg s.m., na-
tomiast w pedach roslin traktowanych 10 mmoli EDTA wyniosta 1 930 mg/kg,
mimo silnego hamowania transpiracji przez wyzsza dawke wersenianu. Zda-
niem Epstein i wspélpr. (1999), rezultaty te wyrazZnie przecza zalozeniu,
7e transpiracja jest gtéwnym i jedynym czynnikiem decydujacym o wielkoS$ci
akumulacji Pb w pedach po indukcji hyperakumulacji w roslinach przez EDTA.
Mimo tak sprzecznych wynikéw, wciaz ukazuje si¢ niewiele prac poswigco-
nych temu zagadnieniu.

Znane sa tez inne badania wptywu na transpiracje zwiazkéw chelatujacych
oraz zwiazkow chelatujacych i metali. Wykazano w nich, ze EDTA oraz takie
metale, jak Pb czy Cd, podane oddzielnie do Srodowiska wzrostu roslin powo-
duja spadek natgzenia transpiracji (Vassil 1 wspdlpr, 1998; Her -
nandez-Allica i wspdlpr, 2007; Barrutia i wspdtpr., 2010). Nato-
miast podane tacznie nie mialy negatywnego wplywu na intensywnos¢ tego
procesu, zwlaszcza jesli stosowano je w takich samych st¢zeniach lub ilosciach
(Vassil i wsp6tpr., 1998; Wu i wspélpr.,, 1999; Wenzel i wspdtpr.,
2003; Herndndez-Allica i wspdlpr, 2007, Barrutia i wspotpr.,
2010). Jednak Saifullah i wspdlpr. (2010) w przypadku Trticum aestivum,
w zaleznosci od rodzaju gleby, obserwowali wzrost lub spadek natgzenia trans-
piracji po wprowadzeniu EDTA do gleby zanieczyszczonej Pb. Z kolei W u
i wspdtpr. (1999) stwierdzili brak wplywu HBED na transpiracj¢ kukurydzy
rosnacej w obecnosci 2 500 mg Pb/kg gleby, gdy tymczasem w tych samych
warunkach EDTA stymulowal ten proces. Najwyzsze nat¢zenia transpiracji ob-
serwowano w 7. dniu od podania chelatora do gleby (W u 1 wsp6lpr., 1999).
Ten stymulujacy wptyw EDTA na transpiracj¢ w trakcie fitoekstrakcji induko-
wanej nie zostal jednak do tej pory potwierdzony przez innych autoréw.
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1.5.1. Zwiazki modyfikujace natezenie transpiracji
oraz rola transpiracji w indukowanej fitoekstrakcji Pb i Cd

Do zwiazkéw chemicznych, ktére powoduja otwieranie lub zamykanie
szparek, a w ten sposéb stymuluja lub hamuja nat¢zenie transpiracji w rosli-
nach, naleza przede wszystkim regulatory roslinne. Zalicza si¢ do nich zaréwno
endogenne, roSlinne regulatory wzrostu i rozwoju, zwane fitohormonami (auk-
syny, gibereliny, cytokoniny, kwas abscysynowy), jak i egzogenne zwiazki che-
miczne, na przyktad wytwarzana przez grzyby fuzikokcyne (Jankiewicz,
1995a).

Auksyny, gibereliny i cytokininy naleza do stymulatoréw wzrostu i rozwoju
roslin. Powszechnie wystepujaca w roslinach auksyng jest kwas indolilo-3-
-octowy (IAA). Na poziomie komérkowym [AA stymuluje aktywno$¢ plazmo-
lemowej pompy protonowej (pmH*-ATPazy) (Bunney i wspétpr., 2002),
powodujac w ten sposéb hyperpolaryzacje potencjatu btonowego (Felle
i wspdlpr.,, 1991; Karcz, Burdach, 2007), dzicki czemu dochodzi do
zwigkszonego pobierania jonéw K" (Blatt, Thiel, 1993; Claussen
i wspétpr., 1997). Auksyna ta zwieksza takze akumulacje jonéw Ca** (Shi -
shova, Lindberg, 2004). Powoduje réwniez wzrost ekspresji wielu ge-
néw (Theologis, 1986; Stibon, Perrot-Rechenmann, 1997),
z czym zwiazana jest stymulacja syntezy bialek (Edelman, Kutschera,
1993). Wiadomo, ze IAA zwigksza ekspresje genéw odpowiedzialnych za syn-
teze biatek budujacych kanat wpustowy K* (Philippar i wspétpr., 1999;
Becker, Hedrich, 2002), pmH*-ATPaze (Hager i wspétpr., 1991)
oraz transporter AMHX przenoszacy jony Mg®*, Zn** lub Fe** do wakuoli
(David-Assael i wspdtpr., 2006), zwigksza tez zawartos¢ Ca i Mg w pe-
dach (Darra, Saxena, 1973). Regulator ten jest wigc odpowiedzialny za
pobieranie przez komdrki roslinne zaréwno potasu, jak i wielu innych jondw
dwuwartosciowych (Ca?*, Mg>*, Zn>*, Fe**). Na poziomie catych rolin lub
organéw IAA wplywa na wiele proceséw zwiazanych z rozwojem, réznicowa-
niem i wzrostem (Kurczynska, Hejnowicz, 1991; Jankiewicz,
1997c; Karcz, Burdach, 2007; Kurczyidska i wspdtpr., 2007).
Znany jest takze wptyw IAA na zwigkszanie rozwartosci szparek i transpiracji
(Zeiger, 1983; Dodd, 2003; Song i wspdtpr., 2006), chociaz nie powo-
duje on otwierania szparek zamknigtych w wyniku 3-godzinnej inkubacji
w ciemnosci (Song i wspotpr., 2006). Cytokininy i gibereliny, podobnie jak
auksyny, wptywaja na wiele proceséw zwiazanych ze wzrostem i rozwojem ro-
Slin oraz decyduja o ekspresji licznych gendw. Obie grupy fitohormonéw sty-
muluja otwieranie szparek, a co za tym idzie — zwigkszaja natezenie transpira-
cji. Ich wptyw na pobieranie 2-wartosciowych jonéw jest jednak w poréwnaniu
z auksynami znacznie slabiej udokumentowany (Zeiger, 1983; Legocka,

44



1997; Vodnik i wspdlpr., 1999 i cytowana tam literatura; D odd, 2003;
Song i wspdlpr., 2006).

Fuzikokcyna (FC) jest toksyna wytwarzang przez grzyb Fusicoccum amyg-
dalis. Na poziomie komoérkowym FC stymuluje aktywnos$¢ plazmolemowe;j
pompy protonowej (pmH*-ATPazy) (Goch i wspétpr.,, 1995; De Miche-
lis i wspdlpr, 1996; Palmgren, 2001; Bunney i wspdtpr, 2002;
Sondergaard i wspdtpr., 2004), wynikiem czego jest hyperpolaryzacja
potencjalu btonowego (Karcz, Burdach, 2007), stymulujaca otwieranie
wpustowych kanaléw potasowych i pobieranie przez komoérki jonéw K*. Fuzi-
kokcyna zwigksza ekspresje nielicznych, w poréwnaniu z auksyna, genéw, ktére
prawdopodobnie nie sa bezposrednio odpowiedzialne za transport jondw
(Scott, 1992). Bardzo charakterystycznym objawem dziatania tej toksyny jest
stymulacja otwierania szparek, nawet w ciemnosci, i zwiazane z tym zwigksze-
nie natgzenia transpiracji (Zeiger, 1983; Assman, Schwartz, 1992;
Jankiewicz, 1997b). Dotychczasowe badania wykazaty wysoka aktywnos¢
FC zaréwno w izolowanych protoplastach komoérek szparkowych (Goch
i wspdtpr., 1995), jak i w izolowanej epidermie liSci (Squire, Mans-
field, 1974; Pemadasa, 1981; Marcus i wspotpr.,, 2001). Otwieraniu
szparek pod wptywem FC zawsze towarzyszy intensywne pobieranie jonéw K*
przez komorki szparkowe (Squire, Mansfield, 1974), chociaz zaobser-
wowano takze w cytoplazmie tych komérek wzrost stezenia jonéw Ca®*
(Irving i wspolpr, 1992). Jednak poza jonami wapnia nie stwierdzono
wplywu FC na pobieranie innych jonéw 2-wartoSciowych. Dziatanie tego regu-
latora chemicznego na cale rosliny polega na hamowaniu wzrostu lisci i ich
wigdnigciu, co jest efektem wzrostu natg¢zenia transpiracji (Jankiewicz,
1997b).

Kwas abscysynowy (ABA) jest fitohormonem o funkcji inhibitora wzrostu,
wytwarzanym przez wszystkie organy roslin (Kubik, 1997). Na poziomie
komérkowym ABA powoduje inhibicje pmH*-ATPazy oraz aktywacje kana-
16w anionowych, w rezultacie czego dochodzi do depolaryzacji potencjatu
membranowego (Brault i wspétpr., 2004). W przypadku komoérek szparko-
wych oba wspomniane procesy powoduja otwarcie kanatéw wypustowych K*
1 masowy wypltyw tego jonu do apoplastu, co prowadzi do zamknigcia szparek
(Roelfsema, Hedrich, 2005). Hormon ten zwigksza takze stezenie jo-
néw Ca’* w cytoplazmie komérek (Irving i wspétpr., 1992). Ponadto ABA
stymuluje lub hamuje ekspresje wielu genéw. Na przyktad zwigksza ekspresje
genu odpowiedzialnego za syntezg transportera AtMHX, ktéry odpowiada za
transport jonéw Mg?**, Zn** lub Fe?* do wakuoli (David-Assael
i wspotpr., 2006). Na poziomie catych roslin lub organéw ABA miedzy innymi
hamuje kietkowanie nasion, wzrost pedéw i koleoptyli traw, przyspiesza starze-
nie i zrzucanie organéw. Jednakze zwigksza takze odpornos¢ roslin na rézne
stresy, szczegdlnie na stres zasolenia i stres suszy (Larosa i wspdlpr., 1987;
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Kubik, 1997). Bardzo intensywnie badano do tej pory udziat ABA w regula-
cji rozwarcia szparek. Badania te wykazaty, ze ABA, w odréznieniu od auksyn,
giberelin, cytokinin i FC, powoduje zamykanie szparek, co ogranicza natg¢zenie
transpiracji (Zeiger, 1983; Heckenberger i wspdlpr., 1996; Blatt,
Grabov, 1997; Leung, Giraudat, 1998; Dodd, 2003; Roelf-
sema, Hedrich, 2005).

Prowadzone dotychczas badania wptywu fitohormonéw (auksyn, cytokinin,
giberelin) na pobieranie metali toksycznych wykazaly obnizenie ich negatywne-
go wplywu na wzrost, przepuszczalno$¢ bton, zawarto$s¢ barwnikéw chlorofi-
lowych i wydajnos¢ fotosyntezy (WozZny i wspotpr., 1995; Gadallah,
El-Enany, 1999; Sayed, 1999; Vodnik i wspdtpr., 1999; Ouzo -
nidou, Ilias, 2005; Karcz, Kurtyka, 2007). W nielicznych przy-
padkach potwierdzono jednak wzrost toksycznego dziatania metali w obecnosci
fitohormonéw (Wang 1 wspdtpr, 2007). Badania wplywu stymulatoréow
wzrostu na akumulacje nieorganicznych form Pb lub Cd w pedach roslin
przynosity bardziej niejednoznaczne rezultaty. Na przyktad cytokininy zwigk-
szaty 2-krotnie zawarto$¢ Pb w pedach Picea abies (Vodnik i wspétpr.,
1999), w przypadku Medicago sativa tylko w niewielkim stopniu (Lépez
1 wspétpr., 2007b), a nie mialy zadnego wpltywu na zawarto$¢ tego metalu
w Helianthus annuus (Tassi i wsp6lpr., 2008). W przypadku zastosowania
auksyn Wan g i wspétpr. (2007) obserwowali obnizona akumulacje Pb w pe-
dach Zea mays, podczas gdy Hadi i wspétpr. (2010) w tym samym gatunku
stwierdzili istotny wzrost zawartoSci tego metalu w czg$ciach nadziemnych.
Bardziej jednoznaczne rezultaty uzyskano z zastosowaniem ABA. Doswiadcze-
nia z réznymi gatunkami ro$lin traktowanymi tym inhibitorem wykazaty bo-
wiem obnizona akumulacj¢ w pedach zaréwno Cd (Rubio i wspétpr., 1994;
Salt iwspétpr., 1995b; Hsu, Kao, 2003), jak i Pb (X u i wspélpr., 2007).
Ponadto Salt i wspdtpr. (1995b) oraz X u i wspdlpr. (2007), badajac wptyw
ABA na transpiracje, zaobserwowali korelacje migdzy hamowaniem tego proce-
su przez fitohormon a obnizonym poziomem akumulacji Cd lub Pb w pedach.

Eksperymenty nad rolg regulatoréw roslinnych w pobieraniu kompleksow
metali z EDTA w procesie indukowanej fitoekstrakcji zostaty zapoczatkowane
dopiero po 2000 r. Lépez 1 wspétpr. (2005) w kulturach hydroponicznych
M. sativa obserwowali istotny wzrost zawartosci Pb w lisciach roslin traktowa-
nych EDTA i 10 M IAA w poréwnaniu z roslinami rosnacymi tylko w obec-
nosci EDTA, chociaz nie wykazano wzrostu zawartosci Pb w todygach. Nastep-
ne prace tego zespotu dowiodly stymulujacego wptywu kinetyny (cytokinina)
(Lépez 1 wspdtpr., 2007b) oraz mieszaniny kinetyny i IAA (L6pez
1 wspolpr., 2007b i 2009) na akumulacje komplekséw PbEDTA w lisciach
M. sativa, przy réwnoczesnym braku wptywu tych regulatoréw na poziom aku-
mulacji Pb w lodygach. Wymienieni autorzy jednocze$nie nie obserwowali
wyzszej zawartosci Pb w lodygach i lisciach po podaniu do pozywki EDTA
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1 GA; (giberelina) (L 6pez 1 wspétpr.,, 2007b). Stymulujacy wpltyw IAA na
akumulacje Pb w pedach Sesbania drummondii, rosnacej w kulturach hydropo-
nicznych w obecnosci EDTA, wykazali takze Israr i Sahi (2008). Wyz-
sza zawarto$¢ Pb w lisciach Z. mays spryskanych roztworem IAA obserwowali
rowniez Hadi i wspétpr. (2010) w roslinach rosnacych w glebie sztucznie
zanieczyszczonej Pb, do ktérej wprowadzono EDTA, w poréwnaniu z rosli-
nami uprawianymi tylko w obecnosci EDTA. W odréznieniu od Lépez
1 wspolpr. (2007b), autorzy ci stwierdzili takze stymulujacy akumulacje Pb
w liSciach kukurydzy wplyw oprysku pedéw GA;.

Mimo ze w wymienionych wczesniej eksperymentach badano wptyw regu-
latoréw roslinnych stymulujacych transpiracje, w zadnym z nich nie mierzono
nat¢zenia transpiracji. Jedynie Tassi 1 wspotpr. (2008) badali zaleznos¢
migdzy natezeniem transpiracji a poziomem akumulacji Pb i Zn w pedach
H. annuus opryskiwanych réznymi regulatorami wzrostu. Do opryskéw zastoso-
wali preparaty Cytokin (mieszanina réznych naturalnych cytokinin) i Phytagro
(mieszanina giberelin, auksyn, cytokinin, witamin i mikroelementéw) oraz kine-
tyng. Po wprowadzeniu EDTA do gleby nie zaobserwowali wzrostu zawartosci
Pb w pedach stonecznika roslin opryskanych preparatem Cytokin w poréwnaniu
z roSlinami kontrolnymi. Natomiast w roslinach traktowanych preparatem Phyta-
gro lub kinetyna wykazali nizsza zawarto$¢ Pb niz w roslinach kontrolnych.
Jednak ze wzgledu na wyzsza sucha mase lisci stonecznika opryskanego prepa-
ratem Cytokin ilo$¢ olowiu usunigta wraz z czeSciami nadziemnymi byta wigk-
sza w poréwnaniu z roSlinami traktowanymi tylko EDTA. Po wprowadzeniu
zwiazku chelatujacego do gleby badanie transpiracji wykazato istotnie wyzsze
natgzenie tego procesu w roslinach opryskiwanych preparatami Cytokin i Phyta-
gro w stosunku do roslin nieopryskiwanych lub opryskanych kinetyna. Otrzy-
mane przez Tassi i wspolpr. (2008) wyniki nie daty wigc jednoznacznej od-
powiedzi na temat roli transpiracji w akumulacji komplekséw PbEDTA
w czgsciach nadziemnych. Podczas gdy natezenie transpiracji w roslinach z wa-
riantéw EDTA + Cytokin i EDTA + Phytagro bylo istotnie wyzsze od natg¢zenia
transpiracji w roSlinach traktowanych tylko EDTA, zawartos¢ Pb w pedach
stonecznika byta taka sama (Cytokin) lub nawet nizsza (Phytagro) niz w czg-
$ciach nadziemnych roslin traktowanych tylko chelatorem (Tassi i wspdtpr.,
2008).

Zaprezentowane rezultaty wskazuja, ze wigkszo$¢ opublikowanych do tej
pory prac koncentrowata si¢ na wplywie zwiazkéow chelatujacych oraz ich kom-
plekséw z metalami na transpiracjg, natomiast wciaz za mato danych mamy na
temat wplywu transpiracji na akumulacje metali w pedach w trakcie fitoekstrak-
cji indukowanej. Po zastosowaniu chemicznych regulatoréw roslinnych, w celu
zwigkszenia efektywnosci fitoekstrakcji indukowanej, albo nie oznaczano nate-
zenia transpiracji (L épez i wspotpr., 2005, 2007b, 2009; Israr, Sahi,
2008; Hadi i wspdlpr., 2010), albo uzyskane rezultaty (Tassi i wspotpr.,
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2008) nie byly jednoznaczne. Nalezy tez podkresli¢, ze stosowane do tej pory
w badaniach nad fitoekstrakcja indukowana chemiczne regulatory roslinne
(auksyny, cytokininy, gibereline) stymuluja nie tylko transpiracjg, ale tez wiele
innych proceséw, w tym pobieranie jonéw 2-wartosciowych. Tak wigc uzyska-
ny przez niektérych autoréw wzrost akumulacji Pb w pedach po zastosowaniu
oprysku fitohormonami moze by¢ zwiazany z wieloma innymi procesami, a nie
tylko ze zmianami w intensywnosci transpiracji. Trudno zatem, nawet przy
wzroScie akumulacji Pb i Cd w pedach roslin traktowanych tymi fitohormona-
mi, jednoznacznie przesadzad, ze to ich wplyw na transpiracje jest przyczyna
hyperakumulacji metali.

Do do tej pory w takich badaniach nie stosowano FC, chociaz sposréd regu-
latoréw roslinnych zwigkszajacych transpiracj¢ zwiazek ten stymuluje ja najsil-
niej. Réwnoczesnie FC wplywa w niewielkim stopniu na inne procesy fizjolo-
giczne, a jej dzialanie na poziomie catych roslin polega przede wszystkim na
zwigkszaniu intensywnosci transpiracji.



2. Cel badan

Celem badan byla weryfikacja hipotezy roboczej zaktadajacej, ze intensyw-
no$¢ transpiracji jest gtéwnym czynnikiem decydujacym o poziomie akumulacji
Pb i Cd w pedach roslin, a co za tym idzie o efektywnosci fitoekstrakcji in-
dukowanej. Przyjmujac t¢ hipotezg, zatozono, ze traktowanie pedéw roslin
zwiazkami chemicznymi zwigkszajacymi (FC, KCI) lub zmiejszajacymi transpi-
racje (ABA), w obecnosci w podiozu zwiazku indukujacego hyperakumulacje
(EDTA), powinno odpowiednio podwyzsza¢ lub obniza¢ akumulacje Pb i Cd
w czgsSciach nadziemnych roslin. Oprécz EDTA, jako dodatkowy czynnik indu-
kujacy hyperakumulacje metali zastosowano glifosat. Eksperymenty prowadzo-
no w kulturach hydroponicznych, doswiadczeniach wazonowych oraz w bada-
niach na poziomie tkankowym.

Zalozeniem do$wiadczen w kulturach hydroponicznych byto okreslenie
bezposrednich zaleznosci migdzy transpiracja a akumulacja Pb i Cd w pedach
roslin indukowanych do hyperakumulacji przez dodanie do pozywki EDTA.
W tych doswiadczeniach, w celu zwigkszenia transpiracji, stosowano fuzikokcy-
n¢ (FC), regulator roslinny silnie stymulujacy otwieranie szparek i transpiracje.
Poniewaz otwieraniu szparek pod wptywem FC towarzyszy intensywne pobiera-
nie jonéw K*, réwnoczesnie z fuzikokcyna traktowano rosliny réznymi stezenia-
mi KCI.

Badania wazonowe prowadzono, kierujac si¢ wynikami eksperymentow
w kulturach hydroponicznych, w ktérych wykazano dodatnia korelacje zaréwno
migdzy transpiracja a akumulacja Pb i Cd w pedach roslin traktowanych
FC + KCl, jak réwniez migdzy zawartoscia metali w pedach a stezeniem KCI.
Celem tych badan byto sprawdzenie, czy traktowanie pedéw zwigzkami stymu-
lujacymi transpiracje (FC, FC + KCI) lub samym KCIl, w warunkach bez lub
w obecnosci EDTA w glebie, zwigksza akumulacje Pb 1 Cd w czgs$ciach nad-
ziemnych ro§lin uprawianych w zanieczyszczonej metalami glebie. Zbadano
takze wplyw traktowania pedéw ABA oraz glifosatem (Glif). ABA stosowano
jako regulator roslinny powodujacy zamykanie szparek i hamowanie transpira-
cji, przypuszczano wigc, ze efektem jego dziatania bedzie zmniejszenie pobiera-
nia i akumulacji Pb i Cd w czeSciach nadziemnych. Glifosat uzyto jako do-
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datkowy czynnik indukujacy hyperakumulacje metali, co mogto zwigkszaé
efektywnos¢ EDTA.

Badania na poziomie tkankowym miaty na celu sprawdzenie, czy EDTA
i glifosat stymuluja pobieranie Pb przez komorki rolin i jego akumulacje
w symplascie, czy tez powoduja odktadanie tego metalu w apoplascie. W trak-
cie badari wazonowych oba zwiazki chemiczne bardzo silnie stymulowaly aku-
mulacje Pb i Cd w pedach roslin. Poniewaz poziom akumulacji metali byt po-
dobny, badania na poziomie tkankowym przeprowadzono wytacznie dla otowiu.
Oprécz zawartosci Pb, w tkankach okreslono takze zawarto$¢ K i Ca. Potas po-
bierany jest przez komorki roslinne i akumulowany przede wszystkim w sym-
plascie, natomiast wapfi akumulowany jest zaréwno w apoplascie, jak i w sym-
plascie. Ponadto zmniejszenie zawartosci K w tkankach mogtoby wskazywac¢ na
wypltyw tego pierwiastka z komérek (symplastu), swiadczac o uszkodzeniu bton
1 zwigkszeniu ich przepuszczalnosci.



3. Materiat i metody

3.1. Doswiadczenia w kulturach hydroponicznych
i doswiadczenia wazonowe

3.1.1. Materiat roslinny

Eksperymenty prowadzono z dwoma gatunkami roslin uprawnych: gorczyca
sarepska i stonecznikiem zwyczajnym. Nasiona gorczycy sarepskiej (Brassica
juncea ‘Phyto 426°) zostaly dostarczone przez amerykanska firme Phytotech
Inc., zajmujaca si¢ w USA wdrazaniem fitoremediacji na skale komercyjna,
w ramach projektu Integrated approach to the remediation of heavy metal con-
taminated land. Projekt byl finansowany przez Departament Energetyki USA
(DoE) i koordynowany przez Florida State University (koordynator dr Mike Ku-
perberg), a realizowany przez Instytut Ekologii Terenéw Uprzemystowionych
(IETU) w Katowicach w latach 1997—2001. Kultywar zaproponowany przez
partnera amerykanskiego (Phyto 426) miat by¢ jednym z najefektywniejszych
sposréd ponad 100 przebadanych przez Phytotech Inc. Poniewaz fitoremediacja
jest procesem dlugotrwalym, w czasie jej trwania konieczne jest stosowanie
ptodozmianu. Z tego tez wzgledu, oprécz badan na gorczycy, bedacej przedsta-
wicielem rodziny Brassicaceae, prowadzono eksperymenty na stoneczniku
(Helianthus annuus ‘Lech’), ktéry nalezy do rodziny Asteraceae. O wyborze
tego gatunku zdecydowaty wyniki wczesniejszych badan, prowadzonych na
podtozu z mieszaning piasku i perlitu lub na glebie sztucznie zanieczyszczonej
Pb (Kumar i wspdlpr, 1995; Chen i wspétpr., 2004b). Wykazano w nich
wysoka akumulacje Pb w pedach stonecznika w poréwnaniu z kukurydza i ty-
toniem. Ponadto przydatnos$¢ stonecznika do indukowanej fitoekstrakcji po-
twierdzity badania wtasne na glebie pochodzacej z okolic huty cynku i otowiu
(Kucharski i wspélpr., 1998).



3.1.2. Doswiadczenia w kulturach hydroponicznych

Celem eksperymentéw w kulturach hydroponicznych bylo okreslenie wpty-
wu réznych stgzert fuzikokcyny (FC) i KCI na transpiracje oraz akumulacje Pb
i Cd w pedach gorczycy sarepskiej. Doswiadczenia prowadzono zaréwno w po-
zywce zawierajacej makro- i mikroelementy (pozywka podstawowa, bez Pb, Cd
i EDTA), jak réwniez w pozywce podstawowe]j zawierajacej dodatkowo EDTA,
Pb, Cd i podwyzszone stgzenie Zn (pozywka EDTA/Pb/Cd/Zn). Rosliny upra-
wiano w pozywce podstawowej, aby stwierdzié, jak FC i KCl wptywaja na tran-
spiracj¢ 1 akumulacj¢ w czgSciach nadziemnych pierwiastkéw o funkcjach fizjo-
logicznych (K, Ca, Zn). Celem uprawy roslin w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn byto
okreslenie zaleznosci miedzy transpiracja modyfikowana przez FC i KCl a za-
wartoSciag w pedach Pb, Cd, K, Ca i Zn po indukcji hyperakumulacji Pb 1 Cd
w gorczycy przez EDTA. Dodatkowa ilo$¢ cynku wprowadzono do pozywki
EDTA/Pb/Cd/Zn, poniewaz w glebach zanieczyszczonych w wyniku dziatalno-
Sci hut i kopali cynku i otowiu wystepuja podwyzszone zawartosci nie tylko Pb
i Cd, ale takze Zn (Kucharski i wspdtpr, 2005; Cabata, Teper,
2007; Gucwa-Przepidra i wspétpr., 2007).

Jako czynnik stymulujacy transpiracje zastosowano fuzikokcyne (FC), regu-
lator roslinny silnie stymulujacy otwieranie szparek i transpiracje, takze
wciemnosci (Zeiger, 1983; Assman, Schwartz, 1992; Jankie-
wicz, 1997b). Otwieraniu szparek w ogdle, a szczegélnie pod wptywem FC,
towarzyszy intensywne pobieranie jonéw K* przez komdrki roslin (Squire,
Mansfield, 1974; Pemadasa, 1982; Sondergaard i wspdlpr,
2004; Roelfsema, Hedrich, 2005). W zwiazku z tym, razem z fuzi-
kokcyna, podawano rézne stezenia KCl, aby spotggowaé dziatanie FC. Zbadano
takze wplyw samego KCI na transpiracje i akumulacj¢ Pb i Cd, aby mdc roz-
dzieli¢ efekt wywotany podaniem FC od efektu spowodowanego wylacznie
podaniem soli potasowej. O zastosowaniu KCl zdecydowaly takze badania
wstepne autora, ktére wykazaty, ze po wprowadzeniu EDTA do gleby opry-
skanie pedéw roztworem 25 mM KCI zwigkszyto akumulacje Pb i Cd w czg-
Sciach nadziemnych gorczycy sarepskiej w stosunku do roslin kontrolnych
Matkowski i wspdlpr., 1997).

