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1. WSTEP

Staty rozwoj przemystu powoduje czesto nieodwracalne zmiany w Srodowisku
naturalnym. Zwigksza sie ilos¢ terendw zurbanizowanych, stale poszerza sie sie¢ drog i
wzrasta liczba réznorodnych zaktadow przemystowych. W ostatnich kilkunastu latach,
gtéwnie w wyniku zmian technologicznych, wprowadzenia bezotowiowego paliwa itd.
ulegta obnizeniu emisja réznych szkodliwych substancji, zarowno w Polsce jak i na
Swiecie. Jednak obcigzenie srodowiska jest nadal bardzo duze, a zgromadzone w glebie
toksyczne zanieczyszczenia dtugo jeszcze wptywaé bedg na roslinnos¢. Istnieje wiec
konieczno$¢ poszukiwania metod oceny stanu skazenia srodowiska, w tym réwniez przy
pomocy réznego rodzaju bioindykatorow. Bioindykacja moze by¢ prowadzona na trzech
poziomach: ekosystemu - stosuje sie w tym celu ocene stanu catych zbiorowisk roslinnych
(Dygu$ 1996), organizmu - nekrozy, chlorozy na roslinach wskaznikowych np. mieczykach
(Borowiec i Zabtocki 1992), mchach (Rachwald 1996) oraz komoérkowym - pomiar
zawartosci toksycznych pierwiastkdéw (fluoru, siarki i innych) w lisciach, igtach,
korzeniach czy innych organach roslinnych (Malzahn 1996; Magnuski i in. 1996,
DmuchowskKi i Bytnerowicz 1995).

Inng metodgjest bioindykacja na poziomie fizjologiczno-biochemicznym,
polegajgca na ocenie zmian zawartosci metabolitow roslinnych, wywotanych przez
skazenie Srodowiska. Wykorzystywane sgw tym celu miedzy innymi pomiary takich
metabolitow jak: chlorofil (Theisen i in. 1994; Mikkelsen i in. 1995; Tjoelker i in. 1995),
prolina (Karolewski 1989), putrescyna (Langebartels i in. 1990). Wielu autoréw podaje
réwniez, ze do celéw bioindykacyjnych dobrze nadajg sie zwigzki fenolowe (Yee-Meiler

1977; Zobel i Nighswander 1991; Richter i Wild 1994).
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Zwigzki fenolowe to grupa metabolitéw wtdrnych, strukturalnie bardzo
zroznicowanych. Zawiera ona zarowno stosunkowo proste jednopierscieniowe pochodne
benzenu czy izopropylenu, jak i bardziej ztozone zwigzki pochodne: alkoholi, estrow,
kwasow, aldehydow i stilbenu, amin i aminokwaséw oraz flawonoidy i antocyjaniny.
Fenole wchodza réwniez w sktad polimerdw - lignin i tanin (Thomson 1964). Juz sama
réznorodno$¢ fenoli Swiadczy o tym, ze spetniajgone w roslinie bardzo r6zne funkcje. Ich
rola nie zawsze jest dobrze poznana. Wiadomo, ze petnig one istotne funkcje regulacyjne
np. w procesie kietkowania nasion (Ilwanowska i in. 1994), w trakcie kwitnienia (Yanosaka
i in. 1991), w procesie dojrzewania (Burda i in. 1990) i moga réwniez modyfikowac proces
transportu membranowego w komaorkach (Erdei i in. 1994). Dobrze udokumentowana jest
rola zwigzkow fenolowych w procesach obronnych przed wptywem czynnikdw
biotycznych, takich jak: grzyby, nicienie czy owady. Zagadnienia te zostaty dobrze
rozpoznane i zebrane w podsumowujacych opracowaniach (Nicholson i Hammerschmidt
1992, Bennett i Wallsgrove 1994).

Niejednokrotnie stwierdzano, podobne jak w przypadku czynnikéw biotycznych,
zmiany poziomu zwigzkéw fenolowych wywotane przez abiotyczne czynniki stresowe,
takie jak: uszkodzenia mechaniczne (Lobarzewski 1981, Hoque 1982), wysoka temperatura
(Siegelman 1964, Forrest 1975), niska temperatura. (Pukacki i Pukacka 1987) i
zanieczyszczenie Srodowiska (Yee-Meiler 1974, Biicker i in. 1993, Booker i in. 1996).
Poniewaz rosliny reaguja na zanieczyszczenia zmianami takze w metabolizmie zwigzkow
fenolowych, stwarza to mozliwos¢ zastosowania pomiaréw zawartosci tych zwigzkéw w
bioindykacji skazenia srodowiska, jak rowniez do oceny wrazliwosci gatunkow, populacji
czy osobnikow na zanieczyszczenia. W celach bioindykacyjnych stosowane sg pomiary
zawartosci poszczegolnych fenoli np. katechiny (Kettrup i in. 1991; Lavolai in. 1994; Wild

i Schmitt 1995; Booker i in. 1996). Sa one jednak pracochtonne i wymagaja stosunkowo
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drogiej, specjalistycznej aparatury typu wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej
(HPLC). Wydaje sie, ze z powodzeniem mozna stosowac do tych celéw pomiary poziomu
jednej grupy zwigzkdéw fenolowych lub ich og6lnej puli, ktére satansze i fatwiejsze
metodycznie. Przyktadami zastosowania pomiaréw zawartosci fenoli, oznaczanych
sumarycznie, w bioindykacji r6znego rodzaju skazen, moga by¢ prace Yee-Meiler (1974;
1977; 1978) - badania wptywu zwigzkdéw fluoru na kilka gatunkéw drzew w tym sosny
zwyczajnej, Grilla i wsp. (1975) - badania wptywu dwutlenku siarki na Swierk pospolity,
Tingeya i wsp. (1976) - badania wptywu ozonu na sosne z6Ha.

Zmiany zawartosci zwigzkow fenolowych sg stosunkowo czutym, lecz mato
specyficznym wskaznikiem skazen. Ponadto zmiany poziomu, tak poszczegolnych fenoli,
jak i ich sumy, nastepujgce pod wptywem zanieczyszczen, zaleza rowniez od szeregu
innych czynnikéw wewnetrznych, a takze zewnetrznych. Do czynnikdéw wewnetrznych
zaliczy¢ mozemy takie jak: wiek rosliny i stadium jej rozwoju, rodzaj organu itd. Aerts i
Baumann (1994) stwierdzili, ze wraz z rozwojem liscieni siewek kawy (Coffea arabica L.)
spadata w nich zawarto$¢ kwasu chlorogenowego, przy jednoczesnym wzroscie ilosci
polimerdw fenolowych zwigzanych ze Scianami komdrkowymi. Natomiast w lisciach, kwasy
chlorogenowy i kawowy akumulowaty sie w sposéb ciagty podczas ich rozwoju. W
przypadku $wierka Esterbauer i wsp. (1975) stwierdzili, ze poziom fenoli zwiekszat sie w
czasie wzrostu igiet, w ciggu pierwszego roku. Przez nastepne 3 lata pozostawat na
stosunkowo statym poziomie. Odwrotne wyniki uzyskali Dawra i wsp. (1988) badajac u 3
gatunkoéw debow Quercus incana, Q. semecarpifolia i Q. ilex poziom zwigzkéw fenolowych
- 0golnie oznaczanych fenoli, tanin oraz fenoli zwigzanych z biatkami. U pierwszych dwéch
z wymienionych gatunkéw, mtodsze liscie miaty istotnie wiecej catkowitej puli zwigzkéw
fenolowych i fenoli zwigzanych z biatkami, niz liscie starsze. Potwierdzajg to czesciowo

badania Julkunen-Tiitto (1989), gdzie najwigksze ilosci glikozydow fenolowych
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stwierdzono w niedojrzatych lisciach wierzb. Fenolowe taniny akumulowaty sie podczas
lata, a glikozydy fenolowe byty w najwiekszej ilosci ha poczatku sezonu wegetacyjnego.
Podobnie u kilku badanych gatunkéw akacji zawarto$¢ wolnych fenoli byta wyzsza w
miodych lisciach oraz niedojrzatych owocach i nasionach, natomiast nizsza w dojrzatych
lisciach i strgkach (Ernsti in. 1991). Wedtug autorow spadek zawartosci fenoli w ciggu
roku ma charakter falowy i moze by¢ zwigzany ze zmianami klimatycznymi. Réwniez Nerg
i wsp. (1994) stwierdzili w igtach siewek sosny zwyczajnej, Niemann (1976) w igtach
modrzewia (Larix leptolepis), Strack i wsp. (1989) w igtach Swierka pospolitego, a Weiss i
wsp. (1995) w korze Swierka, najwyzszg zawarto$¢ wolnych fenoli na wiosne, a najnizszg
jesienig. Wynika stad, ze zmiany w poziomie fenoli uzaleznione sg od rodzaju zwigzkdw
fenolowych, gatunku rosliny i okresu w sezonie wegetacyjnym.

Na zawarto$c¢ fenoli istotny wptyw mogag mie¢ réwniez pewne czynniki zewnetrzne
takie jak: warunki siedliskowe, w tym nawozenie, oSwietlenie czy temperatura. Dobrze
udokumentowany jest wptyw nawozenia azotowego powodujacy obnizenie poziomu fenoli
(Julkunen-Tiitto 1989; Balsberg-Pahlsson 1992; Hakulinen i in. 1995). Brak jest jednak w
literaturze informacji o wptywie nawozenia wapniowego na poziom fenoli, podczas gdy
wiadomo, ze rowniez pH podtoza wywiera znaczacy wptyw na zawartos¢ fenoli. Northup i
wsp. (1995) wykazali, ze ze wzrostem kwasowosci gleby wzrastata zawarto$¢
skondensowanych tanin i sumy fenoli w igtach sosen Pinus contorta i P. muricata. ROwniez
inne czynniki, takie jak oSwietlenie, moggwptywac na poziom fenoli. Siegelman (1964)
podaje, ze rosliny rosnace w wiekszym, naturalnym o$wietleniu majgwyzszy poziom fenoli
niz rosnace w cieniu. Natomiast Kar i Mishra (1976) podaja, ze ciemnos¢ stymuluje
produkcije zwigzkow fenolowych w lisciach ryzu. Tak wiec wptyw o$wietlenia wymaga
dalszych badan i wyjasnien w szczegdlnosci u roélin drzewiastych. Ocena znaczenia

wptywu czynnikéw, zaréwno wewnetrznych jak i zewnetrznych, na zmiany poziomu
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zwigzkdéw fenolowych wywotane przez zanieczyszczenia, jest niezbedna w kontekscie
zastosowania tych zwigzkéw w bioindykacji.

Badania wptywu poszczegdlnych czynnikdéw wplywajgcych na metabolizm
zwigzkow fenolowych, satakze pomocne w wyjasnianiu mechanizméw reakcji roslin na
warunki skazonego srodowiska. Fenole biorg bowiem udziat zaréwno w procesach
obronnych jak i degradacyjnych (Rubin i Arcichowska 1971). W procesach obronnych
roslin fenole moga spetniac role czynng lub bierng (Nicholson i Hammerschmidt 1992).
Obrona bierna polega na tym, ze organizmy lub organy rosliny posiadajgce wyzsza
zawartos¢ fenoli sg miej narazone na atak owadow czy wptyw zanieczyszczen. Przykitadem
tego typu strategii obronnej moze by¢ stwierdzona przez Hendry i wsp. (1994), Scista
zalezno$¢ miedzy trwato$cig nasion w glebie a zawartoscia orto-dwufenoli oraz miedzy
zawartoscig protein i orto-dwufenoli. Autorzy wnioskujg, ze orto-dwufenole odgrywaja
istotng role w utrzymywaniu trwatosci nasion w glebie, prawdopodobnie poprzez
wstrzymanie lub zmniejszenie ich rozktadu przez mikroorganizmy jak réwniez przez
obrone przed roslinozercami. Podobnie Bergvinson i wsp. (1994) twierdzg, ze gtdwnym
czynnikiem odpornosci kukurydzy na owady jest stwardnienie lisci, spowodowane
wzmocnieniem $cian komérkowych przez odktadajgce sie zwigzki fenolowe, gtéwnie
ligniny. Obrona czynna polega na takiej zmianie metabolizmu ro$liny pod wptywem
czynnika stresowego, aby ograniczy¢ szkodliwe dziatanie tego czynnika. W przypadku
czynnikéw biotycznych reakcja polega najczesciej na wzroscie zwartosci zwigzkéw
fenolowych, w celu ograniczenia atrakcyjnosci rosliny dla patogena czy roslinozercy lub
odizolowaniu zdrowej czesci rosliny od zarazonej. Wzrost zawartosci fenoli stwierdzono
pod wptywem takich czynnikéw biotycznych jak wirusy (Simons i Ross 1971), grzyby
(Klepzig i in. 1995), owady (Feeny i Bostock 1968) i nicienie (Feldman i Hanks 1968).

Hasemann i wsp. (1990) stwierdzili, ze komorki szparkowe i epidermalne dwuletnich igiet

5
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Swierka wykazujg wzrost przebarwien spowodowanych odktadaniem sie fenoli oraz, ze ze
wzrostem uszkodzen igiet zawartos¢ fenoli wzrasta we wszystkich rodzajach komorek.
Autorzy ci twierdzg ponadto, ze fenole sg aktywnymi antyutleniaczami, a akumulacja
defensywnych zwigzkow fenolowych moze by¢ stymulowana przez nienormalng
kompartymentacje komorek i jest znana jako mechanizm obronny przed wptywem
czynnikow biotycznych i abiotycznych. Glazener (1982) podaje, ze zawartos¢ zwigzkdéw
fenolowych i aktywno$¢ amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL) wzrastaty w komorkach
epidermy owocéw pomidoréw po zainfekowaniu ich przez Borytis cinerea. Badania $cian
komérkowych wskazaty na ich zwiekszonalignifikacje i zahamowanie penetracji patogena.
Ponadto zwigzki fenolowe petnig czesto role przenos$nikow elektrondéw w koncowych
reakcjach utleniania. W sytuacjach stresowych, gdy jest zwiekszone zapotrzebowanie na
energie, ich rola wzrasta (Rubin i Arcichowska 1971). Wsrod fitoaleksyn duzg grupe
zwigzki fenolowe (Skrzypczak i Thiem 1987), a wyzwalaczami fitoaleksyn (elicytorami) sg
nie tylko czynniki pochodzenia biologicznego, ale i abiotycznego: jony toksycznych metali,
fluorki oraz inne niekorzystne czynniki $rodowiska i uszkodzenia mechaniczne tkanek roslin.
Tak wiec rola fenoli w procesach obronnych jest stosunkowo dobrze poznana, ale przede
wszystkim w przypadku wptywu czynnikdw biotycznych. Niewiele jest jednak danych
wyjasniajagcych te mechanizmy w warunkach stresu abiotycznego w tym wptywu

toksycznych zanieczyszczen, a szczegoOlnie u roslin drzewiastych.
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2. CEL PRACY

Podstawowym celem pracy jest okreslenie mozliwosci wykorzystania pomiaru
zawartosci zwigzkow fenolowych w igtach sosny zwyczajnej, jako wskaznika skazenia
Srodowiska. Wielu autoréw stosuje w swoich badaniach fenole jako wskazniki, jednakze
kazdy bioindykator powinien spetnia¢ pewne kryteria. Zostaty one bardzo dobrze okre$lone
w pracy Wilda i Schmitta (1995). Mowig oni, ze aby biochemiczny wskaznik mogt by¢
uzyty w obserwacjach terenowych, musi spetnia¢ pewne okres$lone warunki. Poniewaz
probki badanych drzew muszg by¢ pobierane w kolejnych latach, a w ramach okresu
pobierania prébek o réznych porach dnia, mierzony parametr powinien charakteryzowac
sie malg zmiennoscigw przebiegu rocznym i dziennym. Dodatkowo pomiary muszg
cechowac sie duzg powtarzalnoscia, a oznaczanie powinno by¢ szybkie i tanie. Ponadto
konieczna jest mozliwos$¢ okreslania danego parametru w ,,konserwowanych” (np.
zamrazanych) probkach igiet.

Pomiar zawartosci sumy zwigzkéw fenolowych spetnia niektére z wymienionych
wyzej kryteridw, jest na przyktad szybki i tani. Okreslenie czy spetnia pozostate kryteria
byto przedmiotem prezentowanych w tej pracy badan. Ponadto starano sie zbada¢ wptyw
na zmiany zawartosci fenoli innych czynnikéw, mogacych modyfikowac oddziatywanie
skazonego $rodowiska.

Drugim celem jaki staratem sie zrealizowac byto zbadanie czy istnieje zaleznos¢
miedzy zawartos$cia fenoli a wrazliwoscig drzew sosny na skazenia, jak ma to
niejednokrotnie miejsce w przypadku wptywu biotycznych czynnikéw stresowych.

Poza tym niektdre z przeprowadzonych doswiadczen staty sie pomocne w
wyjasnieniu mechanizmow reakcji drzew na zanieczyszczenia i roli jakg odgrywaja w nich

zwigzki fenolowe.

http://rcin?org.pl



BIETODY

3.1 Analizy zwigzkdéw fenolowych

3.1.1. Przygotowanie materiatu do analiz zwigzkéw fenolowych.

Wiekszo$¢ prac wykonana zostata na igtach badz ich fragmentach, a cze$¢ na
korzeniach. W poczatkowej fazie badan wszystkie analizy wykonywane byty na materiale
Swiezym. Pociety materiat poddawano dwukrotnej ekstrakcji w etanolu i homogenizowano
w mozdzierzach. W celu zwigkszenia ilosci préb zrezygnowano z homogenizowania po
ekstrakcji, natomiast cieto materiat na bardzo drobne odcinki maksymalnie 5 mm i w takiej
postaci poddawano ekstrakcji. Poniewaz zawartosci stwierdzane w materiale cietym byty
nizsze niz w homogenizowanym, co stwierdzono eksperymentalnie, w koricowych
obliczeniach uwzgledniano wyznaczony do$wiadczalnie wspotczynnik.

Nastepnie, w celu umozliwienia wykonywania analiz przy wiekszej liczbie
powtdrzen i niekoniecznie zaraz po zbiorze materiatu, wykonano do$wiadczenie
metodyczne polegajace na analizie wiekszej porcji jednolitego materiatu (igiet sosny
zwyczajnej z jednego drzewa) i przechowywaniu go w réznych warunkach. Zastosowano
trzy warianty przechowywania igiet. W pierwszym przechowywano je w temperaturze -
18°C, w drugim przechowywano igty w temperaturze pokojowej ok. 20°C, gdzie
stopniowo ulegaty one wysuszeniu i w trzecim wariancie igty suszono w temperaturze
65°C w ciggu trzech dni, a nastepnie przechowywano w temperaturze pokojowej.

Wykonano analize materiatu $wiezego oraz przechowywanego po 3, 7, 14, 22, 29,
43 i 136 dniach od zbioru, w trzech wariantach przechowywania. Wszystkie wyniki

przeliczano na zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w suchej masie.
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Ryc. 1. Zawarto$¢ sumy fenoli (SF) w igtach sosny zwyczajnej
przechowywanych w temperaturze: -18°C; 20°C i 65°C wyrazonaw
pmolach kwasu chlorogenowego na g suchej masy.
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Ryc. 2. Zawartos$¢ orto-dwufenoli (o-DF) w igtach sosny zwyczajnej
przechowywanych w temperaturze: -18°C; 20°C i 65°C, wyrazona w
pmolach kwasu chlorogenowego na g suchej masy.
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Otrzymane wyniki (Ryc.l i 2) pokazuja, ze w wyniku przechowywania zawarto$¢
zwigzkow fenolowych, zaréwno sumy fenoli jak i orto-dwufenoli, zmienia si¢
maksymalnie do 25%. Najwieksze roznice zaobserwowano w przypadku suszenia i
przechowywania igiet w temperaturze pokojowej, a najmniejsze w materiale suszonym w
temperaturze 65°C. Tak wiec wariant z suszeniem w 65°C wybrano jako najlepszy do
zastosowania w dalszych badaniach. Wysuszony materiat mielono w mtynku i poddawano
ekstrakcji. Do podobnych wnioskéw doszli Julkunen-Tiitto i Tahvanainen (1989), ktorzy
stwierdzili, ze najlepsze rezultaty, jesli chodzi o przygotowywanie zebranego materiatu

(lisci i kory wierzby), daje suszenie w 65°C, ewentualnie w temperaturze pokojowe;j.

3.1.2. Ekstrakcja materiatu ro$linnego.
Nawazka w przypadku $wiezego materiatu wynosita od 0,5 do 1,0 g w zaleznosci
od do$wiadczenia. W przypadku, gdy analizy przeprowadzano na suchym, zmielonym

materiale, nawazano od 0,2 do 0,5 g. Materiat umieszczano w probéwkach, zalewano 10

cm3 etanolu 96%, przykrywano probowki folig aluminiowag i gotowano przez 15 min na
tazni wodnej. Wyciag zlewano, a pozostatos¢ zalewano 10 cm3 etanolu 80% i gotowano
ponownie przez 10 min. Probéwki z wyciggami, po ostudzeniu, umieszczano do
nastepnego dnia w lodéwce w temperaturze 4°C. Catos$¢ ekstraktu sgczono i uzupetniano
alkoholem 80% do statej objetosci. W przypadku oznaczania fenoli w materiale o

mniejszej masie stosowano mniejsze objetosci etanolu do ekstrakcji.

3.1.3. Oznaczanie zawartosci sumy zwigzkdéw fenolowych (SF).
Sume zwigzkow fenolowych oznaczano kolorymetrycznie przy uzyciu odczynnika
Folin i Ciocalteu's Phenol Reagent (SIGMA F-9252) metodg Johnsona i Schaala (1957),

nieznacznie zmodyfikowang przez Singeltona i Rossiego (1965). W tym celu pobierano po
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1 cm3 surowych wyciagéw i rozcienczano je 80% etanolem w stosunku 1:5, w przypadku,
gdy stwierdzono eksperymentalnie, ze stezenie fenoli byto zbyt duze lub za male,
modyfikowano odpowiednio rozcienczenie. Z rozcienczonego wyciagu pobierano po 1 cm)
i dodawano 7,3 cm wody destylowanej i nastepnie 0,2 cm odczynnika Folin i Ciocalteu's
Phenol Reagent. Po ok. 3 minutach od dodania odczynnika Folina, dodawano 2 cm3 10%
NajCCh. Préby umieszczano w ciemnosci na 2 godziny. Odczyt transmisji dokonywano
przy dtugosci fali A=660 nm, przy wykorzystaniu spektorfotometru SPEKOL (Carl Zeiss
Jena). Stezenie odczytywano z krzywej wzorcowej, ktdra byta przygotowywana na bazie

kwasu chlorogenowego. Zawartos¢ obliczano ze wzoru :

z - zawartos¢ wyrazona w mikromolach kwasu chlorogenowego w jednym gramie

materiatu roslinnego

c - stezenie odczytane z krzywej wzorcowej lub wyliczone ze wzoru krzywej regresji
(pmole kwasu chlorogenowego cm’3 roztworu)

V- objetos¢ ekstraktu (cma3)

m- masa nawazki (g)

h - wspétczynnik uwzgledniany we wzorze, gdy Swiezy materiat byt tylko ciety, a nie

homogenizowany

3.1.4. Oznaczanie zawarto$ci orto-dwufenoli (0-DF)

Do oznaczania orto-dwufenoli stosowano metode Johnsona i Schaala (1957) z

uzyciem odczynnika Amowa (5 g azotynu sodowego i 5 g molibdenianu sodowego
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rozpuszczonego w 50 cm’ wody destylowanej). Do 0,5 cm’ surowego wyciggu dodawano
0,5 cm HC1 (0,5N), nastepnie 0,5 cm odczynnika Amowa i 5 cm wody destylowanej.
Bezposrednio przed odczytem transmisji (ok. 30 s) dodawano 1 cm3 NaOH (IN).
Transmisje mierzono przy dtugosci fali 1=515 nm. Odczynnik Amowa ze wzgledu najego
krotka trwato$¢ przygotowano bezposrednio przed analiza. Stezenie o-DF odczytywano z
krzywej wzorcowej, ktéra byta przygotowywana rowniez na bazie kwasu chlorogenowego.

