Zachodniopomorski ‘ Wydziat .
Uniwersytet Technologiczny \ ’ Ksztattowania
w Szczecinie Srodowiska i Rolnictwa

mgr inz. Justyna Pelc

Zastosowanie kwasu askorbinowego celem ograniczenia toksyczno$ci zwigzkow

fluoru w glebie i roslinie
Application of ascorbic acid in order to reduce the toxicity of fluorine

compounds in the soil and the plant

Rozprawa doktorska

Napisana pod kierunkiem:

dr hab. inz. Beata Smolik, prof. ZUT
promotor pomocniczy: dr inz. Martyna Snioszek

Katedra Bioinzynierii

Szczecin, 2023



Sktadam serdeczne podzigkowania Promotorowi

mojej rozprawy doktorskiej

Pani dr hab inz. Beacie Smolik, prof. ZUT

za cenne porady, a zwtaszcza za poSwigcony czas i pomoc
W przygotowaniu niniejszej pracy



Pragne rowniez podziekowac
Pani dr inz. Martynie Snioszek
za pomoc podczas realizacji niniejszej pracy.

Chciatabym rowniez podziekowac Rodzinie i Przyjaciotom
za wyrozumiatoS¢ oraz wsparcie



Spis tresci

1. Przeglad literatury ...........cccooooviiiiiiiie e 14
1.1. Naturalne i antropogeniczne zrodta fluoru w srodowisku ..........ccoccveivenene 14
1.2. Toksyczno$¢ fluoru Wobec roSIin.........oovviiiiiiiiiiiiie e 16
1.3. Stres oksydacyjny wywotany fluorem oraz mechanizmy detoksykujace.... 20
14. Wybrane antyoksydanty enzymatyczne i nieenzymatyCzne.............cc........ 23

141,  Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) . iiiiieieeiee ettt 23
1.4.2.  Peroksydazy (POX, EC L11.1.7) oottt 24
1.4.3.  Kwas L-askorbinowy oraz enzymy cyklu askorbinowo-glutationowego.......... 25
1.5. Chlorofil a, b oraz karotenoidy — barwniki fotosyntetyczne....................... 27
1.6. Prolina i dialdehyd malonowy — wskazniki stresu oksydacyjnego.............. 27
1.7. Aktywno$¢ enzymow glebowych — wskaznik zanieczyszczenia gleby ....... 28

2. Material i metody ............ccoooiiiiiiiii 30
2.1. | etap — doswiadczenie IN VITFO.........coveiiiiiiiiiieicee e 30
2.2. Il etap — doswiadczenie 1N VITIO .......ccovveiiiiiiiniiieeee e 32
2.3. [11 etap — do§wiadczenie WaZONOWE ..........cccverviriiiieniinieiiee e 33
2.4, IV etap badan — dwuletnie doswiadczenie Wazonowe..........cccvevvvveeiivveennnen. 34
2.5. Charakterystyka gleby uzytej w etapie III, IV badaf...........cccocveriiiennnn. 35
2.6. Metoda pomiaru dlugos$ci siewki 1 korzenia oraz indeksu kietkownia ........ 35
2.7. Metoda pomiaru $wiezej masy rOSIN..........cooevriiiiiiiieiesesee e 36
2.8. Metody oznaczania parametréw biochemicznych i fizjologicznych ........... 36

2.8.1.  Metoda oznaczania zawartosci wolnej proliny (Pro) w tkance roslinne;........... 36

2.8.2. Metoda oznaczania zawartosci dialdehydu malonowego (MDA) w tkance
roslinnej 36

2.8.3.  Metoda oznaczania zawarto$ci barwnikéw asymilacyjnych w tkance roslinnej 37
2.8.4.  Metoda oznaczania zawarto$ci kwasu L-askorbinowego (ASC) .......cccceververnene. 37
2.8.5.  Metoda oznaczania aktywnosci katalazy (CAT) — [EC 1.11.1.6] w tkance
ro§linnej 37

2.8.6.  Metoda oznaczania aktywnos$ci peroksydaz (POX) — [EC 1.11.1.7] w tkance
roslinnej 37

2.9. Metoda oznaczenia aktywnosci fosfataz glebowych ..., 37
2.10.  Metoda oznaczenia aktywnosci dehydrogenaz glebowych...........cccccoeenee. 38
2.11.  ODbliczenia StatyStYCZNE ........cccviiiiiiie st 38
2.12.  Warunki atmoSTErYCZNE .......cccviiiiiiie it 38



3.1.1.  Dlugosc¢ koleoptylu i korzenia 10-dniowych SIEWEK ...........ccevvvirivrireneniennnn 39
3.1.2.  Warto$¢ $wiezej masy i indeksu kietkowania 10-dniowych siewek.................. 42
3.1.3.  Zawarto$¢ proliny w 10-dniowych siewkach wybranych gatunkow roslin
0] o] LYY/ USRS 44
3.1.4.  Zawartos¢ chlorofilu a, b i karotenoidow w 10-dniowych siewkach réznych
gatunkach ro§lin UPrawnych ..o 45
3.15. Podsumowanie wynikow I etapu badan...........ccocevvrvrieiiiniininneeee e 48
3.2. BEaD s 48
3.2.1.  Dlugos¢ koleoptyli, korzeni, wartosci indeksu kietkowania oraz §wieza masa
10-dniowyCh SIEWEK PSZENICY ....cvveviiiieieiieiie ettt ns 49
3.2.2.  Zawarto$¢ MDA i wolnej proliny w lisciach 10-dniowych siewek pszenicy jarej
OUMIANY BIYZA.....ciiiiiiiiieeee et 51

3.2.3.  Zawarto$¢ chlorofilu a, b i karotenoidow w lisciach 10-dniowych siewek
pszenicy jarej odmiany Bryza, rosnagcej w szalkach z dodatkiem 10 i 20 mM NaF oraz

0,5; LT 2 MM ASC ..ottt ettt et e e ettt e ettt e e sttt e e sat e eeerat e eeeaareeeeaereeeenarreeaas 53

3.24. Podsumowanie wynikow II etapu badan .........ccoceverinieiininine e 55
3.3. ELAD T oo 56

3.3.1.  Zawartos¢ wolnej proliny i MDA w lisciach pszenicy rosngcej w glebie

z dodatkiem 251 50 MM NaF 0raz 11 2 MM ASC.......cccoviriiiiiiiieereeeee e 56

3.3.2.  Zawarto$¢ chlorofilu a, b i karotenoidow w lisciach pszenicy rosngcej w glebie

z dodatkiem 251 50 MM NaF 0raz 1 i 2 MM ASC.......cccoviiiiieiiieiresesese s 60

3.3.3.  Zawartos¢ kwasu L-askorbinowego w lisciach pszenicy rosnacej w glebie

z dodatkiem 251 50 MM NaF 0raz 1 i 2 MM ASC.......ccooviiiiiiiieineseese s 63

3.3.4.  Aktywnos¢ katalazy i peroksydazy w liSciach pszenicy rosnacej w glebie

z dodatkiem 251 50 MM NaF 0raz 1 i 2 MM ASC.......ccooviiiiiiiicinese s 65

3.3.5.  Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej i kwasnej w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM

NaF oraz 1 1 2 mM Asc w zalezno$ci od terminu POMIart..........c.eeveerveereereesieeseeseeennes 68

3.3.6.  Aktywno$¢ dehydrogenaz w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM NaF oraz

LH 2 MM ASC... s 71

3.3.7.  Podsumowanie wynikow III etapu badan ..........ccecevvrieiiiieieninieece e 72
3.4. ELAD TV e 73

3.4.1.  Zawarto$¢ wolnej proliny w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej w
glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy
TOZWOJOWE] ...tttk stttk ee bbbt bbbt bbb e et et e bt b e bbb n e 73
3.4.2.  Synteza $redniej zawarto$ci wolnej proliny w lisciach pszenicy jarej odmiany
Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5
mM Asc oraz fazy rozwojowej pszenicy z dwoch lat badan 2016-2017 ...........cccceevennee. 76
3.4.3. Zawartos¢ MDA w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej w glebie z
dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy
TOZWOJOWE] ...tttk stttk b bbbt b bbbt e e s e s e e bttt b et b e 77
3.4.4. Synteza $redniej zawartosci MDA w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza
rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5 mM Asc
oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017.........cccoovviiiiiiciee e 80



3.4.5.  Zawarto$¢ chorofilu a w liSciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosngce;j

w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy
(AT (o] 10T USSR 81
3.4.6.  Synteza Srednich zawarto$ci chlorofilu a w liSciach pszenicy jarej odmiany
Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznos$ci od formy aplikacji 0,5
mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017 .........ccceeeevviienenicniennnn 84
3.4.7.  Zawarto$¢ chlorofilu b w liciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej w
glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy
(AT (o] 10T USSR 85
3.4.8.  Synteza srednich wynikow zawartoSci chlorofilu b w liSciach pszenicy jarej
odmiany Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017 .................... 87
3.4.9.  Zawarto$¢ karotenoidow w liSciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnace;j

W glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy
TOZWOJOWE] ...ttt stttk eb bbbt bbb bbb et et e bt ettt e bbb n e 88
3.4.10. Synteza srednich wynikow zawarto$ci karotenoidow w lisciach pszenicy jarej
odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017 .................... 90
3.4.11. Aktywnos$¢ peroksydazy w liSciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej

w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy
(04T (o] 10T OSSPSR 91
3.4.12. Synteza $rednich aktywnos$ci peroksydazy w lisciach pszenicy jarej odmiany
Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznos$ci od formy aplikacji 0,5
mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017 ........c.occveveiiiiiiniiciene. 94
3.4.13. Aktywno$¢ katalazy w liSciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosngcej w glebie
z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy
(04T (o] 10T OSSP 95
3.4.14. Synteza $rednich aktywnosci katalazy w lisciach pszenicy jarej odmiany bryza
rosnacej rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5
mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017 ........cccoeoviviiireniienenennns 98
3.4.15. Zawartos$¢ kwasu L-askorbinowego w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza
rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5 mM Asc
OFAZ TAZY FOZWOJOWE] ...tttk bbbttt bbb 99
3.4.16. Synteza $rednich zawartos$ci kwasu L-askorbinowego w lisciach pszenicy jarej
odmiany bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy

aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017 ................. 100
3.4.17. Podsumowanie wynikow IV etapu badan...........cccoceriviiiiniiniiniiic e, 102
D] S0 L] - USSR 103
WNIOSKI ... 113
Biblografia ..o 114



Streszczenie

Postepujace zmiany klimatu, dziatalno$¢ przemystowa cztowieka (w tym spalanie
paliw kopalnych), jak rowniez postepujaca industrializacja, powoduja zanieczyszczenie
wszystkich komponentéw §rodowiska poprzez emisj¢ wielu szkodliwych zwigzkow,
w tym fluoru. Pierwiastek ten, w hierarchii trucizn srodowiskowych, klasyfikowany jest
na pigtym miejscu i charakteryzuje si¢ wysoka toksycznoscig. Dotychczas nie wykazano
pozytywnego wpltywu fluoru na rosliny, wrgcz przeciwnie zaobserwowano wiele
negatywnych efektow z objawami fitotoksycznos$ci wiacznie. Na poziomie komorkowym
zwiazek ten odpowiedzialny jest za indukowanie stresu oksydacyjnego, degradacje DNA
1 bialek, peroksydacje lipidow oraz inhibicj¢ wielu enzymow, co skutkuje redukcjg
plonéw rolnych dochodzaca nawet do ponad 50%. W zwigzku z tym, niezwykle wazne
I kluczowe jest opracowanie skutecznych metod zwigkszajacych odporno$¢ roslin na
toksycznos$¢ fluoru. Hodowla ro$lin odpornych na dany czynnik stresowy jest metoda
bardzo efektywna niestety dlugotrwata, konieczne jest wigc opracowanie metod, ktore
W sposob szybki przyczynia si¢ do niwelowania badz tagodzenia efektow toksycznych
u roslin. Egzogenne wykorzystanie zwigzkow naturalnie wystepujacych w roslinach,
majacych wlasciwosci antyoksydacyjne, wydaje sie¢ skutecznym sposobem zwiekszenia
odpornosci roslin. Do takich substancji zaliczamy miedzy innymi kwas L-askorbinowy
(wit. C), ktory jest jednym z najbardziej efektywnych antyoksydantéw, szeroko
rozpowszechnionych w komorkach roslinnych. Jest kofaktorem wielu enzymow oraz
posiada zdolno$¢ odwracalnego utleniania 1 redukcji, dzigki czemu utrzymuje
prawidlowy stan redoks komorki.

