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Abstract

The aim of the study was investogated the effect of selected types of soot on Arabidopsis thaliana in vitro culture. In
experiments different type the soot were used: (1) formed in the presence of a commercial fuel additive containing significant
quantities of sodium chloride and copper(ll) sulfate(VI) (2) prepared by adding of the newly developed additive without NaCl
and with triiron tetraoxide instead of copper and (3) prepared without additive. The soot were added to the culture media (to
the root) or applied on the leaves. The parameters such as root length, fresh weight, photosynthetic efficiency (Fv / Fm), the
concentration of photosynthetic pigments, index of tolerance (IT) were analyzed. The fresh weights of the investigated plants
were comparable or slightly lower than the fresh weights of control plants. The values of the photosynthetic efficiency were
comparable to the control when the soot were added to culture medium (to the root) or slightly lower when were applied on
the leaves. However, content of photosynthetic pigments were higher than in control plants. The highest indexes of tolerance
(even above 100%) were observed for plants growing on media containing the soot formed in the presence of additive with
iron.
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Streszczenie

Korzystny czy szkodliwy wptyw sadzy na ro$liny — badania modelowe

Celem pracy byto zbadanie wptywu wybranych rodzajow sadzy na Arabidopsis thaliana ~ w hodowlach in vitro. Stosowano
sadze powstata: (1) w obecnosci komercyjnego dodatku paliwowego zawierajacego chlorek sodu i siarczan(VI) miedzi(ll), (2)
dodatku nowoopracowanego zawierajgcego tetratlenek trizelaza i (3) bez dodatku. Sadze dodawano do pozywek
hodowlanych (dokorzeniowo) lub nanoszono na blaszki lisciowe (dolistnie) i analizowano parametry takie jak: dtugos$é
korzenia, $wieza masa, wydajno$¢ kwantowa fotosyntezy (Fv/Fm), stezenie barwnikdw fotosyntetycznych, indeks tolerancji
(IT). Swieza masa roélin byla poréwnywalna lub nieco nizsza niz roslin kontrolnych. Wartoéci wydajnoéci kwantowej
fotosyntezy bylty poréwnywalne z kontrolg gdy sadza byta podawana dokorzeniowo lub nieco nizsze, gdy stosowano jg
dolistnie. Zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych byta wyzsza niz w rodlinach kontrolnych. Najwyzszy indeks tolerancji
(nawet powyzej 100%) charakteryzowat rosliny rosnace na podtozach z dodatkiem sadzy powstatej w obecno$ci katalizatora
zawierajacego zelazo.

Stowa kluczowe: dodatki paliwowe, sadza, indeks tolerancji, Fv/Fm, A. thaliana

1. Wstep

Powszechne spalanie paliw kopalnych, procz oczywistej korzysci, jaka jest pozyskanie energii, niesie za soba
roOwniez powazne zagrozenia. Mowa tutaj o emisji do atmosfery substancji takich jak tlenki azotu, tlenki wegla,
ditlenek siarki, czy pyly [1]. Wérdd zanieczyszczen pylowych szczegodlng uwage nalezy poswigci¢ sadzy.

Sadza stanowi produkt uboczny procesu niecatkowitego spalania paliw. W sklad sadzy wchodza zwiazki
organiczne (m. in. wielopierScieniowe weglowodory aromatyczne, fenole, parafiny, dioksyny), oraz
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nieorganiczne (m. in. amorficzna posta¢ wegla, fulereny, metale i ich zwiazki) [2]. Nalezy podkresli¢, iz sktad
sadzy zalezny jest od rodzaju spalanego paliwa (a wigc od jego sktadu chemicznego), jak réwniez od warunkéw,
w ktorych proces jest prowadzony (temperatura, dostep powietrza i katalizatory) [2]. Wsréd gtownych zrodet
emisji sadzy do $rodowiska wyrdznia si¢ emitory wykorzystujace spalanie wegla (kottownie, cieptownie),
transport samochodowy (uzytkowanie samochodow z silnikiem Diesla), a takze wypalanie terenéw zielonych.

Ze wzgledu na swoj sklad (zwlaszcza metale cigzkie i zwigzki organiczne) oraz niewielkie rozmiary czastek,
sadza stanowi zagrozenie zaré6wno dla $rodowiska, jak i samego zdrowia i zycia cztowieka. Mata gestos¢
nasypowa sadzy pozwala jej na utrzymywanie si¢ w atmosferze przez dlugi czas [3], skad moze w wyniku
depozycji przedostawaé si¢ do wod i gleby zmieniajac ich jako$¢ i sktad. Badania dowodza réwniez, ze sadza
wplywa istotnie na zmiany klimatyczne — to wiasnie depozycji sadzy na lodowcach i pokrywach $nieznych
przypisuje si¢ wzrost szybkosci ich topnienia (sadza zmniejsza ich albedo jednoczesnie absorbujac
promieniowanie sloneczne) [4].