Zawartos¢ obliczano z analogicznego wzoru jak SF.

3.1.5. Oznaczanie zawartosci meta-dwufenoli

Oznaczanie zawartosci meta-dwufenoli (m-DF) wykonywano zgodnie z metoda
podang przez Swaina i Hillisa (1959). Surowy etanolowy wyciag byt rozcienczany tak, aby
w prébce nie byto wiecej niz 0,1 cm3 alkoholu. Z rozcienczonego wyciggu pobierano po
0,5 cm’ do kolbek stozkowych i dodawano 1,5 cm’ wody destylowanej. Nastepnie w ciggu
10-15 sek. dodawano 4 cm3 roztworu waniliny (1 g waniliny rozpuszczonej w 100 cm3
70% kwasu siarkowego, przygotowywany w przeddzien pomiaréw). Kolbki wytrzgsano w
zimnej tazni wodnej, tak aby temperatura nie wzrosta powyzej 35°C. Po doktadnym
wymieszaniu, kolbki pozostawiono w temperaturze pokojowej na doktadnie 15 min.
Pomiar transmisji dokonywano wzgledem préby kontrolnej (4 cm3 odczynnika waniliny i 2
cm wody) przy diugosci fali 1=500 nm. Krzywawzorcowagprzygotowywano na bazie
katechiny. Zawartos¢ obliczano ze wzom analogicznego jak SF i przedstawiano jako pmol

katechiny w Ig materiatu roslinnego.
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3.1.6. Oznaczanie zawartosci fenoli nierozpuszczalnych

Zawarto$¢ fenoli nierozpuszczalnych oznaczano metodg opisang przez Stracka i in.
(1989). Pozostatos¢ po ekstrakcji fenoli rozpuszczalnych homogenizowano w niewielkiej
iloSci metanolu i przenoszono do probéwek wiréwkowych, dodajac reszte metanolu do

catkowitej objetosci 10 cm3. Wytrzgsano przez 15 min i odwirowano. Roztwér zlewano i 3
krotnie dodawano po 10 cm3 wody destylowanej, wytrzasano przez 15 min i wirowano.
Czynnosci te (wytrzasanie i wirowanie) powtarzano dodajac pieciokrotnie metanol,
dwukrotnie aceton i dwukrotnie etanol. Pozostato$¢ suszono w 60°C przez | godzine i
przenoszono do zwyktej probéwki. Dodawano do niej 4 cm3 gorgcego (80°C) roztworu 1,0
M wodorotlenku sodowego, po wymieszaniu probéwki pozostawiono do nastepnego dnia
na wytrzasarce. Po odwirowaniu pobierano 1,0 cm3 roztworu, dodajac w celu zakwaszenia

0,1 cm3 kwasu ortofosforowego. Dalszy tok analizy przebiegat podobni jak w przypadku

oznaczania zawartosci sumy rozpuszczalnych zwigzkéw fenolowych.

3.1.7. Analiza histochemiczna igiet

W celu wykazania obecnosci tanin stosowano metode Johanssona (1940), gdzie igty
byty traktowane 10% wodnym roztworem FeCh przez 10 min lub metode Jensena (1962),
gdzie igty traktowano 1,0% roztworem siarczynu lub chlorku zelazowego w 0,IN HC1.
Nastepna procedurg byto umieszczanie igiet w 10% formalinie zawierajgcej 2,0%
siarczanu zelazowego. Po przesaczeniu i osuszeniu w parafinie, igty byty ciete przy
pomocy mikrotomu na 10 pm skrawki. W obu metodach niebieskie strgcenia wskazujg na
obecno$¢ tanin. Do wykazania obecnosci tanin katecholowych stosowano metode Jensena
(1962). Swieze skrawki byty traktowane réwnymi objetosciami odczynnikéw w
nastepujacej kolejnosci: 10% roztworem azotanu sodu, 20% roztworem mocznika, 10%

kwasem octowym i po 3-4 minutach 2 N roztworem wodorotlenkiem sodu. Intensywnos¢



czerwonego zabarwienia komorek miekiszu $wiadczyta o zawartosci fenoli. Dla wykazania
obecnosci polifenoli, skrawki byty podbarwiane w biekicie toluidynowym w kwasnym
buforze o pH 4,0 wedtug metody podanej przez Federai O Briena (1968). Stopien
lignifikacji byt okreslany przy pomocy reakcji Wiesnera (floroglucinol + HC1), a

suberinizacji przez podbarwienie Sudanem IV, wedtug Jensena (1962).

3.2. Inne pomiary zastosowane w badaniach.

3.2.1. Pomiary natezenia fotosyntezy netto, oddychania ciemniowego i transpiracji
dokonywane byty przy pomocy przeno$nego analizatora gazowego w podczerwieni LCA-3
(Analitical Development Corporation - /ADC/ Hoddesdon; Anglia) i kamer Parkinsona
PLC-B dla fotosyntezy i PLC-C dla oddychania. Wyniki przeliczane byty na powierzchnie
wedtug wzordéw podanych przez Oleksyna i wsp. (1992)

3.2.2. Zawarto$¢ cukréw niestrukturalnych okre$lano nieznacznie zmodyfikowanymi
metodami, opisanymi przez Haissiga i Dicksona (1979) oraz Hansena i Moliera (1975).
Cukry rozpuszczalne ekstrahowano z igiet mieszaning metanol-chloroform-woda, a w
pozostatosci - skrobie przeksztatcano do glukozy, droga hydrolizy przy pomocy
amyloglukozydazy i utleniano przy uzyciu kompleksu peroksydaza - oksydaza
glukozydowa. Stezenie cukrow oznaczano kolorymetrycznie, wykorzystujac
spektrofotometr Beckman 610, po przeprowadzeniu reakcji barwnych z anthronem (cukry
rozpuszczalne) i dianizydyng (skrobia).

3.2.3. Zawartos¢ azotu okre$lana byta metodgKjeldahla przy uzyciu aparatury Buchi 322.
3.2.4. Zawartos¢ siarki okreslano metoda chromatografii gazowej z rozréznieniem na
siarke organiczng i nieorganiczna stosujagc chromatograf (Dionex 2000i).

3.2.5. Zawartos¢ fluoru oznaczano potencjometrycznie przy zastosowaniu elektrody

jonowymiennej metoda opisang przez Roosta i Sigga (1978).
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3.2.5.Zawartosc¢ takich pierwiastkow jak: fosfor, potas, wapn, magnez, mangan, zelazo,
bor, miedz, cynk, glin, otdw, kadm, chrom, nikiel i kobalt, wyznaczana byta przy pomocy
spektrometru absorbcji plazmowej (ICP Emission Spectrometr Liberty 200 - Varian).'
3.2.6. Pomiary powierzchni igiet i korzeni wykonano przy zastosowaniu uktadu do

pomiaru powierzchni AgVision firmy Decagon Devices, USA.

3.3. Metody statystyczne

W pracy wnioskowanie statystyczne oparto na dwoch podstawowych metodach:
analizie wariancji i istotnosci wspotczynnikow korelacji. W jednym przypadku
zastosowano analize grupowania metodg Warda. Do obliczen uzywano przede wszystkim
programu Statistix 4,0, a takze w przypadkach bardziej skomplikowanych modeli analizy

wariancji i w analizie grupowania, programu Statistica 5,0.

| Zawartos¢ pierwiastkéw w materiale roslinnym oznaczano we wspoétpracy z dr L.O. De

Temmermanem. Badania przeprowadzono w Instytucie Badarnh Chemicznych w Tervuren

(Belgia). Metody zostaty bardziej szczegotowo opisane w pracy (Giertych i in. 1997)



4. WYNIKI

4.1. Kinetyka i charakter zmian zawartosci zwigzkéw fenolowych pod wptywem

réznych zanieczyszczen - toksycznych gazow i metali.

4.1.1. Cel

Celem opisywanych ponizej doswiadczen byto okreslenie w jaki sposob
zanieczyszczenie Srodowiska wptywa na zawartosci zwigzkow fenolowych. Starano sie
stwierdzi¢ czy r6zne czynniki dziatajg podobnie oraz czy zmiany zawartosci fenoli w
warunkach terenowych majg podobny charakter jak te, ktére obserwujemy w
doswiadczeniach laboratoryjnych. Ze wzgledu na brak wystarczajacych danych
literaturowych koniecznym byto réwniez okreslenie zmiennosci sezonowej w poziomie
zwigzkow fenolowych, zaréwno w warunkach stresowych jak i kontrolnych. Wykonano
szereg doswiadczen terenowych i laboratoryjnych, w ktérych przebadano wptyw
nastepujacych czynnikéw: SO2, jonéw toksycznych metali (Al, Cd, Mn, Pb) - w warunkach
laboratoryjnych oraz wptyw skazenia zwigzkami siarki, fluoru i glinu - w warunkach

terenowych.

4.1.1.1. Wptyw SO2 na zawartos¢ fenoli u siewek sosny

Wykonano trzy do$wiadczenia, w ktorych w warunkach kontrolowanych badano
oddziatywanie dwutlenku siarki na zmiany zawartosci fenoli. W pierwszym doswiadczeniu
zastosowano zmienne stezenia SO? przy statym czasie ekspozycji. W drugim
doswiadczeniu zmienng byt czas, a stezenie gazu utrzymywano na statym poziomie. W

kolejnych badaniach zmniejszono dawke SO2 do poziomu spotykanego w terenach
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skazonych, przy jednoczesnym wydtuzeniu czasu ekspozycji.

4.1.1.1.1. DoSwiadczenie | - wptyw stezenia SO2 na siewki sosny

4.1.1.1.1.1. Materiat i metody

Kilkumiesieczne siewki sosny zwyczajnej zostaty wyhodowane w warunkach
szklarniowych z nasion zebranych z drzew klonu, oznaczanego w Instytucie Dendrologii
PAN numerem K-I 1-03, z plantacji nasiennej w lesie doSwiadczalnym ,,Zwierzyniec” koto
Kérnika. Nasiona na poczgtku maja wysiano pojedynczo do doniczek w podtoze sktadajace
sie z gleby lesnej zmieszanej z torfem (3:1). Siewki poddano krotkotrwatemu (6 h)
dziataniu SO2 w jednym z nastepujacych stezen: 0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0i 4,0 ppm.
Codziennie inna partia siewek byta eksponowana na gaz o okreslonym powyzej stezeniu.
Eksperyment przeprowadzono w pazdzierniku w ciagu jednego tygodnia, a grupa siewek
kontrolnych analizowana byta tylko pierwszego dnia. Ekspozycje przeprowadzano w
specjalnych komorach z regulowang wilgotnoscig o$wietleniem, temperaturg oraz
stezeniem gazu, opisanych w pracach Biatoboka i wsp. (1978), Karolewskiego (1983),
Giertycha i Karolewskiego (1993). Podczas eksperymentu stosowano naturalne o$wietlenie
(184-322 pmol m'2 s'l), temperature w komorach utrzymywano w granicach 18-24°C, a
wilgotnos¢ wzgledng w zakresie 65-80%. Kazdy wariant do$wiadczenia reprezentowany
byt przez 5 siewek (powtdrzenia). Badano zawarto$¢ fenoli rozpuszczalnych w
nastepujacych grupach: orto-dwufenole (o-DF), meta-dwufenole (m-DF) i suma zwigzkéw

fenolowych (SF).
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4.1.1.1.1.2. Wyniki

Wyniki tego do$wiadczenia wskazuja, ze dziatanie dwutlenku siarki na bardzo
miode, kilkumiesieczne siewki sosny powoduje zmiany zawartosci o-DF i SF. Nie
stwierdzono istotnych zmian w zawarto$ci m-DF. Kierunek tych zmian jest podobny u
wszystkich badanych grup fenoli i nie ma on charakteru liniowego. Wzrost zawartosci byt
obserwowany przy stezeniach 0,5 i 4,0 ppm SO2, natomiast poziom fenoli w igtach po

dziataniu SO2 w stezeniach 0,25; 1,0 i 2,0 ppm nie odbiegat istotnie od kontroli (Ryc. 3A).

Ryc. 3. Zmiany zawartosci zwigzkéw fenolowych (o-DF, m-
DF i SF) w igtach sosny zwyczajnej wywotane dziataniem
SO2 przy réznych stezeniach gazu (A) i r6znym czasie
traktowania (B), srednie dla obu badanych populacji, w
stosunku do kontroli. ** - p <0.05; * - p<0.1.
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4.1.1.1.2. Doswiadczenie Il - wptyw czasu ekspozycji
4.1.1.1.2.1. Materiat i metody

W doswiadczeniu uzyto 2 letnie siewki sosny zwyczajnej dwoch europejskich
proweniencji (nr 9 Bolewice - Polska i nr 15 Sumpberget - Szwecja). Nasiona zostaty
zebrane w ramach doswiadczenia IUFRO -1982, a podawane numery odpowiadajg

numeracji przyjetej w tym doswiadczeniu (Tab. 1).

Tabela 1. Zestawienie informacji o proweniencjach sosny zwyczajnej rosnacych w ramach
doswiadczenia ITUFRO-1982. (Oleksyn 1988).

Numer Pochodzenie Kraj Szeroko$¢  Dhugosé Wysokos¢

Proweniencji geograficzna geograficzna nad poziom
morza (m)

| Roscinskaya Daca Rosja 60°15’ 29°54' 80

2 Kondezskoe Rosja 59°58’ 33°30’ 70

3 Serebryanskoe Rosja 58°50' 29°07 80

4 Silene totwa 55°45' 26°40’ 165

5 Mitomtyn Polska 53°34 20°00’ 110

6 Suprasl Polska 53°12 23°22 160

7 Spata Polska 51°37 20°12’ 160

8 Rychtal Polska 51°08' 17°55’ 190

9 Bolewice Polska 52°24 16°03’ 90

10 Neuhaus Niemcy 53°02' 13°54’ 40

11 Betzhom Niemcy 52°30’ 10°30’ 650

12 Lampertheim Niemcy 50°00° 10°00’ 95-100

13 Ardennes Belgia 50°46' 4°26' 110

14 Haguenau Francja 48°49' 7°4T 130-180

15 Sumpberget Szwecja 60°Ir 15°52' 185

16 Zahorie Stowacja 48°46' 17°03 160

17 Pomoapati Wegry 47°20 16°28’ 400

18 Maocnica Jugostawia 43°10’' 19°13 1200

19 Prosacka Rijeka Bosniai Herc.  44°0% 17°21 800-970

20 Oatacik Turcja 40°00’ 31°10’ 1380-1420

Szczegotowe dane pochodzenia nasion sg zamieszczone w pracy Oleksyna i Biatoboka
(1986). Proweniencje r6znig sie wrazliwoscig na zanieczyszczenia przemystowe (Oleksyn i
in. 1988). Siewki zostaty poddane dziataniu dwutlenku siarki w stezeniu 0,75 ppm w

analogicznych warunkach jak w poprzednim doswiadczeniu. Eksperyment trwat 48 godzin,
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co osiem godzin pobierano do analiz po 4 siewki poddawane wptywowi gazu i 4 kontrolne
z kazdej proweniencji. Ekstrakcje przeprowadzono bezposrednio po zebraniu igiet.

Zawartos¢ o-DF, m-DF i SF analizowano podobnie jak w poprzednim doswiadczeniu.

4.1.1.1.2.2. Wyniki

Populacje réznity sie poziomem fenoli, przy czym siewki proweniencji
tolerancyjnej miaty wieksza zawarto$¢ fenoli we wszystkich badanych grupach tych
zwigzkow. Nie stwierdzono istotnych zmian zawartosci fenoli u populacji tolerancyjnej,
natomiast u populacji wrazliwej dwutlenek siarki powodowat istotne wzgledem kontroli
zmiany w zawartosci o-DF i SF. Charakter tych zmian byt podobny do tych jakie
stwierdzono w pierwszym z opisywanych doswiadczen. Rosliny poddane mniejszej dawce
gazu - krétszej ekspozycji, wykazywaty wzrost zawartosci, nastepnie po dtuzszej
ekspozycji stwierdzono spadek i ponowny wzrost zawartosci fenoli (Ryc. 3B). Wyniki obu

doswiadczen zostaty opublikowane w pracy Giertycha i Karolewskiego (1993).

4.1.1.1.3.Doswiadczenie Il - wptyw SO2 na siewki sosny o zr6znicowanej wrazliwosci
4.1.1.1.3.1. Materiat i metody

W kolejnym doswiadczeniu do badan uzyto 2-letnie siewki bedgce potomstwem
uzyskanym w wyniku kontrolowanych krzyzowan trzech klonéw sosny zwyczajnej, 0
réznym stopniu wrazliwosci na zanieczyszczenia przemystowe (Biatobok i Karolewski
1978). Kolekcja klondw zostata zatozona ze szczep6w zebranych, w poblizu hut na
Gornym Slasku, z drzew réznigcych sie tolerancja na zanieczyszczenia - od zamierajacych
do nie wykazujgcych widocznych objawéw uszkodzen (Rachwat 1996). Do analiz wybrano
trzy klony: wrazliwy - nr 9, tolerancyjny - nr 4 i o wkasciwosciach posrednich - nr 6. Na

drzewach tych trzech klondéw przeprowadzono kontrolowane zapylenie, krzyzujac je
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miedzy sobga. Po dwdch latach zebrano nasiona, z ktorych otrzymano siewki stanowigce
materiat wyjsciowy dla szeregu doswiadczen laboratoryjnych, przy czym wyniki
odnoszone byty zwykle do drzew matecznych, na ktérych przeprowadzano analogiczne
analizy. Nasiona zostaty wysiane w szklarni do doniczek w podtoze gleba lesna : torf (3:1).
Po ok. 6 miesigcach przesadzono siewki pojedynczo do doniczek z analogicznym
podtozem, umieszczajgc je na wolnym powietrzu.

Dysponowano dwoma seriami siewek z kontrolowanych krzyzoéwek - pierwsza, na
ktorej przebadano wptyw matki (3 matki x 1 ojciec; 4/6, 6/6, 9/6) i druga do badania
wptywu ojca (1 matka x 3 ojcéw; 6/4, 6/6 , 6/9), tacznie byto to 5 wariantow krzyzdwek.
Siewki eksponowano na dziatanie SO?2 o stezeniu 0.25 ppm przez 72 godziny. Kazdy
wariant doswiadczenia reprezentowaty 3 siewki (powtdrzenia). Analizy dokonywano
zarowno w igtach, jak i w korzeniach. Oprécz zawartosci orto-dwufenoli i sumy fenoli,
ktore we wszystkich omawianych tutaj wielowatkowych doswiadczeniach byty
przedmiotem moich badan, oznaczano takze, na tym samym materiale zawarto$¢ cukréw
niestrukturalnych (rozpuszczalnych i skrobi) oraz mierzono natezenie fotosyntezy netto

(Pn) i oddychania ciemniowego (Rp).

4.1.1.1.3.2. Wyniki

Po 72-godzinnej ekspozycji siewek sosny na dziatanie dwutlenku siarki, nie
stwierdzono widocznych objawdw uszkodzen igiet takich, jak chlorozy czy nekrozy.
Otrzymane wyniki pomiaréw zawartosci fenoli przedstawiono na Ryc. 4.

Pomiedzy zawartoscia fenoli w igtach siewek poddanych dziataniu gazu i siewek
kontrolnych nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic. Natomiast istotnie mniejszym

poziomem fenoli charakteryzowaty sie korzenie siewek poddanych dziataniu SO2 (Tab. 2).

Krzyzoéwka 6/6 sgto te same siewki, ktére byty analizowane przy wptywie matki.

http://rcin.org.pl



Ryc 4. Srednie oraz odchylenia standardowe zawarto$ci zwigzkéw fenolowych (SF i 0-DF)
w igtach i korzeniach, otrzymane w wyniku dziatania SO? na siewki sosny zwyczajnej
pochodzace z kontrolowanych krzyzéwek trzech klonéw o zréznicowanej wrazliwosci na
skazenia (4 - tolerancyjny; 6 - posredni; 9 - wrazliwy). Przedstawiono osobno wptyw matki i
ojca, oraz wyrazono w pmolach kwasu chlorogenowego na g suchej masy.
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Tabela 2. Wyniki analizy wariancji dla zawartosci zwigzkdw fenolowych (SF - suma
fenoli, o-DF - orto-dwufenole) w igtach i korzeniach siewek pieciu krzyzowek sosny
zwyczajnej poddanych dziataniu SO2. Zastosowano wyttuszczony druk, gdy
prawdopodobienstwo p<0.1.

Zrodio

zmiennosci SF-igly o-DF-igty SF-korzenie o-DF-korzenie
st Sredni P Sredni = Sredni p Sredni p
swob. kwadrat kwadrat kwadrat kwadrat

Gaz (G) 1 100,75 0,76 33,96 0,63 2253,45 0,08 778,14 0,16

Krzyzowka (K) 4 500,43 0,76 103,41 0,57 578,58 0,50 601,32 0,21

GxK 4 691,34 0,63 71,59 0,73 297,40 0,77 1102,12 0,05

Btad 20 1059,26 139,22 660,71 378,47

Nie wykazano istotnego wptywu matki, ani ojca, na zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych. Nie stwierdzono roéwniez istotnej korelacji miedzy zawartoscig fenoli a
stopniem wrazliwosci na zanieczyszczenie Srodowiska, zarowno w przypadku siewek jak i
drzew matecznych. Skorelowano réwniez zawartos¢ zwigzkéw fenolowych z zawartoscig
cukréw i wymiang gazowa (Tab. 3). Stwierdzono istotng korelacje miedzy zawartoscig obu
badanych grup fenoli w igtach, jak réwniez miedzy zawartoscig o-DF w igtach a
zawartoscig glukozy. Pozostate istotne zaleznosci nie bedg omawiane, gdyz sg
przedmiotem osobnej pracy.