W fitoekstrakcji indukowanej konieczne jest zastosowanie zwigzku indu-
kujacego w roslinach hyperakumulacje metali. NajczeSciej dotychczas stosowa-
nym (por. tabela 1), a zarazem najbardziej efektywnym zwiazkiem byt EDTA
(Raskin i wspdtpr., 1997; Salt i wspdlpr, 1998; Schmidt, 2003).
W zwiazku z tym w badaniach w kulturach hydroponicznych stosowano sol
dwupotasowa EDTA (K,EDTA).

Zawarto$¢ wapnia i potasu w pedach oznaczano z uwagi na rézny sposob
ich transportu radialnego do walca osiowego. Podczas gdy wapn przemieszcza
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si¢ do walca osiowego zaréwno droga apoplastyczna, jak i symplastyczng
(White, 2001), potas jest transportowany przede wszystkim symplastem
(Marschner, 1995). Z tego powodu natgzenie transpiracji ma duzy wptyw
na zawarto$¢ Ca i niewielki na zawarto§¢ K w pedach ro§lin M arschner,
1995). Ponadto ocena akumulacji Zn i Ca byla istotna, poniewaz btonowe sys-
temy transportujace jony Zn>* lub Ca®* réwniez umozliwiaja wnikanie do ko-
moérki Cd (Hall, Williams, 2003; Krdamer i wspdtpr., 2007; Ver-
kleij i wspétpr.,, 2009), a w niektérych przypadkach takze Pb (Huang,
Cunningham, 1996; Sunkar i wspdlpr.,, 2000; Antosiewicz,
2005). Okreslenie zawartosci tych pierwiastkéw (K, Ca, Zn) w pedach gorczy-
cy miato da¢ odpowiedZ na pytanie, czy w trakcie fitoekstrakcji indukowanej
akumulacja Pb i Cd w czeSciach nadziemnych roSlin przebiega podobnie jak
akumulacja pierwiastkéw o funkcjach fizjologicznych.

3.1.2.1. Uprawa roslin

Badania hydroponiczne prowadzono na gorczycy sarepskiej ‘Phyto 426°.
Nasiona gorczycy wysiano do plastikowych kuwet wylozonych 4 warstwami
bibuty filtracyjnej, silnie zwilzonej woda dejonizowana. Kuwety przykryto
szczelnie przezroczysta folia i pozostawiono w Swietle. Po 5 dniach, gdy niemal
wszystkie nasiona wykietkowaty, wybrano 400 siewek o dlugosci korzeni
1,5—2,0 cm i przeniesiono do 4 szklanych zbiornikéw hydroponicznych na-
petnionych 25 1 pozywki, ktéra stosowano w uprawie gorczycy sarepskiej we
wczesniejszych badaniach (Blaylock i wspdlpr., 1997). Sktad pozywki
(tzw. pozywka podstawowa) byt nastgpujacy (mg/l): 151,7 KNO;; 164,1
Ca(NO»),; 28,7 NH,H,PO,; 60,19 MgSO,; 0,71 H;BO;; 0,02 CuSO,;
0,004 MoOs; 0,45 MnCl,; 0,055 ZnSO,. Winian Zelaza Fe,(C,H,O4); w ilosci
2,66 mg/l zastgpiono 2,517 mg FeCcH;O, x H,O/1 (cytrynian zelaza). Pozywka
w zbiornikach byta ciaggle napowietrzana za pomoca pomp akwariowych. Na
Sciany zbiornikéw szklanych nalozono ostony nieprzepuszczajace Swiatla, aby
uniemozliwi¢ rozwéj glonéw. Pozywke wymieniano w catosci 2 razy w tygo-
dniu, a jej wyjsciowe pH (5,9—6,1) ustalano za pomocag 1 M NaOH lub HCI.
Taki odczyn wyjsciowy pozywki wybrano na podstawie wynikéw obserwacji
wlasnych, ktére wykazaty, ze charakteryzuje si¢ ona najwigkszymi wilasciwo-
Sciami buforowymi w tym przedziale pH. Wzrost roslin w kulturach hydropo-
nicznych trwat 16 dni i prowadzony byt w hali wegetacyjnej niemajacej klima-
tyzacji. Rosliny rosty przy Sredniej temperaturze powietrza 20,5°C/19,5°C
(dziefi/noc) oraz Sredniej wilgotnosci powietrza 52%/48% (dziei/noc). Fotope-
riod ustalono na 16/8 godzin (dziefi/noc), korzystajac ze $wiatla naturalnego
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oraz z lamp sodowych (Philips, SON-TAGRO 400). Lampy sodowe emitowaty
Swiatto o Srednim natezeniu 12 500 lux.

3.1.2.2. Traktowanie roslin fuzikokcyna (FC) i KCI
oraz pomiar transpiracji

Aby zwiegkszy¢ transpiracje, pedy roslin byly opryskiwane FC i/lub KCI.
Stezenia FC (1077 i 10° M) oraz KCl (1, 5, 10, 25, 50 lub 100 mM) wybrano,
biorac pod uwage badania nad mechanizmem otwierania szparek prowadzone
na izolowanej epidermie lub catych lisciach (Squire, Mansfield, 1974;
Pemadasa, 1981; Assman, Schwartz, 1992; Gehring
i wspdtpr., 1998; Bauly i wspdlpr, 2000; Song i wspétpr., 20006), jak
réwniez prace dotyczace dziatania obu zwiazkéw na fragmenty tkanek lub cale
rosliny (Gazizov i wspdipr, 1995; Watanabe, Takahashi, 1997,
Karcz, Burdach, 2007). W przypadku KCI na tak szeroki zakres stgzefi
miaty tez wptyw wyniki wczesniejszych badai autora, ktére wykazaty zwigk-
szong akumulacje Pb i Cd w czgsciach nadziemnych gorczycy sarepskiej po
opryskaniu pedéow 25 mM KCI. W zwiazku z tym w badaniach hydroponicz-
nych uwzgledniono zaréwno stgzenia nizsze, jak i wyzsze od 25 mM.

Po 16 dniach uprawy w pozywce podstawowej do dalszych badan wybrano
156 jednakowych roslin, ktére przenoszono pojedynczo do szklanych probéwek
Egerta, umieszczajac w catosci ich system korzeniowy w probdwce. Siedem-
dziesiat osiem probéwek zawieralo po 18 ml pozywki podstawowej. Kolejne 78
probowek zawieralo pozywke podstawowa z dodatkiem (uM): 750 K,EDTA,
500 PbCl,, 25 CdCl, oraz 25 ZnCl, (tzw. pozywka EDTA/Pb/Cd/Zn). Stgzenie
Pb i EDTA wybrano na podstawie rezultatéw uzyskanych przez Vassila
i wspotpr. (1998). Autorzy ci zaobserwowali w kulturach hydroponicznych naj-
wyzsza akumulacje Pb w pedach gorczycy sarepskiej po wprowadzeniu do
pozywki EDTA w stezeniu 750 pM. Wyzsze i nizsze st¢zenia EDTA zmniej-
szaly pobieranie Pb przez pedy gorczycy. Stezenie Cd w pozywce
EDTA/Pb/Cd/Zn dobrano tak, by uzyskaé¢ wysoka akumulacj¢ tego metalu bez
wyraznych fitotoksycznych efektéw. Kadm w stezeniach 10—100 uM, w przy-
padku roslin niebedacych hyperakumulatorami, stosowali réwniez inni autorzy
(np. Larbi i wspdtpr., 2002). W zwiazku z tym, ze w glebach zanieczysz-
czonych w wyniku dziatalnosci hut i kopalii cynku i otowiu wystgpuja podwyz-
szone st¢zenia Zn (Rieuwerts 1 wspdlpr, 1999; Cabata i wspdipr.,
2009; Aleksander-Kwaterczak, Helios-Rybicka, 2009),
zdecydowano si¢ wprowadzi¢ do pozywki dodatkowa ilos¢ tego metalu w po-
staci ZnCl, (25 uM). Wyjsciowe pH zaréwno pozywki podstawowej, jak
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i pozywki EDTA/Pb/Cd/Zn ustalano w przedziale 5,6—5.,9. Zakres pH wybra-
no na podstawie, obserwowanego wielokrotnie przez autora, wytracania si¢ Pb
z roztworéw o pH powyzej 6,1, niezaleznie od rodzaju stosowanej soli olowiu
i obecnosci innych jonéw Matkowski, 1993).

Po przeniesieniu roslin do probéwek zakrywano ich otwory kawatkami folii
aluminiowej, aby ograniczy¢ ewaporacj¢ do minimum. Nastgpnie wazono kazda
probéwke z doktadnoscia do 0,001 g. Woda dejonizowana spryskiwano pedy
dwoéch grup rodlin: kontrolnych (kontrola), rosnacych w pozywce podstawo-
wej, oraz roSlin z wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn, rosnacych w pozywce
EDTA/Pb/Cd/Zn. Pozostate rosliny traktowano roztworami zawierajacymi: réz-
ne stezenia KCI (1, 5, 10, 25, 50 lub 100 mM), rézne stezenia KCI (1, 5, 10, 25,
50 lub 100 mM) i 10° M FC 1lub rézne stgzenia KCI (1, 5, 10, 25, 50 lub
100 mM) i 10”7 M FC (tabela 3). Objgtosé oprysku wynosita 10 ml; wprowa-
dzano do niego 1 krople detergentu Tween 20, w celu zmniejszenia napigcia po-
wierzchniowego, co zapewniato réwnomierne pokrycie roztworem calej rosliny.
Ostatecznie zaréwno ro§liny znajdujace si¢ w pozywce podstawowej, jak
i bedace w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn spryskiwano 18 réznymi kombinacjami
roztwordw, co dato facznie 36 wariantéw eksperymentalnych oraz kontrolg i wa-
riant EDTA/Pb/Cd/Zn. Wykaz wszystkich wariantéw eksperymentalnych pre-
zentuje tabela 3. Lacznie uzyto 156 roslin, po 4 w wariantach eksperymental-
nych i po 6 w kontroli oraz wariancie EDTA/Pb/Cd/Zn. Ostateczna liczba
analizowanych roSlin byfa jednak mniejsza, poniewaz niektére z nich ulegly
uszkodzeniu w trakcie kolejnych wazen i zostalty wyeliminowane z eksperymen-
tu. Po opryskaniu roslin probéwki wktadano do odpowiednio przygotowanych
plyt styropianowych, zainstalowanych na wytrzasarkach, ktére zapewnialy mie-
szanie si¢ i napowietrzanie roztworéw w probdwkach. Wytrzasarki z roslinami
znajdowatly si¢ w tej samej hali wegetacyjnej, w ktdrej prowadzono uprawe hy-
droponiczna.

Transpiracj¢ oceniano metoda wagowa, na podstawie ubytku wody z probo-
wek z ro§linami, i przedstawiono w ml H,O/g §.m. pedéw. Po umieszczeniu ro-
Slin w probéwkach zakrywano ich otwory kawatkami folii aluminiowej, ograni-
czajac tym samym ewaporacj¢ do minimum. Nastgpnie, przed opryskiwaniem
ro§lin FC i KCI, wazono kazda probéwke z doktadnoscig do 0,001 g. W celu
okreslenia ilosci wytranspirowanej wody probéwki z roslinami wazono po
3 (14%), 7 (185), 11 (229), 19 (6%), 25 (125), 31 (18"), 35 (22), 43 (6Y)
i49 (127) godzinach od momentu traktowania roslin. Po wazeniu uzupetniano
ubytki roztworu w probéwkach odpowiednia pozywka, do uzyskania wyjsciowej
wagi. Po 49 godzinach rosliny usuwano z probéwek, ptukano 3-krotnie woda
dejonizowang i osuszano doktadnie bibuta filtracyjna. Odcinano czg$¢ nad-
ziemng od systemu korzeniowego i oznaczano $wieza mase pgdow. Nastgpnie
pakowano materiat ros§linny w papier i suszono w suszarce w temperaturze
70°C przez 3 dni, do uzyskania suchej masy.
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Tabela 3
Warianty doSwiadczenia w kulturach hydroponicznych

Zwiazki chemiczne, ktérymi
. P . Rodzaj opryskiwano ped
Wariant doswiadczenia poiywljd woda P yfuzikokc;fa y KCl
dejonizowana [M] [mM]
Kontrola + — —
1 mM KCl — — 1
5 mM KCI 5
10 mM KCl 10
25 mM KCl 25
50 mM KCl 50
100 mM KCI 100
10'M FC + 1 mM KCI < — 107 1
107M FC + 5 mM KCI z 5
10-"M FC + 10 mM KCI 2 10
10’M FC + 25 mM KCl '§ 25
10M FC + 50 mM KCI = 50
10M FC + 100 mM KCI 100
10°M FC + 1 mM KCl — 10-° 1
10°M FC + 5 mM KCl 5
10°M FC + 10 mM KCl 10
107°M FC + 25 mM KCl 25
10°M FC + 50 mM KCI 50
10°M FC + 100 mM KCl 100
EDTA/Pb/Cd/Zn + — —
EDTA/Pb/Cd/Zn + 1 mM KClI — —
EDTA/Pb/Cd/Zn + 5 mM KCI 5
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10 mM KCI 10
EDTA/Pb/Cd/Zn + 25 mM KCl 25
EDTA/Pb/Cd/Zn + 50 mM KCl 50
EDTA/Pb/Cd/Zn + 100 mM KCl 100
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10'M FC + 1 mM KCl @ — 107 1
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10'M FC + 5 mM KCl 5 5
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10-"M FC + 10 mM KCI £ 10
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10”’M FC + 25 mM KCl E 25
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10-"M FC + 50 mM KCl % 50
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10”’M FC + 100 mM KCI 100
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10°M FC + 1 mM KCl — 10°° 1
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10°M FC + 5 mM KCl 5
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10-°M FC + 10 mM KCl 10
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10-°M FC + 25 mM KCl 25
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10°M FC + 50 mM KCl 50
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10-°M FC + 100 mM KCl 100
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3.1.3. Doswiadczenia wazonowe

Celem doswiadczeri wazonowych bylo sprawdzenie, czy traktowanie pedéw
zwiazkami stymulujacymi transpiracj¢ (FC, FC + KCl) lub samym KCI, bez
i po wprowadzeniu EDTA do gleby, zwigkszy akumulacje Pb i Cd w czesciach
nadziemnych roslin. Badano takze, czy obnizenie transpiracji zmniejszy zawar-
to$¢ Pb i Cd w pedach. W tym celu opryskiwano czesci nadziemne roslin kwa-
sem abscysynowym (ABA), ktéry powoduje zamykanie szparek, a w konse-
kwencji obniza natgzenia transpiracji (Zeiger, 1983; Blatt, Thiel,
1993; Dodd, 2003; Roelfsema, Hedrich, 2005). Ponadto stosowano
w badaniach glifosat (herbicyd), zakladajac, ze podany wraz z EDTA zwigkszy
indukujace hyperakumulacje¢ metali dziatanie zwiazku kompleksujacego. Do-
Swiadczenia prowadzono z dwoma gatunkami roslin (gorczyca sarepska ‘Phyto
426’ 1 stonecznikiem ‘Lech’).

Do badan uzyto gleby zanieczyszczonej Pb i Cd, pochodzacej z okolic huty
cynku i otowiu, natomiast nie stosowano gleby sztucznie wzbogaconej w oba te
metale. W pierwszym przypadku metale sa w kontakcie z substratem glebowym
przez wiele lat, co prowadzi do ich wiazania z r6znymi frakcjami w glebie,
w wyniku czego biodostepnos¢ metali maleje (Almas i wspétpr., 1999;
Lock, Janssen, 2001, 2003). Natomiast w glebach sztucznie zanieczysz-
czanych, ze wzgledu na krotki okres stazowania (od 2 do 6 tygodni), ilo$¢ bio-
dostepnych form metali jest wicksza (Lock, Janssen, 2003), co moze za-
wyzaé efektywnosc¢ fitoekstrakcji.

3.1.3.1. Przygotowanie gleby oraz uprawa roslin

Do badan uzyto gleby zanieczyszczonej metalami cigzkimi, gtéwnie Pb, Cd
1 Zn, w wyniku dzialalnosci Kombinatu Goérniczo-Hutniczego ,,Orzel Bialy”,
zlokalizowanego na granicy Bytomia i Piekar Slaskich. Glebe pobrang w tere-
nie (okoto 1000 kg) z warstwy 0—25 cm przewozono do IETU i suszono na
powietrzu przez kilka dni, wielokrotnie mieszajac za pomoca szpadla. Po wysu-
szeniu glebe przesiewano wstgpnie, aby oddzieli¢ kamienie, i po rozdrobnieniu
wigkszych bryl przesiewano ja przez sito o otworach 4 mm. Z réznych miejsc
pryzmy gleby pobierano co najmniej 5 préb glebowych, tworzacych jedna prébe
zbiorcza, ktéra stuzyta do oznaczenia wlasciwosci gleby.

Doswiadczenia prowadzono w plastikowych doniczkach o $rednicy 7 cm,
wypetnionych 25 g drenazu i 170 g powietrznie suchej gleby, przesianej przez
sito 4 mm. Sucha glebg podlewano 60 ml wody wodociagowej i pozostawiano
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na 24 godziny. Nastgpnie wysiewano do kazdej z nich po 7 nasion gorczycy sa-
repskiej ‘Phyto 426’ lub 4 nasiona stonecznika ‘Lech’, ktére przysypywano
10 g powietrznie suchej gleby, spryskiwanej do zwilzenia woda wodociagowa,
i przenoszono doniczki do nieklimatyzowanej hali wegetacyjnej. Nasiona przed
wysiewem zaprawiano przeciwgrzybowa zaprawa nasienng Funaben T. W 15.
dniu od wysiewu przeprowadzano przerywanie, pozostawiajac w doniczkach po
1 roslinie. Rosliny, poczawszy od 5. dnia od wysiewu, byly nawozone 2 razy
w tygodniu 15 ml FLOROVITU, w rozcieiczeniu zgodnym z zaleceniem
producenta. Raz w tygodniu dodatkowo nawozono je dolistnie preparatem
POKON. Codziennie podlewano woda wodociagowa wedtug zapotrzebowania,
a jej nadmiar z podstawki zlewano z powrotem do doniczki. RoSliny rosty
w hali wegetacyjnej przez 24 dni od wysiewu przy Sredniej temperaturze
powietrza 23,6°C/19,7°C  (dziefi/noc), Sredniej wilgotnosci powietrza
64,5%/69,5% (dziei/noc) i fotoperiodzie 16/8 godzin (dziefi/noc), uzyskiwanym
ze $wiatla naturalnego oraz lamp sodowych (Philips, SON-TAGRO 400). Lam-
py sodowe emitowaty Swiatlo o Srednim natezeniu 12 500 lux.

3.1.3.2. Traktowanie roslin fuzikokcyna (FC),
kwasem abscysynowym (ABA), KCI i glifosatem (Glif)

W celu zwigkszenia transpiracji przez stymulacje otwierania szparek pedy
roslin byly opryskiwane FC tylko w stezeniu 10° M, poniewaz badania w kul-
turach hydroponicznych wykazaty brak istotnego wptywu stgzenia 10~ M na
transpiracje¢ i akumulacje Pb i Cd. W przypadku KCI o wyborze stg¢zenia
25 mM zdecydowaty badania w kulturach hydroponicznych oraz badania wstep-
ne autora (Matkowski i wspétpr., 1997). Jako zwigzek chemiczny zamy-
kajacy szparki i obnizajacy transpiracje (Dodd, 2003) zastosowano ABA
w stezeniu 10° M (Pemadasa, 1981).

W fitoekstrakcji indukowanej konieczne jest zastosowanie zwiazku(éw) in-
dukujacego w roslinach hyperakumulacje metali. Najczesciej dotychczas bada-
nym, jak réwniez najbardziej efektywnym, zwiazkiem indukujacym jest EDTA
(Raskin i wspdtpr., 1997; Salt i wspélpr, 1998; Schmidt, 2003).
Wielu badaczy stosowato s6l sodowa EDTA zaréwno w kulturach hydroponicz-
nych (Sarret i wspdlpr., 200l; Boonyapookana i wspdlpr., 2005;
Sun i wspdlpr., 2005; de la Rosa i wspdlpr, 2007; Herndndez-
-Allica 1 wspétpr., 2007), jak i w uprawach na podiozu statym (Kirk-
ham, 2000; Liphadzi i wspélpr, 2003; Thayalakumaran
i wsp6tpr., 2003; Cui i wspétpr, 2004; Wu i wspétpr.,, 2004; Luo
i wspélpr., 2005; Zhuang i wspdipr, 2005; Chen i wspdtpr., 2007;
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Shibata i wspdtpr., 2007). Natomiast niewielu autoréw uzywato soli pota-
sowej EDTA (Blaylock i wspélpr., 1997, Vassil i wspétpr., 1998;
Walker iwsp6tpr., 2003). W badaniach wazonowych prezentowanych w ni-
niejszej monografii zastosowano sél trdjpotasowa EDTA (K;EDTA) w iloSci
5 mmoli/kg powietrznie suchej gleby, podawana bezposrednio do gleby w po-
staci roztworu wodnego. Ilo§¢ wersenianu wybrano na podstawie badar
wilasnych (Kucharski i wspotpr.,, 1997a i b), jak réwniez danych z litera-
tury (Blaylock i wspdtpr., 1997). Zastosowano sdl potasowa EDTA, aby
unikna¢ wprowadzenia do gleby sodu, ktéry pogarsza jej fizyczne wilasciwosci,
niszczac strukture gruzetkowata przez dyspergowanie koloidéw zlepiajacych
agregaty strukturalne gleby (Glinski, 1999). Prowadzenie fitoekstrakcji in-
dukowanej z uzyciem soli sodowej EDTA w okreslonym miejscu przez kilka
kolejnych lat wiazatoby sie z wprowadzenem do gleby znacznych ilosci sodu.
Natomiast podawanie soli potasowej EDTA jedynie wzbogaca glebe w potas
bedacy makroelementem.

Zbadano takze wptyw glifosatu (Glif), czyli N-(fosfonometyl)glicyny,
w celu zwigkszenia indukcyjnego dziatania EDTA. Opierano si¢ w tym przy-
padku na danych wskazujacych, ze glifosat pobrany przez tkanki lisci jest
floemem transportowany do korzeni (Devine i wspotpr., 1983; Reddy,
2000), gdzie wywoluje zmiany w metabolizmie (Fuchs i wspoipr., 2002),
mogace zwigksza¢ wptyw zwiazku chelatujacego na pobieranie i transport me-
tali cigzkich do pedéw. Glifosat podawano w postaci herbicydu ROUNDAP
360SL (Monsanto). W 1 1 tego herbicydu znajduje si¢ 360 g glifosatu w postaci
soli izopropyloaminowej oraz Srodek powierzchniowo czynny, zmniejszajacy
napigcie powierzchniowe. Stgzenie glifosatu zastosowane w badaniach (32 mM)
byto o 1/4 nizsze od zalecanego przez producenta, co miato spowolni¢ tempo

Tabela 4

Warianty do§wiadczenia wazonowego
Warian doswiadezenia | G S I | wasryms aprysiane pedy
Kontrola — woda dejonizowana
FC — 10° M FC
K25 — 25 mM KClI
ABA — 10° M ABA
K25/FC — 25 mM KCl+ 10 M FC
EDTA K;EDTA woda dejonizowana
EDTA/FC K;EDTA 10 M FC
EDTA/K25 K;EDTA 25 mM KCI
EDTA/K25/FC K;EDTA 25 mM KCI + 10° M FC
EDTA/ABA K;EDTA 10° M ABA
EDTA/GIif K4;EDTA 32 mM glifosat
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zamierania roS§lin. Roztworem glifosatu (32 mM) spryskiwano pedy roslin az
do réwnomiernego pokrycia nim todyg i lisci, nie kierujac si¢ objetoscia zuzy-
tego roztworu.

Po 24 dniach od wysiewu doniczki zawierajace po jednej roslinie spryskiwa-
no wymienionymi wczesniej roztworami w ilosci 10 ml na rosling lub glifosa-
tem, az do réwnomiernego pokrycia roztworem pedéw. W trakcie oprysku do-
niczki okrywano szczelnie folia aluminiowa, aby ograniczy¢ przedostawanie si¢
do gleby roztworéw podawanych na pedy. Nadmiar roztworu pozostajacy na fo-
lii po oprysku usuwano za pomoca ligniny. W wariantach, w ktérych stosowano
zwiazek chelatujacy, wprowadzano do gleby K;EDTA w ilosci 5 mmoli/kg gle-
by. Rosliny w wariancie kontrolnym oraz w wariancie tylko z EDTA byty opry-
skiwane woda dejonizowana. Wykaz wariantéw doswiadczenia wazonowego za-
mieszczono w tabeli 4.

Po 7 dniach pedy roslin byty Scinane w odlegtosci 1 cm od powierzchni gle-
by, ptukane 2-krotnie woda dejonizowang i suszone w suszarce przez 3 dni,
w temperaturze 70°C, do uzyskania suchej masy.

3.1.3.3. Pomiar transpiracji

Transpiracj¢ oceniano metoda wagowa, na podstawie ubytku wody z doni-
czek z rolinami, i przedstawiono w ml H,O/g $.m. pedéw. Po opryskaniu ro-
Slin doniczki z gorczyca sarepska ‘Phyto 426’ i stonecznikiem ‘Lech’ wazono
na wadze i wage ich uzupetniano woda wodociggowa do ustalonej wczesniej
masy, odpowiadajacej 90% pojemnosci polowe;.

Poniewaz zastosowano mate doniczki o §rednicy 7 cm, zawierajace tylko
170 g powietrznie suchej gleby, mozliwe bylo ich wazenie na wadze z doklad-
noscig do 0,01 g. Nastepnie doniczki pozostawiano w hali wegetacyjnej przy-
kryte szczelnie folig aluminiowa. Doniczki wazono codziennie, przez 7 dni,
uzupelniajac za kazdym razem ich mas¢ woda wodociagowa do 90% pojemno-
Sci polowej. Wazenia dokonywano o statej porze, odpowiadajacej godzinie opry-
skania roslin.

Réwnoczesnie w hali wegetacyjnej umieszczono 7 doniczek tylko z gleba,
przygotowanych w identyczny sposéb jak doniczki z roSlinami. Doniczki te
réwniez wazono codziennie i uzupetniano ich mase do 90% pojemnosci polo-
wej. Chociaz wyliczona dla nich Srednia ewaporacja wynosita mniej niz 4%,
odejmowano ten wynik od kazdego wyniku dla préb doswiadczalnych.

Z pomiaru transpiracji wytaczono doswiadczenia, w ktérych roSliny byty
traktowane glifosatem (EDTA/GIif). Wcze$niejsze badania z r6znymi gatunkami
roslin, w tym badania wtasne na gorczycy sarepskiej i stoneczniku, wykazaty

60



bowiem silne hamowanie przewodnictwa szparkowego oraz transpiracji pod
wpltywem glifosatu (Shaner, 1978; Shaner, Lyon, 1980; Mufioz-
-Rueda i wspdtpr., 1986).

W ciagu 7 dni badafi Srednia wilgotnos$¢ oraz temperatura dnia i nocy, foto-
period, jak réwniez natgzenie sztucznego Swiatta nie odbiegaly od wartosci tych
parametréw opisanych w warunkach uprawy roslin.

3.2. Badania na poziomie tkankowym

Badania wazonowe wykazaty, ze wprowadzenie EDTA do gleby jest nie-
zbedne, aby doprowadzi¢ do indukcji hyperakumulacji Pb i Cd w roslinach,
a dodatkowe spryskanie pedéw roslin glifosatem (Glif) znacznie zwigksza in-
dukcyjne wtasciwosci chelatora. Zbyt mato jest jednak danych dotyczacych spo-
sobu oddziatywania obu zwigzkéw chemicznych na pobieranie przez komorki
roslin Pb lub Cd. Szczegdlnie dotyczy to glifosatu. Wielokrotnie badano wptyw
réznych jonéw (Fe*, Ca**, Mg®*, Mn**, Zn**) na pobieranie tego zwiazku che-
micznego (Burton, Balke, 1988; Mervosh, Balke, 1991; Til-
quin i wspdtpr., 2000), natomiast zupetnie brak danych na temat wptywu gli-
fosatu na pobieranie przez komorki roslinne Pb lub Cd.