Badania wskazuja, iz jako sktadnik pytow PM10 i PM2,5, sadza moze negatywnie oddziatywa¢ na cztowieka
wywolujac schorzenia drég oddechowych [5,6], a nawet zmiany mutagenne i kancerogenne [3]. Ze wzgledu na
postepujace zanieczyszczenie powietrza na obszarach zamieszkalych przez cztowieka, badania wptywu sadzy na
zdrowie cztowieka przewazaja nad badaniami wplywu tego czynnika na pozostate elementy Srodowiska.
Niewiele jest rowniez prac naukowych traktujacych o wplywie sadzy na mikroorganizmy czy wzrost i rozwdj
roslin.

Omowione ponizej dane przedstawiaja sadze jako produkt uboczny szczegodlnie niepozadany. W celu
ograniczenia produkcji sadzy (a wiec utatwieniu catkowitego spalania paliw) stosuje si¢ dodatki paliwowe zwane
katalizatorami. Obecnie na rynku dostepne sa katalizatory, ktorych sktad oparty jest o azotany sodu i potasu,
chlorek sodu czy sole miedzi [7]. Badania wykazaty, iz zawarte w katalizatorach zwigzki miedzi moga
przyczyni¢ si¢ do powstawania toksycznych ksenobiotykéw, natomiast chlorek sodu moze by¢ zrédlem chloru i
chlorowodoru [7]. Dowodzi to, ze katalizator ogranicza produkcje sadzy, w dalszym ciggu bedac
nieekologicznym i mogacym mie¢ niepozadany wptyw na rosliny, zwierzeta i ludzi.

Przedstawione w niniejszej pracy badania dotycza poréwnania wplywu sadzy uzyskanej poprzez spalenie
okreslonej ilosci wegla z nowoopracowanym dodatkiem paliwowym zawierajagcym tetratlenek trizelaza jako
sktadnik aktywny katalitycznie, sadzy powstatej w obecnosci powszechnie stosowanego i dostgpnego w handlu
dodatku paliwowego bogatego w chlorek sodu i siarczan(VI) miedzi(Il) oraz sadzy niemodyfikowanej powstatej
przez spalanie takiej samej ilo$ci wegla bez dodatku katalizatorow, na morfologie (dugos$¢ korzenia) i swieza
mase roslin w hodowlach in vitro. Opierajac si¢ na uzyskanych wynikach przeprowadzonych eksperymentow
obliczono indeksy tolerancji (IT) ro$lin na sktadniki sadzy. Dodatkowo zbadano wptyw sadz modyfikowanych i
niemodyfikowanych na wybrane parametry fizjologiczne roslin zwigzane z najwazniejszym procesem roslinnym,
tj. fotosynteza. Badano wptyw sadzy na wydajnos¢ kwantowa fotosyntezy (Fv/Fm) i obecno§¢ barwnikow
niezbg¢dnych do przebiegu tego procesu czyli chlorofilu a (Chl a), chlorofilu b (Chl b) i karotenoidéow (kar).

Doswiadczenia przeprowadzono na Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity) WT Columbia, roslinie
jednorocznej z rodziny kapustowatych (Brassicaceae) [8] jednej z najczgsciej wybieranych jako obiekt badan
zwiazanych z biochemia, genetyka i fizjologia roslin [9]. Pewne cechy, takie jak zsekwencjonowany genom
[9,10], tatwos¢ utrzymania czystych linii [11], znane mapy genetyczne wszystkich pigciu par chromosomow [10]
pozwolily na nadanie jej statusu rosliny modelowej, co obok tatwej i niewymagajacej hodowli, a takze krotkiego
(6 tygodni) cyklu rozwojowego [10], zdecydowalo o wybraniu rzodkiewnika na materiat roslinny do niniejszych
badan.