Nie stwierdzono istotnej korelacji miedzy stopniem wrazliwosci na
zanieczyszczenia a zawartoscig zwigzkdéw fenolowych w igtach siewek i drzewach
matecznych. Najwiecej fenoli zawieraty igty srednio wrazliwego klonu. Brak istotnych
zmian moze by¢ wynikiem stosunkowo niewielkiej dawki dwutlenku siarki jaka zostata
zastosowana w tym do$wiadczeniu. Szczegotowe wyniki tego doSwiadczenia zostaty

zamieszczone w sprawozdaniu z grantu KBN (1997), satakze przygotowywane do druku.
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Tabela 3. Tablica wspétczynnikow korelacji (N=30) miedzy zawartoscig zwigzkow
fenolowych, a natezeniem wymiany gazowej i zawartoscig cukrow (orto-dwufenole w
igtach - o-DFig, suma fenoli w igtach - SFig, orto-dwufenole w korzeniach - o-DFko, suma
fenoli w korzeniach - SFko, natezenie fotosyntezy netto - Pn, oddychanie ciemniowe igiet -
RDig oddychanie korzeni - RDko, stosunek fotosyntezy do oddychania igiet PN/RDig,
glukoza w igtach - GLUig, skrobia w igtach - SKRig, glukoza w korzeniach -GLUKko,
skrobia w korzeniach - SKRko). Zastosowano wyttuszczony druk, gdy
prawdopodobienstwo /?<0.05.

Zmienna o-DFig SFig o-DFko SFko PN RDig RDko PN/RDig GLUig SKRig GLUko

SFig 0,83

o-DFko  -0,10 -0,10

SFko  -0,12 0,00 0,28

P 0,14 0,07 -020 0,12

PDIg  -011 005 -026 -0,04 0,73

Roko  -0,20 -0,24 -0,14 014 013 0,02

PWRDig  -0,13 0,02 -0,13 011 091 041 0,22

GLUig 0,38 027 008 033 -0,30 -0,30 -0,10 -0,26

SKRig  -0,00 -0,00 -0,09 -0,04 -0,16 -0,39 006 005 -0,06

GLUko 001 -0,15 0,10 -0,22 -0,54 -0,38 -0,04 -0,47 022 006

SKRko 005 -003 0,18 0,122 -0,19 -0,10 0,03 -0,17 0,05 0,28 0,13

4.1.1.2. Wptyw jondw toksycznych metali na zawartos$¢ fenoli u siewek sosny
Wykonano dwa doswiadczenia hydroponiczne, w ktérych badano wptyw jonéw

metali na dwuletnie siewki sosny zwyczajnej. W pierwszym do$wiadczeniu analizowano

wptyw jonéw czterech metali (glinu, manganu, otowiu i kadmu) o zr6znicowanych

stezeniach. W drugim badano wptyw dtugotrwatego oddziatywania azotanu glinu.
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4.1.1.2.1 DosSwiadczenie | - wptyw jondw glinu, manganu, otowiu i kadmu
4.1.1.2.1.1. Materiat i metody

Jednoroczne siewki sosny zwyczajnej pochodzace ze szkdtki produkcyjnej
hodowano w kulturze hydroponicznej, w warunkach szklarniowych. W maju siewki zostaty
przeniesione ze szkotki do szklarni i po przeptukaniu korzeni w wodzie destylowanej
umieszczono po 20 siewek w 8-litrowych pojemnikach z wodg destylowang na okres
dwach dni. Nastepnie wode zamieniono na pozywke, przygotowang na bazie nawozu o
nazwie handlowej ,,Nowokont” i zawierajgca nastepujace ilosci poszczegélnych
sktadnikow (w mg dem'3): azot (N) —140, fosfor (P205) - 25, potas (K20) —110, wapn
(Ca0) - 55, magnez (MgO) - 20, siarka (SO4) - 5, zelazo (Fe) - 0,145, mangan (Mn) - 0,02,
bor (B) - 0,015, cynk (Zn) - 0,01, miedz (Cu) - 0,01 i molibden (Mo) - 0,005. Pozywka
miata pH 4,2, ktore byto uzyskiwane przez dodawanie odpowiedniej ilosci kwasu
siarkowego. Co siedem dni pozywka w pojemnikach byta zmieniana. Codziennie przez
0,5 h przeprowadzano napowietrzanie pojemnikéw z siewkami. Po okresie ok. 2 miesiecy
wzrostu siewki zostaty umieszczone pojedynczo w szklanych, 0,25 1 pojemnikach, z
roztworami azotanow czterech metali: glinu, manganu, otowiu i kadmu. Zastosowano
nastepujgce stezenia: 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; i 20,0 mM dcm?'3 oraz wode destylowang-jako
kontrole. Kazdy wariant eksperymentu reprezentowany byt przez 4 siewki. W czasie
trwania hodowli, jak réwniez podczas traktowania roztworami azotanéw, korzenie
umieszczone w pojemnikach izolowane byty od dostepu Swiatta. Siewki poddawano
dziataniu soli przez 4 dni. Po tym okresie korzenie przeptukano wodg destylowang i
podsuszono bibuta. Nastepnie mierzono oddychanie korzeni dla wszystkich wariantéw

stezeniowych przy pomocy analizatora gazowego w podczerwieni ADC. Wyniki

przeliczono na nmol CO2 g 's'l suchej masy. Poniewaz te same prébki korzeni stuzyty do
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okreslenia oddychania i pomiaréw zawartosci fenoli, konieczne byto eksperymentalne
okreslenie przelicznika: Swieza - sucha masa. W tym celu wykonano pomiary Swiezej i
suchej masy dla kilku prébek. Zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych, z rozr6znieniem na sume
fenoli i orto-dwufenole, okre$lano w Swiezej masie korzeni i igiet siewek. Analiza
zawartosci fenoli nie byta przeprowadzona dla wariantu do$wiadczalnego o najmniejszym

0
(1,0 mM dcm' ) stezeniu soli.

4.1.1.2.1.2. Wyniki

Wptyw soli azotanowych na zawartos¢ zwigzkéw fenolowych byt zalezny od
rodzaju metalu, stezeniajego jonow i fragmentu analizowanej rosliny. Dziatanie jonéw
metali nie miato charakteru liniowego (Ryc. 5). Dlajonéw Cd, Pb i Mn zawarto$¢ o-DF w
igtach przy stezeniu roztworu soli 2,5mM byta nieznacznie wigksza niz w kontroli.
Roztwér o kolejno wyzszym stezeniu powodowat spadek zawartosci o-DF dla wszystkich
badanych jonow, a w przypadku Pb, Mn i Al nawet ponizej poziomu kontroli. Przy
wyzszych stezeniach (10 i 20 mM) stwierdzono wzrost poziomu o-DF powyzej kontroli.
Wptyw jonéw metali na zawartosci SF w igtach nie byt tak jednoznaczny. Jony Al nie
wywolaty istotnych zmian, podobnie Mn, z tym ze stwierdzono nieznaczny wzrost SF wraz
ze wzrostem stezenia jonow tego metalu. Najwiekszy wzrost poziomu SF stwierdzono w
przypadku wptywu jondw Cd.

Zupetnie odmienna byta reakcja korzeni (Ryc. 6). Jony wszystkich badanych metali
przy nizszych stezeniach ich roztworéw powodowaty spadek zawartosci o-DF, podczas
gdy przy wyzszych stezeniach zawarto$¢ byta na niskim poziomie (Cd i Pb) lub wzrastata
(Al i Mn). Bardzo podobna byta reakcja w zmianach zawartosci SF, wyjatek stanowity

jony Mn, ktére nie wywotaty znacznych réznic w poziomie fenoli.
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Ryc. 5. Zmiany zawartosci fenoli (SF i 0-DF), w stosunku do

kontroli, w igtach siewek sosny poddanych dziataniu soli

azotanowych: glinu, kadmu, manganu i otowiu. Gwiazdka

oznacza istotno$¢ réznic wzgledem kontroli dla danego

stezenia na poziomie p <0,05.

Jony metali powodowaty réwniez zmiany w natezeniu oddychania ciemniowego
(Ryc. 6). Charakter tych zmian byt podobny u wszystkich jonéw. Odnotowano wzrost w
stezeniach najnizszych, spadek w $rednich (nawet ponizej poziomu w kontroli) i ponowny
wzrost w wyzszych stezeniach soli. W przypadku bardziej toksycznych jonéw tzn. kadmu i

otowiu, w stezeniach najwyzszych zanotowano kolejny spadek oddychania. Zawartos¢ obu

grup zwiazkow fenolowych jest istotnie skorelowana z wartosciami oddychania korzeni
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korzeni, w stosunku do kontroli, w igtach siewek sosny
poddanych dziataniu soli azotanowych: glinu, kadmu,
manganu i otowiu. Gwiazdka oznacza istotno$¢ réznic
wzgledem kontroli dla danego stezenia na poziomie p <0,05.
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(dla o-DF r=0,61, a dla SF r=0,68). Wywotane przez jony metali zmiany zawartosci fenoli i
intensywnosci oddychania pozwalajg na uszeregowanie badanych jondw w kierunku
wzrostu ich toksycznosci nastepujaco: Mn < Al < Pb < Cd. Wyniki tego doSwiadczenia

zostaty przedstawione w pracy Karolewskiego i Giertycha (1994).

4.1.1.2.2. Doswiadczenie Il - wptyw azotanu glinu

4.1.1.2.2.1. Materiat i metody

W doswiadczeniu tym uzyto siewki sosny zwyczajnej analogiczne jak te opisane w
podrozdziale 4.1.1.2.1.1. Byty one hodowane w kulturze hydroponicznej wedtug tej samej
procedury i na identycznej pozywce. Oprocz pozywki do pojemnikéw dodawano azotan
glinu. Zastosowano 5 wariantéw stezen: 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 mM, w dwdch powtdrzeniach
- po dwa pojemniki dla kazdego stezenia (po 30 siewek w pojemniku). Materiat do analiz
pobierano trzykrotnie po 3, 6 i 9 tygodniach ekspozycji. Za kazdym razem pobierano po 2
siewki (powtorzenia) z kazdego pojemnika. Zawartos¢ zwigzkow fenolowych (o-DF, m-
DF, SF) analizowano w igtach i korzeniach siewek.

4.1.1.2.2.2. Wyniki

Zawarto$¢ zwigzkoéw fenolowych zmieniata sie w zaleznosci od czasu i stezeniajonéw
AI"*S, a zmiany te byly rézne w igtach i korzeniach. Po trzech tygodniach ekspozycji siewek
zawarto$¢ SF w igtach nie réznita sie od kontroli w zadnym ze stezen. Moze to by¢
wynikiem réznokierunkowych zamian w poszczegélnych grupach fenoli. Zawarto$é o-DF
wzrastata wraz ze stezeniem Al, natomiast w przypadku m-DF nastepowat spadek w
stosunku do kontroli (Ryc. 7). Po szeSciu tygodniach nastgpit istotny spadek zawartosci SF
w igtach we wszystkich stezeniach z wyjatkiem najwyzszego. Podobny spadek poziomu
zostat zanotowany w przypadku o-DF. Zmiany m-DF byly nieznaczne i tylko w

najwyzszym ze stezen glinu byt obserwowany istotny wzrost zawartosci zwigzkow tej

http://rein.org.pl



o-DF w igtach

——e—3 tygodnie

- -6 tygodni
— -O — 9 tygodni x *
*
- - ——
- -O
R Tg---"0" -
<. X
-

igtach siewek sosny poddanych dziataniu azotanu glinu

przez okres 3; 6 i 9 tygodni. Gwiazdka oznacza istotno$¢
réznic wzgledem kontroli na poziomie p =0,05.
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Ryc. 8. Zmiany zawartosci fenoli (SF; o-DF i m-DF) w
korzeniach siewek sosny poddanych dziataniu azotanu
glinu przez okres 3; 6 i 9 tygodni. Gwiazdka oznacza
istotno$¢ roznic wzgledem kontroli na poziomie/? =0,05.
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grupy. Po dziewieciu tygodniach poziom SF byt najnizszy w dwdch mniejszych stezeniach
azotanu, natomiast w stezeniach wyzszych niewiele réznit sie od kontroli. Bardzo podobny
charakter miaty zmiany poziomu m-DF, natomiast o-DF niewiele réznity sie od kontroli i
tylko przy stezeniu 4mM byto ich istotnie wiecej.

Zdecydowanie odmienny przebieg miaty zmiany zawartosci fenoli w korzeniach
(Ryc. 8). Po trzech tygodniach nastepowat, niemalze proporcjonalny do stezenia, wzrost
zawartosci SF i 0-DF. W przypadku m-DF istotnie wyzszy poziom stwierdzono przy
dwaoch najwiekszych stezeniach azotanu glinu. Po szesciu tygodniach nie byto istotnych
réznic w stosunku do kontroli, w zadnej z badanych grup fenoli. Natomiast po dziewieciu
tygodniach nie zanotowano istotnych zmian SF i 0-DF, a zaobserwowano spadek
zawartosci m-DF we wszystkich stezeniach jondéw Al+3. Zawartos¢ o-DF po dziewieciu
tygodniach ekspozycji siewek na azotan glinu, byia istotnie skorelowana z oddychaniem
zarowno korzeni (r=0,88; p=0,05) jak i igiet (r=0,87; p=0,05). Rosliny 0 wyzszym
natezeniu oddychania zawieraty wieksze ilosci (w przeliczeniu najednostke masy) orto-
dwufenoli. Przedstawione powyzej wyniki zostaty opublikowane w pracy Oleksyna i wsp.

(1996).

4.1.1.3. Wplyw skazenia srodowiska na poziom zwigzkow fenolowych w igtach sosny

zZwyczajnej

4.1.1.3.1. Materiat i metody

Badania wptywu zanieczyszczenia $srodowiska na zawarto$¢ fenoli prowadzone
byty rowniez w warunkach terenowych w Kérniku i w Luboniu. W obu tych miejscach,
oddalonych od siebie 0 ok. 15 km zostaty zatozono w 1984 roku powierzchnie

doswiadczalne z sosng zwyczajna. Pierwsza powierzchnia (kontrolna), na ktérej
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Tabela 4. Srednie wielkosci emisji z Poznanskich
Zaktadéw Nawozow Fosforowych w Luboniu:

dwutlenku siarki (SO2), zwigzkéw fluoru (F) i
tlenkéw azotu - NOX (N205) w t rl, (informacje

uzyskane w Dziale Technicznym PZNF na

podstawie danych przygotowywanych  dla
Gtownego Urzedu Statystycznego).

Emisja (tony/rok)

Rok SO2 F NOX

1975 1531 66 608
1980 2608 162 850
1981 896 152 945
1982 501 169 0
1983 283 47 0
1984 267 36 0
1985 336 20 0
1986 478 30,1 17>
1987 654 24,3 21
1988 468 19,5 21
1989 445 18,4 11
1990 220 6,3 64
1991 127 2,3 17,6
1992 156 1,1 23
1993 116 0,91 13,6
1994 105 0,96 11,3
1995 115 1,14 15,6
1996 80 1,15 13,6

wysadzono 2-letnie siewki 20
europejskich proweniencji sosny
(Tab. 1), zlokalizowana jest w lesie
doswiadczalnym "Zwierzyniec" koto
Kérnika. Stanowi ona element
miedzynarodowego doswiadczenia
grupy roboczej ,,Scots pine
provenance and breeding” dziatajacej
pod auspicjami International Union
ofForestry Research Organisations
(Oleksyn i Biatobok 1986, Oleksyn
1988b). Druga powierzchnia z sosng
zwyczajng tych samych pochodzen,
zlokalizowana jest w poblizu (ok.

1,5 km) Poznanskich Zaktadoéw

Nawozow Fosforowych w Luboniu

k. Poznania (PZNF), emitujgcych do atmosfery dwutlenek siarki, tlenki azotu i zwigzki

fluoru. Powierzchnia ta byta narazona przez dtugie lata na dziatanie zanieczyszczen,

fabryka nawozéw istnieje od 1917 roku. W latach osiemdziesigtych obserwowano na tej

powierzchni liczne uszkodzenia igiet (Karolewski 1990). W ostatnich latach skazenie

zostato ograniczone (Tab. 4), gdyz na poczatku lat osiemdziesigtych zaprzestano produkcji

kwasu siarkowego metoda nitrozowg (znaczne zmniejszenie emisji tlenkéw azotu), spadta

réwniez produkcja nawozow, a latach w dziewiecdziesigtych catkowicie zrezygnowano z

’ Od tego roku zmieniono metode obliczania emisji, stad w poprzednich czterech latach liczonych starg
metoda, po zaprzestaniu duzych emisji w poczatku lat osiemdziesiatych, wyniki byty zerowe.
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produkcji kwasu siarkowego, co zwigzane byto z emisjg SO2, i zaprzestano wytwarzania
superfosfatu granulowanego, w toku produkcji ktérego wydzielane byty do atmosfery
zwigzki fluoru.

Gleba pozostaje jednak nadal w duzym stopniu skazona. Wyraza sie to przede
wszystkim obnizonym pH, a przez to wiekszg dostepnoscia dla roélin takich pierwiastkéw
jak glin czy mangan (Reich i in. 1994). Gleba na powierzchni skazonej charakteryzuje sie
réwniez wiekszg zawartosciag dostepnego dla roslin fluoru - dane wiasne (Sprawozdanie z
grantu KBN 1997). Widoczne objawy uszkodzen igiet (nekrozy), spowodowane przez
zanieczyszczenia powietrza, obserwuje sie teraz sporadycznie i to przede wszystkim na
starszych igtach, w ktorych akumuluja sie, powodujace powstawanie nekroz, toksyczne
pierwiastki takie jak glin czy fluor (Giertych i in. 1997).

W przeciggu jednego roku (maj 1990/ maj 1991) prowadzone byty analizy
zawartosci o-DF i SF w igtach trzech populacji sosny zwyczajnej roznigcych sie
wrazliwoscig na zanieczyszczenia przemystowe (Oleksyn i in. 1988). Wybrano trzy
nastepujace populacje: wrazliwg (nr 15, Sumpberget - Szwecja); posrednig (nr 6, Suprasl -
Polska); tolerancyjng (nr 18, Maoc¢nica - Jugostawia) (Tab. 1). Materiat do analiz
pobierany byt co dwa tygodnie poczawszy od maja do grudnia, a nastepnie co cztery
tygodnie do maja nastepnego roku. Kazdy wariant doswiadczenia reprezentowany byt
przez 3 drzewa (powtérzenia). Jednorazowo przeprowadzono w terenie ocene uszkodzen

igiet okreslajac procent uszkodzonych igiet.

4.1.1.3.2. Wyniki
Zawartos¢ zwigzkow fenolowych, zarowno o-DF (Ryc. 9) jak i SF (Ryc. 10),
wzrastata istotnie w ciggu 12 miesiecy obserwacji (Tab. 5). Zawarto$¢ obu grup badanych

zwigzkéw fenolowych zalezata od proweniencji, natomiast lokalizacja miata istotny wptyw
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Ryc. 9. Zmiany zawartosci 0o-DF w igtach sosny zwyczajnej, trzech
proweniencji, w czasie, na dwdch powierzchniach: w Kaérniku i Luboniu
wyrazone w pmolach kwasu chlorogenowego na g $wiezej masy.

tylko na SF. W przypadku rozpatrywania oddzielnie kazdej populacji, istotne réznice
miedzy powierzchniami byty tylko w przypadku proweniencji wrazliwej nr 15 -
Sumpberget. Jednakze wystapienie istotnej interakcji miedzy lokalizacjg a proweniencjg u
obu badanych grup fenoli wskazuje na znaczacarole pochodzenia drzew. OkreSlane w
terenie nekrotyczne uszkodzenia igiet nie daty jednoznacznego potwierdzenia zaleznosci

miedzy wrazliwoscig na zanieczyszczenia a poziomem fenoli. Stwierdzono jedynie, ze iglty
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Ryc. 10. Zmiany zawartosci SF w igtach sosny zwyczajnej, trzech proweniencji,
w czasie, na dwoch powierzchniach: w Korniku i Luboniu wyrazone w mmolach
kwasu chlorogenowego na g Swiezej masy.

drzew populacji tolerancyjnej nr 18 - Maoc¢nica bylty istotnie mniej uszkadzane niz dwéch

pozostatych.
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Tabela 5. Wyniki analizy wariancji dla zawartosci SF i o-DF w igtach sosny
zwyczajnej z uwzglednieniem terminu zbioru, lokalizacji oraz proweniencji.
p - prawdopodobienstwo (pogrubiona czcionka jesli /?<0,05).

Zr6dto zmiennosci SF o-DF
st.  Sredni Sredni
swob. kwadrat P kwadrat P

Termin (T) 20 18098.3 0,0000 1153,7 0,0000
Lokalizacja (L) 1 10924.6 0,0001 26,6 0,2238
Proweniencja (P) 2 7864.9 0,0000 309,5 0,0000
TxL 20 1362.9 0,0100 15,1 0,6608
TxP 40 1013.6 0,0475 20,6 0,2597
LxP 2 73825 0,0000 188,1 0,0000
TxLxP 40 6725 0,5388 14,8 0,7606
Btad 247 698.4

Wyniki opisywanego powyzej doswiadczenia przedstawione zostaty w pracy
Karolewskiego i Giertycha (1995a).
Jednorazowo przeprowadzono réwniez analizy zawartosci zwigzkow fenolowych w
formie wolnej i zwigzanej. Badania przeprowadzono w terenie skazonym (Lubon) i
kontrolnym (Kornik) najednej, rodzimej populacji (nr 7, Spata). Igty do analiz pobierano
w styczniu z szesSciu drzew na kazdej powierzchni. Zawartos$¢ fenoli wolnych byta na
kazdej powierzchni prawie trzykrotnie wigksza niz fenoli zwigzanych (Ryc. 11).
Réznice miedzy
Zawartosé fenoli
powierzchniami byty
niewielkie. Nieznacznie
wiecej fenoli wolnych
stwierdzono w terenie
skazonym, natomiast fenoli

Powierzchnia

zwigzanych w terenie
Ryc. 11. Zawartos¢ fenoli wolnych i zwigzanych w igtach ] o
sosny zwyczajnej na dwaéch powierzchniach w Kérniku skazonym byto mniej.