Glownymi celami okre§lonymi w pracy byty wybranie odpowiedniej dawki
i formy aplikacji kwasu L-askorbinowego najefektywniej niwelujacych stres fluorkowy.
Niniejsze cele zrealizowano podczas 4 etapoéw badan: dwa doswiadczenia in vitro (etap |
i I1) i dwa doswiadczenia wazonowe (etap 1 i V).

W etapie | badan dokonano oceny reakcji 10 gatunkoéw ro$lin na stres wywotany
10 mM NaF na podstawie pomiaréw: biometrycznych, fizjologicznych i biochemicznych.
Jedng z najbardziej wrazliwych rodlin byla pszenica, dlatego tez to ja wybrano do
kolejnych etapow badan.

Etap Il dotyczyt oceny tagodzenia stresu wywotanego przez 10 i 20 mM NaF
poprzez zastosowanie trzech stezen kwasu L-askorbinowego: 0,5 mM, 1 mM i 2 mM, na

podstawie pomiaréw: biometrycznych, fizjologicznych i biochemicznych. Uzyskane



wyniki wykazaly, ze stezenial i 2 mM Asc najefektywniej niwelujg stres wywolany 10
120 mM NaF

Podczas 11 etapu badan oceniono egzogenny (doglebowy) wptyw 1 mM i 2 mM
kwasu L-askorbinowego, na stres wywotanym 25 i 50 mM NaF w dos$wiadczeniu
wazonowym. W trzech terminach badan, dokonano oceny wptywu wyzej wymienionych
czynnikéw na parametry fizjologicznych oraz biochemicznych w roslinie, natomiast
w glebie oznaczono aktywno$¢ enzymow: dehydrogenaz i fosfataz. Uzyskane wyniki
wykazaly, ze kwas L-askorbinowy zastosowany w dwoch stezeniach tagodzi stres
wywolany obecnoscig soli fluoru w roslinie, natomiast w glebie poglebia nieznacznie
stres.

W ostatnim IV etapie badan skupiono si¢ na wybraniu najefektywniejszej formy
aplikacji 0,5 mM kwasu L-askorbinowego, przy stresie wywotanym 50 mM NaF.
Podczas tego do$wiadczenia badano wptyw trzech form aplikacji 0,5 mM kwasu
L-askorbinowego (moczenia nasion, oprysku i podlewania) na stopien niwelowania
toksycznosci wywotanej obecnoscig 50 mM NaF w glebie. Wprowadzane 0,5 mM kwasu
L-askorbinowego w postaci podlewania jak 1 dolistnego oprysku odbywato si¢ cyklicznie
w odstepach czasowych. Pobor probek do badan odbywal si¢ w nastgpujacych fazach
rozwojowych pszenicy: trzeciego liScia, krzewienia, strzelania w zdzbto oraz kloszenia.
Ocen¢ stopnia lagodzenia stresu wywotanego fluorem wykonano na podstawie
pomiaréw: fizjologicznych 1 biochemicznych. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
zastosowane formy aplikacji kwasu askorbinowego skutecznie niwelujg toksycznosé

wywolang 50 mM NaF, a za najefektywniejszg formg aplikacji uznano podlewanie.

Stowa Kkluczowe: zanieczyszczenie $rodowiska, fluor, kwas L-askorbinowy, stres

oksydacyjny



Abstract

Progressive climate change, human industrial activity (including the burning of
fossil fuels), as well as ongoing industrialization are causing pollution of all
environmental components through the emission of many harmful compounds including
fluorine. This element is ranked fifth in the hierarchy of environmental poisons and is
characterized by high toxicity. Until now, fluorine has not been shown to have a positive
effect on plants, on the contrary, it causes many negative effects including symptoms of
phytotoxicity. At the cellular level, this compound is responsible for the induction of
oxidative stress, DNA and protein degradation, lipid peroxidation and inhibition of many
enzymes resulting in up to 50% reduction in agricultural. Therefore, it is critical and
important to develop effective methods to increase plant resistance to fluoride toxicity.
Breeding plants that are resistant to a given stress is a very effective but unfortunately
long-lasting method, so it is necessary to develop methods that will quickly contribute to
leveling or mitigating toxic effects in plants. The exogenous use of naturally occurring
compounds in plants that have antioxidant properties seems to be an effective way to
increase plants resistance. Such substances include L-ascorbic acid (vitamin C), which is
one of the most effective antioxidants widely distributed in plant cells. It is a cofactor of
many enzymes and has the ability of reversible oxidation and reduction, thus maintaining
the normal redox state of the cell.

The main objectives of the study were to select the appropriate dose and form of
application of L-ascorbic acid which most effectively reduces fluoride stress. These
objectives were achieved during 4 stages of research: two in vitro experiments (stages |
and 11) and two vase experiments (stages Il and V).

In stage | of the study, the response of 10 plant species to stress induced by 10
mM NaF was evaluated based on the following measurements: biometric, physiological
and biochemical. One of the most sensitive plants was wheat therefore it was selected for
the next stages of the study.

Stage Il was run to evaluating the effects of mitigating stress induced by 10 and
20 mM NaF by applying three concentrations of L-ascorbic acid 0.5 mM, 1 mM and 2
mM based on measurements: biometric, physiological and biochemical. The results
showed that concentrations of 1 and 2 mM Asc most effectively offset the stress induced
by 10 and 20 mM NaF.



During stage Il of the study, the exogenous (soil) effect of 1 mM and 2 mM
L-ascorbic acid, on stress induced by 25 and 50 mM NaF in a pot experiment, was
evaluated. On 3 dates, the effects of the above-mentioned factors on physiological and
biochemical parameters in the plant were measured, while enzyme activities of
dehydrogenases and phosphatases were determined in the soil. The results showed that
L-ascorbic acid applied in two concentrations alleviated the stress caused by the presence
of fluoride salts in the plant and soil.

The final IV stage of the study focused on selecting the most effective form of
application of 0.5 mM L-ascorbic acid under stress induced by 50 mM NaF. Sampling
for testing took place at the following developmental stages of wheat: third leaf, tillering,
stem shooting and earing. The degree of fluoride-induced stress alleviation was evaluated
based on measurements of physiological and biochemical parameters. The results showed
that the applied forms of ascorbic acid effectively offset the toxicity induced by 50 mM
NaF, and watering was considered the most effective form of Asc application.

Keywords: environmental pollution, fluoride, L-ascorbic acid, oxidative stress
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Spis skrotowcow

A — substrat utleniony

Asc — askorbinian, kwas L-askorbinowy, witamina C

AH; — substrat zredukowany

APX — peroksydaza askorbinianowa [EC 1.11.1.11]

CAPX — peroksydaza askorbinianowa (wystepujaca w cytozolu)
CAT — katalaza [1.11.1.6]

Chl a— chlorofil a

Chl b — chlorofil b

DHA — dehydroaskorbinian

DHAR - reduktaza dehydroaskorbinianowa [EC 1.8.5.1]

F — fluor

F — jon fluorkowy

Flav — flawonoidy

GR - reduktaza glutationowa [GR 1.8.1.7]

GSH — glutation zredukowany

H>O> — nadtlenek wodoru

HO-" — rodnik wodoronadtlenkowy

MDA - dialdehyd malonowy

MDHA — monodehyroaskorbinian

MDHAR - reduktaza monodehydroaskorbinianowa [1.6.5.4]
NADP™* — utleniona forma fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
NADPH — zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
NBT — bfekit nitrotetrazoliowy

O2" —anionorodnik ponadtlenkowy

10, — tlen singletowy

‘OH - rodnik hydroksylowy

Phe — fenole

POX — peroksydaza gwajakolowa [EC 1.11.1.7]

RFT — reaktywne formy tlenu

s.m. — sucha masa

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa [EC 1.15.1.1]

$.m. — Swieza masa
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Wstep

Rosliny podczas wegetacji, sg stale narazone na dziatanie roéznorodnych
czynnikow biotycznych oraz abiotycznych, ktére moga byé przyczyng streséw
srodowiskowych. Postepujacy wzrost poziomu zanieczyszczenia $rodowiska m.in.
zwigzkami fluoru moze wptywac na coraz to wieksze obcigzenie organizmow roslinnych
oraz $rodowiska glebowego. Konieczne wydaje si¢ wigc opracowanie metod, ktore
W relatywnie szybki sposob zlagodza Ilub zniwelujg skutki stresu wywotanego
toksycznoscia fluorkow np. poprawiajaé wzrost i rozwoj roslin. Metody te moga opierac
si¢ na aplikowaniu substancji biologicznie czynnych, ktoére naturalnie wystepuja
w roslinach zar6wno w sposob dolistny jak i doglebowy. Kwas L-askorbinowy jest
jednym z najefektywniejszych, nieenzymatycznych antyoksydantow wystepujacych
naturalnie w tkankach ro$linnych. Egzogenny dodatek tego zwigzku moze wptywaé na
zwigkszenie endogennej puli askorbinianu w roslinie, jak rowniez modulowac¢ aktywnos¢
innych zwigzkow antyoksydacyjnych. Dlatego egzogenne stosowanie zwigzkow
regulujacych wzrost ro$lin takich jak kwas L-askorbinowy moze by¢ wydajnym i prostym
sposobem radzenia sobie ze szkodliwym wptywem m.in. zwiazkéw fluoru na rosliny.

W dotychczasowej literaturze przedmiotu brak jest informacji na temat
zastosowania kwasu L-askorbinowego w zapobieganiu toksycznosci zwigzkoéw fluoru
w ro$linach. Witamina ta stosowana byla dotychczas gldwnie przy stresach solnym oraz
suszy. Byly to badania w wigkszosci krotkoterminowe, nieuwzgledniajace wpltywu
kwasu L-askorbinowego na parametry zaréwno biometryczne, fizjologiczne,
biochemiczne roslin jak 1 aktywno$¢ biologiczng gleby.

W niniejszej pracy podjeto probe ustalenia najbardziej efektywnego st¢zenia oraz
sposobu aplikacji kwasu L-askorbinowego niwelujacego toksyczny wptyw fluoru wobec

roslin 1 sSrodowiska glebowego.
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Cel i zakres badan

W dostepnej literaturze zardwno krajowej jak i zagranicznej brak jest informacji
dotyczacych tagodzacego wplywu kwasu L-askorbinowego na rosliny oraz glebe
poddanych toksycznemu dziataniu zwigzku fluoru (NaF). Stad tez, celem niniejszej pracy
byto ograniczenie toksycznosci zwigzkow fluoru poprzez egzogenne zastosowanie kwasu
L-askorbinowego. Cel ten zrealizowano poprzez cele szczegdtowe, ktorymi byty:

e QOcena i wybor gatunku rosliny uznanej za wrazliwa na podstawie parametrow
morfologicznych, fizjologicznych oraz biochemicznych siewek 10-ciu roslin
uprawnych powszechnie stosowanych w testach ekotoksykologicznych.

e Egzogenne zastosowanie Asc w celu ztagodzenia stresu wywotanego przez NaF
w roslinie wrazliwej, w warunkach in vitro i w doswiadczeniu wazonowym.

e Okreslenie wplywu zastosowanie egzogennego Asc na aktywno$¢ enzymow
glebowych w glebie zanieczyszczonej NaF.

e Wybranie najbardziej efektywnej metody aplikacji kwasu L-askorbinowego

tagodzacej stres wywotany NaF w ro§linie wrazliwe;.
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1. Przeglad literatury
1.1. Naturalne i antropogeniczne Zrédla fluoru w Srodowisku

Zmiany klimatu i wynikajace z nich ekstremalne zjawiska pogodowe beda coraz
intensywniejsze oraz coraz bardziej nieprzewidywalne, a potegowaé je bedzie rosnace
zanieczyszczenie Srodowiska spowodowane dziatalno$cig przemystowa cztowieka.
Wsrod groznych zwigzkow, zatruwajacych srodowisko czesto wymieniane sg fluorki,
ktory jak twierdzi Dutkiewicz (1995), zajmuje piate miejsce w hierarchii trucizn
srodowiskowych.