Celem badan na poziomie tkankowym byto okreslenie, czy EDTA lub glifo-
sat (Glif) stymuluja pobieranie Pb przez komorki i jego akumulacje w sympla-
Scie, czy tez powoduja odktadanie metalu w przestworach i $cianach komoérko-
wych (apoplast). Doswiadczenia przeprowadzono na segmentach koleoptyli
kukurydzy, ktére sa uktadem modelowym w réznorodnych badaniach fizjolo-
gicznych, na przyklad: pobierania aminokwaséw (Etherton, Rubin-
stein, 1978), transdukcji sygnalu (Zaina i wspdtpr., 1994), plastycznej
i elastycznej rozciagliwosci Sciany komérkowej (Kutschera, 1996), funk-
cjonowania kanaléw potasowych (Thiel, Weise, 1999) czy tez wptywu
regulatoréw roSlinnych na potencjat blonowy (Karcz, Burdach, 2007).
Koleoptyle charakteryzuje bardzo prosta budowa anatomiczna. Segmenty wy-
cigte z koleoptyli, po usuni¢ciu z wnetrza pierwszego liscia, na przekroju po-
przecznym maja ksztatt cylindryczny. Otoczone s3 jednowarstwowg epiderma
zewngtrzng i wewngtrzng, a poza nimi, prawie calg objgtoSé segmentu wy-
petniaja komorki parenchymatyczne. Dwie niewielkie wiazki przewodzace nie
maja kambium i wraz z epiderma stanowia tylko 10—20% objetosci segmentu,
w zwiazku z czym wielko$¢ akumulacji metali zalezy przede wszystkim od po-
bierania ich przez komoérki parenchymatyczne. Ta bardzo prosta budowa anato-
miczna ulatwia desorpcje metali ze Sciany komdrkowej, a w konsekwencji roz-
dzial metali na akumulowane w symplascie lub apoplascie.
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W segmentach koleoptyli oznaczano zawarto$¢ Pb oraz Ca i K. Zrezygno-
wano z oznaczania Cd, poniewaz w badaniach hydroponicznych i wazonowych
pobieranie oraz akumulacja Pb i Cd w pedach roslin pod wptywem EDTA
i glifosatu przebiegaty podobnie. Zawarto$¢ potasu okreslano ze wzgledu na
jego akumulacje przede wszystkim w symplascie, a wapnia, poniewaz akumulo-
wany jest zarbwno w apoplascie, jak i w symplascie. Ponadto zmniejszenie za-
wartosci potasu Swiadczy o uszkodzeniu bton i zwigkszeniu ich przepuszczal-
nosci, w wyniku czego dochodzi do wyplywu tego pierwiastka z komoérek
(symplastu).

3.2.1. Uprawa siewek kukurydzy
i przygotowanie segmentéow koleoptyli

Badania prowadzono na kukurydzy Zea mays ‘Koka’. Nasiona moczono
w wodzie wodociagowej przez 120—180 min i wysiewano do plastikowych ku-
wet zawierajacych perlit, wczesniej nasaczony woda wodociagowa. Siewki rosty
w ciemnos$ci, w termostacie, w temperaturze 27 =1°C przez 4 dni. Nastgpnie
wycinano z nich 1-centymetrowe segmenty koleoptyli w odlegtosci 3 =1 mm
od wierzchotka (Karcz, Burdach, 2007). Z segmentéw usuwano pierw-
szy li§¢, a nastgpnie przecinano je zyletka wzdluz wiazek przewodzacych (oS
podtuzna) na 2 polowy. Przecinanie segmentéw byto niezbgdne do ulatwienia
kontaktu roztworu z wewngtrzng powierzchnia segmentéw.

3.2.2. Inkubacja segmentéw

Preinkubacje segmentéw prowadzono w roztworze o sktadzie: 1 mM KCI,
0,1 mM CaCl, i 0,1 mM NaCl, okreslanym dalej jako APW. Roztwér ten jest
standardowo uzywany w badaniach z segmentami koleoptyli (Peters,
Felle, 1991; Karcz, Kurtyka, 2007). Wyjsciowe pH APW do preinku-
bacji segmentéw wynosito 5,7—6,0 i ustalano je za pomoca 0,1 M NaOH lub
0,1 M HCI.

Sto przecigtych na potowe segmentéw wktadano do szklanej zlewki, zawie-
rajacej 500 ml roztworu APW (5 ml roztworu/segment). Wczesniejsze doswiad-
czenia autora potwierdzily, ze taka proporcja powoduje jedynie minimalne
zmiany pH roztworéw, w zwiazku z czym nie byto konieczne stosowanie bufo-
réw. Badania Ktapcinskiej (1989) wykazaly bowiem, ze nawet bufor
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HEPES, nieoddziatujacy z wigkszoscia kationdw, powodowat wytracanie soli
otowiu. Nastepnie zlewke przenoszono do szklanego zbiornika z termostatem
i rozpoczynano 2-godzinng preinkubacj¢. Po zakoriczeniu preinkubacji roztwor
APW usuwano, zlewke napetniano roztworem inkubacyjnym (500 ml, pH
5,7—6,0) i przenoszono ponownie do inkubacji w termostatowanym zbiorniku
(czas inkubacji 15—240 min). Inkubacje prowadzono w nastgpujacych roztwo-
rach:

APW,

APW + 0,1 mM Pb,

APW + 0,1 mM Pb + 0,75 mM K,EDTA,

APW + 0,1 mM Pb + 32 mM Glif.

Stezenia K,EDTA i glifosatu odpowiadaty st¢zeniom tych zwiazkéw stoso-
wanych w badaniach na poziomie organizmalnym.

Po inkubacji roztwér usuwano, a segmenty ptukano 2-krotnie woda dejo-
nizowang, osuszano bibula filtracyjna i suszono w temperaturze 70°C przez
3 dni, az do uzyskania suchej masy. W tak przygotowanych segmentach ozna-
czano catkowita zawartos¢ Pb, Ca i K. Aby okresli¢ miejsce akumulacji metali
w apoplascie lub symplascie, po inkubacji segmenty z niektérych zlewek pod-
dawano desorpcji, w celu usunigcia metali z przestworéw i Scian komérkowych.
Zawarto$¢ pierwiastkéw w segmentach poddanych desorpcji traktowano jako
ich zawartos¢ w symplascie. Segmenty te takze 2-krotnie ptukano woda dejoni-
zowana, a nastgpnie przenoszono do zlewki zawierajacej 500 ml roztworu de-
sorpcyjnego i przeprowadzano desorpcje w termostatowanym zbiorniku przez
30 min. Po desorpcji segmenty ponownie 2-krotnie ptukano woda dejonizowana
1 postgpowano tak samo, jak z segmentami niedesorbowanymi. Sktad roztwo-
ru desorpcyjnego opracowano zgodnie z metoda opisang przez Huanga
i Cunninghama (1996). Autorzy ci stwierdzili, ze najbardziej efektyw-
nym roztworem desorpcyjnym dla Pb, w poréwnaniu z kwasem cytrynowym
i CaCl,, byt 1 mM HEDTA opH 4,5 (Huang, Cunningham, 1996).
W niniejszej pracy zamiast HEDTA zastosowano Na,EDTA, poniewaz wielu
autorow wykazato, ze wersenian cechuje silniejsze powinowactwo do Pb w po-
rownaniu z innymi zwigzkami chelatujacymi, w tym HEDTA (Hwuang
i wspdlpr.,, 1997; Meers i wspdtpr, 2004; Luo i wspétpr.,, 2005). De-
sorpcje tkanek roslinnych przeprowadza si¢ najczesciej w temperaturze 4°C
(Rauser, 1987), jednak wstgpne badania potwiedzily brak istotnych staty-
stycznie réznic w desorpcji Pb z segmentéw koleoptyli w temperaturze 4°C
1 25°C. Roéwniez Straczek i wspotpr. (2008) nie obserwowali istotnej 16z-
nicy w wielkosci desorpcji Zn z korzeni tytoniu, przy uzyciu 10 mM EDTA,
w temperaturze 4°C i 25°C. W zwiazku z tym desorpcj¢ Pb, Ca i K z segmen-
téw koleoptyli kukurydzy przeprowadzano w 1 mM Na,EDTA o pH 4,5 0,1,
w temperaturze 25 +1°C.
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Zaréwno czynnoS$ci zwigzane z przygotowaniem segmentéw, jak réwniez
preinkubacje, inkubacje i desorpcje prowadzono przy stabym zielonym swietle,
by uniknaé wplywu swiatta biatego. Wszystkie roztwory w trakcie eksperymen-
tow byty napowietrzane w celu ich mieszania, jak réwniez utrzymania ilosci tle-
nu umozliwiajacego oddychanie tlenowe segmentéw. Temperatur¢ roztworéw
utrzymywano za pomoca termostatu w zakresie 25 *1°C.

3.3. Metody analityczne

Wigkszos¢ analiz, ktérych wyniki przedstawiono w niniejszej pracy, wyko-
nano w Centralnym Laboratorium IETU, uczestniczacym w mig¢dzynaro-
dowych badaniach migdzylaboratoryjnych, w programach International Soil
Analytical Exchange (ISE) i International Plant-Analytical Exchange, prowa-
dzonych przez Wageningen Agricultural Uniwersity w Holandii. Czg$¢ analiz
(mineralizacja segmentéw koleoptyli, oznaczanie zawarto$ci pierwiastkow me-
toda ICP-AES) przeprowadzono w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach.

Wszystkie analizy gleby, oprocz sktadu granulometrycznego (1 mm), prowa-
dzono na powietrznie suchej glebie, utartej do ziarna 0,25 mm. Odczyn gleby
oznaczano w 1 M KCI. W tym celu 10 g gleby zalewano 25 ml 1 M KCI i po
zamieszaniu pozostawiano na 24 godziny. Pomiar pH wykonywano za pomoca
pehametru-konduktometru (CPC 551, CKSAiP ,Mera-Elwro”, Wroclaw) i ze-
spolonej elektrody pH typu ERH 111 (WCW , Metron”, Czekanéw). Przewod-
nictwo elektryczne gleby (EC) oznaczano w ekstrakcie wodnym (10 g/25 ml
gleba/woda dejonizowana). Catkowita zawarto$¢ N okreslono metoda Kjeldahla,
a zawarto§¢ P i K — metoda Egnera-Riehma (Ostrowska i wspdtpr.,
1991). Catkowita zawarto$¢ metali (Pb, Cd, Zn) oznaczano, mineralizujac 1 g
powietrznie suchej gleby w 10 ml wody krdlewskiej, w ukladzie zamknigtym,
w mikrofalowym systemie MDS 2000 (CEM, USA).

W celu okreslenia zawartosci pierwiastkow (Pb, Cd, K, Ca, Zn) w wysuszo-
nym materiale ro§linnym mineralizowano go na mokro w 5 ml stgzonego
HNO;, w ukladzie zamknigtym w mikrofalowym systemie MDS 2000 (CEM,
USA).

W zmineralizowanym materiale roslinnym lub glebowym zawarto$¢ pier-
wiastkow oznaczano, uzywajac spektrofotometru absorpcji atomowej (Varian
Spectra AA300, USA) lub technika spektrometrii emisyjnej, ze wzbudzeniem
w argonowej plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP-AES, Spectro Analytical In-
struments, Niemcy).

64



Wszystkie przedstawione w pracy wyniki sa Srednimi z co najmniej 3 po-
wtorzei *btad standardowy (BS). W celu okreslenia istotnych statystycznie
r6znic migdzy Srednimi stosowano jednoczynnikowa analize¢ wariancji
(ANOVA) oraz test ,,najmniejszej istotnej roznicy” (NIR). Aby sprawdzi¢ zalez-
nosci migdzy transpiracja i akumulacja metali w pgdach, obliczono wspétczyn-
niki korelacji Pearsona. Wszystkie statystyczne obliczenia przeprowadzono, ko-
rzystajac z programu Statistica 5.0 PL lub 7.1 PL.

5 — Modyfikacja...



4. Wyniki

4.1. Wptyw FC i KCI na transpiracje oraz zawartos¢
Pb, Cd, K, Ca i Zn w pedach gorczycy sarepskiej —
badania w kulturach hydroponicznych

W celu okreslenia zaleznosci migdzy akumulacja Pb i Cd a transpiracja
w fitoekstrakcji indukowanej przeprowadzono badania w kulturach hydropo-
nicznych z gorczyca sarepska. Zwiazkiem stymulujacym natgzenie transpiracji
byta fuzikokcyna (FC) w pofaczeniu z KCI. Fuzikokcyng wybrano ze wzgledu
na bardzo silng, w poréwnaniu z wczesniej badanymi fitohormonami, stymula-
cje transpiracji przez otwieranie szparek nawet w ciemnosci (Zeiger, 1983;
Assman, Schwartz, 1992). Zastosowano sél potasowa, poniewaz dzia-
fanie FC na otwieranie szparek skorelowane jest z pobieraniem duzych ilosci jo-
néw K przez komérki roslin (Sondergaard i wspélpr.,, 2004). Mozna
wigc byto przypuszczad, ze jednoczesne traktowanie roslin FC i KCI moze mieé
dodatni wptyw zaréwno na natgzenie transpiracji, jak i akumulacj¢ metali w ro-
Slinach. Badano takze dziatanie samego KCI na transpiracj¢ i zawarto$¢ Pb i Cd
w pedach, aby méc rozdzieli¢ efekt wywotany podaniem regulatora roslinnego
od dziatania soli potasowej. O przeprowadzeniu eksperymentéw z samym KCI
zdecydowaty takze wyniki badaii wstgpnych autora niniejszej monografii wyka-
zujace, ze po wprowadzeniu EDTA do gleby oprysk 25 mM KCl zwigkszyt
w istotny sposéb zawarto$¢ Pb i Cd w pedach gorczycy w stosunku do wariantu
bez KCl (Matkowski i wspélpr., 1997).

Doswiadczenia prowadzono zaréwno w pozywce podstawowej, zawierajacej
makro- i mikroelementy, jak i w pozywce podstawowej zawierajacej dodatkowo
EDTA, Pb, Cd i o podwyzszonym stezeniu Zn (pozywka EDTA/Pb/Cd/Zn). Do
pozywki EDTA/Pb/Cd/Zn wprowadzono dodatkowa ilo§¢ cynku, poniewaz gle-
by z okolic hut oraz kopalii cynku i olowiu charakteryzuje wysoka zawartos§¢
nie tylko Pb i Cd, ale takze Zn (Kucharski i wspétpr., 2005; Alek-
sander-Kwaterczak, Helios-Rybicka, 2009). EDTA zostat do-
dany do pozywki w celu indukcji hyperakumulacji Pb i Cd w roSlinach; zawar-
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tos¢ tych metali oznaczono w pedach. W pedach oznaczano réwniez zawarto$¢
K, Ca i Zn, ze wzgledu na ich odmienny sposéb przemieszczania si¢ w poprzek
korzenia do walca osiowego. Wapi przemieszcza sig¢ do walca osiowego za-
réwno droga apoplastyczna, jak i symplastyczng (W hite, 2001), a K jest
transportowany przede wszystkim symplastem. Zaktadano wigc, ze transpiracja
moze mie¢ duzy wptyw na pobieranie i akumulacj¢ Ca, a minimalny wptyw na
pobieranie i akumulacj¢ K (Marschner, 1995). Zawartos¢ Ca, a ponadto
Zn, oznaczano réwniez ze wzgledu na fakt, ze blonowe systemy transportowe
jonéw tych metali moga by¢ tez droga pobierania Cd (Verkleij i wspdlpr.,
2009), a w niektérych przypadkach takze Pb (Sunkar i wspétpr., 2000;
Antosiewicz, 2005).

4.1.1. Transpiracja gorczycy sarepskiej uprawianej
w pozywce podstawowej lub w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn

4.1.1.1. Dynamika zmian transpiracji

Pomiary ilosci wytranspirowanej wody przez pojedyncze rosliny prowadzo-
no po 3, 7, 11, 19, 25, 31, 35, 43 i 49 godzinach od opryskania pedéw FC i/lub
KCl. W pozywce podstawowej dzienne zmiany w transpiracji, poczawszy od
2. doby (miedzy 19 a 35 godzing od opryskania pedéw), mialy typowy dzienny
przebieg niezaleznie od wariantu doSwiadczenia (rys. 3). W 2. dobie transpira-
cja byta niska o godzinie 6" (19 godzin), osiagneta maksimum o godzinie 12"
(25 godzin), nastgpnie malala, aby o godzinie 22" (35 godzin) osiagna¢ mini-
mum, po czym ponownie wzrastala wraz z nastaniem nowego dnia i wzrostem
intensywnosci o$wietlenia (43 1 49 godzin) (rys. 3).

Opryskiwanie pedéw roslin réznymi st¢zeniami KCI nie miato istotnego sta-
tystycznie wplywu na transpiracje w poréwnaniu z kontrolg (rys. 3A—F). Trak-
towanie pedéw gorczycy 10° M FC w potaczeniu z 1 mM KCI nie miato
wplywu ani na dynamike, ani na ilo§¢ wytranspirowanej wody, co sugeruje, ze
uzycie tylko FC nie zwigksza transpiracji (rys. SA). Opryskanie pedéw roslin
10°® M FC wraz z 25 mM KCI powodowato wzrost transpiracji w ciggu pierw-
szych 25 godzin eksperymentu, przy czym wzrost ten (w poréwnaniu z kon-
trolg) byt istotnie wyzszy w 11. (22") i 19. (6") godzinie eksperymentu (rys.
3D). Najsilniejsza stymulacj¢ transpiracji obserwowano w przypadku roslin
traktowanych 10°® M FC i 50 mM KClI (rys. 3 E). Stwierdzono wtedy istotnie
wyzsza ilo§é wytranspirowanej wody poczawszy od 3. godziny (14) az do 25.
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godziny (12'°) od momentu opryskania roslin. Nastepnie ten stymulujacy efekt
zanikat i w 31. godzinie (18!%) natgzenie transpiracji w tych roslinach byto
istotnie nizsze od transpiracji roslin kontrolnych, a poczawszy od 35. godziny
nie stwierdzano istotnych statystycznie réznic migdzy roslinami z obu warian-
téw (rys. 3E). Traktowanie gorczycy 10° M FC i 100 mM KCI dato istotnie
wigksze od kontroli ilosci wytranspirowanej wody po 11., 19. i 25. godzinach
eksperymentu (rys. 3F). Natomiast nie zaobserwowano zadnych istotnych staty-
stycznie zmian w transpiracji w przypadku roslin traktowanych nizszym stgze-
niem FC (10”7 M), niezaleznie od zastosowanego stgzenia KCI (dane niepre-
zentowane na rys. 3).

Aby okreslié, jak oddziatywanie FC i/lub KCI na pedy gorczycy wplynie na
transpiracj¢ w trakcie fitoekstrakcji indukowanej, przeprowadzono eksperymen-
ty w pozywce podstawowej, do ktérej dodatkowo wprowadzono EDTA, Pb, Cd
1 zwigkszono st¢zenie Zn (pozywka EDTA/Pb/Cd/Zn). W opisanych warunkach
uprawy w przypadku roélin z wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn obserwowano zmniej-
szenie intensywnosci transpiracji (w stosunku do kontroli), poczawszy od 19.
godziny eksperymentu, przy czym obnizenie to byto istotne statystycznie w 25.
i 31. godzinie od momentu traktowania roslin (rys. 4). Takze dobowe przebiegi
transpiracji ulegly silnym zmianom w przypadku ro§lin z wariantu
EDTA/Pb/Cd/Zn. Przede wszystkim nie obserwowano charakterystycznego
maksimum ilosci wytranspirowanej wody w srodku dnia (godz. 12), czyli
w 25.149. godzinie eksperymentu (rys. 4A—F). Opryskanie pedéw roslin roz-
tworami KCI nie powodowalo zadnych zmian w transpiracji, niezaleznie od za-
stosowanego stezenia soli potasowe;j.

Stymulacja transpiracji przez 10°° M FC wzrastata wraz ze wzrostem steze-
nia KCl i w wariantach EDTA/Pb/Cd/Zn +10° M FC +25 mM KCI oraz
EDTA/Pb/Cd/Zn + 10°° M FC + 100 mM KCl ilo§¢ wytranspirowanej wody byta
istotnie wyzsza od wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn, poczawszy od 3. az do 25. godzi-
ny od momentu opryskania pedéw roslin (rys. 4D i F). W przypadku roslin
opryskanych 10°° M FC + 50 mM KCl stwierdzono najintensywniejsza transpira-
cje w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn (2,25 ml H,O/g §.m.) (rys. 4E). Jednak wzrost
transpiracji nastgpil dopiero po 7., a nie po 3. godzinach od opryskania pedow,
jak to zaobserwowano w przypadku roslin traktowanych 10°° M FC + 25 mM
KCli 10°° M FC + 100 mM KCI. Charakterystyczna cecha wptywu 10° M FC
na transpiracje roslin w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn jest jej stymulujace dziatanie
w ciagu godzin wieczornych (7 godzin = 18'%) i nocnych (11 godzin = 22')
oraz w godzinach rannych (19 godzin = 6") 2. dnia od momentu traktowania.
Od 31. godziny nie obserwowano juz zwiekszania transpiracji przez 10° M FC,
niezaleznie od stgzenia KCl podawanego wraz z regulatorem roslinnym
(rys. 4A—F). Fuzikokcyna w stezeniu 10”7 M, podobnie jak w pozywce podsta-
wowej, nie miala zadnego wptywu na transpiracjg, niezaleznie od zastosowanego
wraz z nig stezenia KCl (dane nieprezentowane na rys. 4).
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Zamieszczone wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze oprysk pedéw 10° M FC
w potaczeniu z KCI w stgzeniach 25—100 mM istotnie zwigksza transpiracje
gorczycy rosnacej w pozywce podstawowej. Ta stymulacja transpiracji pod
wplywem FC i KCI jest takze widoczna w przypadku roslin uprawianych
w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn. Otrzymane rezultaty wskazuja, ze fuzikokcyna
oraz jony K* zwigkszaja iloS¢ wytranspirowanej wody, nawet gdy rosliny rosna
w pozywce z dodatkiem Pb, Cd i EDTA, a wigc czynnikow ograniczajacych
transpiracjg.

4.1.1.2. Catkowita ilo§¢ wytranspirowanej wody
w czasie trwania eksperymentu (w ciagu 49 godzin)

Na poziom akumulacji Pb i Cd w pedach moze wptywaé nie przejSciowy
wzrost lub spadek, ale catkowita ilo§¢ wytranspirowanej wody. Dlatego obliczo-
no takze catkowity ilo§¢ wytranspirowanej przez rosliny wody w ciagu 49 go-
dzin eksperymentu. Traktowanie pgdéw gorczycy roztworami KCl, w st¢zeniu
1—100 mM, nie wptywalo w istotny statystycznie sposob na calkowity ilo$¢
wytranspirowanej wody w poréwnaniu z kontrola, chociaz zauwazalna jest ten-
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Rys. 5. Wptyw KCI na catkowita ilos¢ wody wytranspirowanej przez gorczyce sarepska upra-
wiang w pozywce podstawowej przez 49 godzin

K1, K5, K10, K25, K50 lub K100 — 1, 5, 10, 25, 50 lub 100 mM KCI. Kontrola — pedy opryskane woda de-
jonizowana, pozostate warianty — pedy opryskane KCI. Przedstawione wyniki sa Srednimi z n =35 dla kon-
troli i n=3 lub 4 dla wariantéw eksperymentalnych. Brak liter przy Srednich oznacza, ze ANOVA nie
wykazata istotnych statystycznie réznic migdzy Srednimi (p < 0,05)
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Rys. 6. Wptyw KCI i 10-° M fuzikokcyny (FC) na catkowita ilos¢ wody wytranspirowanej przez
gorczycg sarepska, uprawiana w pozywce podstawowe]j przez 49 godzin

K1, K5, K10, K25, K50 lub K100 — 1, 5, 10, 25, 50 lub 100 mM KCI. Kontrola — pedy opryskane woda de-
jonizowang, pozostate warianty — pedy opryskane FC + KCI. Przedstawione wyniki sa Srednimi z n =35 dla
kontroli i n =3 lub 4 dla wariantéw eksperymentalnych. Brak liter przy Srednich oznacza, ze ANOVA nie wy-
kazata istotnych statystycznie réznic migdzy Srednimi (p < 0,05)
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Rys. 7. Wptyw KCl na catkowita ilos¢ wody wytranspirowanej przez gorczyc¢ sarepska, upra-
wiang w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin

K1, K5, K10, K25, K50 lub K100 — 1, 5, 10, 25, 50 lub 100 mM KCI. Wariant EDTA/Pb/Cd/Zn — pedy
opryskane woda dejonizowana, pozostate warianty — pedy opryskane KCI. Przedstawione wyniki sa Srednimi
z n=15 dla kontroli i n=3 lub 4 dla wariantéw eksperymentalnych. Brak liter przy §rednich oznacza, ze
ANOVA nie wykazala istotnych statystycznie réznic migdzy srednimi (p < 0,05)
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dencja do zmniejszania si¢ iloSci wytranspirowanej wody wraz ze wzrostem
stezenia KCI (rys. 5). Odwrotng tendencje, cho¢ takze nieistotng statystycznie,
stwierdzono po spryskaniu pedéw gorczycy roztworami zawierajacymi KCl
tacznie z 10° M FC (rys. 6).

Gorczyca uprawiana w pozywce z EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin wytran-
spirowala znacznie mniejsza ilos¢ wody (7,483 ml/g §.m.) w poréwnaniu z ro-
Slinami kontrolnymi (10,669 ml/g $.m.) rosnacymi w pozywce podstawowe;.
Opryskanie pedéw tak uprawianej gorczycy roztworami o réznym stgzeniu KCI
nie miato istotnego statystycznie wplywu na transpiracje¢ w poréwnaniu z ro-
Slinami z wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn (rys. 7).

Dodatek 10° M fuzikokcyny do 1 mM KCI zwiekszyt ilo§¢ wytranspirowa-
nej przez gorczyce wody o 22% w stosunku do wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn
(rys. 8). Wzrost stezen KCl w opryskach, w potaczeniu z 10°° M FC, powodo-
wal jeszcze wiekszy wzrost ilosci wytranspirowanej wody (o 40% dla FC + K10
1 48% w przypadku FC + K50) (rys. 8). Nalezy podkresli¢, ze transpiracja
u tych roslin byta praktycznie taka sama jak w roslinach kontrolnych rosnacych
w pozywce podstawowej bez Pb, Cd i EDTA. Potraktowanie roslin 10~ M FC
wraz z KCI, w stezeniach 1—100 mM, nie wptyneto istotnie na transpiracje
gorczycy uprawianej zaréwno w pozywce podstawowej, jak i w pozywce
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Rys. 8. Wptyw KCI i 10 M fuzikokcyny (FC) na catkowita ilo$¢ wody wytranspirowanej przez
gorczyce sarepska, uprawiana w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin
K1, K5, K10, K25, K50 Iub K100 — 1, 5, 10, 25, 50 lub 100 mM KCI. Wariant EDTA/Pb/Cd/Zn — pedy
opryskane woda dejonizowana, pozostale warianty — pedy opryskane FC + KCl. Przedstawione wyniki sa
Srednimi z n =5 dla kontroli i n =3 lub 4 dla wariantéw eksperymentalnych *BS. Srednie, przy ktérych wy-
stepuja takie same litery, nie roznia sig istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05)
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EDTA/Pb/Cd/Zn (dane nieprezentowane na wykresach). Zaprezentowane wyni-
ki wskazuja, ze opryskanie pgdow gorczycy wytacznie sola potasowa nie zwig-
ksza catkowitej ilosci wytranspirowanej wody. Natomiast traktowanie roslin
10°® M FC w potaczeniu z KCI stymuluje transpiracje, szczegélnie w przypad-
ku roslin uprawianych w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn.