(kontrola) i Luboniu (skazona), wyrazona w mmolach kwasu
chlorogenowego na gram $wiezej masy.
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4.2. Wplyw wieku igiet na zmiany poziomu fenoli u drzew w stresie

4.2.1. Cel

Poniewaz zwigzki fenolowe biorg udziat w procesach dojrzewania i starzenia,
istotnym wiec byto stwierdzenie jak ich poziom zmienia sie wraz z wiekiem igiet i jaki ma
to wptyw na ich zawarto$¢ u drzew w warunkach skazenia srodowiska. Ze wzgledu nato,
ze sosha zwyczajna utrzymuje na badanych powierzchniach tylko 2-3 roczniki igiet
wykonano réwniez poréwnawcze doswiadczenia na dwoch innych gatunkach sosen
utrzymujacych wieksza liczbe rocznikéw. Ponadto poréwnano zawarto$é fenoli z
zawartoscig makro- i mikroelementow oraz niektorych toksycznych pierwiastkdéw w kilku

rocznikach igiet sosny czarnej (Pinus nigra).

4.2.1.1. Doswiadczenie | - sosna zwyczajna
4.2.1.1.1 Materiat i metody

Doswiadczenie jakie w tym celu wykonano byto przeprowadzone na trzech
rocznikach igiet sosny zwyczajnej. Igty zbierano na powierzchniach badawczych, w
Korniku i w Luboniu (powierzchnie te sg szczegétowo opisane w podrozdziale 4.1.1.3.1).
Do badan wybrano te same populacje, ktére byty badane w opisanym powyzej
doswiadczeniu sezonowym (4.1.1.3), czyli: nr 6, Supras$l - Polska; nr 15, Sumpberget -
Szwecja; nr 18, Maocnica - Jugostawia (Tab. 1). Materiat pobrano z 3 drzew

(powtorzenia) dla kazdej populacji, na obu powierzchniach.
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4.2.1.1.2. Wyniki

Wyniki przedstawione w tabeli 6, wskazujg na istotny wzrost, z wiekiem igiet,

poziomu zaréwno SF jak i o-DF (Tab. 7).

Tabela 6. Srednie zawartosci sumy fenoli i ortodwufenoli (w pmolach g'l $.m. w

przeliczeniu na kw. chlorogenowy) w igtach trzech proweniencji sosny zwyczajnej, w
trzech rocznikach igiet, na dwdch powierzchniach badawczych: Kornik (K - kontrola) i
Lubon (S - skazona).

Suma fenoli orto-dwufenole
Numer proweniencji
Wiek igiet 6 15 18 6 15 18
Zwierzchnia badawcza

K S K S K S K S K S K S
I rocznik 167 161 168 230 159 177 27 26 29 34 30 33
Il rocznik 191 314 201 342 191 307 35 58 38 73 38 72
Il rocznik 260 294 305 321 225 350 47 57 50 63 42 85

Tabela 7. Wyniki analizy wariancji zawarto$ci fenoli w igtach sosny zwyczajnej z
uwzglednieniem wieku (W), lokalizacji (L), proweniencji oraz interakcji.
p - prawdopodobienstwo (pogrubiona czcionka jesli /><0,05).

Zrodto Grupa fenoli
zmiennosci o-DF SF
st.  Sredni = Sredni =

swob. kwadrat kwadrat
Lokalizacja (L) 1 4574,2 <0,0000 66311,1 0,0001
Wiek (W) 2 3845,4 <0,0000 63291,1 0,0000
Lx W 2 987,2 <0,0000 12217,6 0,0192
Drzewa w (PL) 12 82,6 2182,8
Proweniencja (P) 2 310,2 0,0542 4812,4 0,0423
PxL 2 320,1  0,0503 1484,0 0,3440
Px W 4 355 0,6237 150,0 0,9768
PxLx W 4 126,0  0,0860 2839,7 0,1074
Btad 24 54,3 1329,9

W igtach z powierzchni kontrolnej w Kérniku wzrost zawartosci o-DF i SF z

wiekiem igiet miat charakter niemalze liniowy. Natomiast na powierzchni skazonej w
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drugim roczniku stwierdzono istotny wzrost poziomu zdecydowanie ponad stan w kontroli,
podczas gdy w trzecim roczniku zawarto$¢ nie zmieniata sie istotnie i w przypadku dwdéch
proweniencji (nr 6 i 15) przypominata poziom w igtach kontrolnych. Istotna interakcja
miedzy lokalizacjg a wiekiem igiet potwierdza r6znice w charakterze wzrostu zawarto$ci
fenoli na obu powierzchniach. Wyniki te przedstawione sgw pracy Karolewskiego i

Giertycha (1995a).

4.2.1.2. Doswiadczenie Il - sosna bos$niacka
4.2.1.2.1. Materiat i metody

Sosna bosniacka (Pinus heldreichii Christ/syn. P. leucodermis Ant.) dobrze
nadawata sie do badania wptywu wieku igiet, gdyz na rosngcych w Arboretum Kémikckim
egzemplarzach udato sie znalez¢ nawet 8 rocznikow igiet. Do badan wybrano 3 drzewa
(powtdrzenia) w wieku ok. 30 lat. Brak byto jednak materiatu porownawczego z terenu

skazonego. Analizy wykonano w marcu w okresie spoczynku roslin.

4.2.1.2.2. Wyniki

W igtach sosny bosniackiej wraz z wiekiem igiet stwierdzono wzrost poziomu SF i
0-DF (Ryc. 12). W przypadku o-DF byt on istotny na poziomie p<0,001. Tak wiec wzrost
poziom zwigzkdéw fenolowych odzwierciedla naturalne zmiany nastepujace w wyniku
starzenia sie tkanek. Wraz z wiekiem igiet zmniejszata sie istotnie (p<0,001) rowniez

zawarto$¢ wody w tkankach (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Zawartos¢ fenoli (SF i 0-DF), wyrazona w jamolach
kwasu chlorogenowego na g suchej masy i % suchej masy w
igtach sosny bosniackiej.
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4.2.1.3. Doswiadczenie Il - sosna czarna
4.2.1.3.1. Materiat i metody

Sosna czarna w polskich warunkach utrzymuje 5-6 rocznikow igiet. Gatunek ten
zostat posadzony Kilka lat wcze$niej na powierzchni badawczej w Luboniu (opisanej w
punkcie 4.1.1.3.1). Tak wiec w tym przypadku dysponowalismy materiatem z terenu
skazonego. Do badan, we wrze$niu 1994 roku, pobrano igty z trzech drzew z Lubonia i z
trzech drzew rosngcych w Arboretum Kornickim - kontrola. Byty to drzewa w zblizonym
wieku, Kilkunastoletnie. Na powierzchni skazonej udato sie znalez¢ 5 rocznikéw, aw
Korniku 6 rocznikow igiet. W igtach, oprocz poziomu fenoli, wykonano analizy zawartosSci

makro- i mikroelementéw oraz toksycznych pierwiastkow.

4.2.1.3.2. Wyniki

W igtach z powierzchni kontrolnej stwierdzono liniowy wzrost zawarto$ci zarowno
SF jak i o-DF wraz z wiekiem igiet (Ryc. 13). Na powierzchni skazonej zmiany zawartosci
fenoli miaty charakter podobny do zaobserwowanych u sosny zwyczajnej, to znaczy
zaobserwowano duzaroznice w poziomie fenoli miedzy pierwszym a drugim rocznikiem,
podczas gdy w kolejnych rocznikach brak byto istotnych zmian. Potwierdza to wystgpienie
istotnej interakcji dla o-DF miedzy powierzchnigzbioru a wiekiem igiet (Tab. 8). Badania
zawartosci pierwiastkow w igtach sosny czarnej wykazaty spadek zawarto$ci wraz z
wiekiem takich pierwiastkow jak azot, fosfor, potas, miedz i nikiel, natomiast wzrastata
zawarto$¢ magnezu, wapnia, cynku czy fluoru (Ryc. 14 i 15). Wyniki zawartosci fenoli

skorelowano z wynikami zawartosci pierwiastkéw (Tab. 9).
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Tabela 8. Tabela analizy wariancji zawartosci pierwiastkow i fenoli w igtach sosny czarnej
z uwzglednieniem lokalizacji (powierzchni), wieku igiet oraz interakciji.
p -prawdopodobienstwo -(pogrubiona czcionka jesli p<0,05).

Zrédto Pierwiastek lub grupa fenoli
Zmiennosci N P ) K Mg
st.  Sredni P Sredni p Sredni = Sredni =
swob. kwadrat kwadrat kwadrat kwadrat
Lokalizacja (L) 136830000 0,0170 24340 10,3858 20930000 0,0314 1021000 0,0991
Drzewa w (L) 4 2372000 25725 1981000 223000
Wiek (W) 4 8967000 0,0004 94694 0,0166 3397000 0,0038 70938 0,1676
Lx W 4 239300 0,9022 18079 0,5242 600100 0,3820 40723 0,4004
Btad 14 937400 21606 531000 37470
Ca Fe B Zn
st.  Sredni p Sredni = Sredni p Sredni P
swob. kwadrat kwadrat kwadrat kwadrat
Lokalizacja (L) 1 2245000 0,6884 2274 0,0755 1008 0,1355 1227 10,2314
Drzewa w (L) 412060000 399 289 617
Wiek (W) 4 22920000 0,0000 1507 0,0002 325 0,0016 146 0,0486
Lx W 4 810900 0,7009 107 0,5207 69 0,2103 288 0,0043
Btad 14 1469000 127 41 46
Mn Cu F Ni
st Sredni = Sredni = Sredni = Sredni P
swob. kwadrat kwadrat kwadrat kwadrat
Lokalizacja (L) 1 10646 0,2127 0,2587 0,4954 18967 0,0009 3,3765 0,0073
Drzewa w (L) 4 4854 0,4609 242 0,1326
Wiek (W) 4 1829 0,0298 2,1547 0,0062 1109 0,0000 1,8836 0,0000
Lx W 4 1023 0,1404 0,9917 0,0800 1022 0,0000 1,6500 0,0000
Btad 14 496 0,3785 36 0,0735
0-DF SF
st.  Sredni = Sredni =
swob. kwadrat kwadrat
Lokalizacja (L) 1 15258 0,0105 51250 0,0459
Drzewa w (L) 4 741 6262
Wiek (W) 4 4895 0,0000 14041 0,0000
Lx W 4 519 0,0056 1744 10,0811
Btad 16 94 688

St. swob. dla btedu =16
** St. swob. dla btedu = 15

Stwierdzono, ze zawarto$¢ fenoli jest ujemnie skorelowana z poziomem niektérych bardzo
waznych dla roslin makroelementéw (N, P, K), natomiast dodatnio z pierwiastkami
toksycznymi (F, Mn). Analiza wariancji wykazata, ze miejsce zbioru miato istotny wptyw
na zawarto$¢ azotu, potasu, fluoru i obu badanych grup fenoli (Tab. 8). Wiek igiet miat

wplyw na zawarto$¢ azotu, fosforu, potasu, wapnia, zelaza, boru, cynku, manganu, miedzi,
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Wiek igiet (lata)

Ryc. 13. Zawartosc¢ fenoli (SF i 0-DF), wyrazona w pmolach
kwasu chlorogenowego na g suchej masy, w igtach sosny czarnej
z dwéch powierzchni w Korniku (kontrolna) i Luboniu (skazona)

fluoru, niklu i obu grup fenoli (Ryc. 13-15). Stwierdzono réwniez istotne interakcje miedzy
wiekiem a powierzchnig, na ktorej igty zebrano, w przypadku fluoru i niklu. Wyniki tych

badan zostaty przedstawione w pracy Giertycha i wsp. (1998)
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Wiek igiet (lata)

Ryc. 14. Zawarto$¢ azotu, fosforu, potasu, magnezu, wapnia i zelaza w igtach sosny
czarnej na dwdéch powierzchniach w Korniku (kontrola) i Luboniu (skazona),
wyrazona w pgramach na g suchej masy.
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Ryc. 15. Zawartos¢ boru, miedzi, cynku, manganu, niklu i fluoru w igtach sosny
czarnej na dwdch powierzchniach w Koérniku (kontrola) i Luboniu (skazona),
wyrazona w pgramach na g suchej masy.
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Tabela 9. Tablica wspétczynnikow korelacji (N=I 1) miedzy zawarto$cig pierwiastkow i
fenoli w igtach sosny czarnej. (Pogrubiona czcionka jesli warto$¢ wspotczynnika jest
istotna na poziomie p<0.05).

Pierwiastek, N P K Ca Mg Fe B Zn Mn Cu Ni F o-dPh
grupafenoli

P 0,50

K 0,78 0,78

Ca -0,47 -0,58 -0,31

Mg 0,10 -0,02 0,35 0,72

Fe -0,60 -0,80 -0,82 0,52 -0,12

B 0,16 -0,32 0,16 0,71 0,73 0,29

Zn -0,65 -0,22 -0,58 -0,04 -0,45 0,34 -0,60

Mn -0,70 -0,43 -0,76 0,12 -0,50 0,63 -0,37 0,87

Cu 035 0,74 050 -0,68 -0,35 -0,52 -0,41 -0,24 -0,34

Ni -0,04 0,38 0,08 -0,62 -0,58 -0,39 -0,64 -0,01 -0,07 0,73

F -0,72 -0,47 -0,85 0,04 -0,56 0,66 -0,46 0,86 0,94 -0,32 -0,01
0-dPh -0,82 -0,79 -0,90 0,559 -0,06 091 0,10 0,57 0,73 -0,63 -0,35 0,77
TPh -0,78 -0,81 -0,90 0,53 -0,15 091 0,09 052 0,70 -0,59 -0,28 0,75 0,98
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4.3. Modyfikujacy wptyw czynnikéw zewnetrznych (nawozenia, $wiatta) na poziom

fenoli u roslin w warunkach stresu

4.3.1. Cel

Poniewaz podstawowym celem prowadzonych badan byto okreslenie przydatnosci
stosowania zwigzkow fenolowych jako bioindykatoréw skazenia Srodowiska, koniecznym
byto okreslenie wptywu innych czynnikdw z jakimi mamy do czynienia w trakcie
prowadzenia pomiaréw. Biorgc pod uwage, ze wptyw niektérych czynnikéw zostat juz
dostatecznie poznany i opisany w literaturze, w tych badaniach uwzgledniono dwa
czynniki: nawozenie wapniowe i oSwietlenie. Starano sie rowniez ocenic czy pora dnia ,w

ktorej zbierany jest materiat ma wptyw na zawarto$¢ zwigzkow fenolowych.

4.3.1.1. Wptyw nawozenia
4.3.1.1.1 Doswiadczenie | - laboratoryjne
4.3.1.1.1.1. Materiat i metody

Doswiadczenie przeprowadzono na 2-letnich siewkach sosny zwyczajnej,
rosnacych w szklarni w 0,5 litrowych doniczkach. Siewki te traktowano azotanem glinu,
ktory byt dodawany w ilosciach: 1, 2 i 4 mM soli w 100cm3 wody destylowanej na
doniczke, co tydzien, przez okres 1 miesigca. Nastepnego dnia po traktowaniu roslin
glinem dodawano weglan wapnia (CaCCh), takze w 100 cm3 wody. Weglan wapnia
dodawano w takich iloSciach, aby w kazdym z wariantow stezenia Al warto$¢ stosunku
Ca/Al wynosita: 0; 2/3; 1 i4/3 (rownowaznikow chemicznych). Kazdy wariant
doswiadczenia, roznigcy sie dawka Al i stosunkiem Ca/Al, reprezentowany byt przez 4
siewki. Tydzien po ostatnim traktowaniu weglanem, oznaczano zawartos¢ fenoli w igtach i

korzeniach siewek. Analizowano zawarto$¢ o-DF i SF w $wiezej masie.



4.3.1.1.1.2. Wyniki

W wyniku dziatania glinu stwierdzono istotne (Tab. 10) obnizenie zawartosci o-DF
w igtach (Ryc. 16) i nieznaczny wzrost SF w korzeniach (Ryc. 17). Zastosowane
nawozenie wapniowe nie spowodowato spodziewanego obnizenia poziomu fenoli, lecz
wraz ze zwiekszeniem stosunku Ca/Al stwierdzono wzrost poziomu SF i istotny wzrost o-
DF w igtach. Zmiany te nie miaty charakteru liniowego, a najwiecej zwigzkoéw fenolowych
stwierdzono w Sredniej dawce weglanu wapnia. Wptyw weglanu wapnia na zawartos¢
fenoli w korzeniach byt réwniez niejednoznaczny i przy kazdym stezeniu Al wygladat
inaczej (Ryc. 17). Réznice te jednak nie byty na tyle duze, aby istotna byia interakcja

miedzy badanymi czynnikami.

Tabela 10. Wyniki analizy wariancji zawartosci fenoli w igtach i korzeniach siewek sosny
zwyczajnej traktowanej azotanem glinu i weglanem wapnia oraz interakcji miedzy tymi

czynnikami, p - prawdopodobienistwo (pogrubiona czcionka jesli /?<0,05).

Zrédto o-DF w igtach SF w igtach o-DF w korzeniach ~ SF w korzeniach
zmiennosci
st.  Sredni p Sredni P Sredni = Sredni p

swob. kwadrat kwadrat kwadrat kwadrat
Al (A) 2 569,5 <0,0000 21,6 0,9327 567,2 0,0822 311,1 0,2161
Ca/Al (B) 2 123,9 0,0157 737,9 0,1140 316,3 0,2347 339,4 0,1896
AxXB 4 47,6 0,1419 358,9 0,3540 225,4 0,3811 191,4 0,4257
Btad 24* 25,0 310,0 206,7 191,8

Stopnie swobody dla korzeni = 27
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SF w igtach

o-DF w igtach

0 Al (mmol)

Ryc. 16. Zawartos$¢ fenoli (SF i 0-DF) w igtach siewek sosny wyrazona w pmolach
kwasu chlorogenowego na g $wiezej masy, w zaleznosci od stezenia azotanu glinu
i stosunku rownowaznikéw chemicznych (R.chem.) wapnia do glinu.
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SF w korzeniach

Ca/Al (R. chem.)

0 Al (mmol)

o-DF w korzeniach

Ca/Al (R. chem.)

0 Al (mmol)

Ryc. 17. Zawarto$¢ fenoli (SF i 0-DF) w korzeniach siewek sosny wyrazona w
pmolach kwasu chlorogenowego na g $wiezej masy, w zaleznosci od stezenia
azotanu glinu i stosunku réwnowaznikéw chemicznych (R.chem.) wapnia do glinu.
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4.3.1.1.2. Doswiadczenie Il - terenowe
4.3.1.1.2.1. Materiat i metody.

Badania terenowe przeprowadzono na opisanych juz (4.1.1.3.1) dwaoch
powierzchniach do$wiadczalnych w Kérniku i Luboniu. Doswiadczenia wykonano na
drzewach czterech proweniencji sosny zwyczajnej: nr 5, Mitomtyn - Polska; nr 15,
Sumpberget - Szwecja; nr 16, Zahorie - Stowacja; nr 18, Maoc¢nica - Jugostawia (Tab. 1).
W potowie maja 1992 roku na obu powierzchniach przeprowadzono nawozenie dolomitem
(30% CaO + 20% MgO), stosujac dla pojedynczego drzewa jednorazowgdawke 0,23 kg
dolomitu m" (500 kg Ca ha”). Ocene widocznych uszkodzen oraz analizy zawartosci
fenoli (o-DF i SF) przeprowadzono we wrze$niu 1993 (igty dwuletnie) i wrze$niu 1994
(ighy biezacego rocznika). Kazdy wariant doswiadczenia reprezentowany byt przez 4

drzewa (powtdrzenia).

4.3.1.1.2.2. Wyniki.

Uzyskane wyniki potwierdzity wczesniejsze dane, iz w igtach na powierzchni
skazonej zawarto$¢ o-DF i SF jest wyzsza niz na kontrolnej (Tab. 11). Stwierdzono
réwniez, ze zawartos¢ fenoli jest istotnie (p<0,01) zalezna od proweniencji.

Podobnie jak w do$wiadczeniu z kontrolowanym wptywem Al i Ca, takze i w
warunkach terenowych nawozenie Ca i Mg spowodowato wzrost zawartosci SF w igtach.
Wptyw nawozenia dolomitem byt zréznicowany i zalezat od dtugosci okresu czasu po
nawozeniu oraz od powierzchni (Tab. 12). Nawozenie wywarto wiekszy wptyw po drugim
roku, gdy rozpatrujemy tgcznie obie powierzchnie, natomiast na samej tylko powierzchni
skazonej istotniejszy wptyw miato po pierwszym roku. Wyniki opisywanych powyzej

doswiadczen zostaty przedstawione w pracy Karolewskiego i Giertycha (1995b).
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Tabela 11. Srednie zawartosci zwigzkéw fenolowych w igtach sosny zwyczajnej czterech

proweniencji na powierzchniach: kontrolnej i skazonej, nawozonych i nienawozonych
dolomitem. Po roku i po 2 latach od nawozenia.

Prowe-
niencja

Mitomityn;
Polska
Sumpberget;
Szwecja
Zahorie:
Stowacja
Maocnica;

Jugostawia

po 1 roku
po 2 latach
po 1 roku
po 2 latach
po 1 roku
po 2 latach
po 1 roku

po 2 latach

o-DF
Kontrola Skazona
Nawozone Nie Nawozone Nie
nawozone nawozone
14,69 16,69 20,02 16,58
14,28 12,22 13,35 13,19
16,59 18,04 23,20 19,76
17,01 11,90 19,67 20,69
14,92 13,25 18,82 17,51
11,58 10,28 14,30 11,04
13,11 12,45 14,99 14,86
11,75 11,97 13,83 12,88

SF
Kontrola Skazona
Nawozone Nie Nawozone Nie
nawozoine nawozone
57,04 49,53 72,56 48,70
63,36 56,93 69,88 54,58
45,05 50,19 61,43 55,84
57,22 38,76 66,81 67,50
45,50 49,24 72,96 61,01
52,16 54,90 64,90 47,05
38,29 37,54 37,59 38,95
36,2 42,53 46,36 45,82

Tabela 12. Wyniki analizy wariancji zawartosci o-DF i SF w igtach sosny zwyczajnej 4

proweniencji (P) rosngcych na dwoch powierzchniach (L) w Kérniku (kontrola) i w
Luboniu (powierzchnia skazona) nawozonych i nienawozonych dolomitem (N), po

pierwszym i drugim roku od nawozenia. (*-p<0,l; **-p<0,05; ***-p<0,01)

Zrédio

zmiennosci

Stopnie

swobody

Lokalizacja (L)

Proweniencja (P)

Nawozenie (N)

LxP
LxN
PxN
LxPxN

Btad

|

48

Po 1 roku
0-DF SF
17,89*** 6,11**
8,87*** 5,42%**
1,37 1,61
0,45 1,07
2,36 1,72
0,09 0,93
1,11 0,30
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Po 2 roku
o-DF SF
4,04** 4,85**
5,37*** 5,35%**
2,07 3,11*
1,34 1,34
0,24 0,38
0,12 0,79
0,80 1,47



4.3.1.2. Wplyw oswietlenia
4.3.1.2.1. Doswiadczenie | - laboratoryjne

4.3.1.2.1.1. Materiat i metody

W maju 1995 roku zatozono doswiadczenie, w ktorym jednoroczne siewki sosny

zwyczajnej wysadzono do kontenerow (po 10 siewek w kontenerze), pierwszy z gleba

pochodzacg z terenu kontrolnego - z Kérnika (A) i drugi z gleba skazonego - z Lubonia

(B), po czym umieszczono je pod ostonami z siatki plastikowej. Wykonano analizy

glebowe, ktdre wskazaty, ze podtoza te roznity sie pod wzgledem zawartosci niektorych

pierwiastkéw, gtdwnie potasu, wapnia i magnezu (Tab. 13).