Fluor wraz z metalami ciezkimi uwazany jest za jeden z najbardziej
niebezpiecznych pierwiastkow odpowiadajacych za skazenie srodowiska (Polkowska
I in. 2010). Jego toksycznos¢ spowodowana jest waskim zakresem bezpieczenstwa dla
organizmow zywych (Evdokimova 2001).

Fluor (F) powszechnie wystgpuje w Srodowisku naturalnym, a jego catkowita
zawarto$¢ w skorupie ziemskiej szacowana jest na 0,077% (Cai i in. 2017). Pierwiastek
ten jest niemetalem z grupy fluorowcow charakteryzujacym si¢ najwyzsza
elektroujemnos$cia posrdd wszystkich pierwiastkdw, co czyni go jednym z najbardziej
reaktywnych. Dlatego tez, fluor praktycznie nie wystepuje W przyrodzie w stanie wolnym
(Kabata — Pendias i Pendias 1999). W postaci gazowe;j fluor wystepuje jako fluorowodor
(HF) lub jako czgsteczka dwuatomowa (F2). Naturalnymi zroédtami tego pierwiastka sg
glownie gazy pochodzace z erupcji wulkanicznych oraz mineraly takie jak apatyt
(Cas(PO4)sF), kriolit (NasAlFe), fluoryt (CaFz) i topaz (Alx(SiOs)F2), ktérych
wymywanie prowadzi do akumulacji fluoru w glebach (Cronin i in. 2000; Gadi i in.
2012).

W wiegkszos$ci gleb, stgzenie tego pierwiastka miesci si¢ w przedziale migdzy 20
a 500 mg-kgl. Iloéci te sg przede wszystkim zalezne od rodzaju gleby, poniewaz
zachowanie fluoru w glebach zalezy glownie od zawarto$ci w niej mineratow ilastych
i od pH. Najwyzszy poziom fluoru wystepuje w glebach gliniastych oraz wulkanicznych,
w ktorych jego zawarto$é moze przekraczaé 1000 mg F-kg? gleby (Bhat i in. 2015).
Nawet wyzszy poziom tego pierwiastka, dochodzacy az do 5300 mg-kg™ suchej masy
gleby zobserwowano w glebach, w ktorych zastosowano wysokie dawki nawozow
fosforowych (poniewaz fosforyty zawieraja okoto 4% F-, i jest on trudny w usunigciu
podczas produkcji nawozow) (Kinnunen i in. 2003). W tabeli 1. przedstawiono zawarto$é

fluoru w powierzchniowych warstwach gleb roznego typu w wybranych krajach.
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Tab. 1. Zawarto§¢ fluor w powierzchniowych warstwach gleb w réznych krajach —
mg-kgts.m. (Kabata-Pendias i Pendias 1999)

. Zakres stezenia Srednie stezenie
Rodzaj lub typ Kraj fluoru w glebie fluoru w glebie
gleby [mg-kgts.m.] [mg-kgts.m.]

Piaszczyste Polska 20 - 150 85
(bielicowe) Szwecja 40 — 200 90
Pytowe (lessy) Polska 120 - 330 175
USA 20— 600 395
Polska 250 — 750 420
Gliniaste Szwecja 250 — 660 450
USA <10 -800 410
Wielka Brytania 110-700 460
Czarnoziemy Rosja 455 —1195 520
USA <10-940 350
Rosja 30 -200 335
Organiczne Szwecja 40 - 125 75
USA 10 -300 250

Fluor na ogét nie podlega akumulacji w powierzchniowych warstwach gleby,
gdyz znaczna jego cze$¢ jest wyptukiwana 1 w konsekwencji przedostaje si¢ do wod
gruntowych. Do najwigkszego miejscowego wzbogacenia wody w ten pierwiastek
dochodzi w strefach charakteryzujacych si¢ wzmozong aktywnos$cig wulkaniczng
(Rajkovi¢ 1 Novakovi¢ 2007; Polkowska i in. 2010). Zawartos¢ fluoru w wodach
powierzchniowych zazwyczaj nie przekracza 1 mg-dm™. Tylko okolo 20% ogdlnej
zawartosci fluoru jest wigzana przez sktadniki mineralne osadow w morzach, natomiast
pozostata ilo$¢ trafia wraz z parg wodng do atmosfery i ponownie opada z deszczem
I Sniegiem (Kabata-Pendias i Pendias 1999). Wysoka zawartos¢ fluorkow w wodzie
(powyzej 1,5 mg-dm™®) zwigzana jest z duzg iloécig mineratéw zawierajacych ten
pierwiastek 1 wystepuje w wigkszosci panstw Bliskiego Wschodu, Azji Wschodniej
i Srodkowej oraz Afryki (Petersen i Lennon 2004; WHO 2004).

Problem zanieczyszczenia Srodowiska zwigzkami fluoru zostat zauwazony
stosunkowo niedawno 1 zwigzany jest gtownie z dziatalno$cig przemystowa cztowieka,
produkcja nawozoéw sztucznych (superfosfatow) oraz emisja zwigzkow fluoru do
atmosfery w formie pylowej 1 gazowej z hut aluminium w postaci fluorkow sodu, glinu
I wegla oraz kriolitu (Gautam i Bhardawaj 2010; Rajpolt i Tomaszewska 2011).

Istotnym zrodtem fluoru, poza wyzej wymienionymi, s materialy uzywane do
wypetnien stomatologicznych oraz $rodki stosowane w profilaktyce prochnicy takie jak:

pasty, lakiery czy ptukanki. W ich sklad wchodza gléwnie fluorki nieorganiczne, takie
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jak: fluorek sodu (NaF) i potasu (KF), difluorek cyny (SnFz), monofluorofosforan sodu
(Na2PFO3) i szesciofluorokrzemian amonu (NHa)2SiFe. W efekcie resztki tych substanciji
trafiajg do wody a nastepnie do gleby (Kaczmarek i Kosior 2002; Gelmboldt i in. 2018).

Innym zrédtem, bardzo czesto pomijanym lub nawet nieuwzglednianym,
sg farmaceutyki zawierajagce w swoim skladzie zwiagzki fluoru. Sg to migdzy innymi leki
przeciwgrzybicze zawierajace fluorocytozyne, leki przeciwwymiotne stosowane podczas
chemioterapii np. aprepitant (C2sH21F7N4O3), fluorouracyl (CsH3FN202), ofloksacyna
(C18H20FN304), cyprofloksacyna (C17H18FN3O3) oraz inne z grupy fluorochinolonow,
ktore praktycznie w sposob niezmieniony wydalane s3 z organizmu czlowieka. Do lekow
zawierajacych fluor zalicza si¢ takze niektére antybiotyki m.in. flukloksacyling
(C1oH17FCIN3OsS)  oraz  wiele innych zwigzkow stosowanych w leczeniu
hipercholesterolemii, alergii i depresji (O'Hagan 2010; Amorima i in. 2014).

Fluor odgrywa coraz wazniejszg role w dziedzinach, takich jak badania medyczne
czy materiatoznawstwo. W ostatnich 30 latach obserwuje si¢ zwigkszone wykorzystanie
zwigzkow fluoru w badaniach agrochemicznych (Giornal i in. 2013). Obecnie okoto 25%
herbicydow zawiera co najmniej jeden atom fluoru, lub fluor w postaci grup difluoro-
I trifluorometylowych, co w znacznym stopniu przyczynito si¢ do rozwoju produktow
przemystu agrochemicznego (Fujiwara i O’Hagan 2014). Wprowadzenie fluoru
do czasteczek organicznych zwigcksza wlasciwosci lipofilowe herbicydow oraz szybkos¢
penetracji komodrek roslinnych i1 przyspiesza blokowanie miejsc aktywnych enzymow.
Zjawisko to wykorzystywane jest w celu wzmocnienia wilasciwosci grzybobojczych
herbicydéw (Guan i in. 2014).

1.2. Toksycznos$é fluoru wobec roslin

Fluor jest jednym z najbardziej toksycznych pierwiastkéw dla roslin i dotychczas
nie wykazano jego pozytywnego wplywu na t¢ grupe organizmow.

Rosliny absorbuja fluor gtdwnie z powietrza za pomoca aparatow szparkowych.
Pobor fluorkow przez szparki w toku wymiany gazowej nasila si¢ w wyniku dzialania
czynnikow abiotycznych takich jak naslonecznienie, wysoka temperatura 1 duza
wilgotnos¢ (Gramowska i Siepak 2002). Natomiast fluor wystepujacy w glebie jest
pierwiastkiem przewaznie trudno dostepnym dla roslin. Jednak specyficzne warunki,
takie jak wysokie stezenie F, kwasne pH gleby oraz wysoka zawarto$¢ materii
nieorganicznej, zwigkszaja jego biodostepnos¢ (Machoy 1990; Rajesh 1 in. 2012).

Pierwiastek ten pobierany jest przez korzenie, nastgpnie przemieszcza si¢ przez tkanki
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ros$linne do lisci, w ktérych jest odkladany, powodujac szereg niekorzystnych zmian
(Mezghani i in. 2005; Kumar i Rani 2010; Rajesh i in. 2012; Saini i in. 2013; Singh
i Verma 2013). Biokumulacja fluoru w tkankach roslin odbywa si¢ w réznym stopniu
nasilenia np. zawarto$¢ w lisciach moze znaczaco przewyzszac jego stezenie w powietrzu
oraz glebie (Gramowska i Siepak 2002; Joshi i Bhardwaj 2007; Radha i Bhardwaj 2010;
Rajesh i in. 2012).

Nalezy jednak podkresli¢, ze tylko niewielkie ilosci F~ przechodzg do wnetrza
komorek. Najwigcej F~ znajduje si¢ w Scianach komoérkowych 1 przestrzeniach
mi¢dzykomodrkowych (apoplascie). Jest to zwigzane z tym, ze endoderma dziata jak
bariera, przez co ogranicza transport F- do uktadu przewodzacego i dalej do pedow.
Ponadto jon fluorowy podobnie jak $ciany komorkowe posiada tadunek ujemny (F) przez
co tylko niewielkie ilosci tego pierwiastka sa w stanie przedosta¢ si¢ przez barierg
endodermalng — stad tak duze ilosci F~ w apoplascie (Weinstein i Davison 1998).