4.1.2. Akumulacja Pb i Cd w pedach gorczycy sarepskiej
uprawianej w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn

Po 49 godzinach wzrostu w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn w pedach gorczycy
oznaczono zawartos¢ Pb i Cd. W roslinach traktowanych KCIl mozna byto zaob-
serwowac tendencje do wzrostu zawartosci Pb wraz ze wzrostem stgzenia KCI
(wzrost 0 49% przy 10 mM KCl i o 82% przy 100 mM KCI) (rys. 9). Jednak
réznice miedzy Srednimi, chociaz tak znaczne, nie byly istotne statystycznie.
Opryskanie pedéw roztworami KCl z dodatkiem 10°® M FC skutkowato wy-
raznym wzrostem zawartoSci Pb w czgSciach nadziemnych roSlin, chociaz do
25 mM KCI réznice migdzy Srednimi nie byly istotne statystycznie (rys. 10).
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Rys. 9. Wptyw KCl na akumulacje Pb w pedach gorczycy sarepskiej uprawianej w pozywce
EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin

K1, K5, K10, K25, K50 lub K100 — 1, 5, 10, 25, 50 lub 100 mM KCI. Wariant EDTA/Pb/Cd/Zn — pedy
opryskane woda dejonizowana, pozostate warianty — pedy opryskane KCIl. Przedstawione wyniki sa srednimi
z n=5 dla kontroli i n=3—4 dla wariantéw eksperymentalnych =BS. Brak liter przy srednich oznacza, ze
ANOVA nie wykazata istotnych statystycznie réznic migdzy srednimi (p < 0,05)
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Rys. 10. Wptyw KCl i 10° M fuzikokcyny (FC) na akumulacje Pb w pedach gorczycy sarepskiej
uprawianej w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin

K1, K5, K10, K25, K50 lub K100 — 1, 5, 10, 25, 50 lub 100 mM KCI. Wariant EDTA/Pb/Cd/Zn — pedy
opryskane woda dejonizowana, pozostale warianty — pedy opryskane FC + KCI. Przedstawione wyniki sa
srednimi z n =5 dla kontroli i n =3 lub 4 dla wariantéw eksperymentalnych =BS. Srednie, przy ktérych wy-
stepuja takie same litery, nie réznig si¢ istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05)

Traktowanie roslin 50 mM KCI i 100 mM KCl, w potaczeniu z 10° M FC,
powodowato znaczacy wzrost akumulacji Pb, ktéra wynosita odpowiednio
233% i 308% akumulacji w roslinach rosnacych w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn,
ale nietraktowanych KCl i FC (rys. 10).

Fuzikokcyna i KCI podane w postaci oprysku réwniez zwigkszaty akumula-
cj¢ Cd w czesciach nadziemnych. Traktowanie pedéw gorczycy 50 mM KCI
i 100 mM KCl powodowato wyrazny wzrost zawartosci Cd w tych organach ro-
§lin (rys. 11). Opryskanie czesci nadziemnych roslin 10°° M FC w kombinacji
z réznymi stgzeniami KCl wptyneto na zwigkszona akumulacje Cd, a istotne
statystycznie réznice w stosunku do wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn obserwowano
poczawszy od 25 mM KCI (rys. 12). Zbadano takze akumulacje Pb i Cd w ko-
rzeniach roslin z dwéch wybranych wariantéw (dane niezamieszczone). Stwier-
dzono, ze zawarto$¢ obu metali w korzeniach roslin rosnacych w pozywce
EDTA/Pb/Cd/Zn i opryskanych 10°° M FC w potaczeniu z 25 mM KCI (wariant
1) lub 50 mM KClI (wariant 2) jest nizsza od ich zawartosci w pedach, co moze
$wiadczy¢ o indukcji hyperakumulacji w gorczycy sarepskiej ‘Phyto 426°.

Ze wzgledu na znacznie stabszy wplyw na wielkos¢ transpiracji fuzikokcyny
w stezeniu 10”7 M, w poréwnaniu z 10° M, zrezygnowano z dalszych analiz
materiatu roSlinnego traktowanego nizszym stgzeniem tego zwiazku.

Omoéwione badania dowodza, ze opryskanie czesci nadziemnych 10° M FC,
w potaczeniu z KCl w stezeniach od 25 mM do 100 mM, znacznie zwicksza
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srednimi z n =5 dla kontroli i n =3 lub 4 dla wariantéw eksperymentalnych =BS. Srednie, przy ktérych wy-
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zawarto$¢ Pb i Cd w pedach gorczycy sarepskiej. Biorac pod uwage wplyw
oprysku FC + KCl na transpiracje (rys. 4 i 8), rezultaty te sugeruja dodatnig ko-
relacje migdzy wielko$cia transpiracji a akumulacja obu metali w pegdach.

4.1.3. Akumulacja K, Ca i Zn w pedach gorczycy sarepskiej
uprawianej w pozywce podstawowej
lub w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn

Zawarto$¢ potasu w pedach gorczycy rosnacej w pozywce podstawowej
(kontrola) wynosita 47 338 mg/kg s.m. Opryskiwanie cz¢s$ci nadziemnych roslin
roztworami KCI o réznych stezeniach nie wptyneto w istotny statystycznie spo-
s6b na akumulacj¢ tego pierwiastka w pedach (tabela 5). Poczawszy od 10 mM
KCI, mozna zauwazy¢ tendencj¢ spadkowa w akumulacji K w pedach wraz ze
wzrostem stezenia chlorku potasu. Najnizsza zawarto$¢ potasu zaobserwowano
w roSlinach traktowanych 50 mM KCIl. Wynosita ona 37 248 mg/kg i byla
0 21% nizsza od zawartosci KCl w kontroli (tabela 5). Zawarto$¢ wapnia w pe-
dach gorczycy uprawianej w pozywce podstawowej i opryskiwanej roztworami
KCl zmieniata si¢ w niewielkim stopniu. Statystycznie istotne réznice w aku-
mulacji Ca obserwowano po zastosowaniu 10, 25 1 50 mM KCl, gdzie zawar-
to§¢ wapnia spadata w granicach 9—16% (tabela 5). Natomiast zawarto$¢ Zn
wykazywata tendencje wzrostowa wraz ze zwigkszaniem stezenia KCl, ale réz-
nice nie byly istotne statystycznie (tabela 5).

Tabela 5
Wptyw KCI na akumulacje K, Ca i Zn [mg/kg s.m.] w pedach gorczycy sarepskiej uprawianej
w pozywce podstawowe]j przez 49 godzin

Stezenie KCl Zawarto$¢ metalu [mg/kg s.m.]
[mM] K Ca Zn
0 47 338,0 =1 713,0 20 769,9 £371,6ae 79,38 2,61
(kontrola)
1 45013,0 £2953,7 19 956,5 =587,7ac 84,74 £9,67
5 48 610,0 =2 438,7 19 405,1 £315,2ad 85,82 +£3,99
10 38 105,0 =2 805,7 17 476,7 £759,7b 82,59 +£3,48
25 42 020,0 =8 248,7 18 222,8 £992,4bd 74,87 =£0,92
50 37 248,0 £2 7954 18 982,3 +285,4bcd 89,29 +6,71
100 39453,0 £3237,7 21909,9 £175,7¢ 90,32 0,76

Pedy roslin rosnacych w pozywce podstawowej opryskiwano roztworem KCI. Rosliny kontrolne byty spryski-
wane woda dejonizowana.

Dane s $rednimi £BS (1 = 5 dla kontroli; n = 3—4 dla wariantéw eksperymentalnych). Srednie w kolumnach,
przy ktérych wystepuja takie same litery, nie r6znig si¢ istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05). Brak liter
przy Srednich oznacza, ze ANOVA nie wykazata istotnych statystycznie réznic migdzy Srednimi (p < 0,05).
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Fuzikokcyna w potaczeniu z KCI w istotny statystycznie sposéb obnizata za-
warto$¢ potasu w pedach gorczycy, natomiast nie powodowata wyraznych
zmian zawartosci wapnia w opryskiwanych czesciach nadziemnych. Zawartos¢
Zn rosla, osiagajac Srednio wzrost o 20% w poréwnaniu z zawartoscia tego
metalu w pedach roslin kontrolnych, a zmiany te byly istotne statystycznie
(tabela 6).

Tabela 6

Wpltyw KCI oraz fuzikokcyny na akumulacje K, Ca i Zn [mg/kg s.m.]
w pedach gorczycy sarepskiej uprawianej w pozywce podstawowej przez 49 godzin

Stezenie KCI | Fuzikokcyna Zawarto$¢ metalu [mg/kg s.m.]
[mM] [10-6 M] K Ca Zn
0 — 47338,0 =1713,0a 20769,9 =371,6 79,38 +2,61a
(kontrola)
1 + 39 766,2 =1 605,8b 19432,6 =£779.4 93,32 +5,33ab
5 + 37 885,5 £649,5b 18 543,0 =989,7 97,24 =4.77b
10 + 36 024,2 =1 989,0b 19 585,3 £463,0 122,13 £2,18¢c
25 + 39 349,6 +2 389,2b 19 806,7 £514,4 88,89 +6,58ab
50 + 32 899,2 +3 698,7b 19 156,4 +=536,2 102,00 =1,33b
100 + 34 697,7 £3 306,2b 18 162,2 =1 026,2 91,63 =11,8ab

Pedy roslin rosnacych w pozywce podstawowej opryskiwano roztworem zawierajacym FC i KCI. Rosliny kon-
trolne byty spryskiwane woda dejonizowana.

Dane sg Srednimi =BS (n =5 dla kontroli; n = 3—4 dla wariantéw eksperymentalnych). Srednie w kolumnach,
przy ktérych wystepuja takie same litery, nie roznig si¢ istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05). Brak liter
przy srednich oznacza, ze ANOVA nie wykazata istotnych statystycznie réznic migdzy srednimi (p < 0,05).

Wyniki zamieszczone w tabeli 5 i 6 pokazuja, ze oprysk roztworami KCI
czesci nadziemnych gorczycy rosnacej w pozywce podstawowej nie miatl istot-
nego wplywu na zawarto$¢ K i Zn oraz obnizat zawarto$¢ Ca w pedach. Dodat-
kowe wprowadzenie do oprysku 10°® M FC obnizato zawartosé K i Ca i jedno-
czes$nie podnosito zawarto$¢ cynku w pedach.

Akumulacja potasu w pedach gorczycy sarepskiej uprawianej w pozywce
EDTA/Pb/CdZn wynosita 48 218 mg/kg s.m. i niewiele réznita si¢ od akumula-
cji w pedach roslin kontrolnych (47 338 mg/kg s.m.) (tabela 7). Opryskiwanie
czesci nadziemnych roztworami KCl w stezeniach 1—10 mM nie zmieniato
w nich zawartosci potasu. Natomiast zastosowanie 50 mM KCl i 100 mM KClI
istotnie zwigkszalo akumulacje¢ potasu, ktéra byta odpowiednio o 71% i 59%
wyzsza od zawartosci tego pierwiastka w roslinach z wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn.
Trudna do wyjasnienia jest mniejsza (o 53%) zawartos¢ K w pedach opryska-
nych 25 mM KCI (tabela 7).

W pedach gorczycy uprawianej w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn zawartos¢ wap-
nia wynosila 21 407 mg/kg s.m. i byla prawie taka sama, jak zawartos¢ tego
pierwiastka w kontroli (20 770 mg/kg s.m.). Traktowanie pedéw KCI, w steze-
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Tabela 7

Wplyw KCI na akumulacje K, Ca i Zn [mg/kg s.m.] w pedach gorczycy sarepskiej uprawianej

w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin

Stezenie KC1

Zawarto$¢ metalu [mg/kg s.m.]

[mM] K Ca Zn
0 48 218,5 =1 987,8a 21407,5 £243,0 193,4 £1.,8a
(wariant EDTA/Pb/Cd/Zn)
1 47 521,5 =637,0a 22 094,2 £825,6 186,6 +=6,5ab

5 46 224,2 =2 674,5a 22207,1 £1372,3 184,0 £10,7ab
10 44 022,5 =6 636,7a 22 109,8 £768,3 162,5 =12,2bc
25 22 886,2 £5 460,6b 15764,3 £6 9534 151,7 £21,5¢
50 82223,9 +£8 310,4c 16 537,8 £799.,4 155,0 £11,6bc

100 76 678,6 £4 167,2¢c 15111,0 £781,2 197,5 £0,6a

Pedy roslin rosnacych w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn opryskiwano roztworem KCl. Rosliny z wariantu
EDTA/Pb/Cd/Zn byty spryskiwane woda dejonizowana.

Dane s $rednimi £BS (1 = 5 dla kontroli; n = 3—4 dla wariantéw eksperymentalnych). Srednie w kolumnach,
przy ktérych wystepuja takie same litery, nie r6znig si¢ istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05). Brak liter
przy Srednich oznacza, ze ANOVA nie wykazata istotnych statystycznie réznic migdzy Srednimi (p < 0,05).

niach 1—10 mM, nie zmieniato akumulacji Ca, natomiast wyzsze stg¢zenia soli
potasowej obnizaty zawarto$¢ wapnia od 23% do 29% w stosunku do wariantu
EDTA/Pb/Cd/Zn, jednak ANOVA nie wykazata istotnych statystycznie réznic
migdzy srednimi. W odréznieniu od Ca, zawartos¢ Zn w cze¢s$ciach nadziem-
nych roslin uprawianych w pozywce EDTA/Pb/CdZn (193,4 mg/kg s.m.) byta
2,4 razy wigksza od oznaczonej w pedach roslin kontrolnych (79,38 mg/kg
s.m.). Ten wzrost zawarto$ci Zn prawdopodobnie nie byt wylacznie efektem
dziatania EDTA obecnego w pozywce, ale rowniez rezultatem wzrostu koncen-
tracji tego pierwiastka w roztworze.

Stezenie cynku wynosilo 0,34 uM w pozywce podstawowej i 25,34 uM
w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn, czyli bylo 74 razy wyzsze. Opryskanie pgdow
sola potasowa powodowato obnizenie zawarto$ci Zn w poréwnaniu z wariantem
EDTA/Pb/Cd/Zn i zmiany te byly statystycznie istotne w roslinach traktowanych
10, 25 lub 50 mM KClI (tabela 7).

Na akumulacje potasu w pedach gorczycy uprawianej w pozywce
EDTA/Pb/Cd/Zn wyraznie stymulujacy wptyw miato opryskanie ich 10°° M FC
(tabela 8). Od stezenia 10 mM obserwowano stopniowy wzrost akumulacji pota-
su wraz ze wzrostem st¢zenia KCl. Jednak istotny statystycznie wptyw na za-
warto$¢ potasu w pedach zaobserwowano w przypadku 50 mM KCI i 100 mM
KCl, kiedy to akumulacja potasu wzrosta odpowiednio 0 59% i 75% w poréw-
naniu z roslinami z wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn.

Fuzikokcyna w potaczeniu z KCl powodowata spadek zawartosci wapnia,
a po oprysku roztworem zawierajacym FC i 5 mM KClI jego zawarto$¢ w pe-
dach wynosita 8 534 mg/kg s.m. Mimo ponownego wzrostu zawartosci Ca przy
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Tabela 8

Wptyw KCI oraz fuzikokcyny na akumulacje K, Ca i Zn [mg/kg s.m.]
w pedach gorczycy sarepskiej uprawianej w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin

Stezenie KCI Fuzikokcyna Zawarto$¢ metalu [mg/kg s.m.]
[mM] [10-° M] K Ca Zn
0 — 48 218,5 =1 987,8ab | 21 407,5 £243,0a 1934 +1,8a
(wariant
EDTA/Pb/Cd/Zn)
1 + 70 057,7 £3 197,9bcd | 14 128,9 =1 440,4bc | 147,0 =21,7ab
5 + 42 172,4 =3 309,0a 8 534,1 £552,3¢ 87,1 £7,0c
10 + 54 374,5 £8 265,1abc | 10427,9 =4 014,7cd | 132,4 £24,1bc
25 + 58 302,0 £5 408,2abc | 13 555,1 =1 222,2bc | 134,5 £5,0bc
50 + 76 840,6 =1 924,5¢d | 16 256,5 £768,8abd | 165,4 =8,2ab
100 + 84 498,4 +£20307,7d | 18 752,5 =3 416,1ab | 193,6 =35,9a

Pedy roslin rosnacych w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn opryskiwano roztworem zawierajacym FC i KCI. Rosliny
z wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn byty spryskiwane woda dejonizowana.

Dane sg Srednimi =BS (n=5 dla kontroli; n = 3—4 dla wariantéw eksperymentalnych). Srednie w kolum-
nach, przy ktérych wystgpuja takie same litery, nie réznig si¢ istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05).

wyzszych stezeniach KCl, akumulacja tego pierwiastka nie osiagneta poziomu
obserwowanego w przypadku roslin z wariantu EDTA/Pb/Cd/Zn (tabela 8).
Opryskanie pedéw gorczycy 10 M FC w potaczeniu z KCI obnizato takze
akumulacje cynku i wyniki te byly istotnie nizsze w przypadku roslin traktowa-
nych fuzikokcyna oraz 5 mM, 10 mM i 25 mM KCI (tabela 8).

Zamieszczone w tabeli 7 i 8 wyniki dowodza, ze w pedach gorczycy
rosnacej w pozywce z dodatkiem EDTA/Pb/Cd/Zn tylko akumulacja potasu
zmienia si¢ podobnie jak akumulacja Pb i Cd. Wskazywaé na to moze wptyw
EDTA na wzrost pobierania potasu, w przeciwienistwie do Ca i Zn.

4.1.4. Zalezno$¢ miedzy zawartoscia Pb, Cd, K, Ca i Zn
w pedach gorczycy sarepskiej a transpiracja

W celu okreslenia zaleznosci migdzy akumulacja metali w czgsciach nad-
ziemnych gorczycy a transpiracja obliczono wspdétczynniki korelacji migdzy za-
wartoscig Pb, Cd, K, Ca i Zn w pedach, oznaczona po 49 godzinach ekspery-
mentu, a iloScia wody wytranspirowanej przez roSliny uprawiane w pozywce
EDTA/Pb/Cd/Zn. Wspétczynniki obliczono zaréwno dla catkowitej iloSci wy-
transpirowanej wody (po 49 godzinach), jak i dla iloSci wody wytranspirowane;j
po 19, 25, 31 i 35 godzinach od oprysku roslin. Pod uwage wzigto krétsze
czasy, poniewaz w poczatkowym okresie eksperymentu stwierdzono najwigksze
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réznice w wielkosci transpiracji mi¢dzy roslinami z poszczegdlnych wariantéw
doswiadczen (rys. 4).

Zaobserwowano dodatnig korelacj¢ migdzy zawartoscia Pb a catkowita ilo-
Scig wytranspirowanej wody (po 49 godzinach) przez gorczyce opryskiwana
KCI. Warto$¢ wspétczynnika byta jednak niska (0,28) i nieistotna statystycznie.
Natomiast wspdtczynniki korelacji obliczone po krétszym czasie uprawy roslin
(19—35 godzin) byly ujemne i réwniez nieistotne statystycznie (tabela 9).

Tabela 9

Wspétczynniki korelacji migdzy zawartoscia metali* w pedach gorczycy [mg/kg s.m.] uprawianej

w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin a iloscig wytranspirowanej wody [ml/g $.m.] po 19,
25, 31, 35 i 49 godzinach od momentu opryskania roslin KCI [1—100 mM]

Wspétczynniki korelacji
Tlos¢ wytranspirowanej wody
Pb Cd K Ca Zn

Po 19 godzinach -0,29 -0,28 0,08 -0,02 -0,18
Po 25 godzinach -0,18 -0,17 0,24 -0,06 -0,20
Po 31 godzinach 0,11 -0,10 0,31 -0,01 -0,16
Po 35 godzinach -0,26 -0,13 0,03 -0,47 -0,18
Po 49 godzinach 0,28 0,30 0,21 -0,48 -0,02

* Zawarto$¢ metali w pedach oznaczano tylko raz, po 49 godzinach uprawy w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn.
Pogrubiona czcionka zaznaczono wspétczynniki korelacji istotne statystycznie (p < 0,05).

Podobne zaleznosci wykazano dla Cd (tabela 9). Sugeruje to wystepowanie
niskiej, dodatniej korelacji migdzy catkowitg iloScia wytranspirowanej wody (po
49 godzinach) a akumulacja tych metali w pgdach gorczycy po opryskaniu ich
chlorkiem potasu.

Obliczone wspolczynniki korelacji dla K byly dodatnie, ale niskie, nieistotne
statystycznie i nie wykazywaty zadnych tendencji. W przypadku Ca i Zn stwier-
dzono ujemne korelacje lub ich brak (wspétczynnik <0,19) migdzy akumulacja
tych pierwiastkéw w czesciach nadziemnych a transpiracja, przy czym nalezy
podkreslié, ze dla wapnia wspétczynnik korealcji byt istotny statystycznie po 35
godzinach i 49 godzinach (tabela 9). Swiadczy to o tym, ze pobieranie i transport
Ca i Zn do pedéw s3q odmienne od pobierania i transportu potasu.

W odréznieniu od zastosowania do oprysku tylko KCI, traktowanie pedéw
10° M FC + KClI skutkowato zaréwno istotnym statystycznie wzrostem transpi-
racji w poczatkowych godzinach eksperymentu (rys. 4), jak i wigksza, catkowita
iloscia wytranspirowanej wody w stosunku do roslin z wariantu
EDTA/Pb/Cd/Zn (rys. 8). Z tego tez wzgledu obliczono wspdtczynniki korelacji
miedzy zawarto$cia metali w pedach, oznaczona po 49 godzinach eksperymen-
tu, a iloscia wytranspirowanej wody po 19, 25, 31, 35 i 49 godzinach od mo-
mentu spryskania pedéw roztworami zawierajacymi FC + KCI. Dla Cd stwier-
dzono dodatnia i istotng statystycznie korelacj¢ migdzy zawartoscig tego metalu
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w pedach a wielkoScia transpiracji, poczawszy od godziny 19. az do 35. godzi-
ny od momentu opryskania pedéw fuzikokcyna i KCl (tabela 10).

Tabela 10

Wspétczynniki korelacji miedzy zawartoscia metali* w pgdach gorczycy [mg/kg s.m.] uprawianej

w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin a iloScia wytranspirowanej wody [ml/g S.m.] po 19,
25, 31, 35 i 49 godzinach od momentu opryskania roslin 10° M FC + KCI (1—100 mM)

Wspdtczynniki korelacji
Tlos¢ wytranspirowanej wody
Pb Cd K Ca Zn

Po 19 godzinach 0,31 0,43 0,24 -0,32 -0,43
Po 25 godzinach 0,35 0,46 0,22 -0,33 -0,41
Po 31 godzinach 0,34 0,46 0,19 -0,32 -0,40
Po 35 godzinach 0,34 0,49 0,19 -0,32 -0,38
Po 49 godzinach 0,25 0,19 -0,01 -0,60 -0,40

* Zawarto$¢ metali w pedach oznaczano tylko raz, po 49 godzinach uprawy w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn.
Pogrubiong czcionka zaznaczono wspéiczynniki korelacji istotne statystycznie (p < 0,05).

Znacznie stabsza zaleznos¢, ale réwniez dodatnia, stwierdzono miedzy ilo-
Scia wytranspirowanej wody a akumulacja Pb. Obliczone dla Pb wspé6tczynniki
korelacji wykazaly podobne tendencje, chociaz korelacje byly nieistotne staty-
stycznie (tabela 10). Moze to Swiadczy¢ o tym, ze w przypadku roslin opryska-
nych FC + KCI akumulacja Pb i Cd w pedach gorczycy zalezata przede wszyst-
kim od zmian w wielkosci transpiracji w ciagu pierwszych 20—35 godzin od
traktowania pedéw, a w znacznie mniejszym stopniu od catkowitej ilosci wody
wytranspirowanej w ciagu 49 godzin eksperymentu.

W przypadku potasu stwierdzono brak korelacji migdzy catkowita iloscia
wytranspirowanej wody (po 49 godzin) oraz slaba, dodatnia i nieistotng staty-
stycznie korelacje w czasie od 19. godziny do 35. godziny od momentu opry-
skania pedéw. Dla Ca i Zn wspdtczynniki byly ujemne i dla Zn po 19
godzinach oraz Ca po 49 godzinach istotne statystycznie (tabela 10). Sugeruje
to, ze akumulacja Ca 1 Zn w pedach zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem transpi-
racji. Natomiast w przypadku K stwierdzono bardzo staba dodatnia zaleznos¢
migdzy transpiracja a zawartoscia K w pedach.

Obliczono takze wspétczynniki korelacji migdzy zawartoscia metali w pe-
dach gorczycy uprawianej w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin a stgze-
niem KCI uzytym do opryskania pedéw. Jesli chodzi o roSliny traktowane
wylacznie réznymi stgzeniami KCl, to stwierdzono dodatnia korelacje w przy-
padku Pb i Cd, przy czym dla kadmu byta ona wysoka i istotna statystycznie
(tabela 11). Istotne statystycznie korelacje obliczono takze dla K i Ca. Dla
pierwszego z tych pierwiastkow byta ona dodatnia, a dla drugiego — ujemna.
Natomiast zawarto§¢ Zn w pedach nie wykazywata zadnej zaleznosci od stgze-
nia KCI zastosowanego do oprysku.
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Tabela 11
Wspétczynniki korelacji migdzy zawartoscig metali w pedach gorczycy [mg/kg s.m.]
uprawianej w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin
a stezeniem KCl (1—100 mM) zastosowanym do opryskania pedéw

Wspétczynniki korelacji
Pb Cd K Ca Zn
0,35 0,78 0,62 -0,52 0,03

Pogrubiona czcionka zaznaczono wspétczynniki korelacji istotne statystycznie (p < 0,05).

Dodatnig i istotng statystycznie warto$¢ wspdlczynnika korelacji stwierdzo-
no miedzy akumulacja Pb w czesciach nadziemnych a stgzeniem KCI uzytym
do oprysku wraz z 10°® M FC (tabela 12). Takze dla Cd i K wykazano wysoka
1 dodatnig korelacje, natomiast zawartos¢ Ca i Zn w pgdach gorczycy nie zale-
zata w istotny sposéb od stezenia KCI, ktérym wraz z 10° M FC traktowano
pedy. Dane zaprezentowane w tabeli 11 i 12 wskazuja, ze s6l potasowa ma duzy
wplyw na wielkos¢ akumulacji Pb, Cd i K w czg$ciach nadziemnych, ktory
prawdopodobnie jest niezalezny od transpiracji.

Podsumowujac przedstawione wyniki, mozna stwierdzi¢, ze akumulacja Pb
i Cd w pedach gorczycy uprawianej w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn i traktowane;j
10°° M FC + KCl jest dodatnio skorelowana z wielkoScia transpiracji. Na za-
leznos$¢ te wigkszy wptyw ma nie catkowita ilos¢ wytranspirowanej wody, ale
przejsciowe zmiany w intensywnosci transpiracji w poczatkowym okresie dzia-
fania FC i KCI.

Tabela 12
Wspétczynniki korelacji migdzy zawartoscia metali w pedach gorczycy [mg/kg s.m.]
uprawianej w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn przez 49 godzin a stgzeniem KCl
(1—100 mM) zastosowanym do opryskania pedéw wraz z 10 M FC

Wspétczynniki korelacji
Pb Cd K Ca Zn
0,72 0,67 0,62 0,20 0,31

Pogrubiong czcionka zaznaczono wspétczynniki korelacji istotne statystycznie (p < 0,05).