Tabela 13. Zawarto$¢ podstawowych sktadnikow
mineralnych (N, P, K, Ca, Mg) oraz S, Fe, Al, F, a

takze pH i stezenie soli w glebie uzytej do
doswiadczenia z kontrolowanym wptywem
Swiatla.

Badany Gleba Gleba z terenu
skfadnik kontrolna (A) skazonego (B)
n-nhi 1,25 1,25
N-Noj 1,3 1,4

p 7,65 8,2

K 83,25 6,9

Ca 175,9 17,55

Mg 31,45 3,35
S-SO4 0,85 0,75

Fe 73,65 86,6

Mn 6,1 3,25

Al 18,75 35,1

F wolny 1,4 2,35

F catkowity 9,5 11,5

pH 5,74 4,3
Stezenie soli 3,175 0,615

Zastosowano trzy warianty
oston z siatki plastikowej poréwnujac
je z kontrolnym, gdzie siewki byty
wystawione na petne oSwietlenie
stoneczne. Siatka redukowata
oswietlenie kolejno o ok.: 50, 70 i
85%. Pomiarow odwietlenia
dokonano przy pomocy czujnikow
Swiatta fotosyntetycznie czynnego
(typu Quantum, firmy LiCor; USA).
Wykres zmian dobowych os$wietlenia

stonecznego (jedna wybrana doba)

oraz stopien jego redukcji osiggniety przy pomocy siatek przedstawia Ryc. 18.
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Natezenie oswietlenia

2000 T

—®— Kontrola - Petlne Swiatto —A— 1 siatka - 50% redukcji Swiatta
—0—2 siatki - 70% redukcji Swiatta —i— 3 siatki - 85% redukcja Swiatta

Ryc. 18. Zmiany natezenia Swiatta fotosyntetycznie czynnego (PPFD) w zaleznosci
od stopnia zacienienia i pory dnia.
Analizy wykonywane byty pod koniec sezonu wegetacyjnego - w pazdzierniku.
Poza okresleniem zawartosci zwigzkow fenolowych wykonano pomiary masy, dtugosci,
powierzchni igiet i korzeni oraz pomiary natezenia fotosyntezy netto (Pn), oddychania
ciemniowego (Rd) igiet oraz transpiracji (T). Pomiarow wymiany gazowej dokonano w
nastepujacych warunkach: naswietlenie 1063+42 pmol m'2s", temperatura 19°C,

wilgotnos$¢ wzgledna 40%. Wyniki podano w pmolach CO2 m'2s 1 dla PN i Rd oraz

mmolach H20 m' s" dla T. W obliczeniach przyjeto powierzchnie rzutu igiet. Kazdy

wariant doSwiadczenia reprezentowany byt przez 6 siewek (powtorzen).



4.3.1.2.1.2. Wyniki

Wykonane analizy pozwolity stwierdzi¢, ze zawartos¢ obu grup zwigzkéw
fenolowych w igtach i w korzeniach siewek, zaréwno z gleby skazonej, jak i kontrolnej
obnizyta sie wraz ze wzrostem zacienienia (Ryc. 19). Spadek ten nie bytjednak istotny
statystycznie (Tab. 14). Siewki z gleby kontrolnej charakteryzowaty sie wyzszgzawartoscig

fenoli.

SF w igtach SF w korzeniach
o-DF w igtach o-DF w korzeniach
Redukcja oswiatlenia (%) Redukcja oswiatlenia (%)

Ryc. 19. Zmiany zawartosci fenoli (SF i 0-DF) w igtach i korzeniach siewek , w zaleznosci
rodzaju gleby i redukcji o$wietlenia, wyrazona w pmolach kwasu chlorogenowego na g
Swiezej masy.
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Tabela 14. Wyniki analizy wariancji parametréw biometrycznych, fizjologicznych i oraz
zawartosci fenoli w igtach i korzeniach siewek sosny zwyczajnej z uwzglednieniem
zacienienia, rodzaju gleby oraz interakcji./? - prawdopodobienstwo (pogrubiona czcionka

jesli/2<0,05).

Zrodio
zmiennosci
St.
swob.
Zacienienie (2) 3
Gleba (G) 1
ZxG 3
Bloki w (ZG) 8
Biad 32
St.
swob.
Zacienienie (2) 3
Gleba (G) 1
ZxG 3
Bloki w (ZG) 8
Biad 32
St.
swob.
Zacienienie (2) 3
Gleba (G) 1
ZxG 3
Bloki w (ZG) 8
Btad 32
St.
swob.
Zacienienie (Z) 3
Gleba (G) 1
ZxG 3
Bloki w (ZG) 8
Btad 32

St.
swob.

Zacienienie (Z) 3
Gleba (G) 1
ZxG 3
Bloki w (ZG) 8
Btad 32

Swieza masa
siewki
Sredni p
kwadrat
98,46139
22,14083
1,66806
10,32625
8,29292

0,0051
0,1812
0,9192
0,3059

Dtugosc
wszystkich igiet
Sredni =

kwadrat
77306,3
9949,3
205052,6
67751,2
70340,9

0,3895
0,7115
0,0935
0,4812

Powierzchnia
korzeni
Sredni p
kwadrat
7750,74
14724,29
2737,89
830,16
732,44

0,0054
0,0029
0,0786
0,3683

Transpiracja

Sredni p
kwadrat
4,04536
31,69080
0,28739
1,59930
0,74156

0,1307
0,0021
0,9072
0,0588

orto- dwufenole w
korzeniach

Sredni =
kwadrat
50,39709
80,88617
51,51368
49,11255
21,52936

0,4309
0,2352
0,4223
0,0467
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Badany parametr

Swieza masa
igiet
Sredni  p

kwadrat
3,34483
0,00887
4,21610
1,50536
1,68639

0,1631
0,9407
0,1085
0,5338

Sucha masa
pedu

Sredni =
kwadrat
0,48697
0,28873
0,17517
0,07917
0,08755

0,0179
0,0926
0,1642
0,5249

Dtugosc
korzeni
Sredni P
kwadrat
915935
2659603
351433
113990
114614

0,0084
0,0013
0,0901
0,4589

Fotosynteza

Sredni p
kwadrat
9,756
362,804
1,0521
22,406
7,9792

0,7336
0,0038
0,9855
0,0177

Suma fenoli w
korzeniach

Sredni P
kwadrat
133,618
574,891
151,127
129,001

65,608

0,4273
0,0677
0,3792
0,0837

Sucha masa
) igiet
Sredni P
kwadrat
0,390840
0,078453
0,521688
0,114103
0,173053

0,0727
0,4310
0,0380
0,7225

Swieza masa
korzenia

Sredni =
kwadrat
9,207795
9,205183
2,361525
0,287751
0,563903

0,0000
0,0004
0,0079
0,8396

Srednia grubosé
; igiet
Sredni p

kwadrat

148,9113
107,9999

27,9028
28,6366
27,8304

0,0277
0,0880
0,4512
0,4351

orto-dwufenole w
igtach
Sredni =
kwadrat
163,8347
901,9401
74,4768
199,0831
37,5085

0,5170
0,0659
0,7741
0,0002

Stosunek
powierzchni do
masy igiet
Sredni P
kwadrat
516,6859
3,0191
67,9039
34,7053
26,4348

0,0012
0,7755
0,1991
0,2725

Powierzchnia
) igiet

Sredni )
kwadrat
463,95
35,89
1010,78
377,22
364,45

0,3605
0,7656
0,1178
0,4316

Sucha masa
korzenia

Sredni =
kwadrat
0,53612
0,20013
0,06869
0,02950
0,03650

0,0006
0,0314
0,1509
0,6003

Oddychanie
igiet

Sredni P
kwadrat
0,0284
1,87320
0,02515
0,11040
0,07142

0,8541
0,0033
0,8744
0,1807

Suma fenoli w
igtach
Sredni =
kwadrat
818,39
3500,94
286,06
472,15
152,05

0,2372
0,0261
0,6295
0,0103

Stosunek
powierzchni do
masy korzeni
Sredni P

kwadrat
2015,4
24447.8
777,8
2240,9
1027,5

0,4826
0,0108
0,7924
0,0562



Na tym samym materiale wykonano szereg dodatkowych pomiaréw pozwalajgcych
oceni¢ kondycje roslin. Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem zacieniania nastepuje istotny

spadek Swiezej masy siewek i suchej masy pedu (Ryc. 20).

Swieza masa siewek Sucha masa pedu

Stosunek powierzchni do masy igiet Stosunek powierzchni do masy
korzeni
100 200
80
0 50 70 85

Redukcja oswiatlenia (%)

Ryc. 20. Zmiany Swiezej masy siewek, suchej masy pedu, stosunku powierzchni do masy
igiet oraz stosunku powierzchni do masy korzeni, w zaleznos$ci rodzaju gleby i redukcji
oswietlenia.

Istotny (Tab. 14) wzrost stosunku powierzchni do masy igiet (Ryc. 20) i spadek grubosci

igiet (Ryc. 22) Swiadczacy o spadku kseromorficznosci igiet wraz zacienieniem. Nastgpit



réwniez istotny spadek Swiezej i suchej masy oraz dtugosci i powierzchni korzeni,

zwiaszcza w glebie z terenu skazonego (Ryc. 21).

Ryc. 21. Zmiany dtugosci, powierzchni, Swiezej masy oraz suchej masy wszystkich korzeni
na siewce, w zaleznosci rodzaju gleby redukcji oswietlenia.

W przypadku igiet stwierdzono spadek Swiezej i suchej masy oraz powierzchni i dtugosci,
ale jedynie w glebie kontrolnej (Ryc. 23). Ponadto stwierdzono szereg réznic pomiedzy
siewkami z gleby skazonej i kontrolnej. Swieza masa catych siewek z gleby kontrolnej byta
nizsza (Ryc. 20). Zdecydowanie nizsza w glebie kontrolnej byta rowniez powierzchnia i

dtugos¢ korzeni (Ryc. 21) oraz stosunek powierzchni do masy korzeni (Ryc. 20). W
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siewkach z gleby kontrolnej nizsze byto réwniez natezenie fotosyntezy netto i transpiracji,

a wyzsze oddychania igiet (Ryc. 22).

Grubos¢ igiet

Fotosynteza

Redukcja oswiatlenia (%)

Ryc. 22. Zmiany grubosci igiet, transpiracji, fotosyntezy oraz oddychania igiet, w zaleznosci
rodzaju gleby i redukcji oSwietlenia.

Powyzsze wyniki wskazujgjednoznacznie, ze siewki z gleby kontrolnej byty w gorszej
kondycji, co mogto by¢ spowodowane nadmiarem wilgoci w glebie i obumieraniem
korzeni. Gleba kontrolna, w odr6znieniu od skazonej, miata strukture bardziej zbita, a
przez to w wiekszym stopniu zatrzymywata wode. Réznic tych nie mozna byto zredukowac

intensywnoscig podlewania, gdyz rok, w ktérym przeprowadzono do$wiadczenia byt
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bardzo wilgotny, a wprowadzanie dodatkowych oston powodowatoby, wzrost zacieniania.

Powyzsze wyniki zostaty przedstawione w sprawozdaniu z grantu KBN (1996).

Dtugos¢ igiet Powierzchnia korzeni

Ryc. 23. Zmiany dtugosci, powierzchni, Swiezej masy oraz suchej masy wszystkich igiet na
siewce, w zalezno$ci rodzaju gleby i redukcji oSwietlenia.
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4.3.1.2.2. DoSwiadczenie Il - terenowe
4.3.1.2.2.1. Materiat i metody

Woptyw zacieniania na poziom zwigzkow fenolowych badano réwniez na
kilkunastoletnich drzewach sosny zwyczajnej jednakowego pochodzenia. Doswiadczenie
wykonano na powierzchni w Kérniku (patrz punkt 4.1.1.3.1.) najednej proweniencji nr 5
Spata - Polska (Tab. 1). Wybrano po cztery drzewa (powtorzenia) dobrze o$wietlone i
zacienione. Nie byto w tym przypadku dodatkowych czynnikéw stresowych. Pedy do
analiz pobierano na trzech wysokosciach, byty to wiec igly w r6znym stopniu oswietlone.
Oprécz analizy zawartosci zwigzkéw fenolowych, wykonano pomiary wymiany gazowej
przy oswietleniu wysysajacym. Doswiadczenie przeprowadzono we wrzesniu przy tadnej
stonecznej pogodzie, przy nastepujacych warunkach: naswietlenie 1157+51 pmol m’ s~,
temperatura 23°C, wilgotno$¢ wzgledna 55%. Wyniki przeliczono na nmole CO2 g”s’l dla

natezenia fotosyntezy netto (Pn) i oddychania ciemniowego (Rd) oraz pmole H20 g”s'l dla

transpiracji (T).

4.3.1.2.2.2. Wyniki

Analiza wariancji wykazata, ze zawarto$¢ zwigzkow fenolowych nie byta istotnie
zroznicowana w ramach wysokosci drzewa. Wykazano jedynie niewielki wzrost zawartosci
SF wraz z wysokoscig zbioru igiet u drzew o$wietlonych (Ryc. 24). W przypadku o-DF u
drzew zacienionych stwierdzono odwrotng zaleznos$¢, to znaczy im nizej zbierane byty iglty
tym wieksza byta zawarto$¢ fenoli (Ryc. 24). Dla o-DF istotna byta rowniez roznica
miedzy drzewami dobrze o$wietlonymi a zacienionymi. Igty drzew zacienionych
charakteryzowaty sie nizszym poziomem o-DF. Podobnag zaleznos¢ u drzew zacienionych
stwierdzono w przypadku natezenia transpiracji i fotosyntezy netto (Ryc. 25). Iglty z

nizszych partii korony drzew zacienionych cechowaty sie wyzszym natezeniem transpiracji
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i fotosyntezy. Stwierdzono istotne korelacje miedzy: zawartoscig o-DF i natezeniem

fotosyntezy oraz zawartoscigo-DF i transpiracja, a takze fotosyntezg! transpiracja.

SF
m Zacienione 1 OsSwietlone
0-DF
m Zacienione 1 OsSwietlone

Ryc. 24. Zawartos¢ fenoli (SF i 0-DF) w zalezno$¢ od wysokosci zbioru
igiet i oSwietlenia drzew, wyrazona w pmolach kwasu chlorogenowego
na g $wiezej masy.



Transpiracja

Fotosynteza

m Zacienione 1 OsSwietlone

Ryc. 25. Natezenie transpiracji (T) i fotosyntezy PN w zalezno$¢ od
wysokosci zbioru igiet i oSwietlenia drzew, wyrazona w mmolach H20
na g suchej masy (T) i pmolach CO2na g suchej masy.
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4.3.1.3. Wptyw pory dnia i zacienienia
4.3.1.3.1. Materiat i metody

Do dos$wiadczenia uzyto dwuletnie siewki sosny zwyczajnej hodowane w
doniczkach, w podtozu z ziemig le$ng zmieszang z torfem (3:1). Na dwa tygodnie przed
planowang analiza, w poczatku sierpnia, doniczki z siewkami umieszczono: w petnym
oSwietleniu stonecznym oraz w cieniu, przy potnocnej $cianie budynku. W obu miejscach
byto po 30 siewek z rozbiciem na dwa bloki. Zbior materiatu przeprowadzano co godzine
przez catg dobe. Do analiz pobierano po jednym krotkopedzie (dwie igty) z siewki i igty z
kazdego bloku tgczono jako jedng probke analityczng. Co godzing notowano roéwniez
temperature i natezenie oSwietlenia (Ryc. 26). Badania przeprowadzono w sierpniu przy

tadnej, stonecznej pogodzie.

4.3.1.3.2. Wyniki

Zawartos¢ zwigzkow fenolowych réznita sie istotnie (p<0,007) w zaleznosci od
oswietlenia. Wyzszy poziom zwigzkdw fenolowych stwierdzono w siewkach
umieszczonych w cieniu (Ryc. 26). Wykazano réwniez istotne (p<0,0395) r6znice miedzy
nocga dniem. W nocy zawartos¢ fenoli wyraznie spadata zar6wno u siewek w cieniu jak i
w petnym os$wietleniu. Natomiast nie stwierdzono istotnych réznic w zawartosci fenoli w

zaleznosci od pory dnia czy nocy.

http://rcin.org.pl



35 NOt

P 30 E
K25 o]
= 20 E —~
0 15 o)
g-10 6"
® 5 B
0 07
5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 1 3 5 O
Godzina
—A—Temperatura w storicu —a——Temperatura w cieniu
- - D -+ Oswietlenie w storicu — — OSwietlenie w cieniu
150
E
Jj 140
‘o 130
(0]
E 120
U 110
V)
100
Godzina
SF na Swiatte SF w cieniu

Ryc.26. Dobowe zmiany oswietlenia i temperatury oraz zawartosci fenoli w igtach
siewek sosny, umieszczonych w petnym os$wietleniu stoneczynm i w cieniu.
Oswietlenie wyrazono w pmolach na m2 s! swiatta fotosyntetycznie czynnego
(PAR), a zawarto$¢ fenoli w pmolach kwasu chlorogenowego na g suchej masy.
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4.4. Poziom zwigzkow fenolowych a stopien wrazliwosci drzew na zanieczyszczenia

przemystowe.

4.4.1. Cel

Do przeprowadzenia oceny przydatnosci zwigzkow fenolowych jako
bioindykatoréw skazenia srodowiska koniecznym byto przeprowadzenie analizy materiatu
zroznicowanego pod wzgledem zawartosci fenoli i poddanego dziataniu réznego typu
toksycznych zwigzkéw. W tym celu przebadano igty sosny zwyczajnej z czterech
powierzchni doswiadczalnych. Wykonano réwniez badania majgce na celu okreslenie
zr6znicowania miedzygatunkowego w poziomie fenoli, w ramach rodzaju Pinus i
poréwnano otrzymane wyniki ze stopniem wrazliwosci poszczegdlnych gatunkéw na

réznego typu zanieczyszczenia.

4.4.1.1. Doswiadczenie proweniencyjne na czterech powierzchniach.
4.4.1.1.1. Materiat i metody

Analizy zawartosci zwigzkow fenolowych wykonano na czterech powierzchniach
badawczych. Dwie z nich (w Kérniku i w Niepotomicach k. Krakowa) zostaty zatozone w
ramach dos$wiadczenia IUFRO-1982 (Tab. 1). Powierzchnia w Koérniku, na ktérej
przeprowadzono wiele opisywanych wyzej doswiadczen, zostata opisana w punkcie
4.1.1.3.1,, natomiast dane o powierzchni w Niepotomicach podajg Oleksyn i Rachwat
(1994). Jest to powierzchnia zlokalizowana w duzym kompleksie leSnym Puszczy
Niepotomickiej i jest narazona na oddziatywanie zanieczyszczen pochodzacych z
aglomeracji miejsko-przemystowej Krakowa. Dwie pozostate powierzchnie (w Luboniu i
w Gtlogowie) zostaty zatozone z wykorzystaniem tego samego materiatu, czyli siewek

sosny 20 europejskich populacji. Powierzchnia w Luboniu bytajuz opisana w podrozdziale
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4.1.1.3.1. Czwarta powierzchnia, w Glogowie, zlokalizowana jest w poblizu huty miedzi i
narazona jest na wysokie skazenie przede wszystkim przez metale ciezkie (Oleksyn 1989,
Rachwat i in. 1990).

Do analiz pobrano igly z drzew rosngcych w dwoch blokach (powtdrzeniach), z
kazdej populacji i na kazdej powierzchni. Liczba drzew poszczeg6lnych populacji w
ramach blokéw byta rézna i wynosita od kilku do dwudziestu, igty z nich byty tgczone, tak
ze bloki stanowity powtdrzenia. Wszystkie populacje jednak reprezentowane sgtylko na
powierzchni w Niepotomicach, na pozostatych brakuje populacji nr 9 (Bolewice, Polska), a
na powierzchni w Luboniu brakuje jeszcze populacji nr 1 (Ros¢inskaya Daca, Rosja). Tak

wiec dwie wymienione populacje zostaty pominiete w og6lnej analizie.

4.4.1.1.2. Wyniki

Wyniki zawartos$ci sumy zwigzkow fenolowych wskazujg na duze zrdéznicowanie
proweniencyjne (Ryc. 27 i 28). Na srednich wynikach zawartosci fenoli dla
poszczegoblnych populacji z czterech powierzchni przeprowadzono analize grupowania
metodg Warda. (Ryc. 29). Wyodrebniono grupe populacji z potudnia Europy (nr 18,19,
20), razem jednak z proweniencjgnr 13 z Belgii, ktora nie jest populacjgrodzimgi nie jest
znane jej doktadne pochodzenie. Pozostate populacje nie grupuja sie wedtug jakiego$

okreslajacego je czynnika.
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Powierzchnia w Glogowie

Powierzchnia w Koérniku

Ryc. 27. Zawarto$¢ sumy fenoli i odchylenia standardowe w igtach drzew 20
prowieniencji europejskiego zasiegu sosny na powierzchniach doswiadczalnych w
Gtlogowie i Kérniku, wyrazona w pmolach kwsu chlorogenowego na g suchej
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Powierzchnia w Luboniu

Powierzchnia w Niepotomicach

Ryc. 28. Zawarto$¢ sumy fenoli i odchylenia standardowe w igtach drzew 20
prowieniencji europejskiego zasiegu sosny na powierzchniach doswiadczalnych w
Luboniu i Niepotomicach, wyrazona w mmolach kwsu chlorogenowego na g
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Nr populacji i kraj
2 Rosja
6 Polska
10 Niemcy
17 Wegry
11 Niemcy
12 Niemcy
3 Rosja
15 Szwecja
5 Polska
4 t otwa
7 Polska
8 Polska
14 Francja
16 Stowacja
13 Belgia —
18 Jugostawia—
19 Bosnia —
20 Turcja —

Ryc. 29. Dendrogram proweniencji sosny zwyczajnej wg zawartosci sumy fenoli na
czterech powierzchniach: Glogéw, Karnik, Lubon, Niepotomice.
Analiza wariancji
o0 uzyskanych wynikow zawartosci
fenoli wykazata istotne
zrOznicowanie proweniencyjne,
jak rowniez miedzy
poszczegblnymi powierzchniami
Glogow Komik Lubon Niepolomice (Tab. 15). Najwiecej tych

Powierzchnia

Ryc. 30. Poréwnanie $redniej dla wszystkich proweniencji zawartosci fenoli w ZWIqZkéW stwierdzono w Igl'aCh z

igtach sosny z czterech powierzchni doswiadczalnych. Zawarto$¢ fenoli wyrazono
w pmolach kwasu chlorogenowego na g suchej masy.