W 2013 roku badacze z USA odkryli, ze za rézng tolerancjg organizmow
ro$linnych na fluor mogg sta¢ specyficzne biatka FEX (ang. Fluoride EXporters
channels). W wyniku doswiadczenia na drozdzach piekarskich S. cerevisiae,
z niedoborem FEX wykazano, ze organizmy te sa bardziej wrazliwe nawet na niskie
stezenia F (ponizej 1,5 mM). Po dopasowaniu sekwencji FEX odkryto te specyficzne
biatka réwniez w organizmach ro$linnych (Li i in. 2013). Rolg tych biatek jest
zapewnienie mechanizmu detoksykacji organizmom eukariotycznym oraz zwigkszenie
poziomu tolerancji na fluor (Berbasova i in. 2017). Na rys. 1 przedstawiono biatka FEX
z zaznaczonym kierunkiem transportu F~ z wnetrza komorki. Pierwotnie biatka te sktadaty
si¢ z dwoch kanalow, jednakze rosliny w toku ewolucji utracity funkcjonalnos¢ jednego
z nich. Pomimo tej ewolucyjnej zmiany, ogélna architektura kanatlu jest identyczna

zarowno dla bakterii jak i eukariotow (Stockbridge i in. 2015).
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Rys. 1. Biatka FEX z zaznaczonym kierunkiem transportu jonu fluorkowego — na
czerwono zaznaczono kanat nieaktywny — ktory w toku ewolucji utracit zdolno$¢
transportu jonu fluorkowego; na niebiesko zaznaczono kanal funkcjonujacy jako
aktywny transporter jonu fluoru (Li i in. 2013)

Szybko$¢ powstawania objawow toksycznosci na fluor u roslin, zalezna jest od
wielu czynnikow, takich jak: rodzaj i stezenie tego pierwistka, odlegtos¢ od Zrodta emis;ji
fluoru, czas trwania ekspozycji oraz warunkow meteorologicznych (np.: opady, kierunek
wiatru) (Kumar i Rani 2010). Wyréznia si¢ dwie formy uszkodzen roslin powstatych w
efekcie toksycznego dziatania fluoru: chlorozy i nekrozy (rys. 2).

Powstawanie chlorozy spowodowane jest rozrywaniem bton chloroplastowych
oraz blokowaniem przez fluor syntezy kwasu o&-aminolewulinowego, ktory jest
prekursorem biosyntezy chlorofilu (Bhargava i Bhardwaj 2010; Chakrabarti i Patra
2013b). Nastgpstwem chloroz sg nekrozy (martwice) lisci, postepujace od wierzchotka
do ukladu waskularnego. Pomiedzy zdrowa a martwiczg cze¢scig liScia wyrdznia sig¢
brazowo-czarna linia, w ktérej obrgbie wystepuje najwigksze stezenie fluoru
(Gramowska i Siepak 2002). Najbardziej wrazliwe na fluor sg mtode rozwijajace si¢ liScie
1to wlasnie na nich juz przy niskich st¢zeniach fluorkow pojawiajg si¢ wyzej wymienione
uszkodzenia (Davison i Weinstein 1998; Singh i in. 2013; Gautam i Bhardwaj 2010).

Objawy toksycznosci fluoru przedstawiono na rys. 2.
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Rys. 2. Objawy uszkodzenia li$ci u roslin spowodowane przez zwiazki fluoru; a-d:
mieczyk, objawy zaczynajace si¢ na wierzchotku liscia (wskazane strzatka)
i przechodzace w ostrze liscia (wskazane strzatky); e-g: cytrusy, objawy zaczynajace
si¢ od krawedzi lisci (wskazane strzatka) 1 przechodzace w ostrze liscia (wskazane
strzatkg); h-j: kawa, todyga i liscie z czarnymi plamkami martwiczymi (wskazane
strzatka) przechodzacymi w blaszke li§cia (Mesquita i in. 2011)

Chloroplasty s3 gldéwnym miejscem akumulacji fluoru. Nadmiar jonoéw
fluorkowych wplywa niekorzystnie na przebieg procesu fotosyntezy gldwnie poprzez
redukcje syntezy chlorofilu oraz przez degradacje struktury chloroplastow i hamowanie
reakcji Hill'a. Wysokie stezenie F~ zmniejsza dostepno$¢ jonow Fe?* niezbednych
do syntezy chlorofilu oraz prowadzi do zwigkszenia aktywnosci enzymow degradujacych
chlorofil, takich jak chlorofilaza. Ponadto F~ hamuje transport elektronéw, szczeg6lnie
w fotosystemie Il (Radha i Bhardwaj 2010; Rajesh i in. 2012).
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Jednym z najlepiej poznanych mechanizmoéow dziatania fluoru w tkance roslinne;j
jest blokowanie enolazy, ktora jest kluczowym enzymem glikolitycznym. Enzym ten
katalizuje dehydratacje 2-fosfoglicerynianu do fosfenolopirogronianu (2-fosfo-D-
glicerynianu < fosfoenolopirogronianu + H20) w ostatnich etapach katabolicznego
szlaku glikolitycznego. Fluor wptywa na metabolizm energetyczny w tkance ro$linnej
poprzez utworzenie kompleksu z Mg?* w miejscu aktywnym enolazy, co catkowicie ja
inaktywuje, a takze poprzez hamowanie enzymow syntetyzujacych ATP
w chloroplastach, mitochondriach i btonie plazmatycznej odpowiedzialnych za tworzenie
ATP. Pierwiastek ten blokuje réwniez enzymy takie jak karboksylazg rybulozo-1,5-
bisfosforanu (RuBisCO) oraz syntaze sacharozy (Miller i Miller 1974; Rakowski 1997).

W wyniku pobierania fluorkdw przez rosliny dochodzi réwniez do spadku
zawartosci wapnia (Ca®") i zelaza (Fe*") w tkankach oraz obnizenia wchtaniania manganu
(Mn?*) przez system korzeniowy (Kim i in. 2003; Elloumi i in. 2005; Kumar i Rani 2010).
Ponadto w wyniku procesu detoksykacji moze dochodzi¢ do uszkodzenia lisci, poniewaz
w celu zmniejszenia toksycznosci fluoru, jony Mg?*, bedace elementem budowy
chlorofilu, tworza kompleks MgF> (Elloumi 1 in. 2005). Moze to prowadzi¢ do spadku
zawarto$ci chlorofilu w lisciach nawet o 80%, a takze uniemozliwia¢ dalsza synteze
chlorofilu a i b oraz innych barwnikéw w tym karotenoidéow (Gupta i in. 2009; Gadi i in.
2012; Pal i in. 2012).

Nawet przy niskich stezeniach fluorkéw (1 mM) moze dochodzi¢ do szereg
fizjologicznych 1 biochemicznych zmian w tkankach, ktore nie powoduja widocznych
obrazen organoéw roslinnych. Ro$liny takie s3 mniej odporne na choroby wirusowe
| dziatanie patogenow takich jak owady pasozytnicze i bakterie. W wyniku zaburzen
metabolizmu hormondéw ro$linnych, niemozliwe jest zaptodnienie lub dochodzi do
zaplodnienia tylko niektérych kwiatdéw. Owoce sa mniej liczne, czgsto dojrzewaja
przedwczesnie lub nierownomiernie i szybko ulegajg zepsuciu (Davison i Weinstein
1998). Singh i Verna (2013) w badaniach przeprowadzonych na topoli wykazali, Ze juz
1 mM stezenie NaF wplywa hamujaco na synteze hormondw z grupy auksyn, przez co
niemozliwy jest prawidlowy wzrost drzew (Datta i in. 2012; Chakrabarti i Patra 2013a).
1.3. Stres oksydacyjny wywolany fluorem oraz mechanizmy detoksykujace

W wyniku naturalnie przebiegajacych procesoOw metabolicznych oraz pod

wpltywem m.in. zwigzkow fluoru w roslinie powstaja, jako produkty uboczne, reaktywne

formy tlenu (RFT) (Allen 1995; Yadu i in. 2016).
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W pierwszym etapie redukcji tlenu czasteczkowego Oz powstaje relatywnie
krotko zyjacy i stabo dyfundujacy rodnik wodoronadtlenkowy (HO2™) oraz anionorodnik
ponadtlenkowy (O2").

02 — (H)O2" — H202 — "OH + H.0— 2H20
Rodniki te mogg tworzy¢ hydroksynadtlenki reagujac z dienami, jak rdwniez utleniad
aminokwasy (np.: histydyne, metioning i tryptofan). Dalsza redukcja powstalych
rodnikoéw tlenowych generuje nadtlenek wodoru (H203), ktéry ma relatywnie dtugi okres
poéttrwania (1 ms). Jego toksycznos¢ wigze sie z utlenianiem grup tiolowych (—-SH) oraz
utlenianiem jonow metali przejsciowych (np. Fe?* do Fe**, Cu* do Cu?*). Utlenianie Fe?*
do Fe*" prowadzi do powstawania rodnika hydroksylowego("'OH) (Szymanska i Strzatka
2010).
H202+ Fe** — Fe®* + OH + "OH

Rodzaje i whasciwos$ci wybranych RFT przedstawiono w tab. 2.

W  normalnych warunkach istniejace systemy antyoksydacyjne komorki
utrzymuja odpowiednig rownowage pomiedzy produkcja a usuwaniem RFT (Sharma i in.
2012). Nadmiar powstajacych metabolitow tlenowych w wyniku dzialania zwigzkow
fluoru prowadzi do stresu oksydacyjnego. Pojeciem stresu oksydacyjnego okresla si¢
zaburzenia homeostazy prowadzace do zwigkszania produkcji reaktywnych form tlenu
(Bartosz 2013, Halliwel 2006, Sharma i in. 2012, Cai i in. 2017). Podwyzszone stezenie
kazdej zreaktywnych form tlenu jest szkodliwe dla roslin, a brak mechanizmow
obronnych moze powaznie zaktoci¢ prawidlowy metabolizm komorkowy i doprowadzi¢
do uszkodzenia biatek, lipidow, weglowodanow, kwasow nukleinowych, inhibicji
enzymow, aktywacji szlaku programowanej $mierci komoérkowej (PCD, z ang.
programmed cell death) i ostatecznie do $mierci komorki (Gill i Tuteja 2010; Datta i in.
2012; Gadi i in. 2012; Chakrabarti i Patra 2013a; Parkhey i in. 2014). Fluor powoduje
nie tylko zwigkszong produkcje RFT, ale rowniez inaktywacje enzymow niezbednych do
ich rozktadu (Allen 1995; Saleh i Abdel-Kader 2003; Barbier i in. 2010; Datta i in. 2012,
Gadi i in. 2012, Chakrabarti i Patra 2013a; Parkhey i in. 2014; Yadu 2016; Cai i in. 2017).
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Tab. 2. Rodzaje i wiasciwosci reaktywnych form tlenu (Nowicka i Kruk 2013)

- indukuje peroksydacje lipidow
- uszkadza bialka,
- utlenia DNA, gtéwnie guaning
- utlenia chlorofil
- utlenia inne zwigzki zawierajace wigzania nienasycone,
tworzac cykloaddukty, wodoronadtlenki oraz
endoperoksydy
- krétki czas zycia
- uszkadza centra zelazo-siarkowe (Fe-S) w enzymach
- moze redukowac jony metali przejéciowych np. Fe** Cu?*
Anionorodnik - reaguje z grupami tiolowymi cysteiny, moze takze utleniaé
ponadtlenkowy histydyng, metionine, tryptofan
02" - moze reagowac ze zwigzkami zawierajgcymi wigzania
nienasycone dajac hydroksynadtlenki
- reaguje z tlenkiem azotu, dajac bardzo silnie utleniajacy
Iszkodliwy dla komérek nadtlenoazotyn
Rodnik - wystepuje przede wszystkim w przedziatach o niskim pH
wodoronadtlenkowy | - moze przechodzi¢ przez btony biologiczne
HO, - aktywno$¢ podobna do 1O,
- mniej reaktywny, relatywnie stabilny, wiekszy zasieg
dziatania
- elektrycznie obojetny, moze dyfundowac przez btony
Nadtlenek wodoru - wchodzi w reakcje z grupami tiolowymi, indolowymi,
H20> imidazolowymi, fenolowymi, tioestrowymi i
metionylowymi
- uszkadza klaster Mn w centrum rozktadajacym wode
w PS Il oraz grupy hemowe
- najbardziej reaktywna forma tlenu
- reaguje z kazda napotkang czasteczka z szybkoscia
ograniczang jedynie przez dyfuzje
- najmniej trwaly, jego dziatanie ograniczone jest do
miejsc jego powstawania