Akumulacja K, Ca lub Zn w pedach roslin uprawianych w pozywce
EDTA/Pb/Cd/Zn zachodzi w sposéb odmienny od akumulacji badanych pier-
wiastkow toksycznych. Prawdopodobnie wynika to z réznego sposobu prze-
mieszczania si¢ metali w poprzek korzenia, zaladunku ksylemu i transportu
w ksylemie. Dodatnie i wysokie korelacje migdzy stezeniem KCI zastosowanym
do oprysku a zawartoscig Pb i Cd w pedach wskazuja na duza role soli potaso-
wej w stymulacji pobierania i akumulacji obu metali w czgsciach nadziemnych,
ktéra prawdopodobnie jest niezalezna od intensywnosSci transpiracji.
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4.2. Wptyw FC, KCI, ABA, glifosatu i EDTA na transpiracje
oraz akumulacje Pb i Cd w pedach gorczycy sarepskiej
i stonecznika — badania w kulturach wazonowych

Doswiadczenia wazonowe przeprowadzono na podstawie wynikéw ekspery-
mentéw w kulturach hydroponicznych, ktére wykazaty dodatnig korelacje za-
réwno migdzy transpiracja a akumulacja Pb i Cd w pedach roslin opryskanych
FC + KCl, jak réwniez miedzy zawarto$cia obu metali w pedach a st¢zeniem
KCI uzytego do oprysku. W zwiazku z tym celem kolejnych badan byto spraw-
dzenie, czy traktowanie pedoéw zwiazkami stymulujacymi transpiracje (FC,
FC + KCI) lub samym KCI, bez i po wprowadzeniu EDTA do gleby, zwigkszy
akumulacje obu metali toksycznych w czgsciach nadziemnych roslin uprawia-
nych w zanieczyszczonej metalami glebie. W doswiadczeniach tych nie ozna-
czano zawartosci K, Ca i Zn, poniewaz badania hydroponiczne wykazaly od-
mienne zaleznosci mig¢dzy akumulacja tych pierwiastkéw w pedach gorczycy
sarepskiej a akumulacja Pb i Cd w odpowiedzi na podanie EDTA do pozywki
oraz oprysk FC i/lub KCI.

Sposrod przetestowanych stgzen KCl wybrano 25 mM, mimo ze stosujac
50 mM KCI i 100 mM KCI oraz FC stwierdzano wigksza akumulacje Pb i Cd
w pedach roslin uprawianych w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn. Powodem bylo za-
wijanie si¢ 1 zasychanie brzegéw liSci obserwowane u gorczycy sarepskiej
rosnacej w glebie, ktérej pedy opryskiwano 10 M FC i 50 mM lub 100 mM
KCI. Wykazano to w czasie pilotazowych doswiadczeri poprzedzajacych wiasci-
we badania. Brak opisanej reakcji stresowej w przypadku roslin uprawianych
w hydroponikach mégt wynika¢ z krétszego czasu trwania doswiadczefi (49
godzin) lub/i nieograniczonej mozliwosci pobierania wody w poréwnaniu z ro-
Slinami rosnacymi w glebie.

Badano takze wptyw traktowania pedéow ABA oraz glifosatem (Glif) na
akumulacje Pb i Cd w pedach. ABA zastosowano jako fitohormon powodujacy
zamykanie szparek i hamowanie transpiracji, zakladajac, ze jego dziatanie
zmniejszy pobieranie i akumulacje Pb i Cd w czesciach nadziemnych. Glifosat
uzyto jako dodatkowy czynnik indukujacy hyperakumulacje i zwigkszajacy
efektywnos¢ EDTA. Poniewaz herbicyd ten hamuje transpiracje roslin, jego
dziatanie jako czynnika indukujacego nie powinno by¢ zwiazane z tym pro-
cesem. Doswiadczenia przeprowadzono z gorczycg sarepska ‘PHYTO 426’
1 stonecznikiem ‘LECH’, biorac pod uwage konieczno$¢ doboru gatunkéw do
zastosowania ptodozmianu w przypadku prowadzania fitoekstrakcji indukowane;j
w warunkach polowych.
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4.21. Wplyw FC, KCI, ABA i EDTA na transpiracje

W badaniach zastosowano glebe zanieczyszczona Pb, Cd i Zn pobrang
z okolic huty cynku i otowiu. Sktad granulometryczny pozwolit zaliczy¢ ja do
pytu gliniastego. Pozostale wiasciwosci gleby zamieszczono w tabeli 13.

Tabela 13
Wtasciwosci gleby
Badany parametr Warto$¢ parametru
pH [KCI] 6,94
Przewodnictwo elektryczne [uS/cm] 145,0
N [%] 0,144
K,0 [mg/100 g] 14,6
P,05 [mg/100 g] 15,3
Pb [mg/kg s.m.] 558,1
Cd [mg/kg s.m.] 11,0
Zn [mg/kg s.m.] 7272

4.2.1.1. Dynamika zmian transpiracji

Gorczyca sarepska ‘Phyto 426’

Pig¢ pierwszych sposréd prezentowanych w tabeli 14 wariantéw doswiad-
czen dotyczy roslin, ktérym do gleby zanieczyszczonej Pb, Cd i Zn nie podawa-
no EDTA. Po 24 godzinach od potraktowania pgdéw gorczycy sarepskiej ‘Phyto
426’ roztworem 10 M FC ilo$¢ wytranspirowanej wody byta o 64% wicksza
w stosunku do kontroli (tabela 14). Réwniez istotnie wigksza, w poréwnaniu
z kontrola, transpiracje wykazaty rosliny traktowane 10° M FC +25 mM KCl.
Jednak ilos¢ wytranspirowanej wody byla tylko o 39% wigksza niz w przy-
padku kontroli, tak wig¢c nie obserwowano synergistycznego dzialania obu
ZWigzkow.

Opryskanie pedéw gorczycy 10° M ABA zmniejszyto ilo$é wytranspirowa-
nej wody o 25% w poréwnaniu z kontrola, ale réznica ta byta nieistotna staty-
stycznie. Takze 25 mM KCI nie zmienito istotnie transpiracji w ciagu 24 godzin
od opryskania pedéw (tabela 14). W drugim dniu od opryskania pedéw 10° M
FC lub 10°® M FC + 25 mM KCI nadal widoczny byl stymulujacy wptyw tych
substancji na transpiracje. Byla ona wyzsza niz w kontroli odpowiednio o 37%
i 35%, jednak réznice te nie byly juz istotne statystycznie. Brak istotnych staty-
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stycznie réznic w stosunku do kontroli stwierdzono po 48 godzinach réwniez
w przypadku roslin traktowanych ABA i KCI. Poczawszy od 3. az do 7. dnia
nie wykazano istotnych statystycznie réznic miedzy iloscia wytranspirowanej
wody przez rosliny kontrolne a iloscig wytranspirowanej wody przez rosliny
pozostatych 4 wariantéw doswiadczen. Uzyskane rezultaty wskazuja, ze w gle-
bie zanieczyszczonej Pb i Cd opryskanie pedéw FC stymuluje transpiracje
w poréwnaniu z kontrolg, ale dziatanie tego zwiazku jest krétkotrwate i — po-
dobnie jak w kulturach hydroponicznych — po 48 godzinach zanika. Réwno-
czesne podanie FC i KCI nie zwigksza stymulujacego wptywu fuzikokcyny na
transpiracje. Natomiast traktowanie czesci nadziemnych ABA nie powoduje
istotnego zmniejszenia transpiracji, nawet w ciagu pierwszych 24 godzin po
oprysku.

W przypadku gorczycy sarepskiej po 24 godzinach od wprowadzenia EDTA
do gleby (wariant EDTA) nie obserwowano spadku transpiracji w stosunku do
kontroli (tabela 14). W 2. i 3. dniu od podania zwiazku kompleksujacego do
gleby stwierdzono nawet wzrost iloSci wytranspirowanej wody odpowiednio
0 33% 1 46% w poréwnaniu z kontrola, jednak réznice te nie byly istotne staty-
stycznie. W ciagu 4. i 5. dnia transpiracja w obu wariantach byta podobna, na-
tomiast w 6. i 7. dniu obserwowano istotny statystycznie wzrost transpiracji
w stosunku do roslin kontrolnych, odpowiednio o 51% i 72% (tabela 14).

Opryskanie pedow fuzikokcyna po wprowadzeniu EDTA do gleby
(EDTA + FC) powodowato po 24 godzinach wyzsza o 24%, a po 48 godzinach
wyzsza 0 20% transpiracje w stosunku do roslin z wariantu EDTA, jednak réz-
nice te nie byly istotne statystycznie. Natomiast potraktowanie nadziemnych
czesci roslin ABA po 24 godzinach doprowadzito do wyraznego obnizenia tran-
spiracji w poréwnaniu z wariantem z EDTA. Dzialanie ABA byto jeszcze istot-
ne statystycznie (p < 0,051) po 48 godzinach od opryskania pedéw. Wzrost tran-
spiracji gorczycy rosnacej w obecnosci EDTA w 6. i 7. dniu eksperymentu
zaobserwowano réwniez po dodatkowym traktowaniu pedéw zwiazkami che-
micznymi (FC, KCl, ABA) (tabela 14). Wyniki doswiadczern wskazuja wiec, ze
wzrost transpiracji w 6. i 7. dniu jest efektem dziatania EDTA, a nie regulato-
réw wzrostu lub KCI.

Przedstawione dane pokazuja, ze wprowadzenie EDTA (5 mmoli/kg) do gle-
by nie obniza transpiracji gorczycy. Opryskanie pedéow FC powoduje niewielki
i przejSciowy (do 49 godzin) wzrost transpiracji, co Swiadczy o tym, Ze po
podaniu EDTA do gleby regulator roslinny moze stymulowaé akumulacje Pb
i Cd. Traktowanie pedéw KCI, w odréznieniu od badan w kulturach hydropo-
nicznych, nie miato zadnego wpltywu na transpiracje gorczycy rosnacej w gle-
bie, do ktérej wprowadzono EDTA. Natomiast opryskanie pedéw ABA istotnie
obnizalo transpiracje w ciagu pierwszych 48 godzin, co powinno by¢ zwigzane
z nizsza akumulacja Pb i Cd w czgsciach nadziemnych.
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Stonecznik ‘LECH’

Stonecznik, w poréwnaniu z gorczyca, charakteryzowal si¢ mniejsza iloScia
wytranspirowanej wody w przeliczeniu na jednostke Swiezej masy pedéw (tabe-
la 15). Opryskiwanie czesci nadziemnych badanymi zwiazkami chemicznymi
(FC, ABA, KClI) nie powodowato w ciagu pierwszych 48 godzin istotnych staty-
stycznie zmian w transpiracji w poréwnaniu z kontrolg i taka tendencja utrzymy-
watla si¢ do korica doswiadczenia. Wprowadzenie EDTA do gleby wywotato
u stonecznika spadek transpiracji, poczawszy od 2. az do 5. dnia doSwiadczenia,
przy czym wyraZznie nizsza transpiracj¢ w stosunku do kontroli stwierdzono tylko
w 4.1 5. dniu, odpowiednio 0 33% i 45%. Traktowanie pedow FC, KCI, ABA lub
FC + KCl, po podaniu EDTA do gleby, nie mialo wptywu na zmiany transpiracji
w stosunku do roslin z wariantu EDTA. W przypadku stonecznika, w odréznie-
niu od gorczycy, nie stwierdzono wzrostu transpiracji w poréwnaniu z kontrola
w 6.1 7. dniu od wprowadzenia zwiagzku chelatujacego do gleby (tabela 15).

Podsumowujac przedstawione wyniki dotyczace dynamiki zmian transpira-
cji, mozna stwierdzié, ze oba gatunki reaguja w odmienny sposéb. Traktowanie
pedéw gorczycy FC zwigksza istotnie transpiracje w roslinach rosnacych w gle-
bie zanieczyszczonej Pb i Cd, ale podobnie jak to obserwowano w badaniach
hydroponicznych, efekt ten jest krétkotrwaty i zanika po 48 godzinach. Trakto-
wanie czgSci nadziemnych FC, po podaniu EDTA do gleby, zwigksza w nie-
wielkim stopniu transpiracjg, natomiast opryskanie pedéw ABA znacznie ob-
niza ten proces, w stosunku do roslin z wariantu EDTA, w ciagu pierwszych 48
godzin. Taka reakcja gorczycy na FC i ABA mogtaby by¢ zwigzana odpowied-
nio ze wzrostem lub spadkiem akumulacji Pb i Cd w pedach, po wprowadzeniu
zwiazku chelatujacego do gleby. Nie stwierdzono, aby KCI podany razem z FC
zwigkszal efektywnos¢ dziatania fuzikokcyny na transpiracje. Stonecznik, w od-
réznieniu od gorczycy, nie reagowatl istotnymi statystycznie zmianami transpira-
cji na zaden z zastosowanych opryskéw. Mozna wigc stwierdzi¢, ze gorczyca
jest gatunkiem podatnym na modyfikowanie transpiracji badanymi zwiazkami
chemicznymi w obecnosci EDTA w glebie. Nie potwierdzono takiej mozliwosci
w przypadku stonecznika.

4.2.1.2. Catkowita ilo§¢ wytranspirowanej wody

Rysunek 13 przedstawia catkowita ilos§¢ wody wytranspirowanej przez gor-
czyce sarepska w trakcie 7 dni doswiadczenia. W przypadku ro$lin traktowa-
nych FC lub FC + KCI transpiracja wzrastata o okoto 25% w poréwnaniu z kon-
trola. Wprowadzenie zwiazku kompleksujacego do gleby zwigkszato ilos¢
wytranspirowanej wody o 32% w stosunku do kontroli. Opryskanie pedéw FC
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Rys. 13. Wptyw opryskania pedéw FC, KCI lub ABA oraz podania EDTA do gleby na catkowita
ilos¢ wody wytranspirowanej przez gorczyce sarepska w ciagu 7 dni

K25 — 25 mM KCI; FC — 10° M fuzikokcyny. Przedstawione wyniki sa Srednimi £BS (n = 6). Brak liter
przy Srednich oznacza, ze ANOVA nie wykazata istotnych statystycznie réznic migdzy Srednimi (p < 0,05)

lub ABA, po wprowadzeniu wersenianu do gleby, odpowiednio zwigkszato
0 9% lub zmiejszalo o 6% catkowita ilo§¢ wytranspirowanej wody w stosunku
do ros$lin z wariantu EDTA. Mimo dos$¢ znacznych réznic w catkowitej ilosci
wody wytranspirowanej przez rosliny z poszczeg6lnych wariantéw doswiadcze-
nia, ANOVA nie wykazata istotnych statystycznie réznic migdzy Srednimi
(p <0,05).

W przypadku stonecznika obserwowano wyzsza transpiracje jedynie pod
wptywem opryskiwania pgdéw fuzikokcyna, ale catkowita ilo§¢ wytranspirowa-
nej wody byta tylko o 13% wigksza w odniesieniu do kontroli i nieistotna staty-
stycznie (rys. 14). Obecnos$¢ zwiazku chelatujacego w glebie nie zwigkszata
transpiracji, tak jak to obserwowano u gorczycy. Opryskanie pedéw stonecznika
badanymi zwigzkami chemicznymi w obecnoSci EDTA w glebie nie miato
istotnego wptywu na catkowita ilo§¢ wytranspirowanej wody w poréwnaniu
z ro$linami z wariantu EDTA (rys. 14).
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Rys. 14. Wptyw opryskania pedéw FC, KCI lub ABA oraz podania EDTA do gleby na catkowita
ilo§¢ wytranspirowanej wody przez stonecznik w ciagu 7 dni

K25 — 25 mM KCI; FC — 10° M fuzikokcyny. Przedstawione wyniki sa Srednimi £BS (n = 6). Brak liter
przy Srednich oznacza, ze ANOVA nie wykazata istotnych statystycznie réznic migdzy Srednimi (p < 0,05)

Na podstawie catkowitej ilosci wytranspirowanej wody mozna stwierdzié, ze
fuzikokcyna zwigksza w niewielkim stopniu transpiracj¢ gorczycy, a wprowa-
dzenie EDTA do gleby znosi stymulujacy wptyw FC na transpiracje. Obecnos$¢
zwiazku chelatujacego w podlozu zwigksza catkowita ilos¢ wody wytranspiro-
wanej przez gorczycg, czego nie zaobserwowano w przypadku stonecznika,
u ktérego transpiracja, w przeliczeniu na $wieza maseg, byta prawie o 50%
mniejsza. Takie wyniki moga wskazywa¢ na wigksza zdolnos¢ gorczyc do aku-
mulacji Pb i Cd w pedach po indukcji hyperakumulacji.
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4.2.2. Wptyw FC, KCI, ABA, EDTA i glifosatu (Glif)
na akumulacje Pb i Cd

Zawartos¢ Pb w pedach gorczycy sarepskiej ksztattowata sie¢ ponizej progu
oznaczalnosci (< 2,28 mg/kg) we wszystkich wariantach doswiadczen przepro-
wadzonych bez obecnosci EDTA w glebie (rys. 15). Dodanie zwiazku kom-
pleksujacego do gleby powodowato 68-krotny wzrost zawartosci Pb w pedach
(155 mg/kg s.m). Opryskanie pedéw zwigzkami modyfikujacymi transpiracje
w niewielkim stopniu zwigkszato akumulacje Pb (7—17%) w stosunku do ro-
Slin z wariantu EDTA, przy czym réznice byty nieistotne statystycznie. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze najwigkszy (17%) wzrost zawartosci Pb stwierdzono
w pedach rodlin traktowanych 25 mM KCI (rys. 15), w przypadku ktérych
catkowita ilo$¢ wytranspirowanej wody byta taka sama, jak w przypadku roslin
rosnacych tylko w obecnosci EDTA (rys. 13). Opryskanie pedéw gorczycy gli-
fosatem wywotato bardzo wysoka akumulacj¢ Pb w pedach, ponad 2-krotnie
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Rys. 15. Wptyw opryskania pedéw FC, KCI, ABA lub glifosatem (Glif) oraz podania EDTA do
gleby na zawarto$S¢ Pb w pedach gorczycy sarepskiej

K25 — 25 mM KCI; FC — 106 M fuzikokcyny. Przedstawione wyniki sa $rednimi +BS (1 = 6). Srednie,
przy ktérych wystgpuja takie same litery, nie réznia si¢ istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05)
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wieksza niz w wariancie EDTA. Swiadczy to o tym, ze glifosat w istotny spo-
sob wzmaga efektywnos$¢ zwiazku chelatujacego, przy réwnoczesnym silnym
hamowaniu transpiracji (por. rozdz. 3.1.3.3).

Podobnie jak w przypadku gorczycy, zawartoS¢ Pb w pedach stonecznika
byta poniZzej progu oznaczalnosci (< 2,28 mg/kg) we wszystkich wariantach do-
Swiadczen, w ktérych nie wprowadzono EDTA do gleby (rys. 16). Podanie wer-
senianu do gleby zwigkszylo 36-krotnie zawarto$¢ Pb (81 mg/kg s.m) w cze-
Sciach nadziemnych w stosunku do kontroli. Opryskanie pedéw stonecznika FC
Iub FC + KCI nie miato wplywu na akumulacje Pb, podczas gdy podanie ABA
zwigkszyto zawartos¢ tego metalu o 15% w stosunku do roslin z wariantu
EDTA, jednak réznica ta nie byla istotna statystycznie.
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Rys. 16. Wptyw opryskania pedéw FC, KCl, ABA lub glifosatem (Glif) oraz podania EDTA do
gleby na zawarto$¢ Pb w pedach stonecznika

K25 — 25 mM KCI; FC — 10 M fuzikokcyny. Przedstawione wyniki sa srednimi £BS (n = 6). Srednie,
przy ktérych wystepuja takie same litery, nie réznig si¢ istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05)

Opryskanie pedéw KCI zwiekszyto natomiast w istotny statystycznie sposob
zawarto$S¢ Pb w czgsciach nadziemnych stonecznika; byta ona o 25% wyzsza od
zawartosci w roSlinach z wariantu EDTA. Traktowanie pedéw glifosatem znacz-
nie zwigkszyto dzialanie wersenianu i dato prawie 4,5-krotny wzrost akumulacji
Pb w poréwnaniu z wariantem z EDTA (rys. 16).
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Zawartos¢ Cd w pedach gorczycy uprawianej na zanieczyszczonej glebie
bez EDTA wynosita od 5,40 mg/kg (K25/FC) do 6,54 mg/kg (FC) i réznice te
byty nieistotne statystycznie (rys. 17). Dodanie EDTA do podtoza spowodowato
ponad 2-krotny wzrost zawartosci kadmu w pedach (17,55 mg/kg) w poréwna-
niu z kontrola. Po zastosowaniu modyfikatoréw transpiracji (FC, KCIl, ABA) do
opryskania pedéw roslin rosnagcych w obecnosci zwiazku chelatujacego w gle-
bie nie zaobserwowano istotnych zmian w zawartosci Cd w czgsciach nadziem-
nych w stosunku do roslin z wariantu EDTA. Natomiast opryskanie pedéw gor-
czycy glifosatem, jako czynnikiem wspomagajacym indukcje hyperakumulacji,
spowodowato wyrazny wzrost akumulacji kadmu. Byta ona 2,5 razy wigksza od
zawarto$ci Cd w pedach roslin rosnacych w glebie zawierajacej wersenian i az
10 razy wigksza niz w roSlinach kontrolnych (gleba bez EDTA) (rys. 17).

W pedach stonecznika rosnacego na zanieczyszczonej glebie bez dodatku
EDTA zawarto$¢ kadmu wynosita ponizej 10 mg/kg s.m., a opryskiwanie pe-
déw modyfikatorami transpiracji, podobnie jak w przypadku gorczycy, nie
miato istotnego wptywu na akumulacj¢ Cd (rys. 18). Rowniez zawartos¢ tego
pierwiastka w czesciach nadziemnych byta podobna i wynosita od 5,56 mg/kg
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Rys. 17. Wptyw opryskania pedéw FC, KCI, ABA lub glifosatem (Glif) oraz podania EDTA do
gleby na zawarto$s¢ Cd w pedach gorczycy sarepskiej

K25 — 25 mM KCI; FC — 10¢ M fuzikokcyny. Przedstawione wyniki sa Srednimi +BS (n = 6). Srednie,
przy ktérych wystepuja takie same litery, nie réznia si¢ istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05)
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(ABA) do 6,66 mg/kg (FC). Podanie EDTA do gleby zwigkszylo prawie
2-krotnie akumulacj¢ Cd w pedach. Podobnie jak w przypadku gorczycy, zasto-
sowanie modyfikatorow transpiracji w obecnosci zwiazku chelatujacego w gle-
bie nie spowodowato istotnych zmian w zawartosci Cd w czgsciach nadziem-
nych. Jedynie opryskanie pedéw glifosatem zwigkszalo wydajnie akumulacje
kadmu w czeSciach nadziemnych stonecznika. Byta ona 3,6 razy wigksza od
zawartosci Cd w pedach roslin rosnacych w glebie z EDTA i ponad 6-krotnie
wigksza niz w roSlinach kontrolnych (gleba bez EDTA).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze wprowadzenie EDTA do gleby jest ko-
nieczne do uzyskania wysokiej akumulacji Pb w pedach obu gatunkéw roslin.
Podanie EDTA zwigksza takze w istotny sposéb zawartos¢ Cd w czgsciach nad-
ziemnych. Gorczyca, ktéra charakteryzowala si¢ wyzsza transpiracja, akumulo-
wata wiecej Pb i Cd w pedach, w poréwnaniu ze stonecznikiem. Opryskiwanie
czesci nadziemnych gorczycy FC lub ABA w obecnosci w glebie wersenianu
nie zmieniato zawartoSci Pb i Cd w pedach. Sugeruje to niewielkie znaczenie
transpiracji w akumulacji otowiu i kadmu w przypadku roslin rosnacych w gle-
bie.
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Rys. 18. Wptyw opryskania pedéw FC, KCl, ABA lub glifosatem (Glif) oraz podania EDTA do
gleby na zawartos¢ Cd w pedach stonecznika

K25 — 25 mM KCI; FC — 10° M fuzikokcyny. Przedstawione wyniki sa §rednimi =BS (n = 6). Srednie,
przy ktérych wystepuja takie same litery, nie r6znig si¢ istotnie na podstawie testu NIR (p < 0,05)
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Bardzo wysoki poziom akumulacji Pb oraz Cd, po wprowadzeniu do gleby
EDTA oraz opryskaniu pedéw glifosatem, takze wskazuje na mate znaczenie
transpiracji w fitoekstrakcji indukowanej. Nalezy zaznaczy¢, ze réwnoczesne
podanie obu zwiazkéw znosito réznice w poziomie akumulacji Pb i Cd w bada-
nych gatunkach.

4.3. Wplyw Pb, EDTA i glifosatu na akumulacje Pb, Ca i K
w segmentach koleoptyli kukurydzy —
badania na poziomie tkankowym

Badania wazonowe wykazaly, ze EDTA 1 glifosat silnie zwigkszaja zawar-
to$¢ Pb i Cd w pedach roslin. Aby okresli¢, czy te zwiazki chemiczne indukuja
pobieranie metali przez komdrki roslinne (symplast), czy tez odpowiadaja za
ich akumulacje w przestworach i Scianach komérkowych (apoplast), przeprowa-
dzono badania na segmentach koleoptyli kukurydzy. Segmenty koleoptyli sa
uktadem modelowym w badaniach fizjologicznych i ze wzgledu na bardzo
prosta budoweg anatomiczna umozliwiaja precyzyjna oceng miejsca akumulacji
pierwiastkéw — apoplast/symplast. Poniewaz akumulacja Pb i Cd, jak wynika
z badai hydroponicznych i wazonowych, przebiegala w podobny sposéb pod
wpltywem stosowanych zwiazkéw chemicznych, badania na poziomie tkanko-
wym przeprowadzono wytacznie dla olowiu. Aby odrézni¢ ilos¢ metalu zaku-
mulowanego w apoplascie od metalu zakumulowanego w symplascie, okres§lono
catkowitg zawarto§¢ Pb w segmentach oraz zawartoS¢ pierwiastka po desorpcji,
czyli usunigciu metalu z apoplastu. Ostatecznie zawartos¢ Pb po desorpcji trak-
towano jako otéw akumulowany w symplascie, a réznice migdzy jego catkowita
zawartoscig a zawartoscia po desorpcji — jako otéw akumulowany w apopla-
Scie. W segmentach koleoptyli, oprécz Pb, oznaczono takze zawartos¢ Ca i K
ze wzgledu na rézny sposéb ich akumulacji w komérkach roslin. Wapni groma-
dzony jest zaréwno w apoplascie, jak i symplascie, natomiast potas akumulowa-
ny jest przede wszystkim w symplascie.

Badania na poziomie tkankowym rozpoczgto od okreslenia dynamiki aku-
mulacji Pb w segmentach koleoptyli kukurydzy. Zawarto§¢ Pb w segmentach
oznaczano po 15, 30, 60, 90, 120 i 240 minutach inkubacji w roztworze zawie-
rajacym 100 uM Pb. Badania wykazaty (rys. 19), ze przez pierwsze 90 minut
poziom akumulacji Pb byt podobny zaréwno w apoplascie, jak i w symplascie.
Przy wydtuzeniu czasu inkubacji zawartoS¢ Pb w apoplascie utrzymywata si¢
na mniej wigcej statym poziomie az do 240. minuty, a zawarto$¢ metalu w sym-
plascie systematycznie wzrastata. Swiadczy to o tym, ze poczawszy od 90. mi-
nuty akumulacja Pb zwigzana jest gtéwnie z pobieraniem pierwiastka przez
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symplast, a nie z odktadaniem w apoplascie, tym samym zalezy od metaboli-
zmu komorki. Biorac pod uwage uzyskane wyniki, zdecydowano wiec, ze czas
inkubacji wynoszacy 240 minut jest wystarczajacy zaréwno do oceny wplywu
badanych zwiazkéw chemicznych na akumulacj¢ Pb w symplascie, jak i apo-
plascie. Dlatego w dalszych badaniach oznaczano zawarto$¢ pierwiastkow
w segmentach koleoptyli wylacznie po 240 minutach inkubacji.
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Rys. 19. Dynamika akumulacji Pb w segmentach koleoptyli kukurydzy

W celu okreslenia stezenia Pb w symplascie desorbowano segmenty przez 30 minut w 1 mM Na;EDTA o pH
4,5. Krzywe zamieszczone na wykresie zostaty dopasowane metoda najmniejszych kwadratéw

Wptyw EDTA oraz glifosatu na akumulacje Pb oraz K i Ca w segmentach
koleoptyli po 240 minutach inkubacji obrazuja dane zawarte w tabeli 16. Catko-
wita zawarto$¢ Pb w segmentach inkubowanych w APW (kontrola) byta nie-
wielka i nie przekraczata 9,6 mg/kg. Ogromna wigkszos¢ pierwiastka (84%)
znajdowata si¢ w symplascie. Zawarto$s¢ Ca w segmentach kontrolnych wyno-
sifa 357,5 mg/kg, a jego ilos§¢ w symplascie i apoplascie byta podobna i wyno-
sita odpowiednio 59% i 41%. Z kolei zawarto$¢ potasu w symplascie byta bar-
dzo wysoka (89%), w apoplascie za$ wynosila zaledwie 11%.