Lubonia, a najmniej z Gtogowa

(Ryc. 30). Nie stwierdzono istotnej interakcji miedzy lokalizacja a proweniencja. Swiadczy

to o podobnej reakcji w poziomie fenoli, niezaleznie od rodzaju skazenia.
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Tabela 15.Tabela analizy wariancji zawartosci fenoli w igtach i korzeniach siewek sosny
zwyczajnej z uwzglednieniem lokalizacji (powierzchni), proweniencji oraz interakcji.
p - prawdopodobienstwo (pogrubiona czcionka jesli/?<0,05).

Zr6dto zmiennosci St. swob. Sredni kwadrat =
Lokalizacja (L) 3 9540,119 0,0000
Proweniencja (P) 17 2472,842 0,0000
L*P 51 855,155 0,1047
Biad 72 620,921

Wyniki zawartosci fenoli zostaty poréwnane z oceng uszkodzen spowodowanych
przez zanieczyszczenia przemystowe. Oceny uszkodzen na dwdch powierzchniach w
Luboniu i w Gtogowie wykonane zostaty w 1984 roku przez Oleksyna i wsp. (1988).
Stanowig one podstawe do okreslenia wrazliwosci na zanieczyszczenia poszczegolnych
proweniencji. Ponadto wyniki zawartosci fenoli poréwnano z dostepnymi w literaturze
danymi biometrycznymi wykonanymi na tych powierzchniach (Oleksyn 1988a; Oleksyn i
Rachwat 1994). Analiza ta wykazata, ze zawartosci fenoli w igtach na poszczegélnych
powierzchniach sgze sobg stabo skorelowane. Jedynie na poziomie p<0,l dodatnio
koreluje ze sobg zawartos$¢ fenoli w igtach na powierzchniach w Kérniku i Gtogowie oraz
w Niepotomicach i w Luboniu. Srednia zawarto$¢ tych zwiazkéw z czterech powierzchni
tgcznie koreluje na poziomiep<Q,! z uszkodzeniami wywotanymi przez zanieczyszczenia
w Luboniu i Gtogowie. Natomiast zawartos$¢ fenoli w igtach drzew z poszczegélnych
powierzchni nie jest istotnie skorelowana z wrazliwos$cigwyrazong stopniem uszkodzenia.
Poréwnanie zawartosci fenoli (Srednich dla czterech powierzchni) z danymi
biometrycznymi wykazato, ze jest ona istotnie (p<0,05) dodatnio skorelowana z gruboscig
pnia (pomiary w Niepotomicach w 1991r.) (Oleksyn i Rachwat 1994), oraz wysokoscig
drzew w Korniku (dane za Oleksynem 1988a). Nie stwierdzono istotnych korelacji miedzy

zawartoscig fenoli w igtach drzew z poszczeg6lnych populacji na badanych
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powierzchniach, jak i zawarto$cig fenoli (Srednig dla wszystkich powierzchni) a dtugoscia

czy szerokoscig geograficzng, z ktorej pochodzity nasiona.

4.4.1.2. Zmienno$¢ miedzygatunkowa w zawartosci fenoli, a wrazliwos$¢ na
zanieczyszczenia
4.4.1.2.1. Materiat i metody

Kolejnym eksperymentem, majacym na celu okre$lenie zaleznosci miedzy
zawartos$cig fenoli a stopniem wrazliwosci, byta analiza zawartosci sumy fenoli (SF) w
igtach biezacego rocznika u osiemnastu gatunkow sosen (sosna Armanda - Pinus armandii,
s. Banksa - P. banksiana, limba - P. cembra, s. koreanska - P. koraiensis, s. boSniacka - P.
leucodermis, s. czarna - P. nigra, s. rumelijska - P. peuce, s. z6ta - P. ponderosa, s.
smotowa - P. rigida, wejmutka - P. strobus, s. zwyczajna - P. sylvestris, s. wydmowa - P.
contorta, s. japonska - P. densiflora, s. Jeffreya - P. jeffreyi, koséwka - P. mugo, s. chirska
- P. tabulaeformis, koséwka drzewiasta - P. uncinata, s. himalajska - P. wallichiana),
rosnacych w Arboretum Kornickim. Badania przeprowadzono w listopadzie 1996 roku.
Wybrane drzewa byty w roznym wieku od kilku do kilkudziesieciu lat w zaleznosci od

gatunku. Kazdy gatunek reprezentowany byt przez 3 drzewa (powtorzenia).

4.4.1.2.2.Wyniki

Poziom fenoli w igtach poszczeg6lnych gatunkdw byt bardzo zréznicowany (Ryc.
31). Zawartos¢ fenoli zostata skorelowana ze stopniem wrazliwosci na dziatanie:
dwutlenku siarki, fluorowodoru, tlenkéw azotu i ozonu. Obliczenia wykonano dla
pierwszych jedenastu gatunkéw, przebadanych w warunkach laboratoryjnych (Karolewski
1992). Nie stwierdzono jednak istotnej korelacji pomiedzy zawartoscigtych zwigzkdw i

stopniem uszkodzenia igiet przez ktorykolwiek z gazdw.

74
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SF (pimol g’l s.m.)

Ryc. 31. Zawarto$¢ sumy fenoli w igtach osiemnastu gatunkéw sosen rosngcych w
Arboretum Kornickim, wyrazona w p.molach kwasu chlorogenowego na g suchej
masy.
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4.5. Udziat zwigzkéw fenolowych w powstawaniu uszkodzen igiet wywotywanych

czynnikami abiotycznymi

4.5.1. Cel

W celu potwierdzenia udziatu zwigzkoéw fenolowych w obronie przed abiotycznymi
czynnikami stresowymi, przeprowadzono badania igiet z widocznymi uszkodzeniami. Na
igtach sosny zwyczajnej, w wyniku dziatania niektérych czynnikéw stresowych np.
zwigzkdw fluoru i dwutlenku siarki, powstajg charakterystyczne nekrotyczne uszkodzenia
ich koncéwek (Karolewski 1990). Koncéwka igly jest martwa, wyschnieta, a uszkodzenia
te siegajg czasem nawet do potowy igly. Nastepnie w kierunku do nasady igty wystepuje
kilkumilimetrowa zywa cze$¢, o ciemnobrgzowym zabarwieniu. Pozostaty, przynasadowy
fragment jest zielony i nie wykazuje widocznych objawow uszkodzen. Wykonano réwniez
doswiadczenie, ktérego celem byto zbadanie rozktadu fenoli w zdrowych igtach, czyli na
etapie zanim pojawia sie nekrozy. Analizie poddano wizualnie nie uszkodzone igty, ktére

pocieto wzdtuz na pie¢ fragmentow.

4.5.1.1. Doswiadczenie | - analiza uszkodzonych igiet
4.5.1.1.1. Materiat i metody

Igty sosny zwyczajnej o opisanych wyzej uszkodzeniach, zebrane zostaty jesienig z
trzech drzew (powtorzenia) na powierzchni skazonej w Luboniu (opis w podrozdziale
4.1.1.3.1) z drzew bedacych otuling doswiadczenia proweniencyjnego, tam bowiem
znaleziono drzewa ze stosunkowo duzg iloscig uszkodzen. Zebrano rowniez igly bez
widocznych uszkodzeh z terenu skazonego w Luboniu i kontrolnego w Koérniku.
Uszkodzone igty zostaty podzielone na nastepujgce fragmenty: cze$¢ nekrotyczna, strefa

przejsciowa oraz cze$¢ wizualnie nie uszkodzona. W igtach oraz ich fragmentach



oznaczane byty: zawarto$¢ fenoli i wody. Ponadto we wspotpracy z A. Wernerem, z
Zaktadu Fitopatologii Instytutu Dendrologii PAN w Korniku wykonano analizy

histochemiczne igiet i ich fragmentéw, uszkodzonych w r6znym stopniu.

4.5.1.1.2 Wyniki

Analizy wykazaly, ze zawarto$¢ fenoli we fragmentach uszkodzonych igiet byta
zr6znicowana i zalezata od stopnia uszkodzenia. Najmniejszg zawarto$cigtych zwigzkéw
cechowata sie nekroza. Poziom fenoli w czesciach wizualnie nie uszkodzonych, jak i w
zdrowych igtach z terenu skazonego i kontrolnego byt stosunkowo wysoki, jednak brak
byto pomiedzy nimi istotnych réznic (Ryc. 32). Zawartos¢ wolnych fenoli w strefie
przejéciowej byta nizsza niz w zdrowych igtach, jednakze stosunek fenoli do wody byt
istotnie wyzszy. Analizy histochemiczne wykazaty duze ilosci zwigzanych substancji
fenolowych w wizualnie nie uszkodzonych fragmentach igiet. Jeszcze bardziej wyrazistg
reakcje na obecnosc fenoli stwierdzono w strefie przejéciowej, zwtaszcza w poblizu
nekrozy. Ponadto obserwowano duze ilosci lignin i suberyn w nekrozie. Wyniki tych badan

zostaty opublikowane (Giertych i Werner 1996).
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Ryc.32. Zawarto$¢ sumy fenoli i wody we fragmentach igiet o
réznym stopniu uszkodzenia i w igtach zdrowych z terenu
skazonego (Lubon) i kontrolnego (Kérnik). Zawartos¢ fenooli
warazono w pmolach kwasu chlorogenowego na g suchej
masy, a wody w % Wartosci zaznaczone jednakowsa literg
oznaczajg brak roznic na poziomie p<0,05.
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4.5.1.2. Doswiadczenie Il - analiza rozktadu zawartos$ci fenoli w igtach wizualnie nie
uszkodzonych
4.5.1.2.1. Materiat i metody

Igty do badan zebrano w styczniu z jednej wybranej populacji nr 7 Spata, Polska
(Tab. 1) z powierzchni skazonej (Lubon) i kontrolnej (Kornik). Do badan uzyto po trzy
drzewa rosngce na kazdej z powierzchni (opis powierzchni w punkcie 4.1.1.3.1). Igty
podzielono na fragmenty w nastepujacy sposob: kazdg igte cieto proporcjonalnie na piec
czesci. Przeprowadzono analizy zawarto$¢ o-DF i SF oraz wody. Dla poréwnania
wykonano réwniez standardowe analizy tych zwigzkow w catych igtach. W analogicznie
podzielonych igtach z drzew tej samej populacji na obu badanych powierzchniach

wykonane zostaty analizy zawartosci pierwiastkdéw (Giertych i in. 1997).

4.5.1.2.2. Wyniki

Stwierdzono wyzszg, lecz nie istotng statystycznie, zawarto$¢ fenoli w igtach z
terenu skazonego niz kontrolnego. Istotnie (£><0,0069) réznita sie zawarto$¢ wody w
terenie skazonym byto jej w igtach mniej. W przypadku obu badanych grup zwigzkow
fenolowych wykazano istotny (o-DF £><0,009; SF £><0,0325) wzrost ich zawartosci, od
nasady do czubka iglty. W igtach z terenu skazonego ten wzrost byt znacznie wigkszy (Ryc.
33). Zawartos¢ wody réwniez byta istotnie (p<0,0014) rézna w poszczegdlnych czesciach
igiet, jednak wyniki te moggby¢ obarczone pewnym btedem, spowodowanym wiekszym
ubytkiem wody z fragmentow, ktére z dwadch stron miaty ciecia (Ryc. 34). Ciecie

zwiekszato parowanie i ubytek wody.



1 cale
J igly

Fragment igty

cate
igly

Fragment igty

Ryc.33. Zawarto$¢ fenoli (SF i 0-DF) we fragmentach zdrowych oraz w catych
igtach z terenu kontrolnego (Kornik) i skazonego (Lubon), wyrazona w ~.molach
kwasu chlorogenowego na g suchej masy.
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igly

Fragment igly

Ryc. 34. Zawarto$¢ wody we fragmentach zdrowych oraz w catych igtach z terenu
kontrolnego (Kornik) i skazonego (Lubon), wyrazona w % Swiezej masy.

Srednie zawartoéci zwigzkow fenolowych i wody we fragmentach dla obu
powierzchni (n=10) zostaty skorelowane z zawartoscig niektorych pierwiastkow (Tab. 16).
Tabela 16. Tablica wspotczynnikéw korelacji miedzy zawarto$cig pierwiastkéw i fenoli we
fragmentach igiet sosny zwyczajnej z powierzchni w skazonej w Luboniu i kontrolnej w
Kérniku. (Pogrubiona czcionka jesli warto$¢ wspotczynnikajest istotna na poziomie

p<0.05).

Korelowane cechy N P K Mg Zn Cu F Al o-DF

o-DF -0,26 -0,85 -0,71 -0,71 -0,79 -0,67 0,80 0,93 1,00
SF 0,00 -0,72 -0,75 -0,59 -0,78 -0,56 0,77 0,87 0,95
h2o 088 068 029 0,77 046 042 -035 -049 -0,59

Zawarto$¢ fenoli byta dodatnio skorelowana z takimi czynnikami toksycznymi, jak fluor i

glin, natomiast ujemnie z niektérymi makro- i mikroelementami (Cu, Mg, P, Zn, K).
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5. Dyskusja

5.1. Kinetyka i charakter zmian zawartosci zwigzkéw fenolowych pod wptywem réznych

zanieczyszczen - toksycznych gazéw i metali

Zmiany w zawartosci zwigzkow fenolowych oznaczanych sumarycznie lub tylko
ich niektorych grup, wywotane dziataniem r6znych czynnikéw skazajgcych srodowisko,
obserwowano u wielu gatunkow roslin, w tym rowniez drzew. Charakter tych zmian jest
stosunkowo trudny do okre$lenia i uogolnienia. Dlatego tez nie ma w tym wzgledzie
jednoznacznych wynikéw. W celu omowienia rezultatdw doswiadczen prezentowanych w
niniejszej pracy, na tle wynikow uzyskanych przez innych autoréw, na wstepie zostanie
przedstawiona krétka charakterystyka wynikow uzyskanych przez innych badaczy.

Doniesienia literaturowe dotyczace wptywu zanieczyszczen na zawartos¢
zwigzkdéw fenolowych mozna podzieli¢ na trzy grupy:
a) - w wyniku dziatania toksycznych zanieczyszczen nastepuje wzrost poziomufenoli.

Wozrost zawartosci fenoli w wyniku dziatania podwyzszonych stezen ozonu zostat
opisany w pracach Howella (1970, 1974), Howella i Kramera (1973). U fasoli, stwierdzono
w lisciach wzrost poziomu kwasu kawowego. Natomiast w doswiadczeniu z dwunastoma
odmianami orzecha ziemnego, wykazano istotng korelacje miedzy poziomem fenoli a
wielkoscig uszkodzen lisci wywotanych przez ozon. Langebartels i wsp. (1990) podaja, ze
dziatanie ozonu powodowato u siewek sosny zwyczajnej i Swierka pospolitego wzrost
poziomu katechiny, ktory byt tym wiekszy im wyzsze byto stezenie gazu. Rosemann i wsp.
(1991) wykazali, ze tworzenie sie niektorych pochodnych stilbenu - pinosilwindéw, jak

réwniez aktywnos¢ enzymu syntetazy stilbenowej w igtach siewek sosny zwyczajnej, byty



indukowane w wyniku dziatania niewielkich dawek ozonu. Aktywno$¢ enzymu i
akumulacja tych zwigzkow wzrastata wraz ze wzrostem stezenia gazu. Réwniez aktywno$é
amoniakoliazy fenyloalaninowej - waznego enzymu metabolizmu fenoli, wzrastata w
wyniku dziatania ozonu.

Takze innego typu zanieczyszczenia, takie jak zwigzki fluoru w powietrzu,
powodujg wzrost poziomu fenoli w igtach Swierka (Picea abies) (Keller 1976). Podobnie
wzrost zawarto$ci zwigzkéw fenolowych (orto-dwufenoli, meta-dwufenoli i ogélnej ich puli)
u kilku gatunkéw ro$lin drzewiastych, rosngcych w warunkach skazonego powietrza przez
zwigzki fluoru, stwierdzita Yee-Meiler (1974, 1977). Akumulacja tych substancji byta tym
wieksza im rosliny znajdowaty sie blizej Zrodta emisji. Poziom bardziej ztozonych
substancji fenolowych, takich jak antocyjaniny, moze sie podwyzsza¢ w wyniku dziatania
zanieczyszczen, co stwierdzili w przypadku wptywu ozonu i smogu ,,biatego” typu
kalifornijskiego na liscie szczawiu Koukol i Dugger (1967). Podobnie Hurwitz i wsp.
(1979) wykazali, ze ozon powoduje zwigkszenie poziomu bardziej ztozonych zwigzkow
pochodnych fenoli, jak na przyktad garbnikéw. Machackova (1994) stwierdzita w
warunkach miejskich wyzsze zawartosci fenoli w igtach Kkilku gatunkéw drzew iglastych,
rosnagcych na stanowiskach bardziej skazonych.

Wzrost poziomu pewnych zwigzkow fenolowych (piceiny i katechiny) w igtach
Swierka, na obszarach silnie skazonych przez dwutlenek siarki, tlenki azotu i ozon wykazat
Masuch i in. (1992). Stachurski i wsp. (1994) badali zawarto$¢ niektérych pierwiastkow i
polifenoli w igtach Swierka pospolitego rosngcego w Karkonoszach, w terenie skazonym
przez Al, Pb i S. Autorzy stwierdzili obnizenie zawartosci chlorofilu, a wzrost poziomu
metabolitow wtoérnych (polifenoli) oraz znaczny deficyt Mg. Symulowane dziatanie

kwasnego deszczu, poprzez opryskiwanie roztworami kwasu siarkowego, takze powodowato

http://rein 5 rg.pl



w igtach sosny czarnej (Pinus nigra) i s. czerwonej (P. resinosa) wzrost poziomu zwigzkéw
fenolowych (Zobel i Nighswander 1991).
b) - w wyniku dziatania zanieczyszczen obniza sie zawarto$¢ zwigzkowfenolowych.

Przyktadem stwierdzenia spadku zawartosci fenoli pod wptywem skazenia moze by¢
praca Beyera i wsp. (1993), gdzie po 6 miesigcach ciggtej ekspozycji na SO2 wykazano
redukcje zawartosci fungistatycznych pochodnych stilbenéw w drobnych korzeniach i
korze Swierka. Rowniez Julkunen-Tiitto i wsp. (1995) stwierdzili, ze produkcja salicyny i
kwasu chlorogenowego byta istotnie redukowana przy wzroscie stezenia SO2.

c) - w wyniku dziatania zanieczyszczen zawartos¢ zwigzkowfenolowych nie zmienia sie
istotnie, zmiany nie przybieraja $cisle okreslonego kierunku lub w przypadkujednych grup
fenoli nastepuje spadek, a u innych wzrost zawartosci.

Przyktadem jest praca Bookera i wsp. (1996), w ktorej nie stwierdzono istotnych
réznic w zawartosci fenoli i proantocyjanidyn przy niskich stezeniach ozonu w igtach
biezgcego rocznika sosny (Pinus taeda). Réwniez zawarto$¢ lignin nie zmieniata sie
istotnie pod wpltywem tego gazu. Natomiast autorzy ci wykazali wzrost zawartosci fenoli i
proantocyjanidyn o 25-29% w igtach drugiego rocznika P. taeda. Zawarto$¢ katechin w
tych igtach wzrastata o 81%. Katechina jest efektywnym antyutleniaczem i jej
podwyzszony poziom moze chroni¢ przed uszkodzeniami powodowanymi przez ozon.
Jordan i wsp. (1991) podali, ze eksponowanie siewek sosny (P. taeda) na symulowane
dziatanie kwasnego deszczu oraz jednoczesnie 03, nie powodowato istotnych zmian og6lnej
zawartosci fenoli w igtach. Jedynie najwyzsze ze stosowanych stezen ozonu (2,5 razy wiecej
03 niz w otoczeniu) przyczyniato sie do podwyzszenia poziomu tanin, nie wptywajgc na
catkowitg zawartos¢ fenoli. Autorzy sugerujg, ze dziatanie O3 prowadzi jedynie do alokacji
wewnatrz poszczegélnych grup fenoli bez zmiany ich ogdélnej puli. Podobnie Kainulainen i

wsp. (1995a) nie stwierdzili wptywu 03 i 03 + NO2, na zawarto$¢ zwigzkow fenolowych u
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siewek sosny zwyczajnej i Swierka pospolitego. Rowniez Kettrup i wsp. (1991) stwierdzili
wzrost zwartosci niektorych fenoli (piceiny, katechiny), wywotanych dziataniem H202 na
ighy Swierka, a spadek innych (p-hydroksyacetofenonu i izorapontyny). Richter i Wild
(1994) wykazali, ze zawartos¢ zwigzkdéw fenolowych w igtach Swierka pospolitego
zmienia sie w wyniku uszkodzen wywotanych przez ozon. Katechina wykazywata wzrost
zawartosci w uszkodzonych drzewach, przy czym jej poziom byt podobny w igtach drzew
nie uszkodzonych, rosnacych na roznych stanowiskach, p-hydroksyacetofenon zostat
wykryty w niewielkiej ilosci i nie korelowat z uszkodzeniami. Ci sami autorzy podaja, ze w
wielu przypadkach obserwowali wzmozong produkcje zwigzkéw fenolowych w wyniku
dziatania czynnikow biotycznych i abiotycznych. Miedzy innymi wykazali oni, ze poziom
jednych fenoli np. katechiny, epikatechiny, u drzew uszkodzonych jest wiekszy, natomiast
innych zwigzkow np. piceiny (podstawowego fenolu u $wierka), wykazuje spadek
zawartosci. Zwigzki fenolowe oznaczane ogdlnie, nie wykazywaty istotnych réznic
pomiedzy powierzchnig skazongi kontrolng. Podobne wyniki otrzymali Heller i wsp. (1990).
Oznaczajac aktywnos¢ enzymow metabolizmu fenoli stwierdzili oni, ze aktywno$¢
dehydrogenazy alkoholu cynamylowego (enzymu szlaku ligninowego) zostata zwigkszona
(o 83%) w igtach biezgcego i poprzedniego rocznika, w wyniku traktowania sadzonek
Swierka O3 i kwasng mgtg (pH 3.0). Jednakze aktywnos¢ syntetazy chalkonowej,
amoniakoliazy fenyloalaninowej i zawarto$¢ katechiny, astrynginy, isorhapontyny, piceiny
i p-hydroxoacteofenonu nie wykazywaty réznic zaleznych od traktowania.