2. Materialy i metody

2.1. Materiat badawczy

W doswiadczeniach wykorzystano trzy rodzaje sadzy, ktdre powstalty w wyniku spalenia 10 kg wegla
kamiennego pochodzacego z KWK Piast w Bieruniu o warto$ci opatowej 22,4 Ml/kg sortu orzech z dodatkiem
roznych katalizatoréw: sadza oznaczana jako sadza z Fe powstata w obecno$ci nowoopracowanego dodatku
paliwowego do paliw stalych, ktérego cecha charakterystyczng jest brak chlorku sodu, a katalizator w postaci soli
miedzi, typowy w wielu komercyjnych dodatkach paliwowych zostal zastapiony tetratlenkiem trizelaza (50%
wag.); sadza oznaczona jako sadza z Cu powstata poprzez spalanie wegla w obecno$ci powszechnie stosowanego
dodatku, w ktérego sktad wchodzi gtéwnie CuSO,4-5H,0 (38-42% wag.) i NaCl (40-44% wag.); sadza oznaczona
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jako NM czyli niemodyfikowana powstala poprzez spalanie wegla bez dodatkow paliwowych. Sadze
uzyskiwano poprzez spalanie wegla w tym samym kotle, aby zapewni¢ poroéwnywalne warunki spalania.
Pomiedzy eksperymentami kociol czyszczono i przepalano minimum 5 razy w celu zminimalizowania
prawdopodobienstwa wptywu pozostatosci innego dodatku paliwowego.

2.2. Hodowla ro$lin.

Tekst A. thaliana Columbia wildtype 0 (nasiona uzyskane w Zaktadzie Fizjologii i Biochemii Roslin z nasion
pochodzgcych z Arabidopsis Biological Resiurce Center (Ohio State University, USA) hodowano na pozywce
Gamborg B5 (sole mineralne i witaminy; Duchefa Biochemie) zestalonej 1,2% agarem. Standardowa pozywka
stanowita probe kontrola. Pozywke z sadza przygotowywano identycznie jak pozywke kontrolng dodajac przed
sterylizacja odpowiednig nawazke homogennej sadzy (sadzy z Fe, sadzy z Cu lub sadzy NM), ktora stanowita 2,5
lub 5% v/v objetosci pozywki (0,15 lub 0,3 g na 40ml pozywki). Po sterylizacji w autoklawie pozywki wylewano
na szalki Petriego (do pelna) i po zestaleniu potowe wycinano (w poprzek szalki) lub pozostawiano w stoikach.
Na tak otrzymang powierzchni¢ nanoszono wysterylizowane nasiona A. thaliana [12]. A. thaliana hodowano
rowniez na szalkach Petriego w sposob typowy (pozywka wylana do wysokosci ok. 1 cm). Nasiona kietkowano
przez 2 tygodnie na szlakach a potem pasazowano na pozywke w stoikach hodowlanych i hodowano przez 6
tygodni. Sterylizacje nasion przeprowadzano poprzez inkubacj¢ nasion w 70% v/v etanolu (1 min) a nastgpnie w
10 % v/v podchlorynie sodu (7 min). Po koncowym odmyciu czynnikoéw sterylizujacych poprzez przemywanie i
usuwanie sterylnej destylowanej wody, nasiona przenoszono na podioza (zmodyfikowana metoda Maysubayashi i
Sakagami 1996). Rosliny hodowano w termostatowanych pomieszczeniach hodowlanych w 20°C, stosujac
fotoperiod 14 godzin $wiatta 10 godzin ciemnosci. Natezenie Swiatta w pomieszczeniu wynosito ok 60 pmol
fotonéw ms™. Eksperyment powtorzono cztery razy.

A. thaliana hodowano roéwniez na korkach torfowych do hodowli ro§lin. Rosliny hodowano w komorze
hodowlanej w temperaturze ok 20°C, wilgotnosci wzglednej 60% i fotoperiodzie 14:10 $wiatlo : ciemnos¢ jak w
przypadku hodowli na podtozu agarowym. Hodowle prowadzono przez 6 tygodni. Po pierwszych 4 tygodniach
rosliny podzielono na grupg kontrolng i 3 grupy przeznaczone do podania odpowiedniej sadzy (dolistnie).
Rosliny wyznaczone do prob z sadza posypano kazda 60 mg odpowiedniej sadzy (sadzy z Fe, sadza z Cu i sadza
NM). W czasie 2 tygodniowego drugiego etapu eksperymentu podioze (korki torfowe) utrzymywano w
odpowiednim dla A. thaliana stopniu nawodnienia. Eksperyment powtorzono dwa razy.

2.3. Wyznaczanie indeksow tolerancji.

Wyznaczano indeks tolerancji na podstawie dlugosci korzenia (dla siewek do 14 dnia wzrostu) i na podstawie
$wiezej masy roslin starszych (od drugiego do 6smego tygodnia hodowli).