Po inkubacji segmentéw w obecnosci 100 uM Pb (APW + Pb) catkowita za-
warto$¢ tego metalu wynosita 5 056,5 mg/kg, z czego 74% stwierdzono w sym-
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plascie, a 26% w apoplascie (tabela 16). Zawarto$¢ Ca nie zmienila si¢ w istot-
ny sposob, natomiast otéw wyraznie wplynat na akumulacje K. Catkowita
zawartos¢ potasu w obecnosci Pb byta o 27% mniejsza od zawartosci K w seg-
mentach kontrolnych. Nalezy podkresli¢, ze caly potas znajdowat si¢ w sympla-
Scie i jego zawarto$¢ byta o 16% mniejsza od zawartosci w kontroli. Przedsta-
wione wyniki §wiadcza o tym, ze Pb wprowadzony do roztworu w formie
nieorganicznej jest pobierany przez komorki koleoptyli i akumulowany giéwnie
w symplascie. Natomiast otéw zakumulowany w apoplascie wypiera catkowicie
z tego przedziatu jednowartoSciowe jony K*, a nie wplywa istotnie na zawar-
tos¢ Ca. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze Pb obniza zawartos¢ K w symplascie, co
Swiadczy o jego toksycznym dziataniu i wzroscie przepuszczalnosci bion.

Tabela 16
Wpltyw Pb oraz EDTA i glifosatu (Glif) na akumulacj¢ Pb, Ca i K [mg/kg s.m.] w segmentach
koleoptyli kukurydzy po 240 minutach inkubacji

Zawarto$¢ pierwiastka [mg/kg]

Wariant dos§wiadczenia Pb Ca K
catkowita | symplast | catkowita | symplast | calkowita | symplast
APW (kontrola) 9,6 8,1 357,5 209,9 19 222 17 116
APW + Pb 100 uM 5056,5 | 37522 382,2 255,3 14 057 14 362
APW + Pb 100 uM + EDTA 154 7,23 119,4 59,6 17 854 15 509
APW + Pb 100 uM + Glif 561,9 118,9 47,2 <214 1684 1228

Dane sa Srednimi (n = 3). Blad standardowy nie przekraczat 14%.

Dodanie do roztworu inkubacyjnego EDTA (APW + Pb + EDTA) drastycz-
nie obniza akumulacje Pb tak, ze catkowita zawartos¢ tego pierwiastka nie réz-
ni si¢ istotnie od kontroli (tabela 16). Obecno$¢ wersenianu zmniejsza réwniez
akumulacje Ca, ktérego catkowita zawarto$¢ stanowita tylko 33% zawartosci
w segmentach z kontroli, natomiast zwiazek chelatujacy nie wplynat istotnie na
proporcje migdzy wapniem zakumulowanym w apoplascie i symplascie. W od-
réznieniu od Pb i Ca, EDTA mial mniejszy wptyw na zawarto§¢ K w ko-
moérkach koleoptyli. Zwiazek kompleksujacy obniza catkowita zawartosé tego
pierwiastka jedynie o 7%, przy czym zmniejszyta si¢ tylko akumulacja K
w symplascie, a nie w apoplascie. Przedstawione rezultaty dowodza, ze kom-
pleks PbEDTA nie jest w ogéle pobierany przez komoérki segmentéw koleopty-
li, a takze nie jest akumulowany w apoplascie.

Wersenian wiaze takze duza czg$¢ Ca znajdujacego si¢ w Scianach komor-
kowych, a ponadto ogranicza pobieranie tego pierwiastka przez komorki. Jedno-
wartosciowe jony potasu wystepujace w apoplascie, w odréznieniu od 2-war-
tosciowych jonéw Pb i Ca, nie byly wigzane przez EDTA. Powstaly kompleks
PbEDTA wykazywat stabsze toksyczne dzialanie na blony komdrkowe, czego
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efektem byla wyzsza zawartos¢ K w symplascie w poréwnaniu z segmentami
z wariantu APW + Pb.

Obecnos¢ glifosatu w roztworze inkubacyjnym zdecydowanie zmniejszata
akumulacje Pb w koleoptylach w stosunku do segmentéw z wariantu APW +
Pb (tabela 16). W efekcie catkowita zawarto$¢ tego metalu w komérkach kole-
optyli traktowanych herbicydem (562 mg/kg) stanowita tylko 11% catkowitej
zawarto$ci w koleoptylach z wariantu APW + Pb. Zmienione zostaly réwniez
proporcje migdzy akumulacja Pb w symplascie a akumulacja tego metalu
w apoplascie. Podczas gdy w segmentach z wariantu APW + Pb st¢zenie Pb
w symplascie stanowito 74%, w segmentach z wariantu z glifosatem wynosito
zaledwie 21%. Pod wptywem herbicydu i Pb bardzo silnie zostala zmodyfiko-
wana akumulacja Ca. Zawarto$¢ tego pierwiastka w symplascie byla ponizej
2,14 mg/kg s.m., a calkowita zawartos$¢ stanowita zaledwie 13% zawartosci Ca
w segmentach inkubowanych tylko w obecnosci Pb. Glifosat powodowat silny
wzrost przepuszczalnos$ci blon 1 wyptyw K z komérek segmentéw. W efekcie
zawartos$¢ tego pierwiastka w symplascie wynosita 7,1% zawarto$ci w kontroli.
Réwniez catkowita zawartos¢ K zostata obnizona do 1 684 mg/kg s.m. (8,8%
kontroli). Wptyw Glif na zawartos¢ K oraz Ca wskazuje na silniejszy wpltyw
tego zwiazku chemicznego na przepuszczalno$é bton w poréwnaniu z EDTA.
Glifosat nie stymuluje pobierania Pb przez komdrki segmentéw, obnizajac aku-
mulacje tego pierwiastka zaréwno w symplascie (o 96%), jak i w apoplascie
(0 66%) w poréwnaniu z segmentami inkubowanymi jedynie w obecnosSci Pb.



5. Dyskusja

Jedna z metod fitoremediacji jest fitoekstrakcja indukowana, nad ktdra
intensywne badania zostaly zapoczatkowane w latach 90. ubiegltego wieku
(Cunninhgam, Ow, 1996; Salt i wspdlpr, 1998; Nowack
i wspotpr.,, 2006). Wigkszos¢ dotychczas przeprowadzonych eksperymentow
koncentrowata si¢ na poszukiwaniu zwiazku chelatujacego najefektywniejszego
w uruchamianiu metali w podtozu, jak réwniez w stymulacji pobierania metali
przez roSliny i ich akumulacji w pgdach (Schmidt, 2003; LeStan
i wspdlpr,, 2008; Saifullah 1 wspdlpr, 2009). W przeciwienstwie do
zwiazkéw chelatujacych, znacznie mniej uwagi poswigcono roslinom, w zasa-
dzie ograniczajac si¢ do selekcji gatunkéw uzytecznych w tym procesie. W kon-
sekwencji nadal niewiele wiadomo na temat mechanizméw wywotujacych zja-
wisko hyperakumulacji w roslinach niebgdacych hyperakumulatorami, jak
réwniez czynnikéw decydujacych o akumulacji Pb i Cd w pedach.

Wielu autor6w uwaza, ze transpiracja jest najwazniejszym czynnikiem decy-
dujacym o poziomie akumulacji metali w fitoekstrakcji indukowanej (Blay -
lock 1 wspétpr., 1997; Salt i wspdtpr., 1998; Vassil i wspolpr., 1998;
Gleba i wspdlpr, 1999; Alkorta i wspdlpr, 2004; Nowack
i wspélpr., 2006; Meers i wspdtpr., 2008; Saifullah i wspétpr., 2009).
Jednak poglad ten nie zostal do tej pory potwierdzony eksperymentalnie. Do-
tychczas gtéwnie sprawdzano wptyw zwiazkéw chelatujacych na transpiracje po
dodaniu ich do zanieczyszczonej metalami gleby (Vassil i wspétpr., 1998;
Epstein i wspdipr, 1999; Wu 1 wspdipr., 1999; Wenzel i wspolpr.,
2003; Herndndez-Allica 1 wspétpr., 2007), natomiast nie okreslano
wplywu modyfikacji transpiracji na poziom akumulacji metali w pedach.
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5.1. Zaleznos¢ miedzy transpiracja a akumulacja Pb i Cd
w pedach roslin z indukowana hyperakumulacja metali

Zaleznosci obserwowane w trakcie badan w kulturach hydroponicznych

Badania z gorczyca sarepska (Brassica juncea ‘Phyto 426’) przeprowadzone
w kulturach hydroponicznych miaty na celu okreslenie bezposrednich zalezno-
Sci migdzy transpiracja a poziomem akumulacji Pb i Cd w pedach po indukcji
hyperakumulacji w roslinach. W celu modyfikacji transpiracji, po raz pierwszy
w badaniach dotyczacych fitoekstrakcji indukowanej, zastosowano regulator ro-
Slinny fuzikokcyne (FC). Charakterystyczna cecha jej dziatania jest silna sty-
mulacja transpiracji, ktéra nie zanika nawet w ciemnoSci (Assman,
Schwartz, 1992). W przeciwienistwie do innych regulatoréw roslinnych sty-
mulujacych transpiracje, jak: auksyny, gibereliny czy cytokininy, dziatanie FC
na roSliny jest bardziej specyficzne i ograniczone gtéwnie do transpiracji
(Zeiger, 1983; Assman, Schwartz, 1992; Jankiewicz, 1997b).
Poniewaz wplyw FC na otwieranie szparek jest zawsze zwigzany z pobieraniem
jonéw K* przez komérki (Squire, Mansfield, 1974; Jankiewicz,
1997b), rosliny poddawano dziataniu 10° M FC i réznych stezeii KCI (od
1 mM do 100 mM).

W roslinach kontrolnych uprawianych w pozywce podstawowej zmiany tran-
spiracji miaty typowy przebieg, z maksimum o godzinie 12'° i minimum o go-
dzinie 22" (rys. 3). Podobne zaleznosci w przypadku gorczycy sarepskiej (Bras-
sica juncea ‘426308’) obserwowali Vassil i wspdlpr. (1998). Opryskanie
roslin mieszaning 10° M FC i KCI w stezeniach powyzej 25 mM istotnie zwie-
kszato transpiracjg. Nalezy podkresli¢, ze FC + KCl stymulowatly transpiracje
takze w godzinach nocnych pierwszej doby eksperymentu, czyli w czasie naj-
nizszej transpiracji, miedzy godzina 18" a 6'° nastepnego dnia (7—19 godzin
eksperymentu). Efekt ten zanikal po 31 godzinach od momentu oprysku roslin
(rys. 3).

Wprowadzenie EDTA, Pb, Cd oraz dodatkowo 25 uM Zn do pozywki catko-
wicie zmienito przebieg dobowych zmian transpiracji u gorczycy (rys. 4). Bar-
dzo charakterystyczny byl brak wzrostu transpiracji migdzy godzinami 6'°
a 12" nastepnego dnia, czyli w 19. i 25. godzinie eksperymentu. Efekt hamo-
wania transpiracji w gorczycy sarepskiej rosnacej w pozywce zawierajacej Pb
i EDTA obserwowali takze Vassil i wspotpr. (1998). Ograniczenie transpira-
cji roslin stwierdzono réwniez po dodaniu do pozywki metali cigzkich (bez
EDTA). Haag-Kerwer i wspolpr. (1999) oraz Hsu i Kao (2003) opi-
sali wyrazne hamowanie transpiracji w Brassica juncea i Oryza sativa pod
wplywem Cd wprowadzonego do pozywki, Vassil 1 wspolpr. (1998)
stwierdzili podobny wplyw Pb na transpiracje Brassica juncea, a WoZny
i wspolpr. (1995) wykazali zamykanie szparek Hordeum vulgare pod wptywem
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otowiu. Potwierdza to, ze obserwowany w do$wiadczeniach hydroponicznych
spadek poziomu transpiracji roslin rosnacych w pozywce EDTA/Pb/Cd/Zn
(rys. 4) wywotany byt obecnoscia Pb, Cd oraz EDTA.

Opryskanie czeSci nadziemnych gorczycy uprawianej w pozywce
EDTA/Pb/Cd/Zn roztworami zawierajacymi 10°° M FC i KCI, w stezeniach po-
wyzej 10 mM, powodowalo istotny wzrost transpiracji (rys. 4 i 8). Wzrostowi
transpiracji towarzyszyt wyzszy poziom akumulacji Pb i Cd w pedach gorczycy
(rys. 10 i 12). W celu okreslenia zaleznosci migdzy transpiracja a zawartoscig
Pb i Cd w pedach roslin obliczono wspétczynniki korelacji. Wartosci
wspolczynnikéw nie przekraczaty 0,50, jednak byly dodatnie dla obu metali
i w przypadku Cd istotne statystycznie (tabela 10). Nalezy podkreslié, ze kore-
lacje byly wyzsze, gdy poréwnywano zawarto$¢ metali z iloScia wody wytran-
spirowanej po 19, 25, 31 i 35 godzinach od oprysku niz z catkowita iloScia
wody wytranspirowanej po 49 godzinach. Swiadczy to o tym, ze o akumulacji
Pb i Cd przede wszystkim decyduje poziom transpiracji w ciagu pierwszych 31
godzin od momentu indukcji hyperakumulacji. Taka zalezno$¢ sugerowali juz
wczesniej Epstein i wspotpr. (1999). Badania innych autoréw pokazaty, ze
gorczyca sarepska akumulaje Pb i Cd gtéwnie w korzeniach (Huang,
Cunningham, 1996; Ghosh, Singh, 2005). Aby wykaza¢, czy wpro-
wadzenie EDTA do pozywki doprowadzito do indukcji hyperakumulacji metali
w gorczycy, oznaczono zawarto$¢ Pb i Cd w korzeniach roslin, ktérych pedy
opryskano 10° M FC z 25 mM KCI lub 50 mM KCI. W obu przypadkach
stwierdzono nizsza zawarto$¢ obu metali w korzeniach w poréwnaniu z czg¢scia-
mi nadziemnymi, co wskazuje na indukcj¢ hyperakumulacji. Wyniki te suge-
ruja, ze natgzenie transpiracji jest istotnym czynnikiem decydujacym o zawarto-
sci Pb i Cd w pedach roslin, w ktérych indukowano hyperakumulacje.
Réwnoczesnie najwigksze znaczenie ma poziom transpiracji w ciagu pierw-
szych 20—35 godzin od opryskania roslin. Ponadto przedstawione rezultaty po-
kazuja, ze dzieki zastosowaniu oprysku FC + KCI zwigksza si¢ transpiracja, kto-
ra jest dodatnio skorelowana z poziomem akumulacji metali w pedach po
indukcji hyperakumulacji. W konsekwencji mozliwe wydaje si¢ regulowanie
efektywnosci indukowanej fitoekstrakcji Pb i Cd przez modyfikowanie procesu
transpiracji.

W literaturze naukowej brak jest danych dotyczacych zaleznoSci migdzy
transpiracja a poziomem akumulacji Pb i/lub Cd w czesciach nadziemnych ro-
Slin po indukcji hyperakumulacji. Tylko nieliczni autorzy badali wptyw regula-
toréw roslinnych stymulujacych wzrost i transpiracj¢ na pobieranie i akumulacjg
w pedach komplekséw Pb i Cd ze zwiazkami chelatujacymi. L épez
1 wspotpr. (2005, 2007b), prowadzac doswiadczenia w kulturach hydroponicz-
nych, stwierdzili istotnie wyzsza zawartoS¢ Pb w liSciach Medicago sativa,
uprawianych w pozywce zawierajacej EDTA +IAA, EDTA + kinetyng lub
EDTA + IAA + kinetyng, w porOéwnaniu z roslinami uprawianymi w pozywce

104



z EDTA. Jednak nie obserwowali oni akumulacji Pb w todygach, co byto
prawdopodobnie spowodowane zbyt niskim st¢zeniem Pb i EDTA (200 uM),
a w konsekwencji brakiem indukcji hyperakumulacji. Swiadczy o tym wielo-
krotnie wyzsza zawarto$¢ metalu w korzeniach Medicago sativa w poréwnaniu
z fodygami i lisSémi. Wzrost zawartosci Pb w czgsciach nadziemnych Sesbania
drummondii, po wprowadzeniu auksyn (IAA lub NAA) do pozywki zawie-
rajacej 1500 uM Pb oraz 300 uM EDTA, obserwowali Israr i Sahi
(2008). Mimo wysokiego stezenia Pb w pozywce, zawarto$¢ tego pierwiastka
w pedach, po podaniu EDTA, wynosita tylko 600 mg/kg s.m., a maksymalna
zawarto$¢ w ro$linach z wariantu EDTA + 100 uM IAA — 2 037 mg Pb/kg
s.m. Poziom akumulacji Pb byt wigc w tym przypadku znacznie nizszy od ob-
serwowanego w gorczycy sarepskiej traktowanej FC + KCl, gdzie stwierdzono
7212 mg Pb/kg s.m. peddw, przy stezeniu Pb w pozywce 500 uM (rys. 10).
W eksperymentach przeprowadzonych przez L 6épez 1 wspolpr. (2005,
2007b) oraz Israra i Sahiego (2008) okreslano wptyw fitohormonéw
na akumulacj¢ tylko jednego metalu (Pb). Natomiast w doswiadczeniach pre-
zentowanych w niniejszej monografii wykazano réwnoczesny wzrost akumula-
cji Pb i Cd po opryskaniu pedéw FC + KCl, co Swiadczy o braku konkurencji
w pobieraniu i transporcie badanych metali. Nalezy tez podkresli¢, ze Lépez
i wsp6lpr. (2005, 2007b) oraz Israr i Sahi (2008) nie badali zmian tran-
spiracji po zastosowaniu regulatorow chemicznych. Ponadto badane przez nich
fitohormony (auksyny, gibereliny, cytokininy) nie tylko zwigkszaja natgZenie
transpiracji, ale takze stymuluja bardzo wiele réznych proceséw, jak na
przyktad wzrost i pobieranie jonéw 2-wartoSciowych (Darra, Saxena,
1973; Jankiewicz, 1997c; Legocka, 1997; Vodnik i wspétpr.,
1999 i cytowana tam literatura;, Dodd, 2003; David-Assael
i wspotpr., 2006; Son g i wspotpr., 2006). Przedstawione w niniejszej mono-
grafii wyniki sa wigc pierwszymi ukazujacymi dynamike zmian w poziomie
transpiracji po zastosowaniu regulatoréw roSlinnych w ciagu 49 godzin, jak
réwniez dodatnia korelacje migdzy transpiracja modyfikowana opryskiem
FC + KCI a poziomem akumulacji Pb i Cd w pedach gorczycy sarepskiej. Nale-
zy jednak zaznaczy¢, ze obliczone wspoétczynniki korelacji byty niskie i istotne
statystycznie tylko w przypadku Cd.

Badania w kulturach hydroponicznych wykazaly takze dodatni wptyw
opryskania pedéw gorczycy tylko KCI na poziom akumulacji Pb i Cd w cze-
Sciach nadziemnych. Zastosowanie oprysku z KCIl zwigkszyto zawartoS¢ obu
pierwiastkéw w pedach (rys. 9 i 11), chociaz efekt ten byt o wiele stabszy
w poréwnaniu z dziataniem FC + KCI (rys. 10 i 12). W przypadku Pb wida¢
byto wyraZzna tendencje wzrostowa w akumulacji tego metalu wraz ze wzro-
stem st¢zenia soli potasowej, jednak obserwowane réznice nie byly istotne sta-
tystycznie (rys. 9). Natomiast zawartos¢ Cd po opryskaniu czesci nadziemnych
50 mM KCI lub 100 mM KCI byta istotnie wigksza (rys. 11). Réwnoczesnie
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traktowanie pgdéw KCl nie wptywalo na dynamike zmian transpiracji
(rys. 4), ani nie zwigkszalo istotnie catkowitej ilosci wytranspirowanej wody
po 49 godzinach eksperymentu (rys. 7). Wyniki te sugerowaty, ze s6l potaso-
wa stymuluje akumulacje obu metali w sposéb niezalezny od transpiracji.
Aby to sprawdzié, okreslono korelacje migdzy tymi parametrami. Obliczone
wspoélczynniki korelacji migdzy iloscia wytranspirowanej wody po 19, 25, 31
i 35 godzinach a zawartoscia Pb i Cd w pedach roslin opryskanych KCI byty
ujemne i nieistotne statystycznie (tabela 9). Dodatnia korelacje dla obu meta-
li, ale takze nieistotng statystycznie, stwierdzono tylko dla catkowitej ilosci
wytranspirowanej wody (po 49 godzinach). Sugeruje to, ze po opryskaniu pg-
déw KCI akumulacja Pb i Cd w czesciach nadziemnych tylko w niewielkim
stopniu zalezy od transpiracji. W zwiazku z tym obliczono wspéiczynniki ko-
relacji migdzy stezeniem KCI uzytego do oprysku a zawartoscia Pb i Cd
w pedach gorczycy. W przypadku roslin traktowanych tylko KCl korelacje
dla obu metali byly dodatnie (tabela 11). Nalezy podkreslié, ze dla Cd war-
tos¢ wspodlczynnika byta wysoka (0,78), a korelacja istotna statystycznie.
W przypadku roslin opryskanych FC + KCI korelacje dla obu metali byty
takze dodatnie, istotne statystycznie, a wartoSci wspoiczynnikow wysokie
(0,67—0,72) (tabela 12). Chlorek potasu musi wigc stymulowaé akumulacje
obu metali w czgs$ciach nadziemnych przez modyfikacje innych proceséw niz
transpiracja. Taka zalezno$¢ wyraznie potwierdzaja wyniki dotyczace zawarto-
§ci Pb i Cd po traktowaniu pedéw 10 M FC i KCl. Zaréwno w przypadku
Pb (rys. 10), jak i Cd (rys. 12) obserwowano wzrost zawarto$ci wymienio-
nych metali w czg$ciach nadziemnych wraz ze wzrostem st¢zenia KCI uzyte-
go do oprysku z 10°® M FC. Nalezy zwrdcié uwage, ze zastosowanie 107
M FC z 1 mM KCI lub 5 mM KCI tylko w niewielkim stopniu wptyneto na
zawartosci Pb i Cd w stosunku do roslin opryskanych woda dejonizowana.
Wyniki te sugeruja, ze traktowanie fuzikokcyna stymuluje transpiracjg, ale nie
zwigksza w istotny sposob zawarto$ci obu metali w czgSciach nadziemnych.
Dopiero zastosowanie FC i KCIl w stezeniach wyzszych niz 10 mM powoduje
wyrazny wzrost akumulacji Pb i Cd (rys. 10 i 12), co $wiadczy o synergi-
stycznym dzialaniu obu zwiazkéw chemicznych. W literaturze brak jest da-
nych na temat wptywu jonéw K* na zawarto$¢ Pb i Cd w roSlinach po in-
dukcji hyperakumulacji.

Najbardziej prawdopodobnym sposobem dziatania KCl, zwigkszajacego
akumulacje PbEDTA i CdEDTA w pedach, jest jego oddzialywanie na prze-
wodnictwo hydrauliczne korzenia i ksylemu. Réwnoczes$nie sugeruje to, ze
transport wymienionych komplekséw zachodzi gléwnie apoplastem. Rézni
autorzy obserwowali wzrost przewodnictwa hydraulicznego korzenia i ksylemu
pod wplywem KCl w stezeniach od 0,1 mM do 100 mM (Van Iepe-
ren i wspdlpr, 2000; Zwieniecki i wspdlpr, 2001). Zwieniecki
i wsp6tpr. (2001) postawili hipoteze, ze ten wzrost przewodnictwa zwigzany jest
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z ograniczaniem pegcznienia pektyn pod wptywem KCl, w efekcie czego wzra-
sta Srednica mikrokapilar w obrgbie $cian komdrkowych. Najnowsze badania
potwierdzaja wzrost przewodnictwa hydraulicznego ksylemu pod wptywem
KCl, wykazujac réwnoczesnie duze réznice migdzygatunkowe oraz sezonowe
w reakcji na sél potasowa (Gasc6 i wspétpr., 2007).

W celu sprawdzenia, czy po indukcji hyperakumulacji w roslinach akumula-
cja Pb i Cd zachodzi w podobny sposéb, jak akumulacja pierwiastkow o funk-
cjach fizjologicznych, w pedach oznaczono takze zawartos¢ K, Ca i Zn (tabe-
la 5—8). O wyborze tych pierwiastkéw zdecydowaly odmienne drogi ich
przemieszczania si¢ w tkankach oraz réznice w mechanizmach pobierania przez
komoérki roslin (Marschner, 1995; White, 2001; Antosiewicz,
2005; Krdmer i wspolpr, 2007; Verkleij i wspétpr., 2009). Wigkszos¢
autoréw uwaza, ze pobieranie i transport chelatéw PbEDTA i CAEDTA odbywa
sie¢ w poprzek korzenia oraz przez endoderme wytacznie przestworami i §cia-
nami komoérkowymi, z pominigciem symplastu (Collins i wspdipr., 2001;
Nowack i wspétpr, 2006; Schaider i wspdlpr, 2006; LeStan
i wspélpr., 2008). Poniewaz wapi jest transportowany do walca osiowego
i ksylemu gléwnie apoplastem (W hite, 2001), tworzy chelaty z EDTA
(Collins i wspdlpr., 2001), a jego akumulacja w pedach w duzym stopniu
zalezy od transpiracji (Marschner, 1995), zaktadano podobne zalezno$ci
migdzy transpiracja a akumulacja Ca w pedach gorczycy po indukcji hyperaku-
mulacji, jak w przypadku PbEDTA i CdEDTA. Tymczasem po opryskaniu pe-
déw gorczycy KCl lub FC + KCI stwierdzono brak korelacji migdzy transpiracja
a akumulacja Ca lub tez obliczone wspdiczynniki korelacji byty ujemne i dla
35.,149. godziny eksperymentu istotne statystycznie (tabela 9 i 10). Rezultaty
te sugeruja, ze w odrdznieniu od Pb i Cd, akumulacja wapnia w czgSciach nad-
ziemnych ro§lin z indukowana hyperakumulacja jest niezalezna od transpiracji.
Jednak ujemna i istotna statystycznie korelacja migdzy akumulacja Ca a stgze-
niem KCI zastosowanym do oprysku (tabela 11) dowodzi, ze o zawartosci Ca
w pedach decyduje przede wszystkim antagonizm migedzy jonami K* i Ca".
Antagonistyczne oddzialywanie migdzy jonami K™ a Ca’** lub K* a Mg>* jest
powszechnie znane (Starck, 2002).