Takze w przypadku dziatania na rosliny toksycznych gazéw o charakterze
kwasowym, cze$¢ badaczy wskazuje na brak zmian poziomu fenoli u tych roélin. Na
przyktad Kainulainen i wsp. (1995b) badajac wptyw SO2 na sadzonki (kilka klonéw) oraz
siewki (z wolnego zapylenia) sosny zwyczajnej i Swierka pospolitego stwierdzili, ze gaz nie

powodowat istotnych zmian zawarto$ci sumarycznie oznaczanych fenoli w igtach. W
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doswiadczeniu z klonami $wierka, brak byto wptywu tego gazu na poziom fenoli w
korzeniach, a tylko u jednego klonu przy najwyzszym ze zastosowanych stezen SO? (0,155
ppm), wystapit spadek poziomu fenoli. Natomiast w korzeniach siewek $wierka zawarto$¢
fenoli wzrastata proporcjonalnie do stezenia gazu. Dwutlenek siarki nie wptywat istotnie na
zmiany ogoélnego poziomu monoterpendéw w igtach sosny, a tylko powodowat w nich istotny
wzrost a-pinenu i obnizenie 3-karenu. Grill i wsp. (1975) wykazali, ze chociaz suma
zwigzkow fenolowych wzrastata w igtach siewek Swierka traktowanych SO2, to wzrost ten
nie byt jednak spowodowany przez dwa podstawowe zwigzki fenolowe, wystepujace u
tego gatunku - piceine i p-hydroksyacetofenon. Poziom tych dwoch zwigzkoéw obnizat sie
w igtach poddanych dziataniu dwutlenku siarki.

Dane literaturowe nie dajgwiec jednoznacznej odpowiedzi jak reagujg zwigzki
fenolowe na skazenie srodowiska. Przypuszczalng przyczynatych rozbieznosci sgrézne
warunki prowadzonych do$wiadczen oraz roznice zwigzane z wiekiem, rozwojem roslin,
stanem fizjologicznym, a takze ze zréznicowaniem gatunkéw. W prezentowanych
badaniach starano sie uzupetni¢ wiadomosci na temat wptywu kilku czynnikéw na
zawarto$¢ fenoli oznaczanych jako suma fenoli, jak i z rozr6znieniem na orto-dwufenole i
meta-dwufenole.

Opisane w tej pracy wyniki doswiadczen z wptywem dwutlenku siarki wykazaty, ze
zmiany zawartosci fenoli w igtach siewek sosny, wywotane krotkotrwatym dziataniem
gazu, nie miaty charakteru liniowego. Ten typ reakcji zaliczy¢ mozemy do tej opisanej
wczesniej w grupie trzeciej (c). Poczatkowo obserwowano wzrost, nastepnie spadek i
ponowny wzrost zawartosci zwigzkow fenolowych, w przypadku wszystkich badanych
grup fenoli. Podobny obraz uzyskano zaréwno w przypadku badania wptywu r6znych
stezen SO2 (4.1.1.1.1.) jak i r6znego czasu ekspozycji (4.1.1.1.2.). Tak wiec reakcja roslin

na skazenie, wyrazajgca sie zmianami poziomu fenoli, jest w duzym stopniu uzalezniona
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od czasu ekspozycji i natezenia dziatajgcego czynnika. Istotnajest tez wrazliwos¢ roslin na
zanieczyszczenie. W doswiadczeniu ze zmiennym czasem ekspozycji badano siewki
dwaoch populacji rézniacych sie wrazliwoscia. Istotny wptyw SO2 na poziom fenoli
uzyskano tylko u populacji wrazliwej. Obserwowany w obu dyskutowanych
doswiadczeniach poczatkowy wzrost moze by¢ spowodowany, podobnie jak w badaniach
Howella (1970) nad wptywem ozonu, przez wzrost aktywnosci enzyméw metabolizmu
fenoli i procesow red-oks. Udziat fenoli w procesach oddechowych roslin, wykazany przez
Tomaszewskiego (1961), jest zwigzany z reakcjami obronnymi i regeneracyjnymi, w
ktérych oddychanie odgrywa bardzo wazngrole (Koziot i Jordan 1978) [Rola fenoli w
reakcjach obronnych bedzie opisana w rozdziale 5.5]. Notowany pézniej spadek ma
przypuszczalnie zwigzek z procesami syntezy polimerow fenolowych, lignin i innych
zwigzkdw pochodnych (Heller i in. 1990). Kolejny wzrost zawartosci fenoli majuz
charakter $wiadczacy o przebiegu proceséw degradacyjnych w tkankach oraz komdérkach i
zwigzany jest z powstawaniem nekroz.

Wyniki kolejnego do$wiadczenia (4.1.1.1.3.), w ktérym analizowano dziatanie SO2
na siewki z kontrolowanego krzyzowania, roznigce sie wrazliwosciag ha zanieczyszczenia
przemystowe nie daty jednoznacznej odpowiedzi na pytanie - czy zawarto$¢ fenoli jest
zwiagzana z ich wrazliwos$cig? Dane literaturowe wskazujg na istnienie takich zalezno$ci w
przypadku czynnikow biotycznych (Feldman i Hanks, 1968; Nicholson i Hammerschmidt,
1992; Rengel i in. 1994). Badajac siewki z kontrolowanych krzyzowan starano sie ocenic¢
osobno wptyw matki i ojca na zawartos$¢ fenoli i wrazliwos¢ na dwutlenek siarki. Otrzymane
wyniki nie sgistotne statystycznie i wycigganie jednoznacznych wnioskéw jest ryzykowne.
Istotny wptyw dwutlenku siarki, i to tylko na poziomie p<0,08, uzyskano w przypadku sumy
fenoli w korzeniach, gdzie zaobserwowano spadek poziomu fenoli w stosunku do kontroli.

Obnizenie zawartosci fenoli w korzeniach obserwowany byt pod wptywem SO2 i O3 réwniez
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u Swierka i sosny (Beyer i in. 1993; Kainulainen i in. 1995b; Tingey i in. 1976).
Stwierdzenie, w przypadku zawartosci o-DF w korzeniach siewek, istotnej statystycznie
interakcji miedzy wariantami (krzyzowka x traktowanie), wynika z odmiennej reakcji
jednej krzyzowki, u ktorej stwierdzono spadek zawartosci o-DF w wyniku dziatania SO2.
Byta to krzyzéwka wrazliwego ojca i Srednio wrazliwej matki. W pozostatych czterech
krzyzowkach wystapit wzrost poziomu tej grupy fenoli pod wptywem SO2. Wzrost
zawartosci 0-DF u wiekszosci krzyzéwek moze wynikac z roli jaka ta grupa fenoli
odgrywa w procesach oksydacyjnych (Rubin i Arcichowska 1971). Brak jednoznacznej
reakcji roélin moze by¢ spowodowany zastosowaniem stosunkowo niewielkiej dawki SO2
(0,25 ppm przez 72 godziny) i duzym zréznicowaniem genetycznym materiatu.

Poréwnanie wynikow zawartosci zwigzkow fenolowych z innymi metabolitami i
parametrami fizjologicznymi pozwolito stwierdzi¢ istnienie korelacji miedzy zawartoscia
o-DF w igtach, a zawartoscig glukozy. Podobne dane uzyskali Lavola i wsp. (1994) w
wyniku oddziatywania ozonu na brzoze. Wzrost zawartosci zarébwno o-DF jak i glukozy, u
roslin znajdujacych sie w warunkach stresowych, moze by¢ zwigzany ze zwiekszonym
zapotrzebowaniem na energie dla proceséw regeneracyjnych i naprawczych (Koziot i
Jordan 1978).

W kolejnym doswiadczeniu (4.1.1.2.1.), ktérego celem byto okreslenie wptywu
jonéw toksycznych metali na siewki sosny zwyczajnej, stwierdzone zmiany zawartosci
fenoli byty podobne jak w doswiadczeniach z wptywem SO2 na siewki sosny (4.1.1.1). W
przypadku o-DF zmiany nie miaty charakteru liniowego, przy czym reakcja roslin byta
zalezna od toksycznosci metalu. Im metal byt bardziej toksyczny tym reakcja bardziej
intensywna. Ustalono nastepujgca kolejnos¢ w toksycznosci badanych jonow:

Cd>Pb>Mn>Al. Potwierdza to doniesienia innych autoréw o szczegdlnej toksycznosci
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kadmu i otowiu, w poréwnaniu z innymi jonami (Carlson i in. 1975; Chaney i Strickland
1984).

Odmienna reakcja korzeni w poréwnaniu z igtami, na jony toksycznych metali,
czyli spadek zawartosci fenoli ponizej poziomu kontroli, jest podobna do wynikow
uzyskanych przez Tingeya i wsp. (1976), Beyera i wsp. (1993) i Kainulainen i wsp. (1995b).
Rowniez w przypadku korzeni reakcja byta bardziej intensywna u jonow silnie
toksycznych Cd i Pb. Przyczyna spadku poziomu fenoli, moze by¢ wyptyw tych zwigzkéw
z komorek, poprzez uszkodzone btony komérkowe (Kamp-Nielsen 1971; Chen i in. 1991).
Wielu autoréw podaje, ze korzenie sg bardziej wrazliwe najony toksycznych metali niz
inne organy roslin (Borkowska 1988, Gabara 1992, Tukiendorf 1992) i sg one pierwszg
barierg zabezpieczajacg catg rosline przed toksycznymi jonami (Wierzbicka 1992).
Stwierdzenie istotnej korelacji miedzy zawartoscig fenoli a oddychaniem korzeni moze
potwierdzac role tych zwigzkéw w procesach oddechowych, gdzie petnigone funkcje
przenos$nikéw elektronéw w taricuchu oddechowym, w reakcjach utleniania koncowego,
katalizowanych przez oksydazy fenolowe (Rubin i Arcichowska 1971).

Uzyskane w tych badaniach wyniki wskazujg na duze podobienstwo zmian
zawartosci zwigzkow fenolowych pod wptywem réznych czynnikéw stresowych
(dwutlenku siarki i jonéw toksycznych metali). Sugeruje to uniwersalnosc tych zwigzkow
jako bioindykatoréw skazenia srodowiska. Jednak z drugiej strony $wiadczy o matej ich
specyficznosci na dany rodzaj stresu.

Wyniki uzyskane w do$wiadczeniu hydroponicznym (4.1.1.2.2), w ktérym przez
dtuzszy czas analizowano wptyw jonow glinu, o zréznicowanych stezeniach, na siewki
sosny zwyczajnej, rowniez wskazujg na brak liniowej zaleznosci migedzy intensywnoscig
czynnika stresowego a zawartoscig zwigzkow fenolowych. Po trzech tygodniach zawarto$¢

SF w ighach nie réznita sie istotnie od kontroli. Byfa to podobna reakcjajak w
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doswiadczeniu (4.1.1.2.1.), gdzie badano kilkudniowe oddziatywanie jonéw AIiQ. Brak
istotnych réznic w zawartosci sumy fenoli w siewkach kontrolnych i siewkach
traktowanych r6znymi stezeniami azotanu glinu, moze wynika¢ z r6znokierunkowych
zmian jakie zaobserwowano w przypadku o-DF i m-DF, czyli grup wchodzacych w skiad
SF. Wzrost zawarto$ci niektorych fenoli, a spadek innych zaobserwowali w igtach Swierka
poddanych dziataniu stresu Kettrup i wsp. (1991). Zmiany poziomu o-DF w igtach, w
doswiadczeniu hydroponicznym, przypominajg swym charakterem te w opisywanych
wyzej badaniach wptywu SO2 i jondw réznych metali. Znaczy to, ze po poczagtkowym
wzroscie nastepuje spadek ich zawartosci ponizej poziomu kontroli, a nastepnie ponowny
wzrost. Zmiany te odzwierciedlajg prawdopodobnie reakcje obronngrosliny, tym bardziej,
ze poziom fenoli jest istotnie skorelowany z natezeniem oddychania.

Analizy zawarto$ci fenoli w korzeniach potwierdzity wcze$niejsze doniesienia o ich
odmiennej reakcji na czynniki stresowe w poréwnaniu do igiet. W doswiadczeniu
opisywanym (4.1.1.2.1.) powyzej obserwowano spadek zawartosci fenoli w wyniku
wptywu jondw toksycznych metali na korzenie, podczas gdy w do$wiadczeniu z jonami
glinu (4.1.1.2.2.), po trzech tygodniach traktowania siewek, zaobserwowano niemal
proporcjonalny do stezenia wzrost zawartosci zaréwno sumy fenoli jak i o-DF. Brak
istotnych r6znic w poziomie SF i 0-DF po 6 i 9 tygodniach dziatania jonow glinu moze by¢
czesSciowo wyttumaczony spadkiem masy korzeni i odpadaniem korzeni drobnych.
Mozliwe jest réwniez przejscie rozpuszczalnych fenoli w nierozpuszczalne polimery
(Howell i Kremer 1973), a takze ich wyptyw do roztworu przez, zniszczone dtuzszym
dziataniem glinu, btony komérkowe (Zieslin i Abolitz 1994). Istotna korelacja miedzy
zawartoscig fenoli w korzeniach i oddychaniem, potwierdza sygnalizowangjuz wyzej role

tych zwigzkéw w procesach oddechowych.
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Doswiadczenia laboratoryjne tylko w pewnym zakresie odzwierciedlajg procesy
zachodzgce w roslinach narazonych na stres spowodowany przez skazenie Srodowiska.
Stosowanie metabolitow roslinnych jako wskaznikow reakcji na stres ma sens tylko w
warunkach realnego skazenia. Dlatego tez rownolegle z badaniami laboratoryjnymi
prowadzone byty prace terenowe, w warunkach oddziatywania zaktadéw przemystowych.
Wild i Schmitt (1995) podkreslali jak istotne jest, aby bioindykator biochemiczny miat
niewielka lub przynajmniej dobrze znang zmiennos$¢ sezonowg. Przeprowadzone
doswiadczenie sezonowe (4.1.1.3.) pozwolito w pewnej mierze pozna¢ zmiany poziomu
fenoli w przeciggu sezonu wegetacyjnego. Zaobserwowany w ciggu jednego roku wzrost
poziomu zwigzkdéw fenolowych potwierdza dane uzyskane przez Estebauera i wsp. (1975),
ktdérzy stwierdzili wzrost zawartosci fenoli w igtach Swierka pospolitego w ciggu sezonu
wegetacyjnego. W badaniach wykonanych na drzewach lisciastych, stwierdzono natomiast
spadek zawartosci fenoli wraz z rozwojem lisci (Feeny i Bostock 1968; Dawra i in. 1988;
Ernstiin. 1991). Stwierdzono réwniez spadek poziomu fenoli wraz z wiekiem komorek
kory u kilku drzew iglastych, w tym sosny zwyczajnej (Weiss i in. 1995) oraz w pedach
(Nerg i in. 1994). W prezentowanych tutaj badaniach zaobserwowany wzrost poziomu
fenoli w czasie na powierzchni kontrolnej, mozna uznac za naturalny. Natomiast istotnie
wyzszy poziom sumy fenoli na powierzchni skazonej, gtdwnie przez zwiazki fluoru, jest
wyrazem reakcji roslin na zanieczyszczenia. Podwyzszony poziom fenoli w poblizu Zrodta
emisji zwigzkéw fluoru stwierdzita rowniez Yee-Meiler (1977). Takze w innych badaniach
stwierdzono zalezno$¢ podwyzszenia poziomu fenoli wraz ze wzrostem dawki czynnika
stresowego (Keller 1976; Langebartels i in. 1990). Z tych tez powod6w wielu autorow
wskazuje na mozliwos¢ wykorzystywania pomiaru zawartosci zwigzkéw fenolowych jako
bioindykatoréw (Yee-Meiler 1974; Yee-Meiler 1977; Karolewski i Daszkiewicz 1988;

Zobel i Nighswander 1991; Richter i Wild 1994). W przeprowadzonym doswiadczeniu
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wykazano, ze bardzo istotny wptyw na wynik (Tab. 5) ma termin zbioru, a takze
pochodzenie drzew. Tak wiec we wszelkich pracach bioindykacyjnych nalezy nate
czynniki zwroci¢ szczegdlng uwage, Tym bardziej, ze jak wskazujg uzyskane wyniki,
istniejg istotne interakcje miedzy pochodzeniem drzew a lokalizacjg, to znaczy, ze w
warunkach skazenia pewne populacje moga zachowywac sie odmiennie.

Przeprowadzone analizy zawarto$ci w igtach fenoli zwigzanych z terenu skazonego
i kontrolnego nie wykazaty istotnych réznic w poziomie tych zwigzkéw pomiedzy
powierzchniami i potwierdzity dane Masucha i wsp. (1992) o niewielkim zréznicowaniu w
poziomie fenoli zwigzanych. Do standardowych analiz brane sgigty bez wizualnych
uszkodzen, a zwigkszonych ilosci fenoli zwigzanych np. w Scianach komérkowych, nalezy
oczekiwac¢ w tkankach uszkodzonych, w poblizu nekroz. Tak wigec okres$lanie zawartosci
fenoli zwigzanych w celach bioindykacyjnych nie wydaje sie przydatne, gdyz potrzebny

jest dobry wskaznik zanieczyszczenia na etapie zanim pojawig sie objawy wizualne.
5.2. Wptyw wieku igiet na zmiany poziomu fenoli u drzew w stresie

Sosna, jak wigkszos$¢ gatunkdw iglastych, utrzymuje Kilka rocznikow igiet. Okres
pozostawania na drzewie zielonych igiet jest uzalezniony miedzy innymi od
zanieczyszczenia Srodowiska. W terenach skazonych iglty utrzymywane sgkrdocej, mozna
wiec sgdzic, ze procesy dojrzewania i starzenia przebiegajgtam szybciej. Poniewaz
zwigzki fenolowe biorgudziat w tych procesach (Gonzalez i in. 1991; Richter i Wild 1992)
dla celow bioindykacyjnych konieczna jest znajomos¢ wptywu wieku na poziom fenoli.
Zmiany poziomu zwigzkow fenolowych z wiekiem lisci czy igiet saw literaturze dobrze
udokumentowane (Yee-Meiter 1974; Masuch i in. 1992; Machackova 1994). Potwierdzajg

je réwniez prezentowane w tej pracy wyniki. Wiekszo$¢ doswiadczen wykonanych na
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drzewach iglastych ogranicza si¢ jednak tylko do analizy dwoch rocznikéw igiet. Z
bioindykacyjnego punktu widzenia bardzo istotne jest w jakim wieku powinien by¢
materiat, aby najlepiej odzwierciedlat zmiany wywotane przez zanieczyszczenia
przemystowe. Badania przeprowadzone na trzech gatunkach sosen, w tym na dwdéch w
terenie kontrolnym i skazonym, w pewnym stopniu wyjasniajg postawiongwyzej kwestie.

Uzyskany dla trzech rocznikow igiet sosny zwyczajnej, pobranych z powierzchni
kontrolnej niemal liniowy wzrost zawartosci fenoli wraz z wiekiem, jest wyrazem
naturalnych procesow dojrzewania i starzenia. Stwierdzenie tej zaleznosci u trzech
badanych proweniencji i obu grup zwigzkéw fenolowych pozwala sgdzic¢, ze ma ona
charakter ogélny. Wzrost zawartosci fenoli z wiekiem igiet sosny zwyczajnej stwierdzita
réwniez (Yee-Meiler 1974). Zdecydowany wzrost zawartosci obu badanych grup fenoli w
drugim roczniku igiet z powierzchni skazonej, zwigzany jest przypuszczalnie z reakcjami
obronnymi ros$lin i rolg zwigzkdw fenolowych w tych procesach (Rubin i Arcichowska
1971). Wzrost ten moze odzwierciedla¢ réwniez przyspieszenie procesOw starzenia,
spowodowane przez zanieczyszczenia, tym bardziej, ze brak jest istotnych zmian miedzy
drugim a trzecim rocznikiem igiet z powierzchni skazonej oraz, ze taki poziom fenoli na
powierzchni kontrolnej osiggany jest dopiero w trzecim roczniku igiet.

Wyniki uzyskane na dwoch innych gatunkach sosen sg potwierdzeniem wynikow
otrzymanych w badaniach sosny zwyczajnej. Sosna bosniacka, badana tylko w terenie
kontrolnym, ale charakteryzujgca sie duzg iloscig rocznikow igiet, rowniez cechuje sie
istotnym wzrostem zawartos$ci fenoli wraz z wiekiem igiet. Duza zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych w starszych rocznikach igiet przy jednoczesnym spadku zawartosci wody jest
prawdopodobnie zwigzana z reakcjg obronng przed szkodnikami (Oleksyn i in. 1997).

Kolejnym potwierdzeniem wzrostu zawartosci fenoli wraz z wiekiem igiet byty

badania wykonane na so$nie czarnej. Charakter tych zmian w igtach kolejnych rocznikéw
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na powierzchni skazonej byt bardzo podobny do wynikéw uzyskanych w przypadku sosny
zwyczajnej. Tu réwniez juz w drugim roczniku, osiggany jest stosunkowo wysoki poziom
fenoli, ktéry utrzymuje sie az do ostatniego w danych warunkach, czyli 5 rocznika. Ten
wysoki poziom osiggany jest w igtach z powierzchni kontrolnej dopiero w ostatnim
roczniku. Réznice w zmianach zawartosci zwigzkow fenolowych miedzy powierzchniami,
potwierdza istotna interakcja wieku i lokalizacji. Na podstawie tych wynikéw nalezy
stwierdzi¢, ze wkasnie drugi rocznik igiet najbardziej nadaje sie dla celéw
bioindykacyjnych, gdyz tu mozemy spodziewac sie najwiekszych zmian.