W celu umozliwienia swobodnego wzrostu korzenia rosliny hodowano na pozywce agarowej w pozycji
pionowe;j. Pomiaru dtugosci korzenia dokonywano w czwartym, siodmym, dziewigtym i trzynastym dniu hodowli
ro$lin. Rosliny wyjmowano z podtoza, oczyszczano z agaru i dokonywano pomiaru ich dlugosci pod lupg (Prolab
Q02-3590) z doktadnoscig do 0,5 mm. Réwnolegle przygotowywano dokumentacje fotograficzng. Indeks
tolerancji obliczano dla dwodch réznych stezen stosowanych sadz dla kazdego dnia, w ktorym dokonywano
pomiaréw, wedlug wzoru [12, 13, 14]:

dlugosc korzenia rosliny ne podlozu z sedzax 1000

ITA=

(2.3.1)

dbugeié korzenia rosliny ne podlozu kontrelnym

Indeks tolerancji dla ro$lin starszych obliczano na podstawie $wiezych mas roslin hodowanych w specjalnych
stoikach hodowlanych w identycznych warunkach jak rosliny w doswiadczeniach, w ktérych dokonywano
pomiaru korzenia. Cze$ci nadziemne roslin oczyszczone z agaru wazono z doktadnoscig do 0,5 mg. Indeks
tolerancji obliczano ze wzoru [15]:

smrosliny na podlozu = sadza x 100%

ITE = (2.3.2)

smroiliny ne podlezu kentrolnym

2.4. Pomiar maksymalnej wydajnosci kwantowej fotosyntezy.

Do pomiar6w maksymalnej wydajnosci kwantowej fotosystemu II stosowano fluorymetr PAM-210 (Walz,
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Niemcy). Do pomiaréw pobierano cate rosliny (hodowle na podtozu zestalonym agarem), lub losowo pobrane
liscie (doswiadczenie z roslinami hodowanymi na korkach torfowych, jezeli sadza byta podawana dolistnie sadzg
splukiwano a 1i$¢ delikatnie osuszano), zaciemniano przez 15 min, a nastepnie liScie umieszczano w pojedynczej
warstwie na powierzchni $wiattowodu miernika. Pomiary wykonywano w trzech powtérzeniach wedlug
standardowych procedur przyrzadu [12, 16].

2.5. Oznaczanie stezenie chlorofili i karotenoidow

Pomiarow zawartosci barwnikow fotosyntetycznych w lisciach A. thaliana dokonywano bezposrednio po
pomiarach wydajnosci kwantowej fotosystemu II i pomiarach §wiezej masy. Losowo wybrane liscie wazono i
ucierano w obecnosci cieklego azotu w probowkach Eppendorfa. Utarta tkanke zadawano 80% v/v
wychtodzonym acetonem i wirowano. W uzyskanym ekstrakcie mierzono absorbancj¢ przy nastgpujacych
dhugosciach fal: 662 nm (Aggz), 645 NM (Agss) |1 470 nm (A47o) wzgledem 80% V/v acetonu jako proby $lepej na
spektrofotometrze JascoV-650. Stezenie barwnikow obliczano wedlug metody Lichtenthalera [17].

CChl a— 11,75 X Aeez — 2,35 X A645 [,ug/ml] ( 251)
Cecnip= 18,61 X Agas — 3,96 X Ags2 [,ug/ml] ( 252)
Cear = (1000 X Agro — 2,27 X Cana — 81,4 X Coni)/227 [ug/ml] (253)

2.6. Opracowanie statystyczne wynikow

Do opracowania statystycznego wynikow wykorzystano program Statistica, w ktérym wykonano analize
ANOVA (test Scheffego).

3. Wyniki i dyskusja

Do jednych z gtownych zanieczyszczen $rodowiska a szczegolnie atmosfery i gleby naleza zanieczyszczenia
powstate wskutek dziatania przemyshu energetycznego i indywidualnego ogrzewania mieszkan i wody. Jednym z
produktow ubocznych spalania paliw stalych jest sadza, ktéra moze by¢ przyczyng powaznych zmian
chemicznych i biologicznych w atmosferze i w srodowisku glebowym [18]. W skutek depozycji sadzy do gleby
dostaja si¢ duze ilosci metali ciezkich (dla przebadanej przyktadowej sadzy 790 mg/kg sadzy) i zwigzkoéw
organicznych. Sktad chemiczny powstajacej sadzy jest zroznicowany jakosciowo i ilosciowo i zalezy od sktadu
chemicznego paliwa, warunkéw termodynamicznych procesu spalania, rodzaju paleniska i moze by¢
modyfikowany przez dodatki paliwowe [7, 19]. Producenci dodatkéw paliwowych staraja si¢ tak dobraé
odpowiednie zwiazki, by w jak najwickszym stopniu obnizy¢ toksyczne dziatanie sadzy na $rodowisko i
ponownie wykorzysta¢ powstaty odpad [20].