Potas jest pierwiastkiem, ktéry pobierany jest przez komorki korzenia
i transportowany przede wszystkim symplastem, a natg¢Zenie transpiracji ma nie-
wielki wptyw na zawarto§¢ K w czgsciach nadziemnych roslin (Mars -
chner, 1995). Obliczone wspodtczynniki korelacji migdzy iloscig wytranspiro-
wanej wody a zawartoScia K w pedach gorczycy po oprysku KCl lub FC + KCI
(tabela 9 i 10) byly nieistotne statystycznie, co wskazuje na brak zaleznosSci
migdzy tymi parametrami takze w przypadku roslin z indukowana hyperaku-
mulacja. Natomiast wysoka i dodatnig korelacj¢ zaobserwowano migdzy st¢ze-
niem KCl uzytym do oprysku a zawartoscia tego pierwiastka w czgsciach nad-
ziemnych, co niewatpliwie byto zwigzane z samym opryskiem sola potasowa.
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Brak wyraZznych zaleznoSci migdzy transpiracja a akumulacja oraz mig¢dzy ste-
zeniem KCI zastosowanego do oprysku a akumulacja stwierdzono w przypadku
Zn (tabela 9—12).

Omoéwione wyniki pozwalaja twierdzi¢, ze po indukcji hyperakumulacji
w gorczycy pobieranie przez korzenie i akumulacja Pb i Cd w pedach zachodza
w podobny sposéb. Nie zaobserwowano takze konkurencji migdzy tymi metala-
mi. Natomiast mechanizm pobierania i transportu pierwiastkow o funkcjach fi-
zjologicznych (K, Ca, Zn) jest inny, a w przypadku K i Ca potwierdzono od-
dziatywanie antagonistyczne.

Zaleznosci obserwowane w trakcie doswiadczen wazonowych

Kultury hydroponiczne sa uktadem modelowym, w ktérym system korzenio-
wy roslin ma staty dostep do wody, soli mineralnych, tlenu oraz nie napotyka
mechanicznych przeszkdd ograniczajacych jego wzrost. Natomiast w trakcie
uprawy roslin w substracie glebowym korzenie maja kontakt z réznymi czynni-
kami, jak zbita gleba, nieréwnomierne rozmieszczenie makro- i mikroelemen-
tow, niedobory tlenu lub inne czynniki stresowe. Ponadto obecno$¢ w glebie
bakterii 1 grzybéw, w tym grzybéw mikoryzowych, moze zwigksza¢ lub zmniej-
sza¢ pobieranie sktadnikéw mineralnych (Chen i wspdlpr., 2004a; Jur-
kiewicz i wspdlpr, 2004; Di Gregorio i wspdtpr, 2006; Gucwa-
-Przepidra i wspétpr., 2007).

Badania wykazatly, ze zbite podtoze powoduje hamowanie wzrostu korzeni,
zgrubienia Scian komodrkowych ryzodermy i endodermy (Degenhardt,
Gimmler, 2000), a takze syntezg ABA, co prowadzi do zamykania szparek
1 ograniczenia wzrostu pedéw (Roberts i wspdlpr., 2002). Niedobory wody,
tlenu, zasolenie oraz obecnos$¢ metali toksycznych (np. Cd) w glebie przyspie-
szaja powstawanie pasemek Caspary’ego i lameli suberynowej w egzo- i endo-
dermie (Schreiber i wspdlpr, 1999; Zimmermann i wspdlpr., 2000;
Enston 1 wspdtpr, 2003; Karahara i wspétpr, 2004; Enston,
Peterson, 2005). Opisane zmiany w korzeniach, zachodzace w czasie wzro-
stu w substracie glebowym, obnizaja ich przepuszczalno$¢ dla wody, jonéw
1 zwiazkéw chemicznych (Schreiber 1 wspdtpr, 1999; Enston
i wspolpr., 2003). Dlatego w przypadku badan nad fitoekstrakcja indukowana
wyniki doswiadczein w kulturach hydroponicznych powinny by¢ weryfikowane
przez eksperymenty wazonowe.

Doswiadczenia wazonowe przeprowadzono z dwoma gatunkami ro§lin —
gorczyca sarepska (Brassica juncea ‘Phyto 426°) oraz stonecznikiem (Helian-
thus annuus ‘Lech’). Drugi gatunek rosliny wtaczono do badan z dwéch powo-
doéw. Fitoremediacja jest procesem dtugotrwatym, w zwiazku z tym w czasie jej
trwania konieczne jest stosowanie ptodozmianu. Chodzito réwniez o sprawdze-
nie, czy zaobserwowane w trakcie doswiadczen hydroponicznych zaleznosci sa
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typowe tylko dla gorczycy sarepskiej, czy tez sa bardziej uniwersalne, co be-
dzie wskazowka do uogélnien uzyskanych wynikéw.

Gorczyca rosnaca w glebie zanieczyszczonej Pb i Cd reagowata zwigkszong
transpiracja w odpowiedzi na oprysk 10 M FC (tabela 14). Jednak podobnie
jak w kulturach hydroponicznych, efekt ten byt krétkotrwaty i po 48 godzinach
nie obserwowano juz istotnych réznic w transpiracji. W przeciwienstwie do ba-
dan hydroponicznych, dodanie 25 mM KCl do 10°® M FC nie skutkowato dal-
szym zwigkszaniem transpiracji. Wyniki te wskazuja, ze FC jest stymulatorem
transpiracji w przypadku gorczycy rosnacej w zanieczyszczonej metalami gle-
bie, jednak FC i KCI nie wykazuja synergistycznego dziatania, jak to obserwo-
wano w hydroponikach. Réwnoczesnie zawarto$s¢ Pb i Cd w pedach byta nie-
wielka i nie réznita si¢ istotnie, niezaleznie od wariantu (rys. 15 i 17).
W przypadku stonecznika, w odréznieniu od gorczycy, nie obserwowano zad-
nych istotnych zmian w transpiracji (tabela 15), jak réwniez w zawartosci obu
metali (rys. 16 i 18) w czgSciach nadziemnych, niezaleznie od skiadu oprysku.
Wyniki te dowodza, ze modyfikacja transpiracji, bez podania zwiazku komplek-
sujacego do gleby, nie wptywa na akumulacje Pb i Cd w pedach gorczycy
i stonecznika.

EDTA zaaplikowany do gleby nie hamowat transpiracji w gorczycy sarep-
skiej w ciagu pierwszych 5 dni, a w 6. 1 7. dniu obserwowano istotny wzrost
tego procesu w stosunku do kontroli (tabela 14). Dotychczas opublikowano tyl-
ko dwie prace przedstawiajace dynamike zmian iloSci wytranspirowanej wody
po podaniu EDTA do gleby. Epstein i wspotpr. (1999) w B. juncea, upra-
wianej w glebie zawierajacej 600 mg Pb/kg, stwierdzili brak zmian w poziomie
transpiracji w stosunku do kontroli w ciaggu 7 dni od wprowadzenia 5 mmoli
EDTA/kg gleby. Tymczasem W u i wspdtpr. (1999) obserwowali istotny wzrost
transpiracji w Zea mays, uprawianej rowniez w glebie zanieczyszczonej Pb,
poczawszy od 1. az do 7. dnia od wprowadzenia EDTA do gleby. Wyniki pre-
zentowane w niniejszej pracy pokazaly, ze takze w gorczycy sarepskiej EDTA
podany do zanieczyszczonej gleby moze powodowacé wzrost transpiracji (tabe-
la 14). Badania przeprowadzone przez Saifullaha i wspdtpr. (2010) moga
wyjasnia¢ réznice w reakcji gorczycy sarepskiej na takie same iloSci EDTA
podane do gleby (tabela 14, Epstein i wspdtpr., 1999). Autorzy ci zaobser-
wowali, w zaleznosci od rodzaju gleby, zaréwno wzrost, jak i spadek transpira-
cji w Triticum aestivum po podaniu EDTA w ilosci 8 mmoli/kg gleby. Pomiaru
intensywnosci transpiracji dokonali jednokrotnie, po 10 dniach od wprowadze-
nia EDTA, nie okreslali wiec dynamiki zmian tego procesu w czasie.

W przypadku stonecznika nie obserwowano zadnych réznic w transpiracji
po podaniu zwiazku kompleksujacego do gleby (tabela 15). Do tej pory nie ba-
dano dynamiki zmian transpiracji w stoneczniku po indukcji hyperakumulacji.
Jedynie Tassi i wspélpr. (2008) mierzyli natgzenie transpiracji w stoneczni-
ku po 7 dniach od wprowadzenia EDTA w ilosci 2 mmoli/kg gleby. Autorzy ci

109



nie stwierdzili réwniez zadnych réznic migdzy intensywnoscia tego procesu
w ro§linach kontrolnych i uprawianych w glebie z dodatkiem zwiazku chela-
tujacego.

Wprowadzenie 5 mmoli EDTA/kg gleby istotnie zwigkszato zawartos¢ Pb
i Cd w czgsciach nadziemnych gorczycy sarepskiej w stosunku do kontroli (rys.
15 i 17). Wielokrotny wzrost zawartosci Pb i/lub Cd w pedach gorczycy sarep-
skiej, po dodaniu EDTA w ilosci od 2 mmoli/kg do 10 mmoli/kg do zanieczysz-
czonej metalami gleby, podawany byl przez réznych autoréw (Epstein
i wspétpr., 1999; Walker i wspélpr., 2003; Chen i wspdlipr., 2004b; Ciu
i wspblpr., 2004; Di Gregorio i wspotpr, 2006; Nascimento
i wspétpr., 2006). W przypadku stonecznika obserwowano réwniez wyzszy po-
ziom akumulacji Pb i Cd w stosunku do kontroli po zastosowaniu 5 mmoli
EDTA/kg gleby (rys. 16 i 18). Inni autorzy takze stwierdzili istotny wzrost za-
wartosSci Pb (Meers i wspdtpr., 2005; Tassi i wspdlpr, 2008) i Cd
(Chen, Cutright, 2001) w czesciach nadziemnych stonecznika po wpro-
wadzeniu do gleby wersenianu.

Opryskanie czesci nadziemnych 10° M FC, po dodaniu EDTA do gleby, po-
wodowalo niewielki wzrost transpiracji, podczas gdy opryskanie pedow ABA
obnizalo istotnie transpiracje w ciagu pierwszych 48 godzin od traktowania ro-
Slin (tabela 14). Zabiegi te powinny odpowiednio zwigkszy¢ lub zmniejszy¢ za-
warto$¢ Pb i Cd w pedach gorczycy. Tymczasem nie obserwowano istotnych
statystycznie réznic w poziomie akumulacji obu metali w stosunku do roslin
z wariantu EDTA (rys. 15 i 17). Swiadczy to o tym, ze w odréznieniu od badan
w kulturach hydroponicznych przejSciowe zmiany w poziomie transpiracji
w pierwszych 48 godzinach od oprysku nie maja istotnego wptywu na zawar-
tos¢ Pb i Cd w pedach gorczycy uprawianej w zanieczyszczonej metalami gle-
bie. Nie potwierdzono takze synergistycznego dziatania FC i KCI na transpira-
cje, a w efekcie na akumulacje Pb i Cd (rys. 151 17).

W przypadku stonecznika nie obserwowano wyraZznych zmian w transpiracji
oraz zawartosci Cd i Pb w pedach roslin pod wptywem oprysku regulatorami
ro§linnymi lub KCI po podaniu EDTA do gleby (tabela 15, rys. 16 i 18).
Wyjatek stanowi istotny statystycznie wzrost akumulacji Pb (o 25%) w cze-
Sciach nadziemnych stonecznika opryskanego 25 mM KCl w stosunku do roslin
z wariantu EDTA (rys. 16). Nalezy podkreslié, ze rosliny z tych wariantéw nie
r6znily si¢ zaréwno zmianami poziomu transpiracji w ciaggu 7 dni eksperymentu
(tabela 15), jak i catkowita iloscia wytranspirowanej wody (rys. 14). Stymu-
lujacy wptyw oprysku KCI na zawartos¢ Pb i Cd w pedach, niezalezny od tran-
spiracji, stwierdzono takze w badaniach hydroponicznych z gorczyca sarepska,
o czym $wiadczyty dodatnie i wysokie wspotczynniki korelacji migdzy tymi pa-
rametrami (tabela 11 1 12).

Zaprezentowane tu rezultaty, dotyczace zaréwno gorczycy sarepskiej, jak
i stonecznika, wskazuja na niewielkie znaczenie transpiracji w akumulacji Pb
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i Cd w ro$linach uprawianych w substracie glebowym. Réwniez inni autorzy
uzyskali wyniki sugerujace brak bezposredniej zaleznosci migdzy tymi proce-
sami. Epstein i wspolpr. (1999), po wprowadzeniu wersenianu w ilosci
5 mmoli/kg do gleby zanieczyszczonej Pb, nie wykazali zmian w transpiracji
w stosunku do kontroli, podczas gdy po podaniu 10 mmoli EDTA/kg gleby za-
obserwowali 20% hamowanie juz po 24 godzinach i niemal 80% hamowanie
transpiracji po 7 dniach. Tymczasem zawartos¢ Pb w pedach roslin rosnacych
w glebie z 5 mmoli EDTA wyniosta 435 mg/kg s.m., natomiast w pedach ro-
$lin rosnacych w glebie z 10 mmoli EDTA wyniosta 1 930 mg/kg, mimo silne-
go hamowania transpiracji przez wyzsza dawke zwiazku kompleksujacego.
Z kolei T assiiwspolpr. (2008) oznaczali zalezno$¢ migdzy nat¢zeniem tran-
spiracji a akumulacja Pb i Zn w pedach stonecznika (H. annuus ‘Paola’) po
opryskaniu czgsci nadziemnych mieszaninami r6znych fitohormonéw (Cytokin
1 Phytagro) i podaniu EDTA do podtoza. Obserwowali oni istotny wzrost inten-
sywnoS$ci transpiracji po zastosowaniu Cytokinu i Phytagro wraz z EDTA
w stosunku do rodlin, ktére poddano tylko dziataniu EDTA. Jednak tej inten-
sywniejszej transpiracji nie towarzyszyt wzrost zawartosci Pb w pedach. Bada-
nia przeprowadzone przez T assi i wspotpr. (2008) nie wykazaty wigc bez-
posredniej zalezno$ci miedzy transpiracja a zawartoScia Pb w czeSciach
nadziemnych stonecznika. Wyniki te zatem potwierdzaja niewielki wptyw nate-
Zenia transpiracji na poziom akumulacji Pb w czgsciach nadziemnych roslin
uprawianych w zanieczyszczonej glebie z dodatkiem EDTA. Wydaje si¢ takze
bardzo prawdopodobne, ze obserwowany przez innych autoréw wzrost zawar-
tosci Pb w pedach, pod wplywem traktowania roslin IAA, NAA, kinetyng lub
GA; (L6pez iwspétpr., 2005; Lépez i wspdlpr.,, 2007b; Israr, Sahi,
2008; Lo pez i wspdlpr.,, 2009; Hadi i wspdlpr., 2010), nie zalezatl od tran-
spiracji, ale zwiazany byt ze stymulacja wzrostu, pobierania jonéw 2-wartoscio-
wych lub zwigkszeniem przewodnictwa korzeni i endodermy pod wplywem fi-
tohormondéw.

W niniejszej pracy, dla wzmocnienia indukcyjnego dzialania EDTA, stoso-
wano oprysk glifosatem. Glifosat (N-(fosfonometyl)glicyna) jest herbicydem,
ktéry podany w formie oprysku pedéw pobierany jest przez komorki, transpor-
towany do floemu, a stad floemem zaréwno do wyzej potozonych czesci pedu,
jak réwniez do kiaczy i korzeni (Sprankle i wspdtpr., 1975; Fernan-
dez, Bayer, 1977; Schultz, Burnside, 1980; Coupland, 1983;
Reddy, 2000). W korzeniach wywotuje negatywne zmiany w metabolizmie,
prowadzace do zmniejszonego pobierania wody, w efekcie czego dochodzi do
hamowania transpiracji i wzrostu rosliny (Fuchs i wspdtpr., 2002). Postawio-
no wigc hipoteze, ze po opryskaniu roslin glifosat (Glif) bedzie transportowany
do korzeni, gdzie dziatajac na komoérki endodermy, zwigkszy indukcyjne
dziatanie zwiazku chelatujacego i jego komplekséw z metalami. W zwiazku
z tym, ze Glif hamuje transpiracjg, co wykazato wielu badaczy (Shaner,
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1978; Brecke, Duke, 1980; Jachetta i wspdlpr., 1986; Muioz-
-Rueda i wspélpr.,, 1986; Fuchs i wspétpr., 2002) oraz pilotazowe do-
Swiadczenia autora pracy (por. rozdz. 3.1.3.3), w roslinach z tego wariantu nie
mierzono transpiracji.

Traktowanie czgsci nadziemnych glifosatem, po wprowadzeniu 5 mmoli
EDTA/kg gleby, skutkowato znacznym wzrostem zawartosci Pb i Cd w pedach
obu gatunkéw roslin w stosunku do roslin z wariantu EDTA (rys. 15—18). Wy-
niki te dowodza, ze glifosat silnie zwigksza indukujace witasciwosci zwiazku
chelatujacego i jego kompleksow z metalami. Nalezy podkresli¢, ze w roslinach
z wariantu EDTA zawarto$s¢ Pb w przypadku stonecznika wynosita 81 mg/kg
s.m., a dla gorczycy — 155 mg/kg s.m., wskazujac na duze réznice migdzy ba-
danymi gatunkami w akumulacji olowiu. Tymczasem zawartos¢ Pb w pedach
gorczycy sarepskiej i stonecznika traktowanych Glif byta prawie jednakowa
1 wynosita odpowiednio 373 mg/kg s.m. i 358 mg/kg s.m. (rys. 15 1 16). Takie
same zaleznosci stwierdzono w przypadku Cd (rys. 17 i 18). Oprysk glifosatem
wywotatl podobny efekt akumulacji niezaleznie od gatunku rosliny. Biorac pod
uwage silne hamowanie transpiracji przez Glif, przedstawione rezultaty wska-
zuja na niewielki wpltyw tego procesu na akumulacje Pb i Cd w czgsciach nad-
ziemnych gorczycy i stonecznika.

Dotychczas opublikowano niewiele prac dotyczacych dziatania Glif na aku-
mulacje metali w fitoekstrakcji indukowanej, a otrzymane rezultaty nie sa jed-
noznaczne. Kayser 1 wspdtpr. (1999a, cyt. za: Schmidt, 2003) oraz
Mathis i Kayser (2001, cyt. za: Schmidt, 2003) stwierdzili znaczny
wzrost akumulacji Pb lub Cu w pedach gorczycy sarepskiej po wprowadzeniu
EDTA do gleby i opryskaniu roslin glifosatem. Z kolei Maxted i wspotpr.
(2001, cyt. za: Schmidt, 2003) oraz Wilde i wspdlpr. (2005) nie obser-
wowali zwigkszonej zawartosci Cd lub Pb po zastosowaniu EDTA i glifosatu
w poréwnaniu z wariantami, w ktérych podano wytacznie EDTA. Prezentowane
w niniejszej pracy wyniki pokazuja, ze oprysk glifosatem istotnie zwigksza in-
dukcyjne witasciwosci EDTA zar6wno w przypadku gorczycy sarepskiej, jak
i slonecznika.

Obserwowany w trakcie doSwiadczen wazonowych wysoki poziom akumu-
lacji Pb i Cd w pedach moze by¢ zwiazany z pobieraniem metali przez komorki
i transportem symplastycznym lub ograniczeniem tylko do transportu i akumu-
lacji w apoplascie. W literaturze jednak brak danych na temat wptywu Glif
badZ EDTA na pobieranie Pb lub Cd przez komorki roslinne. W zwiazku z tym
przeprowadzono doswiadczenia na poziomie tkankowym z segmentami kole-
optyli kukurydzy. Segmenty koleoptyli sa uktadem modelowym w badaniach fi-
zjologicznych. Ze wzgledu na bardzo prosta budowe anatomiczna umozliwiaja
tatwe rozdzielenie pobranych przez tkanke metali na zakumulowane w apopla-
Scie lub symplascie. Doswiadczenia na segmentach prowadzono tylko z Pb.
Przeprowadzone eksperymenty pozwolity stwierdzi¢, ze kompleks PbEDTA,
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w odréznieniu od nieorganicznych form Pb, nie jest w ogdle pobierany przez
komoérki segmentéw (tabela 16). Réwnoczesnie EDTA i jego kompleksy
z metalami zwigkszaja w niewielkim stopniu przepuszczalno$¢ bton, o czym
Swiadczy spadek zawartosci K w symplascie komoérek segmentéw koleoptyli.
Sugeruje to, Ze PBEDTA jest transportowany w poprzek korzenia droga apopla-
styczna, az do ksylemu witacznie. Tak wiec kompleks ten musi mie¢ zdolnosé
przemieszczania si¢ przez Sciany komoérkowe i pasemka Caspary’ego endoder-
my. Ze wzgledu na wzrost przepuszczalnosci bton, w wyniku dziatania kwasu
wersenowego 1 jego komplekséw z metalami, mozliwy jest réwniez transport
PbEDTA przez endoderme droga symplastyczna.

Glifosat silnie hamuje pobieranie Pb przez komoérki segmentéw, jak réwniez
ogranicza akumulacj¢ tego metalu w apoplascie (tabela 16). Réwnoczesnie Glif
drastycznie zwigksza przepuszczalno$¢ bton, czego efektem byt spadek zawar-
toSci K w symplascie segmentéw o 93% w stosunku do kontroli. Sugeruje to,
7e obserwowany wzrost zawartosci Pb w pedach w trakcie doswiadczeih wazo-
nowych nie byl zwiazany ze stymulacja pobierania tego metalu przez komorki.
Natomiast silny wzrost przepuszczalnosci blon pod wpltywem Glif wyjasnia
zwigkszenie indukcyjnego dziatania EDTA. Mozna postawi¢ hipotezg, ze w wy-
niku dziatania Glif na komérki endodermy mozliwy jest transport komplekséw
PbEDTA zaréwno droga apoplastyczna, jak i symplastyczna. Prawdopodobnie
podobny efekt zwigkszenia przewodnictwa korzenia i endodermy uzyskali inni
autorzy, poddajac korzenie dziataniu silnych czynnikéw stresowych. Luo
i wsp6tpr. (2006b) traktowali system korzeniowy Brassica juncea mieszaning
metanolu i trichlorometanu lub 0,1 M HCI przed podaniem EDTA i uzyskiwali
znaczny wzrost akumulacji Pb w pedach. Z kolei Luo 1 wspétpr. (2006d,
2007) oraz Chen i wsp6tpr. (2007), dziatajac na korzenie zwiazkami chelatu-
jacymi o wysokiej temperaturze (90—95°C), réwniez obserwowali znaczny
wzrost zawartosci Pb i Cd w pedach réznych gatunkéw roslin. Zastosowanie
tych czynnikéw w warunkach polowych, w poréwnaniu z glifosatem, wydaje
si¢ jednak mato prawdopodobne.

Procesy zachodzace w trakcie indukcji hyperakumulacji w roslinach

Podsumowujac przedstawione wczesniej dane dotyczace badaii wazono-
wych, mozna zalozy¢, ze w fitoekstrakcji indukowanej najwazniejszym czynni-
kiem decydujacym o poziomie akumulacji Pb i Cd w pedach nie jest intensyw-
no$¢ transpiracji, ale stopieri indukcji hyperakumulacji w roslinach. Bardzo
wysoki stopieni indukcji obserwowano w niniejszej pracy po podaniu EDTA do
gleby 1 opryskaniu ro§lin glifosatem. W efekcie stwierdzono wysoka zawarto$¢
Pb i Cd w pedach zaréwno gorczycy sarepskiej, jak i stonecznika, mimo silne-
go hamowania transpiracji przez Glif. Nalezy podkresli¢, ze w roslinach z wa-
riantu EDTA + Glif nie obserwowano réznic migdzy poziomem akumulacji Pb
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1 Cd w obu gatunkach. Wszystko wskazuje na to, ze wysoki poziom indukcji
byt efektem dziatania z jednej strony EDTA i jego komplekséw z metalami,
a z drugiej — glifosatu na przewodnictwo endodermy. Wyniki doswiadczen
z segmentami koleoptyli udowodnity silny wzrost przepuszczalnosci bton pod
wplywem glifosatu. W zwiazku z tym zaktada sig¢, ze Glif pobrany przez ko-
moérki pedéw transportowany jest do korzeni, gdzie zwigksza przepuszczalnos§é
bton komoérek endodermy, potegujac dziatanie zwiazku chelatujacego i jego
komplekséw z metalami. W przypadku wysokiego poziomu indukcji natezenie
transpiracji ma niewielki wptyw na pobieranie i transport w poprzek korzenia
PbEDTA lub CdEDTA, ktére pokonuja endoderme¢ zaréwno droga apopla-
styczna, jak i symplastyczna. Oczywiscie, nie neguje to znaczenia pradu tran-
spiracyjnego w transporcie tych komplekséw w samym ksylemie. Wszystko
wskazuje na to, ze wystarczy wtedy minimalny prad transpiracyjny, aby uzy-
ska¢ wysoki poziom akumulacji Pb i Cd w pedach. W takich warunkach za-
warto$¢ Pb i/lub Cd w pedach bedzie co najmniej réwna lub znacznie wigksza
niz w korzeniach, a traktowanie czeSci nadziemnych zwiazkami modyfi-
kujacymi transpiracje nie bedzie w sposob istotny wplywato na zawartos$é
metali.

Niskiemu poziomowi indukcji bedzie réwniez towarzyszyl wzrost zawartosci
Pb i/lub Cd w czeSciach nadziemnych, jednak akumulacja obu metali w korze-
niach bedzie o wiele wyzsza w poréwnaniu z ich akumulacja w pedach. Trans-
port komplekséw PbEDTA i CAdEDTA przez endoderm¢ bedzie si¢ odbywat
prawie wytacznie apoplastem, chociaz nie mozna wykluczy¢ niewielkiej roli
transportu symplastycznego. W takich warunkach natgzenie transpiracji moze
odgrywac bardzo duza role w transporcie chelatow do walca osiowego. Mozli-
we jest takze modyfikowanie transportu PbEDTA i CAEDTA do ksylemu, mig-
dzy innymi w efekcie traktowania roslin fitohormonami. W przypadku braku
indukcji akumulacja Pb i/lub Cd w pedach po podaniu zwiazku komplek-
sujacego moze by¢ mniejsza niz w jego braku. Taki efekt dla Cd obserwowali
niektérzy autorzy (Greger, Lindberg, 1986; Wdéjcik, Tuken-
dorf, 1999; Sun i wspétpr., 2005). Nalezy podkreslié, ze wystepuja duze
réznice w podatnosci poszczegdlnych gatunkéw, a nawet kultywaréw na induk-
cje¢ hyperakumulacji. W przypadku gorczycy sarepskiej ‘Phyto 426’ obserwo-
wano wysoka indukcje hyperakumulacji po wprowadzeniu do pozywki 0,5 mM
Pb i 0,75 mM EDTA, natomiast Piechalak i wspétpr. (2003) stwierdzili
niski poziom indukcji w Pisum sativum po podaniu 1,0 mM Pb i EDTA. Z kolei
Xu i wspdlpr. (2007) obserwowali nizsza akumulacje Pb w pedach Sorghum
bicolor, uprawianego w pozywce z 1,0 mM Pb i EDTA, w poréwnaniu
z pozywka z nieorganiczng forma Pb.

Ostatecznie mozna zaproponowac nast¢pujacy przebieg proceséw zacho-
dzacych w trakcie indukcji hyperakumulacji Pb i Cd w roslinach pod wptywem
EDTA (rys. 20):
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Akumulacja Pb w lisciach
i todygach w postaci
PbEDTA, PbCO,
i roznych kompleksow
z kwasami organicznymi
(brak danych dla Cd)

Zatadunek ksylemu
oraz transport
PbEDTA i CdEDTA
do czesci nadziemnych

Transport kompleksow
przez endoderme,
zaréwno drogg apoplastyczna,
jak i symplastyczna,
w réznym stopniu
zalezny od transpiracji

Pobieranie komplekséw
PbEDTA,
CdEDTA lub EDTA
przez korzenie

Wprowadzenie EDTA
lub innych zwigzkéw
chelatujgcych do gleby —
zwigkszenie biodostepnosci
PbiCd

Indukcja hyperakumulacji
w wyniku dziatania EDTA
i komplekséw EDTA-metal
oraz zastosowania
dodatkowych czynnikéw
indukujgcych hyperakumulacje,
np. glifosatu
lub wysokiej temperatury
(EDTA o temperaturze 95°C)

Rys. 20. Procesy zachodzace w trakcie indukcji hyperakumulacji metali w roslinach (Etap III
Z 1ys. 2)

1.