Tlen singletowy
102

Rodnik hydroksylowy
‘OH

Jednakze, rosliny w toku ewolucji wyksztalcily mechanizmy radzenia sobie ze
stresem oksydacyjnym poprzez wyksztatcenie tzw. systemu antyoksydacyjnego (Fujita
iin. 2006), dzigki ktéremu usuwajg lub detoksykuja RFT. System ten obejmuje
enzymatyczne oraz nieenzymatyczne przeciwutleniacze (Gill i Tuteja 2010). Do
enzymatycznych przeciwutleniaczy zalicza si¢ dysmutaze ponadtlenkowa (SOD),
katalazg (CAT), peroksydaze (POX), enzymy cyklu askorbinianowo-glutationowego
(Asc-GSH), takie jak peroksydaza askorbinianowa (APX), reduktaza
monodehydroaskorbinowa (MDHAR), reduktaza dehydroaskorbinianowa (DHAR)
I reduktaza glutationowa (GR). Do nieenzymatycznych zalicza si¢ min. kwas

L-askorbinowy (Asc), glutation (GSH), flawonoidy i polifenole.
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1.4. Wybrane antyoksydanty enzymatyczne i nieenzymatyczne
1.4.1. Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6)

Katalaza jest enzymem, ktory katalizuje reakcje dysproporcjonowania nadtlenku
wodoru. Enzym ten, jest hemotetramerem, w ktorym w kazdej jednostce osadzony jest
uktad hemowy z potozonym centralnie atomem Zelaza, zwigzanym w centrum aktywnym

wigzaniami koordynacyjnymi —rys. 3 i 4 (Gatecka i in. 2008).

Rys. 3. Hemotetramer czasteczki katalazy (SWISS model
https://swissmodel.expasy.org/templates/4gol.1 https://www.rcsb.org/ligand/HEM)

=

Rys. 4. Hemoteramer katalazy z zaznaczonymi uktadami hemowymi (po lewej) oraz
budowa wuktadu hemowego =z centralnym atomem zelaza (po prawej)
(https://swissmodel.expasy.org/templates/4qol.1 https://www.rcsb.org/ligand/HEM).
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Dotychczas wyizolowano trzy formy izomeryczne katalazy: CAT-1, CAT-2,
CAT-3. Dwie pierwsze wystepuja w peroksysomach, glioksysomach i cytozolu, czyli
w miejscach obfitego powstawania nadtlenku wodoru, natomiast trzecia forma wystepuje
w mitochondriach (Matecka i Tomaszewska 2005; Gill i Tuteja 2010).

Enzym ten jest obecny praktycznie we wszystkich organizmach tlenowych i stuzy
do szybkiego usuwania nadtlenku wodoru (Reilly i in. 2001). W ciggu sekundy rozktada
ok. 200 tysiecy czasteczek (Gatecka i in. 2008). Dysproporcjonowanie H20 przebiega w
dwoch etapach. W pierwszym etapie, dzigki jonowi zelaza Fe (III) uktadu hemowego,
nadtlenek wodoru jest redukowany do wody, w drugim natomiast, kolejna czastka
nadtlenku wodoru jest utleniana przy pomocy Fe (V)-CAT do tlenu czasteczkowego
I wody (Gatecka i in. 2008).

Katalaza wykazuje réwniez wiasciwos$ci peroksydazowe, co oznacza, ze moze
rozktada¢ H»O, utleniajac inne substancje, przede wszystkim etanol, metanol,
formaldehyd, azotany (lll) i chinony. Enzym ten zdecydowanie szybciej reaguje
z nadtlenkiem wodoru niz typowe peroksydazy roslinne (Sala i Lafuente 2000; Matecka
i Tomaszewska 2005; Bartosz 2013).

1.4.2. Peroksydazy (POX, EC 1.11.1.7)

Peroksydazy to powszechnie wystepujace w ro$linach enzymy, katalizujace
rozktad H»>O», jednak nie bezposrednio — jak katalaza — do H2O i O», lecz poprzez
utlenianie odpowiednich substratow (Malecka 1 Tomaszewska 2005).

2H,0 + 2AH>— 4H>0 + 2A (Nakano i Asada 1980)
Peroksydazy podobnie jak katalazy sa hemoproteinami (rys. 5).

Rys. 5. Czateczka peroksydazy (po lewej) oraz czasteczka peroksydazy z zaznaczonym
uktadem hemowym z atomem zelaza w centrum (po
prawej)(https://swissmodel.expasy.org/templates/4qol.1 https://www.rcsb.org/ligand/HEM)
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Dzieli si¢ je na dwa rodzaje: utlenianiajace produkty bedace donorami elektronéw oraz
biorace udziat w zmiataniu H2O; i nadtlenkow organicznych. W roslinach, peroksydazy
pierwszej grupy biorg udzial, np. w degradacji kwasu indolo-3-octowego i syntezie
etylenu. Do grupy tej nalezg, tzw. peroksydazy pirogallowe/gwajakolowe, uzywajace
szerokiego zakresu donoréw elektrondw. Usuwaja one nadtlenek wodoru i organiczne
nadtlenki, ktére powstaja w wyniku dziatania oksydaz, w S$cisle kontrolowanych

warunkach, jako odpowiedz na srodowiskowe i komorkowe sygnaty (Asada 1992).
1.4.3. Kwas L-askorbinowy oraz enzymy cyklu askorbinowo-glutationowego

Kwas L-askorbinowy (askorbinian, witamina C, Asc) jest jednym ze zwigzkow
wystepujacych w komoérkach roslinnych w stezeniu od 10 do 100 mM. Wystepuje
gléwnie w apoplascie, cytozolu, plastydach i wakuoli (Kacperska 2002). Jest kofaktorem
enzymoOw biorgcych udzial w fotosyntezie i biosyntezie hormonow, w tym etylenu (ET),
kwasu jasmonowego (JA), kwasu salicylowego (SA), kwasu abscysynowego (ABA)
i kwasu giberelinowego (GAs), przez co uczestniczy w procesach regeneracji innych
przeciwutleniaczy (Khan i in. 2011). Ponadto kwas L-askorbinowy dziata jako czasteczka
sygnatowa zaangazowana w odpowiedz ro§lin na czynniki $rodowiskowe, a takze
reguluje polaryzacj¢ komoérek podczas rozwoju zarodka, moduluje czas kwitnienia
I poczatek starzenia (Gallie 2013). Oprocz wyzej wymienionych funkcji, kwas
L-askorbinowy jest jednym z najefektywniejszych nieenzymatycznych antyoksydantow.
Obok glutationu 1 a-tokoferolu bierze czynny udzial w detoksykacji wytworzonych pod
wplywem stresow reaktywnych form tlenu (Dolatabadian i Jouneghanic 2009; Kumar
i in. 2013; Kostopoulou i in. 2015). Askorbinian jest cze$cig systemu usuwania wolnych
rodnikéw, ktory jest niezwykle skomplikowany 1 obejmuje szeregi zwigzkow
antyoksydacyjnych oraz enzyméw detoksykujacych. Antyoksydacyjne wilasciwosci
kwasu askorbinowego wynikaja z mozliwosci odwracalnego odlaczania protonow
| przyjmowania elektronow. W cyklu Halliwella-Asady, dwie czasteczki kwasu
askorbinowego sg wykorzystywane przez APX do redukowania H.O> do wody przy
roOwnoczesnym wytwarzaniu rodnika monodehydroaskorbinowego (MDHA). Dlatego tez
askorbinian jest jednym z najwazniejszych zwiazkéw zaangazowanych w usuwanie H20:
w roslinach (Hong i in. 2008; Sharma i in. 2012). Asc moze zosta¢ odtworzony
w komorce roslinnej za pomocg kilku réznych mechanizmow, w szczegdlnosci poprzez
krétko zyjacy MDHA, powstaty w wyniku utleniania Asc. Rodnik ten ulega redukcji

przez reduktaze monodehydroaskorbinianowga (MDAR) lub dysproporcjonowaniu do
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dehydroaskorbinianu (DHA) i Asc (rys. 6). Poprzez ciagle odtwarzanie oraz
utrzymywanie statego poziomu kwasu askorbinowego i jego stanu redoks, Asc odgrywa
bardzo wazng role w unieszkodliwianiu reaktywnych form tlenu, powstatych
w warunkach m.in. stresu fluorkowego (Gallie 2013; Liu i in. 2014; Macknight i in. 2017,
Suekawa i in. 2017).

HO OH HO H

H>< 0 o 0 0 /0
H — ©
HO OH ~No 0
OH
Kwas L-askorbinowy (Asc) Kwas monodehydro L-askorbinowy (MDHA)

Kwas dehydro L-askorbinowy (DHA)

Rys. 6. Budowa askorbinianu (Asc) i jego form utlenionych: monodehydroaskorbinianu
(MDHA\) i dehydroaskorbinianu (DHA) (Smirnoff 1996)

Utrzymywanie wysokiej zdolnosci antyoksydacyjnej do usuwania toksycznych
RFT wigze si¢ ze zwigkszong tolerancja roslin na stresy srodowiskowe co ma istotne
znaczenie m.in. w rolnictwie (Sharma i Dubey 2007; Sharma i in. 2012). Zawarto$¢ Asc
w tkance roslinnej mozna zwigkszy¢ egzogennie, np. poprzez zaprawianie lub moczenie
nasion, oprysk li$ci, podlewanie i nawozenie roztworami tej witaminy (Khan i Ashraf
2008). Celem zaprawiania i moczenia nasion roznymi stgzeniami ASC jest zabezpieczenie
kietkujacych nasion przed patogenami i szkodnikami przenoszonymi na nasionach
I wystepujacymi w glebie. Proces ten w potaczeniu z nawozeniem przedsiewnym nasion
pozwala réwniez na poprawienie niektérych proceséw metabolicznych niezbednych
w procesie kietkowanie oraz stymuluje rozwoj systemu korzeniowego roslin (Nawaz i in.
2013). Zabiegi te wptywaja rowniez na aktywacj¢ roznych procesoOw biochemicznych
oraz na szybko$¢ kietkowania. Wstepne nasgczanie nasion w roztworze Asc zwigksza
dostepnos¢ zarowno substancji nieorganicznych, jak i1 organicznych (Capron 1 in. 2000).
Wedtug Kaya i in. (2006) oraz Farooq i in. (2009) technika ta jest jedng z najbardziej

praktycznych aczkolwiek krotkoterminowych czynnosci tagodzacych skutki suszy
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I innych streséw $rodowiskowych. Ziarna poddane takim zabiegom charakteryzuja si¢
zwykle szybszym kielkowaniem (Brocklehurst i in. 1984; Kaya i in. 2006; Farooq i in.
2009). Liczne badania wykazaly, ze egzogenne stosowanie kwasu L-askorbinowego
odgrywa istotng role¢ w poprawie tolerancji roslin na stres abiotyczny (Farooq i in. 2012;
Venkatesh i Park 2014). Wykazano takze korzystny wplyw aplikacji Asc na metabolizm
komoérkowy w roznych roslinach uprawianych w warunkach streséw abiotycznych np.
rzepaku (Bybordi 2012), okry Abelmochus esculentus, kukurydzy Zea Mays w warunkach
stresu solnego (Agami 2014; Raza i in. 2019), czy rzepaku Brassica napus L.

w warunkach stresu wodnego (Shafiq i in. 2014).
1.5. Chlorofil a, b oraz karotenoidy — barwniki fotosyntetyczne

Barwniki fotosyntetyczne takie jak chlorofil a oraz b odgrywaja kluczowa role
W procesie fotosyntezy u roslin. Rolg obu tych zwigzkow jest pochlanianie energii
swietlnej w zakresie widzialnym, a ich glowne pasma pochtaniania znajdujg si¢
w niebieskiej iczerwonej czeSci widma absorpcji wzbudzonych elektronow na
fotouktady. W wyniku tego procesu mozliwe jest przksztalcenie energii $wietlnej
w energie chemiczng oraz redukcja NADP™ do NADPH + H* i wytworzenie ATP
niezbednych w cyklu Calvina-Bensona. W wyniku dziatania stresoéw abiotycznych moze
dojs¢ do zaburzenia produkcji chlorofilu a i b, co skutkuje zaburzeniem procesu
fotosyntezy i moze doprowadzi¢ do $mierci ro$liny.