Przeprowadzone eksperymenty mialy na celu zbadanie wplywu wybranych sadz powstalych w obecnosci
dodatkéw paliwowych: nowoopracowanego wzbogaconego w zelazo (sadza Fe), powszechnie stosowanego,
ktory zawiera NaCl i sole miedzi (sadza Cu) i sadzy niemodyfikowanej (sadza NM) na wybrane parametry
zwiazane ze wzrostem i rozwojem roslin i parametry okreslajace tolerancj¢ ro$lin na zlozony sktad sadz.

Przez dwa tygodnie obserwowano zmiany dtugosci korzenia w hodowlach pionowych i stwierdzono, ze korzenie
A. thaliana rosnacych na podtozu agarowym w obecnosci sadzy z Fe, sadzy z Cu i NM o stezeniu 2,5% v/v byly
dhuzsze od korzeni roslin rosnacych z dodatkiem sadz o st¢zeniu 5% v/v. Na podstawie zmierzonych dtugosci
obliczono indeks tolerancji (ITa) (Rys. 3.1). Stwierdzono, ze indeksy obliczone dla kolejnych dni hodowli z
2,5% v/v sadzy nie zmieniajg si¢, natomiast w obecnosci 5% v/v maja nieznaczng tendencj¢ spadkowa wraz z
dhugoscia ekspozycji. Otrzymane wartosci indeksow sa obdarzone stosunkowo wysokimi odchyleniami
standardowymi wynikajacymi z malych rozmiarow siewek i duzymi réznicami pomigdzy siewkami (Rys. 3.2).
ITA dla wyzszych stezen sadz jest nizszy i przyjmuje rozne wartosci w zaleznosci od podawanej dokorzeniowo
sadzy. Najwyzsze wartosci IT A otrzymano dla siewek rosnacych na podtozu z sadza z Fe i wahaly si¢ one od
105% do 70%, a najnizsze dla sadzy z Cu od 95% do 55% w zaleznosci od stgzenia sadzy i czasu ekspozycji
(Rys. 3.1).

Poréwnano réwniez masy czgéci nadziemnych roélin i ich indeksy tolerancji ITg W 2-, 4- i 8-tygodniu hodowli
(hodowle na podtozu agarowym, sadza podawana dokorzeniowo) (Rys. 3.3). Zaobserwowano, ze rosliny
hodowane na podtozu z sadza z Fe osiagaly poroéwnywalne z kontrolg (pozywka bez sadzy) lub wyzsze masy
cze¢$ci nadziemnej, charakteryzowaly sig zwartym pokrojem i najwigkszymi blaszkami lisciowymi (Rys. 3.4).
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Rysunek. 3.1 Poréwnanie warto$ci 1T, A. thaliana na obecno$¢ sadzy z Fe (sadza powstata w obecno$ci
dodatku paliwowego z zelazem, sadzy z Cu (sadza powstala w obecnoéci dodatku paliwowego z NaCl i miedzg) i
sadzy NM (niemodyfikowanej, powstatej bez dodatkoéw paliwowych) o stezeniu 2,5% v/v (lewa strona wykresu) i
5% v/v (prawa strona wykresu) w pozywce. Indeks policzono dla roslin 4-, 7-, 10- i 13-dniowych. p<0,05 rdéznice
statystycznie istotne pomigedzy wynikami oznaczonymi na wykresie jako ab, cd, de, fg, hi w poszczegolnych
grupach (test Scheffego).

Rysunek. 3.2 A. thaliana w 10-dniu hodowli, po usunigciu podioza zestalonego agarem w obecnoséci sadzy (od
lewej): NM, sadzy z Cu, sadzy z Fe i z hodowli w warunkach kontrolnych. Biate prostokaty stanowia skal¢ o
dhugosci 1cm. Szczegoly patrz rysunek 3.1.