Do gleby, w celu zwigkszenia biodostgpnosci metali, przede wszystkim Pb,

wprowadza si¢ zwiazek chelatujacy (EDTA). Powstate kompleksy PbEDTA
1 CdEDTA, jako latwo rozpuszczalne, przemieszczaja si¢ w kierunku korze-

ni na zasadzie dyfuzji i/lub przeptywu masowego.

8%
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2. Kompleksy sa pobierane przez korzenie, gdzie razem z EDTA indukuja hy-
perakumulacje. Poziom indukcji zalezy od stgzenia zwiazku chelatujacego
i jego komplekséw z metalami w korzeniu. Dodatkowymi czynnikami zwig-
kszajacymi indukcj¢ moze by¢ traktowanie czeSci nadziemnych glifosatem
lub dziatanie na korzenie wysoka temperatura (EDTA o temperaturze
90—95°C).

3. Niski poziom indukcji zwiazany jest z matym wzrostem przepuszczalnosci
komérek endodermy, w zwiazku z czym PbEDTA i CdEDTA przenikaja
przez S$rédskérnie prawie wytacznie droga apoplastyczng. Transport ten
moze by¢ w duzym stopniu zalezny od nat¢zenia transpiracji i modyfikowa-
ny przez regulatory roslinne. Wysoki poziom indukcji zwiazany jest ze
znacznym wzrostem przepuszczalnosci blon komérek endodermy, wéwczas
transport PbEDTA i CdEDTA zachodzi zaréwno droga apoplastyczna, jak
i symplastyczna. W tym przypadku intensywno$¢ transpiracji ma niewielki
wptyw na transport komplekséw do ksylemu.

4. Po zatadunku ksylemu, ktéry zachodzi droga apoplastyczna, kompleksy
PbEDTA i CdEDTA transportowane sa naczyniami do pedéw wraz
z pradem transpiracyjnym. Przy wysokim poziomie indukcji wystarczajace
jest minimalne natgzenie transpiracji, aby zapewni¢ wysokie zawartos$ci me-
tali w czgsciach nadziemnych.

5. W gérnych partiach todygi i lisciach kompleksy PbEDTA i CdEDTA opusz-
czaja wiazki przewodzace 1 gromadza si¢ w przestworach i Scianach komor-
kowych. Znaczna czg$¢ Pb pozostaje w liSciach jako PbEDTA, czes¢ jednak
ulega roztozeniu, w efekcie tworzy sie PbCO; lub potaczenia Pb z kwasami
organicznymi. Aktualnie brak jest takich danych dla Cd.

5.2. Problemy zwigzane ze stosowaniem fitoekstrakcji
w warunkach polowych

5.2.1. Mozliwos¢ tugowania metali w glebie
przez nadmiar zwigzkow chelatujacych

Aby uzyskaé wysoki poziom indukcji, bardzo czgsto konieczne jest wprowa-
dzenie do gleby EDTA w ilo$ci 5—10 mmoli/kg gleby. W krétkim czasie wzra-
sta wtedy w roztworze glebowym st¢zenie komplekséw EDTA z metalami. Ist-
nieje wowczas duze prawdopodobiefistwo, ze korzenie roslin nie potrafia pobraé
catej puli skompleksowanych metali z gleby. W zwiazku z tym pojawia si¢ pro-
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blem tugowania metali i ich transportu do wéd podziemnych, wéd powierzch-
niowych lub do sasiednich ekosysteméw. Takie zjawisko wymywania Cd, Cu,
Pb i Zn po zastosowaniu zwiazkéw kompleksujacych zaobserwowalo wielu
autorow (Gré¢man i wspdlpr., 2001; Romkens i wspétpr., 2002; Kos,
LesStan, 2003; Wenzel i wspétpr., 2003).

Gr¢man i wspétpr. (2001), prowadzac badania lizymetryczne, obserwo-
wali wysoka akumulacje Pb i Cd w pedach Brassica rapa po wprowadzeniu 10
mmoli EDTA/kg gleby. Réwnoczesnie stwierdzili pojawienie si¢ w odciekach
duzych ilosci Pb i Cd. Powstawanie odciekéw zawierajacych Pb i Cd po doda-
niu 5 mmoli EDTA/kg gleby obserwowali takze Chen i wspéipr. (2004b).
Niebezpieczeristwo tugowania metali w wyniku dzialania EDTA jest przede
wszystkim zwiazane z duza rozpuszczalnoscia i staba adsorpcja na czastkach
glebowych komplekséw EDTA z Pb, Cd lub Zn (W u i wspdtpr., 2003), jak
réwniez z powolnym rozktadem tego zwiazku chelatujacego przez mikroorgani-
zmy (Satroutdinov iwspétpr., 2000; Bucheli-Witschel, Egli,
2001). Powstawanie odciekéw zawierajacych duze ilosci metali obserwowano
takze po zastosowaniu innych niz EDTA zwiazkéw chelatujacych, na przyktad
EDGA (Romkens i wspétpr., 2002).

W ciagu ostatnich lat prowadzono wiele doswiadczeft majacych na celu roz-
wiazanie tego problemu. Jednym ze sposobodw moze by¢ zastosowanie innych
zwiazkéw chelatujacych (tabela 1), o znacznie krétszym czasie biodegrada-
cji, jak na przyktad EDDS czy NTA (Gréman i wspdlpr, 2003; Kos,
LesStan, 2003; Evangelou i wspdtpr, 2007; Quartacci
i wspotpr, 2007; Karczewska i wspotpr., 2008). Mozliwe jest takze
zmniejszenie wymywania metali dzigki podawaniu EDTA do gleby w kilku
mniejszych dawkach (Lasat, 2002; Lai, Chen, 2007; LeStan
i wsp6tpr., 2008). Innym sposobem moze si¢ okaza¢ réwnoczesne stosowanie
dwoch lub wigcej czynnikéw indukujacych. Na przyktad Luo i wspdtpr.
(2006a) uzyskali wyzsze zawartosci Pb i Cd w pedach Zea mays po lacznym
wprowadzeniu do gleby EDTA i EDDS, co umozliwito zastosowanie mniej-
szych ilosci zwiazkéw kompleksujacych. Bardzo podobne rezultaty z Brassica
juncea otrzymali Cui 1 wspdlpr. (2004), podajac tacznie EDTA i siarke ele-
mentarng, oraz Di Gregorio i wspdlpr. (2006), wprowadzajac EDTA, Tri-
ton X-100 (detergent) i bakterie Sinorhizobium sp. Takze zastosowanie regula-
torow roslinnych (L 6pez i wspdlpr., 2005, 2007b; Israr, Sahi, 2008;
Hadi i wspélpr., 2010), czynnikéw stresowych (Luo i wspdtpr., 2006b,
2006d i 2007) czy tez omawianego w niniejszej monografii glifosatu moze
pozwoli¢ na podawanie do gleby mniejszych ilosci zwiazkéw chelatujacych.
Problem wymywania metali moze by¢ réwniez rozwigzany w wyniku prze-
wiezienia zanieczyszczonej gleby do wczesniej przygotowanych stanowisk, za-
bezpieczonych przed powstawaniem odciekéw, jak proponuja McGrath
i wspdtpr. (2002).
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Z zaprezentowanego przegladu literatury wynika, ze mozliwe jest zmniej-
szenie iloSci EDTA lub innych zwiazkéw chelatujacych, wprowadzanych do gle-
by w celu indukcji roslin, a tym samym ograniczenie mozliwosci lugowania
metali. Mimo to problem ten nie jest jeszcze w petni rozwigzany, co ogranicza
stosowanie fitoekstrakcji indukowanej na duza skalg¢ oraz wymaga dalszych
badan.

5.2.2. Zagospodarowanie zanieczyszczonego plonu
po procesie fitoekstrakcji

Waznym problemem, ktéry przez dlugi czas byt nierozwiazany, jest zago-
spodarowanie zanieczyszczonej metalami biomasy roslinnej uzyskanej po pro-
cesie fitoekstrakcji. Chociaz wielu autoréw sugerowato rézne metody pozbywa-
nia si¢ zanieczyszczonego plonu (np. Kumar i wspétpr, 1995; Salt
1 wspolpr., 1995a; Alkorta i wspdtpr., 2004), to w rzeczywistosci bardzo
dlugo zadna z nich nie byta zweryfikowana do§wiadczalnie.

Pierwsze krytyczne poréwnanie proponowanych metod oraz oszacowanie
ich rzeczywistej przydatnosci do utylizacji biomasy roS$linnej, zawierajacej
przede wszystkim Pb, Cd i1 Zn, przeprowadzili Sas-Nowosielska
i wspolpr. (2004). Wyrdznili oni metody etapu wstgpnego, polegajacego tylko
na ograniczeniu objgtosci biomasy, oraz metody ostatecznego pozbycia si¢ za-
nieczyszczonego plonu. Do metod wstgpnego zmniejszenia objgtosci toksycz-
nego plonu zaliczyli: kompostowanie (ang. composting), rozktad termiczny,
czyli pirolize (ang. pyrolysis) oraz sprasowanie biomasy (ang. compaction).
Sposréd tych trzech metod kompostowanie zostalo ocenione jako najmniej
praktyczne, ze wzgledu na mozliwos¢ powstawania odciekdw zawierajacych
wysokie stgzenia metali, jak réwniez czas trwania samego kompostowania
(2—3 miesiace). Pozostaty po tym procesie materiat roslinny (,,kompost”) mu-
siatby by¢ traktowany jako toksyczny i sktadowany na wysypiskach odpadéw
niebezpiecznych, co podnositoby koszty. Takze sprasowanie daje w efekcie za-
nieczyszczone metalami odcieki i sprasowana biomaseg, ktére podobnie jak
w przypadku kompostowania, nalezatloby odpowiednio zagospodarowaé. Spo-
sréd metod wstepnych za najskuteczniejsza w zmniejszaniu ilosci biomasy
1 bezpieczna dla Srodowiska uznano piroliz¢. Pozytywna cecha tego procesu
jest bardzo znaczna redukcja biomasy, jak réwniez powstawanie gazu piroli-
tycznego, ktory bytby produktem uzytecznym i obnizajacym koszty calego
procesu. Mankamentem pirolizy sa niewatpliwie wysokie koszty zakupu
i uzytkowania niezbednej aparatury (Sas-Nowosielska i wspdtpr,
2004 i cytowana tam literatura).
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Ostatecznymi sposobami pozbycia si¢ zanieczyszczonego plonu sa nastg-
pujace metody: spalenie biomasy w hucie cynku i olowiu lub w spalarni od-
padéw niebezpiecznych (ang. incineration), spopielenie, czyli spalenie w celu
uzyskania bogatego w metale popiotu (ang. ashing), ekstrakcja biomasy z zasto-
sowaniem ekstrahentéw (np. EDTA), bezposrednie sktadowanie na wysypiskach
odpadéw niebezpiecznych. Sposréd wymienionych sposobdéw ostatecznej likwi-
dacji plonu po fitoekstrakcji spalenie biomasy w hucie cynku i otowiu, po
dofaczeniu jej do wsadu, uznano za najbardziej efektywne i1 przyjazne dla Srodo-
wiska. W ten sposéb mozna zmniejszy¢ o ponad 90% ilos¢ suchej biomasy, a po-
nadto odzyskaé czes¢ metali z tkanek roslinnych w trakcie procesu wytopu. Za
najprostsze, a zarazem kosztowne i najmniej korzystne dla Srodowiska uznano
sktadowanie biomasy na sktadowiskach odpadéw niebezpiecznych. W tym przy-
padku ilos¢ suchej masy roslinnej w krétkim czasie nie ulega zmniejszeniu, cho-
ciaz niewatpliwie zachodzi stopniowy rozktad materialu roslinnego na wysypi-
sku (Sas-Nowosielska i wsp6tpr., 2004). Opinie na temat sktadowania
sa jednak podzielone; niektérzy autorzy uznaja ten sposéb za najbardziej efek-
tywny i niestanowiacy zagrozenia dla srodowiska (Chaney i wspdlpr., 2007).
Pozostate dwa sposoby, czyli spopielenie oraz ekstrakcja, zostaty ocenione jako
bardzo obiecujace metody pozbywania si¢ zanieczyszczonej biomasy, chociaz sa
dopiero na etapie préb laboratoryjnych. W przypadku ekstrakcji brak metod od-
zyskiwania metali oraz czystych ekstrahentéw w celu ponownego ich uzycia zde-
cydowat o uznaniu tej metody za nienadajaca si¢ do zastosowania w skali makro
(Sas-Nowosielska i wspétpr., 2004).

Pierwsze badania, ktérych efektem nie byty jedynie przypuszczenia, ale rze-
czywiste sprawdzenie skutecznosci metod pozbywania sig¢ zanieczyszczonego
metalami materiatu roslinnego, opublikowali Keller i wspotpr. (2005a). Au-
torzy ci uzyli w badaniach biomasy Thlaspi caerulescens i Salix viminalis, po-
chodzacej z polowego eksperymentu fitoekstrakcji i zawierajacej w przypadku
T. caerulescens wysokie stezenia Zn i Cd. Poréwnano efekt spalania materiatu
roslinnego w warunkach tlenowych i beztlenowych, co miato odpowiada¢ spala-
niu w spalarni odpadéw niebezpiecznych lub pirolizie. Wyniki doswiadczenia
potwierdzity mozliwos¢ zastosowania obu metod, jednak znacznie lepsze rezul-
taty uzyskano w przypadku pirolizy. Autorzy stwierdzili, ze piroliza zanieczysz-
czonej biomasy umozliwia zaréwno otrzymanie pozostatosci zawierajacej niskie
stezenia Cd i Zn, jak i odzyskanie odparowanych w trakcie procesu metali,
z ktérych Zn moze by¢ uzyty do otrzymania koncentratu (wzbogaconej rudy),
a pozostalo$¢ pozbawiona nadmiaru Cd mogtlaby stuzy¢ jako nawéz (Keller
i wsp6tpr., 2005a). Podobne zjawisko znacznego obnizenia ilosci biomasy oraz
odparowania pierwiastka w trakcie pirolizy zaobserwowano przypadku mate-
riatu roslinnego zawierajacego wysokie stgzenia As (>1000 mg/kg) (Yan
i wsp6tpr., 2008). Tak wigc pirolize nalezy traktowac jako metode ostatecznego
pozbycia si¢ zanieczyszczonego plonu po procesie fitoekstrakcji, a nie jako me-
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tode wstepnej redukcji objetosci biomasy, jak to zaproponowali Nowosiel-
sk a i wsp6tpr. (2004). Obecnie réwniez ekstrakcje metali z materiatu roslinne-
go nalezy zaliczy¢ do metod ostatecznej utylizacji. Nowsze badania wykazaty
bowiem, ze mozliwy jest prosty sposéb rozbicia komplekséw EDTA z Cd, Cu,
Ni, Pb lub Zn, uzyskanych po ekstrakcji zanieczyszczonej gleby, oraz doprowa-
dzenie do wytracenia i odzyskania metali z roztworu. Pozostaly w roztworze
czysty zwiazek chelatujacy mozna ponownie uzy¢ do ekstrakcji (Di Palma
1 wspdtpr., 2005; Lim i wspdlpr., 2005; Zeng i wspotpr., 2005; Finz-
gar, LeStan, 2008). Schemat przedstawiajacy nowy podziat metod zago-
spodarowania zanieczyszczonego plonu zamieszczono na rys. 21.

Zanieczyszczony plon

! !

Metody wstepnej utylizaciji Metody ostatecznej utylizacji
zanieczyszczonego plonu ’ zanieczyszczonego plonu
Kompostowanie e Ekstrakcja biomasy
Sprasowanie Spalanie w hucie
—» lub w spalarniach odpadéw
niebezpiecznych
— Piroliza
Sktadowanie
. na sktadowiskach
odpaddéw niebezpiecznych
L Spopielanie

Rys. 21. Metody zagospodarowania zanieczyszczonego plonu po procesie fitoekstrakcji metali

Zaprezentowane powyzej dane pokazuja wyraZnie, ze jest coraz wigcej do-
stepnych, skutecznych i bezpiecznych dla Srodowiska metod utylizacji zanie-
czyszczonego plonu po procesie fitoekstrakcji, zatem dalszy rozwéj metod fito-
ekstrakcji jest jak najbardziej uzasadniony.
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6. Wnioski

1. Fuzikokcyna (10° M) i KCI (25—100 mM), stosowane razem w formie
oprysku pedéw gorczycy sarepskiej, istotnie zwigkszyly transpiracje roslin
uprawianych hydroponicznie zaréwno w pozywce podstawowej, jak i zawie-
rajacej EDTA oraz otéw i kadm. Chociaz catkowita ilo§¢ wytranspirowanej
wody byta w obu wariantach do§wiadczenia znaczaco wigksza niz w kontro-
li, to dynamika tego wzrostu w czasie trwania eksperymentu byta rézna,
w zaleznosci od sktadu hydroponiki stosowanej do uprawy roslin.

2. W przypadku gorczycy sarepskiej, uprawianej hydroponicznie na pozywce
zawierajacej EDTA, Pb i Cd oraz traktowanej w formie oprysku czesci nad-
ziemnych 10° M FC wraz z KClI, obserwuje si¢ dodatnia korelacje miedzy
transpiracja a zawartoscig otowiu i kadmu w pedach. Wyrazna zaleznos¢
miedzy translokacja Pb i Cd a ich akumulacja w pedach obserwowano
w ciagu pierwszych 20—35 godzin od czasu opryskania roslin. W proce-
sach tych widoczne jest synergistyczne dziatanie fuzikokcyny i KCI. Wyste-
puje réwniez wysoka, dodatnia korelacja migdzy stezeniem KCIl uzytego
do oprysku a zawartoscia Pb i Cd w pedach gorczycy, niezalezna od trans-
piracji.

3. Po wprowadzeniu EDTA do pozywki zawartos¢ pierwiastkéw o funkcjach fi-
zjologicznych (K, Ca, Zn) w pedach gorczycy nie wskazuje na indukcje ich
akumulacji przez ten czynnik chelatujacy. Zawartos¢ tych metali w pgdach
roslin opryskiwanych fuzikokcyna nie potwierdza réwniez znacznej roli tran-
spiracji w ich pobieraniu i translokacji do czesci nadziemnych.

4. W przypadku gorczycy i stonecznika, uprawianych w zanieczyszczonej me-
talami glebie z dodatkiem EDTA, nie stwierdzono korelacji migdzy transpi-
racja a zawartoscia Pb i Cd w pedach. Nie obserwowano takze synergistycz-
nego wptywu fuzikokcyny i KCI na akumulacje Pb i Cd w czegsciach
nadziemnych, co potwierdzono w pedach gorczycy z upraw hydroponicz-
nych. Z doswiadczen w kulturach wazonowych wynika, ze w fitoekstrakcji
indukowanej w tym uktadzie do§wiadczalnym poziom akumulacji Pb i Cd
reguluje indukcja hyperakumulacji, a nie transpiracja.
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5. Z poréwnania badan indukowanej fitoekstrakcji Pb i Cd z zastosowaniem
czynnikéw modyfikujacych transpiracj¢ wynikaja rozbieznosci rezultatéw
uzyskanych w réznych uktadach doswiadczalnych (hydroponiki lub kultury
wazonowe na stalym podlozu). Dlatego odniesieniem do zastosowania opisa-
nych doswiadczen w warunkach polowych powinny by¢ raczej laboratoryjne
eksperymenty z zastosowaniem kultur wazonowych.

6. Opryskanie pedéw gorczycy i slonecznika glifosatem oraz wprowadzenie
EDTA do zanieczyszczonej Pb, Cd i Zn gleby skutkowalo znacznym wzro-
stem zawartosci Pb i Cd w pedach, a poziom akumulacji metali byt podobny
w obu badanych gatunkach roslin.

7. Glifosat znaczaco zwigksza przepuszczalnos¢ bton i wzmaga indukcyjne
dziatanie EDTA. Efektywno$¢ tego procesu wplywa na pobieranie i trans-
port radialny w korzeniu komplekséw PbEDTA i CdEDTA przez endoderme
droga apoplastyczna i symplastyczna. Proces transpiracji ma w tym transpor-
cie niewielka role.

8. Niewielka indukcja hyperakumulacji oraz zwiazana z nia niska przepuszczal-
no$¢ bton decyduja o transporcie komplekséw PbEDTA i CdEDTA, giéwnie
droga apoplastyczna. Transport ten zalezy od transpiracji i moze by¢ mody-
fikowany przez czynniki wptywajace na transpiracje.
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The effect of modification of transpiration process
on the efficacy of induced phytoextraction of lead
and cadmium in selected plant species

Summary

The aim of this paper was to determine the relationship between transpiration and
the effectiveness of induced phytoextraction of Pb and Cd in Indian mustard (Brassica
juncea) and sunflower (Helianthus annuus) plants.

Fusicoccin (FC) at the concentration of 10°® M and KCI (25—100 mM), which
were sprayed on the shoots of Indian mustard, increased considerably transpiration in
plants grown in hydroponic culture, both in basal medium and basal medium supple-
mented with EDTA, Pb and Cd. Although the total amount of transpired water was sig-
nificantly greater in the treated plants when compared with control, the dynamics of
transpiration varied during the experiment and depended on the composition of hydro-
ponic solution.

In Indian mustard plants grown in the basal medium supplemented with EDTA, Pb
and Cd and sprayed with FC and KCI on the above ground parts of plants a positive
correlation between transpiration and the content of lead and cadmium in the shoots
was observed. A significant positive relationship between the translocation of Pb and
Cd and their accumulation in shoots was found 20—35 hours after spraying. In the pro-
cesses of translocation and accumulation the synergistic effect of FC and KCI was obse-
rved. The investigation also showed a high positive correlation between the concentra-
tion of the KCI sprayed on the above ground parts and the content of Pb and Cd in the
shoots of Indian mustard, which does not depend on transpiration.

In Indian mustard and sunflower plants grown in metal contaminated soil supple-
mented with EDTA no correlation between transpiration and the content of Pb and Cd
in the shoots was found. The synergistic effect of FC and KCl on accumulation of Pb
and Cd in the above ground parts was also not observed. Pot experiments showed that
in induced phytoextraction the content of Pb and Cd is regulated by the level of induc-
tion of hyperaccumulation in plants and not by transpiration.

Investigations on induced phytoextraction of Pb and Cd showed that when the tran-
spiration is modified discrepancies between the results obtained in experiments in hy-
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droponic cultures and pot experiments can be found. For this reason pot experiments
should be the main point of reference in planning field experiments.

The spraying of Indian mustard and sunflower plants with glyphopsate and the ap-
plication of EDTA to the Pb, Cd and Zn contaminated soil resulted in a marked incre-
ase in the Pb and Cd content in the shoots and the level of metal accumulation was si-
milar in both investigated plant species. Moreover, it was found that glyphosate
significantly increased the membrane permeability and the inductive effect of EDTA.
Simultaneous application of EDTA and glyphosate resulted in apoplastic and symplastic
transport of PbDEDTA and CdEDTA through the endodermis. Transpiration plays a ne-
gligible role in this transport. The low membrane permeability caused by the low level
of induction of metal hyperaccumulation is mainly connected with apoplastic transport
of PbEDTA and CAdEDTA. This transport depends on transpiration and can be modified
by factors that have an effect on transpiration rate.
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Die Modifikation des Transpirationsprozesses
und die Effizienz von der induzierten Phytoextraktion der Blei
und des Kadmiums bei ausgewahiten Pflanzenarten

Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war, die Wechselbeziehungen zwischen der Transpiration und
der Effizienz von der induzierten Phytoextraktion von Blei (Pb) und Kadmium (Cd)
beim Braunen Senf und bei der Sonnenblume zu bestimmen.

Fusicoccin (FC) in der Konzentration von 10 M und Kaliumchlorid (KCI)
(25—100 mM), die gleichzeitig zur Bespritzung der Triebe des Braunen Senfs ange-
wandt wurden, haben sowohl im Grundnihrboden, wie auch in dem EDTA, Blei und
Kadmium enthaltenen Néhrboden die Transpiration der hydroponisch angebauten Pflan-
zen wesentlich erhoht. Obwohl die Gesamtmenge des transpirierten Wassers bei behan-
delten Pflanzen wesentlich groBer als bei Kontrollpflanzen war, war die Dynamik des
Anstiegs wihrend des Experimentes unterschiedlich, je nach der Zusammensetzung von
der beim Pflanzenanbau angewandten Hydroponik.

Beim Braunen Senf, der auf dem Nihrboden mit EDTA, Blei und Kadmium hydro-
ponisch angebaut wird und dessen oberirdische Teile mit 10-®* M FC mit KCI bespritzt
werden, beobachtete man eine positive Korrelation zwischen der Transpiration und dem
Gehalt des Bleis und des Kadmiums in den Trieben. Eine deutliche positive Korrelation
zwischen der Translokation von Pb und Cd und deren Akkumulation in den Trieben
wurde innerhalb von den ersten 20—35 Stunden nach der Pflanzenbespritzung beobach-
tet. In den Prozessen wurde synergistische Wirkung von Fusicoccin und Kaliumchlorid
festgestellt. Man stellte auch hohe, positive und von der Transpiration unabhiingige Kor-
relation zwischen der Konzentration von dem zur Bespritzung gebrauchten Kaliumchlo-
rid und dem Gehalt des Bleis und des Kadmiums in den Trieben des Braunen Senfs
fest.

Bei Senf und Sonnenblume, welche in dem mit Metallen verunreinigten Boden mit
dem Zusatz von EDTA angebaut wurden, wurde keine Korrelation zwischen der Trans-
piration und dem Gehalt von Pb und Cd in den Trieben festgestellt. Es wurde auch ke-
ine synergistische Einwirkung von Fusicoccin und Kaliumchlorid auf die Akkumulation
von Pb und Cd in oberirdischen Teilen beobachtet. Aus den Erfahrungen in Blumen-

155



topfkulturen geht hervor, dass bei der in dem Versuchssystem induzierter Phytoextrak-
tion das Akkumulationsniveau von Pb und Cd nicht von der Transpiration, sondern von
der Induktion der Hyperakkumulation abhéngt.

Die Forschungen iiber die induzierte Phytoextraktion von Pb und Cd haben gezeigt,
dass es bei der Anwendung von den transpirationsmodifizierenden Faktoren eine gewis-
se Diskrepanz gab zwischen den in hydroponischen Kulturen und den in Blumen-
topfkulturen gewonnenen Ergebnissen. Der Bezugspunkt fiir die Anwendung der be-
schriebenen Experimente in Feldbedingungen sollten also eher die mit der Anwendung
von Blumentopfkulturen durchgefiihrten Laborexperimente sein.

Die Bespritzung der Senf- und Sonnenblumentriebe mit Glyphosat und die Einfiih-
rung von EDTA in den mit Blei, Kadmium und Zink verunreinigten Boden hatten zur
Folge, dass sich der Gehalt von Pb und Cd in den Trieben erheblich vergroferte, und
das Akkumulationsniveau von Metallen war bei beiden erforschten Pflanzenarten
dhnlich. Auflerdem wurde Folgendes festgestellt: der Glyphosat verursacht hohere
Permeabilitdt von den Hauten und verstirkt die induktive Wirkung von EDTA. Die
gleichzeitige Applikation von EDTA und Glyphosat hat vermutlich zur Folge, dass die
Komplexe PbEDTA und CdEDTA in der Wurzel iiber die Endodermis radial durch
Apoplaste und Symplaste transportiert werden. Der Transpirationsprozess spielt dabei
nur geringe Rolle. Schon eine kleine Induktion der Hyperakkumulation und die damit
verbundene niedrige Permeabilitit von Hauten, entscheiden iiber den Transport von den
Komplexen PbEDTA und CdEDTA, vorwiegend durch die Apoplasten. Der Transport
hingt von der Transpiration ab und kann durch die transpirationsbegiinstigenden Fakto-
ren modifiziert werden.
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