Karotenoidy natomiast sg to barwniki asymilacyjne, ktore odgrywaja jedng
z gtoéwnych rél w ochronie roslin przed procesami fotooksydacyjnymi. Sg skutecznymi
przeciwutleniaczami  wychwytujacymi singletowy tlen czasteczkowy 1 rodniki
nadtlenowe. Oprocz likwidacji potencjalnych zrédet 202, karotenoidy sa zaangazowane
W wygaszenie wzbudzonej czasteczki chlorofilu w stanie trypletowym (3Chl*)
| rosproszeniu energii w postaci ciepta, co zapobiega powstaniu tlenu singletowego
(Szymanska 1 Strzatka 2010). Dzigki temu karotenoidy chronig przed dziataniem RFT
glownie nienasycone kwasy thuszczowe lipidow chloroplastowych (Solovchenko 2013).
1.6. Prolina i dialdehyd malonowy — wskazniki stresu oksydacyjnego

Prolina jest aminokwasem, ktéry w roslinach peini role osmoregulatora, a jej
akumulacja wystepuje w odpowiedzi na réznego rodzaju obcigzenia §rodowiskowe.
Wyniki licznych badan sugeruja, ze wystepuje dodatnia korelacja miedzy wysoka
zawarto$cig proliny a tolerancjg roslin na czynniki stresowe, takie jak: zasolenie, susza,

niskie temperatury, niedobdr sktadnikow odzywczych, metale cigzkie, ataki patogenow
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I niskie pH (Dar i in. 2016). Akumulacja proliny przyczynia si¢ do wzrostu tolerancji na
stres na wiele sposobow m.in. poprzez udzial w utrzymaniu integralnos$ci biatek
i zwigkszenie aktywno$ci réznych enzymow. Liczne badania wskazuja, ze ten
aminokwas dziala réwniez jak przeciwutleniacz, zmiatajgc RFT oraz wygaszajac
czasteczki tlenu singletowego (Ashraf 2009). Wysokie stezenie proliny wykorzystuje si¢
jako wskaznik dziatania stresow §rodowiskowych na rosling (Liu i in. 2014).

Drugim powszechnie badanym markerem stresu oksydacyjnego jest dialdehyd
malonowy (MDA), powstajacy na skutek rozpadu reszt kwasow tluszczowych
wielonienasyconych. Peroksydacja lipidow to wolnorodnikowy proces utleniania
nienasyconych kwasow ttuszczowych lub innych lipidéw, w ktorym powstaja nadtlenki
tych zwiazkéw (Puzanowska-Tarasiewicz 1 in. 2008). Ten wieloetapowy proces konczy
si¢ powstaniem, kilkunastoweglowych fragmentéw, sposrod ktérych dialdehyd
malonowy jest najcze$ciej wykorzystywany jako wskaznik uszkodzen lipidow
w uktadach biologicznych. Reaktywne formy tlenu prowadza do utleniania
nienasyconych reszt kwasow ttuszczowych powodujac destabilizacj¢ oraz rozpad lipidow
z jednoczesnym wytworzeniem aldehydéw 1 alkoholi, co skutkuje uszkodzeniami bion

komorkowych, chloroplastow i mitochondriow (Meller i in. 2007; Olko i Kujawska 2011)
1.7. Aktywno$¢ enzymow glebowych — wskaznik zanieczyszczenia gleby

Kazda gleba poza materig nieorganiczng taka jak mineraly, woda oraz powietrze
zawiera rOwniez materi¢ organiczng. Wsrod niej wyrdzniamy zwigzki organiczne,
prochnice, resztki roslin oraz bakterie i pierwotniaki (Kostecki i Fruzinska 2012). Ten
ztozony 1 réznorodny ekosystemem przyczynia si¢ do szerokiego zakresu przemian
biochemicznych, niezbednych do zréwnowazonego funkcjonowania i produktywnosci
roslin (Barrios 2007). Oddzialywanie zanieczyszczen takich jak np. zwigzki fluoru na
stan biochemiczny gleby mozna skutecznie oceni¢ na podstawie aktywnos$ci enzymow
glebowych m.in. dehydrogenaz i fosfataz glebowych (Koper i Piotrowska 1999; Bielinska
I Mocek-Ptociniak 2010). Zmiany w aktywnos$ci enzymow glebowych w stresfie
ryzosferowej wskazuja na zaburzenia srodowiska, ktore oddziatujg na glebe oraz rosnace
w niej rosliny. Dehydrogenazy reprezentuja enzymy, ktorych aktywno$¢ pozwala na
ocene stanu gleby i jej aktywnosci mikrobiologicznej (Gil-Sotres i in. 2005). Rola
dehydrogenaz polega na biologicznym utlenianiu materii organicznej w glebie poprzez
przeniesienie wodoru z podloza organicznego do akceptoréw nieorganicznych (Strek

1 Telesinski 2015). Brzezinska i in. (2001) ustalili, Zze enzymy te moga wykorzystywaé
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nie tylko czasteczki tlenu jako akceptory elektrondw, ale takze inne zwigzki obecne w
komorkach mikroorganizméw beztlenowych. Tak wigc aktywnos$¢ dehydrogenaz
odzwierciedla szybko$¢ przemian zachodzacych w glebie.

Fosfatazy odgrywaja wazng rol¢ w glebie poprzez stymulacj¢ przemian
organicznych zwigzkéw fosforu w nieorganiczne fosforany (HPO4? i Ho,POys), zwiazki
te sa nastgpnie bezposrednio dostepne dla organizmoéw glebowych oraz roslin (Bielinska
2005; Mocek-Ptociniak 2010). Zawarto$¢ organicznego fosforu w wierzchnich
warstwach gleb waha si¢ w szerokich granicach od 5% do ponad 60% ogdlnej zawartosci
fosforu (w glebach polskich na ogét 20-40%), a asymilacja tego fosforu przez rosliny
I mikroorganizmy odbywa si¢ za posrednictwem fosfataz (Sapek 2014). Aktywnos¢ tych
enzymow w glebie jest uwazana za dobry wskazniki aktywnosci biologicznej gleby
poniewaz odzwierciedla aktywnos$¢ enzymdéw zwigzanych z substancjami humosowymi
I koloidami glebowymi, wolnymi fosfatazami w roztworze glebowym oraz fosfatazami
zwigzanymi z zywymi i martwymi komodrkami ro$lin i mikroorganizméw (Nannipieri

i Bollag 1991).
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2. Material i metody
Realizowane w pracy badania zaplanowano w formie 4 etapéw. Przeprowadzono

je w latach 2014-2017. Pierwszy etap badan, dowiadczenie in vitro, przeprowadzono w
warunkach kultur tkankowych w laboratorium Katedry Genetyki, Hodowli
i Biotechnologii Roslin, natomiast etap drugi, w laboratorium Katedry Bioinzynierii.
Trzeci etap — doswiadczenie wazonowe — przeprowadzono w laboratorium Katedry
Bioinzynierii. Do$wiadczenia te, miaty na celu dobdr gatunkow roslin, dawek i1 form
aplikacji kwasu L-askorbinowego oraz dawek fluorku sodu. Wyniki pierwszych trzech
etapow badan postuzyty do zaplanowania czwartego etapu, 2-letniego do$wiadczenia
wazonowego przeprowadzonego w Hali Wegetacyjnej WKSiR, Zachodniopomorskiego
Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.
2.1. | etap — doswiadczenie in vitro
W I etapie badan okreslono wptyw dziatania 10 mM NaF na ksztaltowanie si¢
wybranych parametréw biometrycznych, fizjologicznych i biochemicznych w lisciach
10-dniowych siewek u roznych gatunkow roslin uprawnych. Materiat do badan
stanowily:
1. Rzodkiewka zwyczajna (Raphanus sativus L.) cv. ‘Carmen’
. Rzodkiew zwyczajna (Raphanus sativus L.) cv. '"Minowase Summer Cross’
. Jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.) cv. 'Eunova’

. Zyto zwyczajne (Secale cereale L.) cv. 'Bojko’

2
3
4
5. Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) cv. ‘Bryza’

6. Lubin waskolistny (Lupinus angustifolius L.) cv. 'Caro’

7. Stonecznik zwyczajny (Helianthus annuus L.) cv. 'Bella’

8. Ogorek zwyczajny (Cucumis sativus L.) cv. 'Ela’

9. Lucerna siewna (Medicago sativa L.) cv. 'Triade’

10. Pomidor zwyczajny (Lycopersicon esculentum L.) cv. 'Faworyt’

Nasiona do badan odkazono w 70% (w/w) roztworem etanolu przez 30 s,
nastgpnie umieszczono je w wodzie dejonizowanej. Po wstepnej dezynfekcji nasiona
umieszczono w 10% roztworze podchlorynu sodu (NaOCI), po czym przeptukano
3 — krotnie woda dejonizowang. Nastgpnie nasiona wylozono na plastikowe plytki
Petriego (@20 cm) wylozone papierem filtracyjnym i zwilzonym odpowiednio: 20 cm®
woda dejonizowana (proba kontrolna) i 20 cm? roztworu 10 mM soli NaF. Doswiadczenie

zatozono w sze$ciu powtorzeniach, po 10 nasion w powtdrzeniu.
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Plytki inkubowano w temperaturze 21°C w ciemno$ci przez 72 godziny.
Nastepnie przeniesiono je do fitotronu o temperaturze powietrza 21°C, o$wietleniu 40

"L oraz fotoperiodzie 16h/8h. Po dziesigciu dniach wzrostu, W roslinach

nE-m?s
oznaczono parametry morfologiczne (dtugos¢ siewki, dlugos¢ korzenia, $wiezg mase
oraz indeks kietkowania i indeks tolerancji), parametry fizjologiczne (zawarto$¢
chlorofilu a i b, karotenoidéw) oraz parametry biochemiczne (zawarto$¢ wolnej proliny)
— rys. 7. Na podstawie wynikow badan z I etapu wybrano gatunek wrazliwy na stres

wywotany 10 mM NaF.

| ETAP 10 gatunkdw roslin
10 mM NaF
kontrola
BADAN IA
= 3 Sy o

@)
(78
g
Q

BIOMETRYCZNE FIZJOLOGICZNE BIOCHEMICZNE | 2
®
=
()
S-
S,
.y

- indeks kietkowania - zawartos¢: chlorofilu - zawartos¢: wolnej (@)

- $wieza 1 sucha masa a, b oraz karotenoidow proliny

- dlugos¢ siewki

- dlugos¢ korzenia

Wybodr gatunkéw roslin wrazliwych i tolerujgcych stres wywotany 10 mM NaF

Rys. 7. Schemat przeprowadzonych analiz w | etapie badan
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2.2. 1l etap — doswiadczenie in vitro

Oceniono stopien tagodzenia stresu wywotanego przez NaF poprzez egzogenne
zastosowanie roznych stezen kwasu L-askorbinowego u gatunku wrazliwego na
podstawie parametrow: biometrycznych (dtugos¢ siewki, dlugo$¢ korzenia,
$wiezej masy, indeksu kietkowania), fizjologicznych (chlorofil a,b, karotenoidy) oraz
biochemicznych (zawarto$¢ wolnej proliny i MDA). Material do badan stanowity
niezaprawione nasiona pszenicy jarej (Triticum aestivum L.) odmiany Bryza. Nasiona
poddane byly ocenie wrazliwo$ci na obecno$¢ 10 mM i 20 mM NaF oraz stopniu
niwelowania toksycznosci NaF poprzez zastosowanie kwasu L-askorbinowego w trzech
stezeniach 0,5; 1; i 2 mM. W etapie Il szalki Petriego przygotowano analogicznie jak
w etapie |, przy czym natezenie o$wietlenia wyniosto 90 pE-m™-s™ Kombinacje przyjete
w do$wiadczeniu to: 1) kontrola (woda dejonizowana); 2) 0,5 mM Asc; 3) 1 mM Asc;
4) 2 mM Asc; 5) 10 mM NaF; 6)10 mM NaF + 0,5 mM Asc; 7) 10 mM NaF + 1 mM
Asc; 8) 10 mM NaF + 2 mM Asc; 9) 20 mM NaF; 10) 20 mM NaF + 0,5 mM Asc; 11)
20 mM NaF + 1 mM Asc; 12) 20 mM NaF + 2 mM Asc (rys. 8)

—
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Rys. 8. Schemat przeprowadzonych analiz w I etapie badan
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2.3. 1l etap — doswiadczenie wazonowe

Podczas tego etapu oceniono wptyw egzogennego Asc o stezeniach 1 i 2 mM
(doglebowo) przy stresic wywotanym 25 i 50 mM NaF, w doswiadczeniu wazonowym,
w 3 terminach badan.