Nie zaobserwowano rowniez znacznych rdéznic pomi¢dzy osobnikami o tym samym wieku rosnagcymi na
podtozach z roéznymi stezeniami sadzy Fe (Rys. 3.5). Oznaczone 1Ty podobnie jak ITa osiagaly najwyzsze
wartosci dla roslin hodowanych w obecnosci sadzy z Fe i przyjmowaty wartoéci od nawet 118% w 4-tygodniu w
obecnosci 5% v/v do 90% w 8-tygodniu hodowli. Nizsze warto$ci indeksu stwierdzono dla roslin rosnacych w
obecnosci sadzy NM, a najnizsze, nawet o 60%, w obecnosci sadzy z Cu (4-tydzien 2,5% v/v) w stosunku do ITg
w obecnosci sadzy z Fe.
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Rysunek. 3.3 Pordéwnanie warto$ci ITg A. thaliana na obecno$¢ sadzy z Fe (sadza powstata w obecno$ci
dodatku paliwowego z zelazem, sadzy z Cu (sadza powstala w obecnos$ci dodatku paliwowego z NaCl i miedzig)
i sadzy NM (niemodyfikowanej, powstalej bez dodatkow paliwowych) o stezeniu 2,5% v/v (lewa strona wykresu)
i 5% v/v (prawa strona wykresu) w pozywce. Indeks policzono dla roélin 2, 4 i 8 tygodniowych. . p<0,05 r6znice
statystycznie istotne pomiedzy wynikami oznaczonymi na wykresie jako ab, ac, de, ef, df, gh, hi, jk, jl, mn, no,
mo, pr, ps w poszczegdlnych grupach (test Scheffego).

Réznice w wartosciach indeksow tolerancji IT 5 szczegolnie wyrazne dla 1Tg sugeruja, ze sktad chemiczny sadz
stosowanych do do$wiadczen rozni si¢ i wptywa na czeS$ci podziemne i nadziemne roslin. Kazda pozywka
zawierata podstawowe i powszechnie stosowane do prawidtowego wzrostu i rozwoju roslin stezenia makro-,
mikroelementow 1 witamin. Suplementowanie pozywek sadzami, ktore powstaly w obecnos$ci réznych dodatkow
paliwowych wptyneto na powstanie réznic w dtugosci korzenia (organ majacy jako pierwszy kontakt z podawang
dokorzeniowo sadzg) i masg czeSci nadziemnej badanych roslin. Sadze na pewno zawieraty rézne stezenia metali
cigzkich, ktore w rozny sposoéb moga wptywaé na rosliny [21] a dodatkowo roznily si¢ zawarto$cig miedzi z
powodu wysokich stezen tego pierwiastka w dodatku paliwowym w sadzy z Cu. Miedz jest nie tylko metalem
cigzkim, ale rowniez mikroelementem niezbednym do prawidlowego wzrostu i rozwoju roslin. Niedobor tego
pierwiastka moze wywotywac tak zwane objawy niedoboru, a mate dawki mogg stymulowac kietkowanie nasion,
wzrost korzeni, pedow i lisci jak réwniez przyrost biomasy, podczas gdy wyzsze dawki mogg hamowac szybkos¢
wzrostu czesci nadziemnych i korzeni, powodowa¢ zmniejszenie biomasy roslin a nawet $mier¢ siewek [12, 22,
23]. Zmiany wywotlane zbyt wysokim stg¢zeniem miedzi w pozywkach z sadza z Cu zaobserwowano u ro$lin w
prezentowanych eksperymentach. Réwnoczesna obecno$¢ innych metali cigzkich moze réwniez modulowaé
wywolywane zmiany przez inne sktadniki sadz w pozywce np. znoszenie dzialania kadmu jako inhibitora przez
obecno$¢ cynku [24].
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Rysunek. 3.4 A. thaliana w 4 tygodniu hodowli, na podtozu zestalonym agarem w obecnosci (od lewej) 5% v/v
sadzy NM, sadzy z Cu, sadzy z Fe i z hodowli w warunkach kontrolnych. Szczegéty patrz rysunek 3.3.

20

10

Rysunek. 3.5 A. thaliana w 4-tygodniu hodowli, na podtozu zestalonym agarem w obecnos$ci sadzy z Fe (od
lewej) 5, 2,51 1,25% v/v i hodowli w warunkach kontrolnych. Szczegdéty patrz rysunek 3.3.