Wykonane na tym samym materiale, to znaczy na igtach sosny czarnej z obu
powierzchni, analizy zawarto$ci wybranych pierwiastkéw potwierdzity role fenoli w
reakcji drzew na zanieczyszczenia. Istotne dodatnie korelacje miedzy fenolami, a
toksycznymi pierwiastkami (F, Mn, Fe) Swiadczg o zbieznosci procesow odktadania sie
niekorzystnych dla roslin jonéw oraz akumulacji zwigzkow fenolowych, biorgcych udziat
w reakcjach obronnych np. przez tworzenie barier ochronnych (Karolewski i Daszkiewicz
1988). Rowniez ujemne korelacje miedzy podstawowymi sktadnikami odzywczymi (N, P,
K) a fenolami, $wiadczg o wskaznikowej roli tych zwigzkow w przypadkach gorszej
kondycji rodliny czy tkanki. Ujemne korelacje fenoli z N, P, K nie potwierdzajg doniesien
Ernstai in. (1991), gdzie w lisciach akacji stwierdzono doktadnie odwrotne relacje.
Zalezno$¢ miedzy fenolami a podstawowymi sktadnikami odzywczymi moze by¢
uwarunkowana czynnikami srodowiskowymi. W tych badaniach lokalizacja powierzchni
doswiadczalnej miata istotny wpltyw zaréwno na zawarto$¢ azotu i potasu w igtach, jak i

obu badanych grup fenoli, tak wiec czynnik srodowiskowy jest bardzo istotny.
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5.3. Modyfikujacy wptyw czynnikdéw zewnetrznych (nawozenia, Swiatta) na poziom fenoli

u roslin w warunkach stresu

Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych zmienia sie pod wptywem wielu czynnikéw, nie tylko
stresowych. W literaturze dobrze udokumentowany jest wptyw nawozenia azotowego na
zawartos$¢ zwigzkdw fenolowych w lisciach czy igtach drzew. Spadek zawartosci fenoli w
wyniku nawozenia azotem stwierdzili: w liSciach buka - Balsberg-Pahlsson (1992), w
lisciach wierzby - Hakulinen i wsp. (1995), w liSciach brzozy - Lavola i Julkunen-Tiitto
(1994), w igtach siewek jodty - Muzika i Pregitzer (1992). Brak byto jednak doniesien o
wptywie nawozenia wapniowego na poziom fenoli. Nawozenie wapniowe poprzez
podniesienie pH moze w znaczacy sposéb ogranicza¢ dostepnos¢ pewnych toksycznych
pierwiastkow, takich jak Al czy Mn, ograniczajac przez to ich szkodliwe dziatanie (Rengel
1992). W przeprowadzonym doswiadczeniu (4.3.1.1.1), gdzie badano jednoczesny wptyw
jondéw glinu i nawozenia wapniowego, spadek zawartosci 0-DF i brak roznic w SF w igtach
sg bardzo podobne do wynikéw uzyskanych w doswiadczeniu (4.1.1.2.1.) z wptywem kilku
toksycznych metali (Karolewski i Giertych 1994). Obnizenie zawartosci o-DF moze by¢
spowodowane tym, ze dodajac glin w formie azotanu wprowadzono dodatkowe ilosci azotu,
ktory obniza poziom zwigzkow fenolowych. Brak roznic w poziomie o-DF i wzrost
zawartosci SF w korzeniach siewek wraz ze wzrostem stezenia glinu odréznia otrzymane tu
wyniki od uzyskanych wczesniej gdzie badano wptyw jonow metali. Tam bowiem
stwierdzono istotny spadek poziomu zaréwno o-DF jak i SF. Brak spodziewanego efektu
obnizenia zawartosci fenoli w wyniku dodania wapnia, moze by¢ spowodowany tym, ze przy
niskich stezeniach Al, wapn poteguje niekorzystne dziatanie glinu, a dopiero przy wyzszych

umniejszaje (Henriksen i in. 1992). Ponadto nadmiar jonéw Cat2 powoduje obnizenie jonéw
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Mg+2, a to z kolei moze podwyzsza¢ zawarto$¢ fenoli (Tab. 15). Przeprowadzone w
warunkach laboratoryjnych badania wptywu jonéw wapnia na poziom fenoli nie wykazaty
jednoznacznych zaleznosci.

Wyniki doswiadczenia terenowego (4.3.1.1.2.) wykazaty wiekszy wptyw lokalizacji
I proweniencji na zawarto$¢ fenoli niz nawozenia. Zawartos¢ fenoli tylko nieznacznie
wzrastata w wyniku nawozenia. Nawozenie spowodowato tez nieznaczngredukcje
obserwowanych uszkodzen igiet i to dopiero po drugim roku. Brak jednoznacznego wptywu
nawozenia wapniowego mogto by¢ spowodowane matymi dawkami Ca, a takze
znoszeniem sie oddziatywania poszczegoélnych jonéw. Skutki nawozenia wapniowego
nalezy wzig¢ jednak pod uwage przy planowanych pracach bioindykacyjnych.

W wielu badaniach, nie tylko bioindykacyjnych, bardzo wazne jest zbieranie
materiatu w taki sposéb, aby byt on mato zréznicowany, pod wzgledem takich czynnikow
jak oswietlenie. Zawartos¢ wielu metabolitéw roslinnych jest bardzo $cisle uzalezniona od
Swiatta. W literaturze istniejg doniesienia mowigce o wptywie Swiatta na poziom zwigzkow
fenolowych. Dane te okazujg sie jednak niejednoznaczne. Sgprace przedstawiajgce wzrost
zawartosci fenoli pod wptywem Swiatta (Siegelman 1964; Kubackova i in. 1994), jak
rowniez ich spadek (Kar i Mishra 1976).

W omawianych tu badaniach (4.3.1.2.1.) przebadano zmiany niektérych
parametréw fizjologiczno-biochemicznych, pod wptywem zréznicowanego oswietlenia i
dwoch rodzajow podtoza. Podioza uzyte do doswiadczenia roznity sie zarbwno pod
wzgledem stezenia podstawowych sktadnikéw jak i niektérych pierwiastkdw toksycznych.
Zawarto$¢ wszystkich pierwiastkow w glebie miescita sie w normach podawanych przez
Kabate-Pendias i Pendiasa (1993). Ponadto zaobserwowano réznice w strukturze gleby,
determinujgce warunki wodne w pojemnikach z siewkami. Warunki te prawdopodobnie w

znaczacy sposob wptynety na uzyskane wyniki.
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Uzyskane w tym doswiadczeniu (4.3.1.2.1.1.) wyniki $wiadczgo tym, ze Swiatto
wptywa istotnie na wiele podstawowych parametrow fizjologicznych. Wzrost, w miare
wzrostu zacienienia, stosunku powierzchni do masy igiet, a takze spadek grubosci igiet
dowodza spadku kseromorficznosci igiet. Zaobserwowany trend spadkowy w zawartosci
zwigzkow fenolowych réwniez potwierdza to zjawisko. Zalezno$ci miedzy zawarto$cig
fenoli a zdrewnieniem $cian komérkowych badat m.in. Tomaszewski (1961) stwierdzajac, ze
stopien zdrewnienia pedéw moreli i brzoskwin, wyrazony poziomem lignifikacji i
suberynizacji, byt wprost proporcjonalny do zawartosci fenoli i aktywnosci fenolazy w
pedach tych drzew.

Ograniczenie ilosci Swiatta powodowato spadek produkcji biomasy, wyrazony
spadkiem Swiezej masy siewek. Reakcja siewek sosny byta odmienna w zaleznosci od gleby
w jakiej rosty, o czym Swiadczg istotne interakcje miedzy zacienieniem a glebg dla suchej
masy igiet i Swiezej masy korzeni. Sucha masa igiet obnizyta sie istotnie ze wzrostem
zacienienia w glebie kontrolnej, a masa korzeni spadta w glebie skazonej. Przyczyngtych
rozbieznosci byty prawdopodobnie réznice w strukturze podtoza. Gleba kontrolna byta
bardziej zbita, przez to mniej przepuszczalna dla wody. Korzenie siewek rosngcych w tej
glebie byty wyraznie w gorszej kondycji, co wyrazone jest istotnie nizszgich masgi
dtugoscig oraz wyzszg zawartoscig fenoli. Potwierdzajgto rowniez nizsze wartosci natezenia
fotosyntezy i transpiracji siewek z gleby kontrolnej. Stwierdzenie istotnie wyzszego poziomu
SF w igtach siewek o gorszej kondycji, w tym przypadku byty to siewki kontrolne, Swiadczy
0 udziale tych zwigzkow w reakcjach zwigzanych z oddziatywaniem czynnikdw stresowych.

Stwierdzony spadek zawartosci zwigzkéw fenolowych w igtach wraz ze wzrostem
zacienienia potwierdza dane o wptywie Swiatta na poziom fenoli (Siegelman 1964;
Kubackova i in. 1994). Ten sam trend spadkowy zostat stwierdzony zaréwno dla gleby

kontrolnej jak skazonej. Zacienienie powodowato rowniez nieznaczny spadek zawartosci
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fenoli w korzeniach. Podobne wyniki u kilku gatunkéw drzew iglastych uzyskali Entry i
wsp. (1991).

Wyniki doswiadczenia terenowego (4.3.1.2.2.) czeSciowo potwierdzity dane analiz
laboratoryjnych. Istotnie mniej o-DF byto w drzewach zacienionych. Brak réznic w
poziomie SF sugeruje, ze Swiatto moze wptywacé na metabolizm tylko niektérych grup
fenoli. Zaobserwowane zmiany poziomu o-DF w zalezno$ci od wysokosci, na ktorej
pobierano igly, sgtrudne do zinterpretowania, stwierdzono bowiem, ze im wyzej zbierane
byty igty tym miaty mniej fenoli. Igty zbierane nizej byty bardziej zacienione i powinny
posiada¢ nizszg ich zawarto$¢. Pewnym wyttumaczeniem moze by¢ zaobserwowanie
podobnej zaleznosci w przypadku fotosyntezy i transpiracji. Igty z nizszych czesci korony
drzew zacienionych wykazywaty wyzsze wartosci obu pomiarow. Wskazywac to moze na
wiekszg, w tych igtach, intensywnos$¢ proceséw metabolicznych, w tym réwniez przemian
zwigzkdw fenolowych.

W literaturze brak jest jak dotychczas danych dotyczacych zréznicowania
dobowego w zawartosci zwigzkow fenolowych. Przedstawione w do$wiadczeniu (4.3.1.3.)
wyniki wskazujg, ze i ten czynnik powinien by¢ uwzgledniany w pracach
bioindykacyjnych, z racji na istotne réznice w poziomie fenoli miedzy dniem a noca. Dane
przedstawione w tym dos$wiadczeniu, dotyczgce wptywu oswietlenia, nie potwierdzajg
zaprezentowanych wyzej wynikéw. Zacienienie w tym przypadku powodowato wzrost
poziomu fenoli. Mogto to by¢ jednak spowodowane reakcjgna przeniesienie siewek z
umiarkowanego o$wietlenia, w jakim byty caty czas hodowane, do petnego cienia.

Uzyskane w przedstawionych do$wiadczeniach wyniki wskazujg na koniecznos¢
brania pod uwaga w pracach bioindykacyjnych, z wykorzystaniem zwigzkéw fenolowych,
réwniez czynnika oSwietlenia. Dotychczasowe dane na temat wptywu Swiatta na

metabolizm fenoli nie sgwystarczajgce i zagadnienie to wymaga dalszych badan.
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5.4. Poziom zwigzkdéw fenolowych a stopien wrazliwos$ci drzew na zanieczyszczenia

przemystowe

Na duze zréznicowanie zawartosci zwigzkow fenolowych miedzy roznymi
proweniencjami u kilku gatunkoéw sosen, w tym sosny zwyczajnej, zwracat juz uwage
Thielges (1972). Duze zréznicowanie proweniencyjne w poziomie fenoli w igtach Swierka
sitkajskiego (Picea sitchensis) stwierdzit réwniez Forrest (1975). Poszczegodlne populacje
moga sie takze rozni¢ pod wzgledem jakosciowym, czyli sktadem zwigzkdéw fenolowych.
Duze zréznicowanie jakosciowe zwigzkéw fenolowych w obrebie polskich populacji sosny
zwyczajnej wykazali Krzakowa i wsp. (1994).

Wyniki przeprowadzonych badan (4.4.1.1.) réwniez potwierdzajg duze
zroznicowanie populacyjne w zawartosci fenoli. R6znice miedzy populacjami w ramach
poszczegdlnych powierzchni siegajg 50%. Jest to wiec pewne utrudnienie metodyczne w
pracach bioindykacyjnych z wykorzystaniem fenoli. W opisanym powyzej doswiadczeniu
populacje sosny zwyczajnej obejmujg duzg czes¢ jej europejskiego zasiegu i
prawdopodobnie przez to, zr6znicowanie jest tak duze. W przeprowadzonej analizie
grupowania, trzy sposrod czterech polskich proweniencji lokujg sie blisko siebie. Tak wiec
w bioindykacji nalezatoby dazy¢ do poréwnan populacji niezbyt odlegtych geograficznie
czy wrecz jednakowego pochodzenia.

Populacje sosny zwyczajnej rdznig sie rowniez w stopniu wrazliwosci na
zanieczyszczenia (Oleksyn i wsp. 1988). Majac pewien obraz zréznicowania
proweniencyjnego we wrazliwosci, poréwnano go z wynikami zawartosci zwigzkow
fenolowych. Uzyskany wynik korelacji (p<0,1) miedzy $rednigzawartoscia fenoli na
czterech powierzchniach a stopniem uszkodzenia igiet w wyniku zanieczyszczenia

Srodowiska nie dowodzi jednoznacznie istnienia tej zaleznosci, tym bardziej, ze dane dla
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poszczegblnych powierzchni nie dajg istotnych korelacji. Zawarto$¢ fenoli $wiadczy w
pewnej mierze o kondycji roslin, o czym byta juz mowa w punkcie 5.3., i moze ona
réwniez Swiadczyc o jakosci populacji. Potwierdza to istotna korelacja miedzy Srednig
zawartoscig fenoli dla czterech powierzchni a gruboscig i wysokoscig drzew. Duza
zawartos¢ fenoli u pojedynczej rosliny Swiadczy ojej gorszej kondycji, natomiast w
przypadku populacji jest odwrotnie. Jest to prawdopodobnie zwigzane z rolajaka
odgrywaja zwiazki fenolowe w obronie przed czynnikami biotycznymi. Wydzielona grupa
populacji potudniowych (nr 18;19;20), do ktorych wigczona zostata tez populacja belgijska
(13), charakteryzuje sie niskg zawartoscig fenoli i jest przez to bardziej narazona na
dziatanie czynnikéw biotycznych (Ryc. 29). Potwierdza to doniesienie Oleksyna i
Rachwata (1994) o wystepowaniu osutki (Lophodermium sp.) na powierzchni w
Niepotomicach, gdzie najwyzszy stopien porazenia notowano wiasnie u populacji
potudniowych.

Wyniki uzyskane w doswiadczeniu z kilkunastoma gatunkami sosen (4.4.1.2)
potwierdzity dane o duzym zréznicowaniu miedzygatunkowym w zawartosci fenoli
(Machackova 1994). R6znice w zawartosci pomiedzy gatunkami siegaty ponad 100%.
Jednak na otrzymane wyniki duzy wptyw miat tez przypuszczalnie zr6znicowany wiek drzew
poszczegoblnych gatunkéw. Préba pordwnania wrazliwosci na zanieczyszczenia Kilkunastu
gatunkow sosen z zawartoscig fenoli, podobnie jak w przypadku r6znych populacji, nie data
istotnego wyniku. Nie mozna wigc jednoznacznie potwierdzic hipotezy, ze zawarto$¢ fenoli

determinuje wrazliwo$¢ na zanieczyszczenia.
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5.5. Udziat zwigzkow fenolowych w powstawaniu uszkodzen igiet wywotywanych przez

czynniki abiotyczne.

Rola zwigzkéw fenolowych zaréwno w reakcjach obronnych jak i powstawaniu
wizualnych uszkodzen wywotanych czynnikami biotycznymi jest stosunkowo dobrze
udokumentowana (Nicholson i Hammerschmidt 1992). Reakcja ta polega czesto na
tworzeniu barier dzielgcych cze$¢ zdrowa od zainfekowanej. Bariery te powstajgw wyniku
kondensacji zwigzkdw fenolowych z wytworzeniem lignin i suberyny (Bennett i
Wallsgrove 1994). Udziat zwigzkow fenolowych w reakcjach obronnych, miedzy innymi
przez tworzenie podobnych barier, jest sugerowany rowniez w przypadku wptywu
czynnikéw abiotycznych (Hasemann i in. 1990; Karolewski 1990). Igty sosny zwyczajnej
okazaty sie dobrym materiatem do analizy tego zagadnienia, charakteryzujg sie one, jak
opisano w punkcie 4.5.1., uszkodzeniami majgcymi postac¢ nekrozy wierzchotkowej
oddzielonej od czesci wizualnie zdrowej waskim pasmem granicznym. Badania igiet
przeprowadzone przez Karolewskiego (1990), w warunkach kontrolowanego wptywu SO2,
wykazaty duze ilosci zwigzkéw fenolowych, proliny i hydroksyproliny w pasmie dzielgcym
nekroze od czesci zdrowej. W tej czesci uszkodzonej igty, Jamrich (1972) réwniez
stwierdzit podwyzszony poziom niektorych pierwiastkow (Si, Ca, Mg, Fe, N i F).
Przeprowadzone badania zawarto$ci fenoli w uszkodzonych igtach sosny zwyczajnej
poddanej dziataniu toksycznych gazéw w warunkach terenowych (4.5.1.1.), nie
potwierdzity w petni doniesien Karolewskiego (1990) moéwiacych o duzej zawartosci tych
zwigzkdw w pasmie granicznym. Badane fragmenty igiet miedzy nekroza z czesScig zdrowa
charakteryzowaly sie znacznie nizszgniz w badaniach Karolewskiego (1990) zawartoscig
wody i wigkszym stosunkiem poziomu fenoli do wody. Rdéznice w zawartosci wody

wynikajg przypuszczalnie z tego iz Karolewski (1990) analizowat igty w do$wiadczeniu
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laboratoryjnym wkrotce po powstaniu nekrozy, natomiast w badaniach terenowych nekrozy
powstaty na igtach na dtugo przedtem zanim zostaty one pobrane do analiz. Réwniez
réznice w zawartosci fenoli moga by¢ ttumaczone uptywem czasu od powstania nekrozy.
W pasmie granicznym stwierdzono mniej fenoli niz w czesci zdrowej, ale analizy
histochemiczne tego pasma wykazalty w nim znaczne koncentracje, powstatych w wyniku
polimeryzacji fenoli - lignin i suberyny. Powstawanie duzych ilosci tych zwigzkéw w
pasmie granicznym dowodzi roli fenoli w procesach obronnych. Pasmo graniczne bowiem
izoluje zdrowy fragment igty od wptywu toksycznych substancji zgromadzonych w
nekrozie, a takze chroni go przed utratg wody.

Wyniki przeprowadzonej analizy zawartosci fenoli wzdtuz igty (4.5.1.2.) sugerujg
zroznicowanie metabolizmu tych zwigzkéw w jej fragmentach. Stwierdzony, istotny
wzrost zawartosci fenoli, od nasady do czubka igty, wigze sie réwniez z wynikami
opisywanymi powyzej. W igtach z terenu skazonego wzrost ten byt bardziej
,»zdecydowany”. W przypadku skazen wystepujacych w badanym terenie (dwutlenek siarki
i zwigzki fluoru) uszkodzenia majg charakter nekroz wierzchotkowych, a akumulacja
zwigzkow fenolowych w czubkach igiet jest zwigzana najprawdopodobniegj z ich
powstawaniem. Potwierdzajgto uzyskane dodatnie korelacje miedzy poziomem fenoli a
zawartoscigtakich toksycznych pierwiastkow jak: fluor czy glin oraz ujemne korelacje z
takimi pierwiastkami jak: fosfor, potas, magnez czy cynk (Giertych i in. 1997).

Otrzymane wyniki zr6znicowania w zawartosci fenoli w ramach pojedynczych igiet
wywierajg tez wptyw na metodyke prac bioindykacyjnych. Zbierajac igty do tego typu
badan nalezatoby unikaé przede wszystkim igiet z widocznymi uszkodzeniami, a w trakcie
przygotowywania materiatu do analizy homogenizowac cate igty lub zawsze ten sam jej

fragment.
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6. WNIOSKI

Ze wzgledu na wielowatkowo$¢ badan prezentowanych w tej pracy wnioski zostaty

podzielone na dwie grupy: ! - aplikacyjne; 2 - poznawcze.

la. Biorac pod uwage wyniki uzyskane w tej pracy nalezy stwierdzic¢, ze pomiary
zwartosci zwigzkdw fenolowych, oznaczanych jako: suma fenoli, orto-dwufenole i
meta-dwufenole, nie nadaja sie do wykorzystania jako biochemiczne wskazniki stopnia
skazenia Srodowiska. Zastosowanie ich wymagatoby spetnienia wielu, czesto
niemozliwych do zrealizowania, istotnych warunkéw. Mozliwe jest jednak stosowanie
pomiaréw poziomu fenoli do okre$lenia zréznicowania w reakcji roslin w
doswiadczeniach laboratoryjnych, z kontrolowanym wptywem okre$lonego czynnika
stresowego.

Ib. Ocena stopnia wrazliwosci drzew (populacji, gatunkéw) na skazenie srodowiska, na
podstawie naturalnego poziomu zwigzkéw fenolowych jest niemozliwa, ze wzgledu na

brak istotnej korelacji miedzy tymi czynnikami.

2a. Zanieczyszczenie Srodowiska powoduje zmiany zawartosci zwigzkow fenolowych,
jednak nie majg one charakteru liniowego, to znaczy zawarto$¢ fenoli nie jest
proporcjonalna do natezenia i czasu dziatania czynnika stresowego.

2b. Istnieje duze podobienstwo zmian zawartosci fenoli zachodzacych pod wptywem
réznych czynnikdéw stresowych - toksycznych gazow i jonéw metali. W zwigzku z tym
fenole nie moga by¢ specyficznym wskaznikiem skazen.

2c. Charakter zmian zawarto$¢ fenoli zachodzacych w igtach i korzeniach jest odmienny.
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2d. Zmiany poziomu badanych grup wolnych fenoli (o-DF, m-DF, SF) sg ze sobg istotnie
skorelowane.

2e. Zawartos¢ fenoli wzrasta wraz z wiekiem igiet, co jest to zwigzane z procesami
starzenia. Skazenie sSrodowiska powoduje przyspieszenie tych procesow, zwlaszcza w
drugim roczniku igiet.

2f. Nawozenie azotowe powoduje spadek zawartosci fenoli, natomiast wptyw nawozenia
wapniowegdo nie jest jednoznaczny.

2g. Oswietlenie w znaczacy sposob wptywa na zawartos¢ zwigzkoéw fenolowych. Jednak
kierunek wywotywanych zmian poziomu tych zwigzkdw nie jest staty. Dlatego tez we
wszelkich oznaczeniach zawartosci fenoli nalezy zwrdci¢ uwage na czynnik oswietlenia
i dgzy¢ do ujednolicenia pobieranego materiatu.

2h. Zaobserwowane réznice w zawartosci fenoli w ciggu doby (miedzy dniem a nocg)
sktaniajg do sugestii, iz najlepiej pobiera¢ materiat zawsze o tej samej godzinie
wzgledem wschodu storica.

2i. Istnieje bardzo duze zr6znicowanie w poziomie zwigzkoéw fenolowych w ramach
rodzaju Pinus.

2j. Zawartos¢ fenoli jest istotnie uzalezniona od pochodzenia populacji.

2k. Zwiazki fenolowe biorg udziat w reakcjach obronnych roslin przed wptywem
abiotycznych czynnikow stresowych. Ich rola polega miedzy innymi na tworzeniu barier
oddzielajgcych czesci zdrowe od uszkodzonych. Biorg one réwniez udziat w procesach
oddechowych, co zwigzane jest z dostarczeniem energii niezbednej dla proceséw

obronnych i regeneracyjnych.
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