Pobrane probki glebowe przesiano przez sito o $rednicy oczek 2 mm i podzielono
na odpowiednie nawazki. Do poszczegdlnych nawazek wprowadzono wodne roztwory
soli NaF oraz kwasu L-askorbinowego, jednocze$nie doprowadzajac¢ wilgotnos¢ gleby do
60% maksymalnej pojemnosci wodnej. Nastepnie glebe dokladnie wymieszano
I odwazono po 1 kg z kazdej kombinacji, tak przygotowana glebe przechowywano
w szczelnie zamknetych pojemnikach polietylenowych w temp. 20°C, z dodatkowo
przygotowano probe kontrolng tzn. glebe bez dodatku badanych substancji.
W poszczegolnych ~ probach, w  odstgpach  kilkudniowych a  nastgpnie
kilkunastotygodniowych (1., 7., 14., 21., i 28. dniu), oznaczono aktywnos¢ fosfatazy
zasadowej i kwasnej oraz dehydrogenaz (rys. 9).

Pozostala cze$¢ przygotowanej do doswiadczenia gleby umieszczono
w wazonach (po 10 kg do kazdego). Nastgpnie do wazondéw wysiano po 10 nasion
pszenicy.

W materiale roslinnym (liscie) pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)
cv. ‘Bryza’ w 14., 21., 1 28., dniu doswiadczenia dokonano pomiarow: fizjologicznych
(zawarto$¢ chlorofilu a, b, karotenoidow) oraz biochemicznych (zawartos¢ proliny,
MDA, aktywno$¢ CAT i POX, zawartos¢ Asc). Kombinacje przyjete w doswiadczeniu
to: 1) kontrola (woda dejonizowana); 2) 1 mM kwas L-askorbinowy; 3) 2 mM kwas
L-askorbinowy 4) 25 mM NaF; 5) 50 mM NaF; 6) 25 mM NaF + 1 mM kwas
L-askorbinowy; 7) 25 mM NaF + 2 mM kwas L-askorbinowy; 8) 50 mM NaF + 1 mM
kwas L-askorbinowy; 9) 50 mM NaF + 2 mM kwas L-askorbinowy.
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Pszenica jara odmiany Bryza
Il ETAP (roslina wrazliwa na stres wywotany 10 mM NaF)

0ot

kontrola 1 mMAsc 2mMAsc  25mMNaF 50 mMNaF 23 mMNaF 25 mMNaF 50 mMNaF 50 mMNaF
+1mMAsc +2mMAsc +1mMAsc +2mMAsc
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- proliny i MDA * pHgleby 1..128. dzief
- chlorofilu a oraz b
- karotenoidow

- kwasu L-askorbinowego /

Rys. 9. Schemat przeprowadzanych analiz w 11 etapie badan
2.4. 1V etap badan — dwuletnie doswiadczenie wazonowe

Celem tego etapu badan byta ocena dziatania wptywu egzogennego 0,5 mM Asc
(zastosowanego w formie moczenia nasion, oprysku oraz podlewania) na stres wywotany
50 mM NaF w doswiadczeniu wazonowym wg schematu zamieszczonego na rys. 10.
Pobrang probe gleby przygotowano analogicznie jak w etapie I1I, nastgpnie podzielono
ja na osiem czgsci, do czterech czg$ci dodano 50 mM NaF. Tak przygotowana gleba
napetlniono wazony, do kazdego wazonu wysiano po 10 nasion pszenicy poddanej
wczesniej procesowi imbibicji w wodzie demineralizowanej lub w 0,5 mM kwasie L-
askorbinowym. W doswiadczeniu przyjeto nastepujace kombinacje: 1) kontrola — gleba
bez dodatku NaF; 2) 0,5 mM Asc - moczenie; 3) 0,5 mM Asc - oprysk;
4) 0,5 mM Asc -podlewanie; 5) 50 mM NaF; 6) 50 mM NaF + 0,5 mM Asc - moczenie
;7) 50 mM NaF + 0,5 mM Asc - oprysk (co 10 dni); 8. 50 mM NaF + 0,5 mM Asc -
podlewanie (co 10 dni 100 ml roztworu Asc).

W okresie wegetacji obserwowano wzrost i rozwoj roslin. Pomiary wykonano
w nastepujacych fazach rozwojowych pszenicy zwyczajnej cv. ‘Bryza’: trzeciego liscia,

krzewienia, strzelania w zdzbto oraz kltoszenia. Podczas wyzej wymienionych faz
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przeprowadzono pomiary: fizjologiczne (zawartos¢ chlorofilu a, b, karotenoidéw) oraz

biochemiczne (zawartosc wolnej proliny, MDA, aktywnos$¢ CAT i POX, zawarto$¢ AsC).

IV ETAP Pszenica jara odmiany Bryza —_—
(roslinawrazliwa na stres wywotany 10 mM NaF)
kontrola 0.5mM Asc 0,5 mM Asc 0.5 mM Asc 50 mM NaF 50 mM NaF 50 mM NaF 50 mM NaF
moczenie oprysk podlewanie +0.5mM Asc +0.5 mM Asc +0.5 mM Asc
moczenie oprysk podlewanie
| | o
| o
2\
TERMIN POMIARU v
[e]
FAZA ROZWOJU o
3
, N N L 2
TRZECIEGO STRZELANIE Q
e »‘ KRZEWIENIE ’ LA ‘»‘ KLOSZENIE §
]
g
(0]
‘ .‘_
Yy N ™ ™
zawartosé: iR e - zawarto$¢: chlorofilu i
s || o ZY"J ( -
karotenoidow
. /L
=
Rys. 10. Schemat przeprowadzonych analiz w IV etapie badan
2.5. Charakterystyka gleby uzytej w etapie Il1, IV badan
Doswiadczenia z 11l i 1V etapu przeprowadzono na glebie pobranej z warstwy

ornopréchniczej (0-30 cm) z pola uprawnego czarnych ziem Rowniny Gumienieckiej.
Gleba ta charakteryzuje si¢ sktadem granulometrycznym gliny lekkiej pylastej, z duza
ilo$cig frakcji pylastych (25-40% czasteczek pytowych). W zwigzku z czym odznacza si¢
dobrymi wiasciwosciami magazynowania wody. Odczyn gleby byt od lekko kwasnego
do obojetnego (pH 6,1- 6,2). Gleba charakteryowata si¢ niskg zawartoscig prochnicy (1,2
— 1,8%), wysoka zawarto$cig przyswajalnego fosforu oraz zawartoscig od $redniej do
wysokiej przyswajalnego potasu i magnezu. Zawarto$¢ fluoru w glebie wynosita 2 mg
F-kgls.m.
2.6. Metoda pomiaru dlugosci siewki i korzenia oraz indeksu kielkownia

Pomiaru dtugosci korzenia badanych gatunkéw roslin dokonano przy pomocy

linijki i podano w cm z doktadno$cig do 1 mm natomiast wartosci indeksu kietkowania
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wyrazon0 W %. Po 3 dniach od zatozenia do§wiadczenia obliczono indeks kietkowania
(G1%) badanych gatunkéw roslin wedlug wzoru Barbero i in. (2001) — przy czym za

skietkowane nasiona uznano te, ktore posiadaty korzen o dtugosci min. 2 mm.

(G3-LS)
({GC-LGC)

Gl% =

-100%

GS — liczba nasion wykietkowanych na szalkach z NaF
LS — dtugos¢ korzeni po 3 dniach wzrostu na szalkach z NaF
GC — liczba nasion wykielkowanych na szalkach kontrolnych
LC — dlugos¢ korzeni po 3 dniach wzrostu na szalkach kontrolnych
2.7. Metoda pomiaru $wiezej masy roslin
W 1 i Il etapie doswiadczenia pomiar wartosci Swiezej masy siewek wykonano
metoda wagowa na wadze analitycznej z doktadnoscig do 0,00 g po 10 dniach wzrostu
roslin.
2.8. Metody oznaczania parametréw biochemicznych i fizjologicznych
W celu oznaczenia badanych parametréw biochemicznych i fizjologicznych
ze szczytowych  lisci  pobierano  $wiezg tkanke roslinng. Nastgpnie liscie
homogenizowano z odpowiednimi roztworami ekstrakcyjnymi w schiodzonych
mozdzierzach (4°C). Otrzymany nadsgcz wykorzystano do nizej opisanych oznaczen
biochemicznych i fizjologicznych. Wartos¢ analizowanych parametrow biochemicznych
I fizjologicznych oraz aktywnosci enzymow w ro§linie i w glebie oznaczono
spektrofotometrycznie przy uzyciu spektrofotometru UV-1800 (Shimadzu).
2.8.1. Metoda oznaczania zawarto$ci wolnej proliny (Pro) w tkance roslinnej
Zawarto$¢ wolnej proliny oznaczono metodg Batesa i in. (1973). Polega ona
na pomiarze absorbancji, wyekstrahowanego toluenem barwnego kompleksu proliny
I kwasnej ninhydryny, przy dlugosci fali A = 520 nm. Zawarto$¢ proliny przeliczono
z krzywej wzorcowej i wyrazono w pumol Pro-g™ §.m. rosliny.
2.8.2. Metoda oznaczania zawarto$ci dialdehydu malonowego (MDA) w tkance
roslinnej
Zawarto$¢ dialdehydu malonowego w materiale ros$linnym oznaczono wedtug
metody Sudhakara i in. (2001) w reakcji z kwasem tiobarbiturowym. MDA w kwasnym
srodowisku 1 w podwyzszonej temperaturze, reaguje z kwasem tworzac barwny zwigzek,

ktorego zabarwienie zmierzono spektrofotometrycznie przy dwoch dlugosciach fal A =
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532 nm i A = 600 nm. Zawartos¢ dialdehydu malonowego przeliczono z krzywej
wzorcowej wyrazono w nmol MDA g §.m. ro$liny.
2.8.3. Metoda oznaczania zawartosci barwnikow asymilacyjnych w tkance

roslinnej

Zawarto$¢ chlorofilu a, b i karotenoidow 0znaczono przy uzyciu 80% acetonu
I okreslono spektrofotometrycznie odpowiednio przy A = 663, 645 i 440 nm. Stezenie
chlorofilu a i b obliczono zgodnie z metoda Arnona i in. (1956) w modyfikacji
Lichtenthaler i Wellburn (1983), podczas gdy st¢zenie karotenoidow zgodnie z metoda
Hagera i Meyera-Berthenratha (1966). Stezenia chlorofilu a,b oraz karotenoidow
przeliczono z krzywej wzorcowej i wyrazono jako pg-g§.m. rosliny.
2.8.4. Metoda oznaczania zawartos$ci kwasu L-askorbinowego (Asc)

Zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego oznaczano spektrofotometrycznie za pomoca

2,6-dichlorofenyloindofenolu dla A = 600 nm wg. metody Guri i in. (1983). Zawarto$¢
Asc przeliczono z krzywej wzorcowej podano w pg Asc-g™ §.m. rosliny.