Poniewaz fotosynteza jest najwazniejszym procesem w fizjologii roslin, czutym na dziatanie wielu metali
ciezkich na réznych etapach jej jasnej fazy jest ona czesto stosowana w celu ustalenia stanu fizjologicznego
rosliny [16, 21]. W niniejszej pracy dokonano pomiaréw wydajnosci kwantowej fotosyntezy i stgzen barwnikow
fotosyntetycznych, roslin 8-tygodniowych, ktére rosly w warunkach kontrolnych i na pozywce agarowej
suplementowanej sadzami (sadza podawana dokorzeniowo, Rys. 3.6) i na roslinach 6-tygodniowych, ktére rosty
na korkach torfowych przez pierwsze 4 tygodnie bez ekspozycji na sadz¢ a potem zostaly dolistnie potraktowane
sadzg (sadza podana dolistnie) i po 2 tygodniach ekspozycji ponownie przebadane (Rys. 3.7). W pierwszym
eksperymencie wyniki pomiaréw wykazaty nieznaczne rdznice w warto$ciach F,/F,, niezaleznie od rodzaju
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sadzy. Dla ro§lin z warunkéow kontrolnych warto$¢ §rednia wynosita 0,694 a dla roslin eksponowanych na
dziatanie sadzy od 0,717 (sadza z Fe) do 0,724 (sadza NM). Nie zaobserwowano réwniez wyraznych réznic w
zabarwieniu lisci pomiedzy roslinami kontrolnymi a ro$linami rosngcymi na podlozach z sadza mimo, ze
najczesciej wywoltywanymi przez metale cigzkie objawami sa chlorozy, nekrozy, przebarwienia antocyjanami
roslinnych stwierdzono, ze st¢zenia zaréwno Chl a, Chl b i1 karotenoidéw sg wyzsze w ros$linach rosnacych na
pozywkach z sadza z Fe i sadza NM (niezaleznie od stezenia sadzy) niz w ros$linach kontrolnych. Natomiast
stezenia barwnikéw w ro$linach rosnacych z sadza z Cu nie r6znity si¢ od kontroli. Préba analizy otrzymanych
wynikéw 1 skorelowania ich z podwyzszonym stezeniem miedzi przy réwnoczesnej obecnosci innych sktadnikow
sadzy, w tym metali cigzkich w podtozu nie jest jednoznaczna. Podwyzszone st¢zenia Cu moga powodowaé
zardwno obnizenie jak i podwyzszenie zawartosci chlorofili co moze by¢ powiazane z synteza chlorofilu i
zmianami transportowanego zelaza niezbednego do tej syntezy, jak réznic w progu toksyczno$ci badanego
pierwiastka szczegodlnie gdy inne sktadowe pozywki obecne w réznych stezeniach rowniez moga modulowaé
zawartos¢ barwnikow [25, 26, 27]. Podwyzszone stezenie karotenoidow mozna natomiast wigzaé z
niespecyficzng reakcja na stres oksydacyjny wywotany obecnos$cia metali cigzkich [28, 29, 30].
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Rysunek. 3.6 Maksymalna wydajno$¢ kwantowa fotosyntezy (F,/F.) i stezenia Chl a, Chl b i calkowite
karotenoidéw A.thaliana w 8 tygodniu hodowli na podtozu zestalonym agarem w obecno$ci sadzy z Fe, sadzy z
Cu, sadzy NM i w warunkach kontrolnych. Szczegoty patrz rysunek 3.3. Analiza wariancji (test Scheffego) nie
wykazata istotnych statystycznie r6znic pomiedzy probami.
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Rysunek. 3.7 Maksymalna wydajno$¢ kwantowa fotosystezy (F,/Fy,) A. thaliana w 4-tygodniu hodowli (przed
podaniem dolistnym sadzy) i dwa tygodnie po traktowaniu sadza z Fe, sadzg Cu, sadza NM i w warunkach
kontrolnych, nadal bez sadzy (6 tydzien hodowli) hodowanych na korkach torfowych. Szczegodly patrz Materiaty
i Metody (2.2, 2.4). p<0,05 roznice statystycznie istotne pomiedzy wynikami oznaczonymi na wykresie jako ab w
grupie (test Scheffego).

W drugim do$wiadczeniu poroéwnano wydajno$¢ kwantowg fotosyntezy roslin przed podaniem dolistnym sadz i
tych samych ro$lin po dwutygodniowej obecno$ci sadzy na lisciach roélin. Stwierdzono, ze parametr F,/F, w
probie kontrolnej przed i po eksperymencie nie zmienit si¢ natomiast dla roslin, ktérym podano dolistnie sadze
warto$ci Fu/F,, obnizyly sie o 4,1, 3,5 i 4,3% (odpowiednio dla sadzy z Fe, sadzy z Cu i NM) w stosunku do
warto$ci przed podaniem sadzy. Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage, ze wartosci F /F,, dla ro$lin rosngcych w
warunkach jatowych na pozywkach z agarem byly nizsze niz dla roslin rosnacych na korkach torfowych (Rys.
3.6, 3.7). Zaobserwowane rdznice pomi¢dzy roslinami, ktore miaty podawane sadze dokorzeniowo a roslinami,
ktorym podano sadze, wprawdzie na krotszy okres, ale dolistnie mogg by¢ zwigzane ze sposobem pobierania
sktadnikow przez korzenie i blaszki liSciowe a takze z wystgpowaniem lub brakiem barier, ktore ograniczaja
dostep niekorzystnym zwigzkom do waznych metabolicznie komorek i tkanek [23]. Analizujac wptyw skladu
sadzy ze szczegdlnym uwzglednieniem réznic w stezeniu Cu, zwigzanym z obecnos$cig tego pierwiastka w
dodatku paliwowym, na parametr F,/F, nalezy podkresli¢, ze dane literaturowe podaja przyktady, w ktorych
miedz w stezeniu do 50 uM nie wptywata na wydajno$¢ kwantowg fotosyntezy. Wyrazne obnizenie warto$ci
FJ/Fq, obserwowano dopiero w obecno$ci 1,6 mM Cu [21, 27]. Sugeruje to, ze obserwowany niewielki spadek
warto$ci F/F, w obecnoéci wszystkich rodzajow sadzy prawdopodobnie zwigzany jest z réznorodnoscig
jakos$ciowego i ilosciowego sktadu badanych sadz.

4. Podsumowanie

Sadza jest produktem ubocznym niepelnego spalania paliw, w sktad ktorej oprocz krystalicznego amorficznego
wegla wehodza zwiazki szkodliwe: organiczne (na przyklad benzen, ksylen, WWA) i sktadniki nieorganiczne (na
przyktad tlenki i sole metali cigzkich, wolna rte¢). W celu utatwienia catkowitego spalania paliw stosuje si¢
,katalizatory” (wlasciwie dodatki paliwowe), ktore zmniejszajac ilos¢ powstajacej sadzy, moga jednoczesnie
wplywaé na wzrost zawarto$ci toksycznych jej sktadnikow. Jako pylowe zanieczyszczenie powietrza, sadza moze
przedostawac¢ si¢ do gleby na drodze depozycji i wptywac na zyjace w niej organizmy. Jednakze badanie wptywu
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sadzy na organizmy wcigz nie doprowadzilo do uzyskania jednoznacznych dowoddéw na temat wplywu
zanieczyszczen na biocenozy gleby.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen pokazaty, jaki wplyw na wybrane parametry morfologiczne i
fizjologiczne Arabidopsis thaliana w hodowlach in vitro moga mie¢ wybrane rodzaje sadzy: niemodyfikowana,
sadza powstala w obecnosci dodatku paliwowego bogatego w NaCl oraz miedz i dodatku nowoopracowanego
zawierajacego zelazo. Sadze dodawano do pozywek hodowlanych (dokorzeniowo) oraz nanoszono na blaszki
lisciowe (dolistnie). Stwierdzono, ze ro$liny rosnace na pozywkach suplementowanych sadzami osiagaty
poréwnywalne (sadza z Fe) lub mniejsze §wieze masy (sadza NM, sadza z Cu) od $wiezych mas roslin z
warunkow kontrolnych. Wartosci wydajnosci kwantowej fotosyntezy byly poréwnywalne (gdy sadze byty
podawana dokorzeniowo) lub nieco nizsze (gdy byly podawane dolistnie) od kontroli. W ro$linach zmierzono
wyzsze zawartosci barwnikow fotosyntetycznych, gdy w podtozu byta sadza z Fe lub sadza niemodyfikowana lub
podobne do kontroli gdy w podlozu byta sadza z Cu. Poréwnujac opisane parametry stwierdzono, ze sadze
podawane dolistnie wyrazniej wplywaja na aparat fotosyntetyczny obnizajac wydajno$¢ kwantowa fotosyntezy
niz sadze podawane dokorzeniowo. Najwyzszymi indeksami tolerancji (nawet powyzej 100%) charakteryzowaly
si¢ rosliny rosngce na podlozach z dodatkiem sadzy powstatej w obecnos$ci katalizatora zawierajacego zelazo.
Uzyskane wyniki dowodza, ze zastosowanie odpowiedniego dodatku paliwowego powoduje, ze powstala sadza
moze nie tylko nie wykazywaé szkodliwego wptywy na ro$liny, ale w odpowiednich stezeniach poprawia¢ stan
fizjologiczny roslin szczegolnie, gdy jest podawana dokorzeniowo. Przyktadem takiej sadzy moze by$ sadza
powstata w obecnosci nowoopracowanego dodatku paliwowego z zelazem.
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