2.8.5. Metoda oznaczania aktywnos$ci katalazy (CAT) — [EC 1.11.1.6] w tkance

roslinnej

Aktywnos$¢ katalazy ro$linnej zostala oznaczona metodg Liicka (1963).
Oznaczenie polegato na pomiarze spadku absorpcji $wiatta ultrafioletowego (dla A = 240
nm) podczas rozktadu H2O2 przez badany enzym. Aktywnos$¢ katalazy przeliczono
z krzywej wzorcowej i wyrazono w umol H2Oz- g §.m. rodliny -min,
2.8.6. Metoda oznaczania aktywnosci peroksydaz (POX) — [EC 1.11.1.7] w tkance

roslinnej

Aktywnos¢ peroksydazy oznaczono za pomaca metody Chance’a i Maehly’ego
(1955) za Ktyszejko-Stefanowicz (2003). Oznaczenie polegato na pomiarze zawartosci
purpurogaliny powstatej poprzez utlenienie pirogalolu w obecnosci H202 (dla A = 430
nm). Aktywno$¢ peroksydazy przeliczono z krzywej wzorcowej wyrazono w pM
purpurogaliny-g™ §.m. ro$liny-min™,
2.9. Metoda oznaczenia aktywnosci fosfataz glebowych

Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej i zasadowej oznaczono spektrofotometrycznie
Z uzyciem p-nitrofenolu jako substratu wedlug metody Tabatabai i Bremner (1969).
Metoda ta oparta jest na zdolnosci fosfatazy do hydrolizy p-nitrofenylofosforanu do
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p-nitrofenolu (p-NP). Aktywnos¢ enzymow przeliczono z krzywej wzorcowej | wyrazono
ilo$cig powstatego p-nitrofenolu [ug p-NP-(g? s.m. gleby-h)™].
2.10. Metoda oznaczenia aktywnoS$ci dehydrogenaz glebowych

Aktywno$¢ dehydrogenaz glebowych oznaczono spektrofotometrycznie
roztworem TTC wg metody Thalmanna (1968) za pomoca spektrofotometru. Aktywno$é
enzymoéw przeliczono z krzywej wzorcowej i wyrazono iloscig powstatego 2,3,5-

trifenyloformazanu [ug TPF-g ! s.m. gleby-2h)™].
2.11. Obliczenia statystyczne

Otrzymane wyniki badan poddano analizie statystycznej za pomocg programu
STATISTICA 10.0. Dane z trzech pomiaréw (n=3) analizowano przy uzyciu
jednoczynnikowej analizy wariancji i testu t-studenta (etap 1) oraz dwuczynnikowej
analizy wariancji ANOVA (etap II, 11l i IV), a nastgpnie testu post-hoc Tukeya, co
pozwolitlo na wyznaczenie grup jednorodnych. Roéznice istotne przeanalizowano na
poziomie p<0,05. Wyniki wyrazono jako $rednig arytmetyczng + odchylenie
standardowe.

2.12. Warunki atmosferyczne

Srednie miesigczne warunki atmosferyczne w kwietniu, maju, czerwcu i lipcu
w2016 1 2017 roku przedstawiono w tab. 3.

Srednia miesi¢czna temperatura w kwietniu, maju i czerwcu w 2016 roku wahata
si¢ w granicach od 13,6 do 15,5°C. W lipcu, $rednia dobowa temperatura wyniosta
srednio 18,6°C. W 2017 srednia miesi¢czna wahata si¢ od 8,5 do 19,0°C. W 2016 $rednia
suma opadow byta znaczaco nizsza niz w 2017 roku. Wilgotnos¢ w 2016 12017 roku byty

na podobnym poziomie.

Tab. 3. Srednie miesieczne warunki atmosferyczne w doswiadczeniu

Temperatura [°C] Opady [mm/m?] Wilgotnosé [%]
2016
Miesigce Miesigce Mmiesigce

v |V VI VIl | IV \ VI Vil | IV \Y VI VIl

136 | 12,2 | 155 |186 |3,0 9,4 6,4 2,0 71,7 | 70,2 |729 |69.2

2017

Miesiace Miesigce Miesigce

v |V Vi Vil \Y} \Y Vi Vil | IV V Vi Vi

85 |159 |185 |19,0 |232 |174 |512 (512 |71,7 (643 |725 |727
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3. Wyniki
3.1. Etapl

Wptyw 10 mM NaF na wybrane parametry morfologiczne (dtugos¢ korzenia
I siewki, $wieza masa, indeks tolerancji), fizjologiczne (zawarto$¢ chlorofilu a,b oraz
karotenoidoéw) i biochemiczne (zawarto$¢ wolnej proliny) 10 gatunkéw ro$lin uprawnych

w warunkach in vitro.

3.1.1. Dlugosé koleoptylu i korzenia 10-dniowych siewek

Oceniajac reakcje siewki dziesieciu gatunkéw roslin pod wzgledem cech
morfologicznych (tab. 4) stwierdzono, ze roznie reagowaly one na dodatek 10 mM NaF.
Czynnik ten wplyngt istotnie na zmniejszenie dlugosci koleoptyli w przypadku
rzodkiewki (47,2%), rzodkwi (18,3%), tubinu (38,6%), stonecznika (50,4%), ogorka
(46,4%) oraz lucerny (33,7%) w porownaniu z dtugoscia koleoptyli wariantow
kontrolnych. Najwigksza redukcje dlugosci koleoptyli sposrod badanych ro$lin
stwierdzono u pszenicy 58,2% (5,16 cm). Nie wykazano natomiast istotnych réznic
w dtugosci koleoptyli u jeczmienia, zyta oraz pomidora.

Poréwnujac dlugo$¢ korzeni siewek rosngcych w obecnosci 10 mM NaF
w odniesieniu do roslin kontrolnych, wykazano istotne obnizenie tej cechy u rzodkiewki
(65,9%), pszenicy (62,8%), stonecznika (78,2%), ogorka (87,1%), lucerny (65,2%)
i pomidora (47,6%). Sposrod tych gatunkow najwickszym obnizeniem dtugosci korzeni
charakteryzowaty si¢: ogorek (obnizenie dtugosci o 8,5 c¢cm co stanowito 87,4%),
rzodkiewka (obnizenie dtugosci o 5,2 cm, 65,9%), lucerna (obnizenie dtugosci 2,2 cm,
65,2%) pszenica (obnizenie dtugosci o 4,7 cm, 62,8%) w poréwnaniu do kontroli.

U rzodkwi, jeczmienia i Zyta nie stwierdzono istotnych réznic dlugosci korzeni
pomiedzy roslinami z wariantu kontrolnego a ro$linami z dodatkiem 10 mM NaF.

Roéznice we wzroscie siewek 10 wybranych gatunkéw roslin zobrazowano na rys. 11.
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Tab. 4. Wptyw dodatku 10 mM NaF na dtugos¢ koleoptyli i korzeni wybranych gatunkéw 10-dniowych roslin uprawnych in vitro

Gatunek rosliny i odmiana

Dhugos$¢ koleoptyla [cm]

Dhugos$¢ korzenia [cm]

esculentum L.) cv. Faworyt

Kontrola 10 mM NaF NIRo.05 Kontrola 10 mM NaF NIRo,05
Rzodkiewka zwyczajna (Raphanus 1,95+ 0,82 1,03 40,22 0,58* 790+251 | 269+141 | 352%
sativus L.) cv. Carmen
Rzodkiew zwyczajna (Raphanus sativus 231+124 1,88+ 0,43 0,70* 234+144 | 211 £0.77 r.n.
L.) cv. Minowase Summer Cross
Jeczmieni zwyczajny (Hordeolum vulgare |5 4 | 5y 3,09 £ 0,58 rn. 2,55+083 | 2,18+0,65 rn.
L.) cv. Eunova
gg}ﬁozwycm“e (Secale cereale L) cv. 2,96+ 1,41 1,67+ 0,58 r.n, 4734125 | 2,53+0,82 r.n,
Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum 1235+ 1,93 5.16 + 3,54 197% | 7534365 | 28+193 | 281*
L.) cv. Bryza
Lubin waskolistny (Lupinus 391+ 1,57 2,40+ 0,52 081* | 1504065 | 1.28+ 098 rn.
angustifolius L.) cv. Caro
Stonecznik zwyczajny (Helianthus 1354047 0,67 + 0,29 036% | 5184238 | 1134066 | 214*
annuus L.) cv. Bella
g/g"é';k zwyczajny(Cucumis sativius L.) 2.07 +0.88 1114023 0,70 980424 | 1274089 | 198
#‘ﬁi‘;egg‘a siewna (Medicago sativa L) cv. 0,86 + 0,41 0,57 + 0,28 023* | 333+1,61 | 1,16+0,78 | 0,90*
Pomidor zwyczajny (Lycopersicon 2.47+0.52 2,10+ 0,71 r.n. 7,82+439 | 4,10+143 | 1,96

r.n. —réznica nieistotna statystycznie; * - wartos¢ NIR dla p<0,05; NIR-najmniejsza istotna roznica
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Rys. 11. Réznica reakcji we wzroscie 10 —dniowych siewek wybranych gatunkow roslin uprawnych rosngcych w K — kontroli (woda
destylowana) oraz z dodatkiem 10 mM NaF. 1 — rzodkiewka zwyczajna 2 — rzodkiew zwyczajna 3 —jeczmien zwyczajny 4 — zyto zwyczajne
5 — pszenica zwyczajna 6 — ubin waskolistny 7 — stonecznik zwyczajny 8 — ogérek zwyczajny 9 — lucerna siewna 10 — pomidor zwyczajny
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3.1.2. Warto$¢ $wiezej masy i indeksu kietkowania 10-dniowych siewek

Analizujgc wplyw dodatku 10 mM NaF na warto$¢ §wiezej masy 10 wybranych
gatunkow roslin (tab. 5). Zaobserwowano istotne zmniejszenie wartosci §wiezej masy
w obecnosci 10 mM NaF w stosunku do roslin kontrolnych u rzodkiewki, tubinu,
stonecznika i lucerny. W przypadku rzodkiewki stwierdzono obnizenie §wiezej masy
00,18 g (36,4%), tubinu 0,06 g (37,5%), stonecznika 0,06 g (40%) oraz lucerny 0,04 g
(57,1%) w poréwnaniu z ro$linami kontrolnymi (rosngcymi w szalkach bez dodatku
10 mM NaF).

Najwyzszym indeksem kietkowania nasion charakteryzowaty si¢ rzodkiew
(90,2%), jeczmien (85,5%), tubin (85,3%) oraz zyto (74%) (tab.4.). Natomiast najnizsza
warto$cig indeksu kietkowania stwierdzono u nastepujacych gatunkow roslin: ogorka
(13%), stonecznika (21,8%), rzodkiewki (34%), lucerny (34,8%) i pszenicy (50,5%)
(tab.4).
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Tab. 5. Wplyw dodatku 10 mM NaF na $wieza mase¢ oraz indeks kietkowania 10-dniowych siewek badanych roslin uprawnych rosnacych

w warunkach in vitro na szalkach z dodatkiem 10 mM NaF

Swieza masa [g]

Indeks kielkowania

Faworyt

Gatunek rosliny i odmiana [%]
Kontrola 10 mM NaF NIRO.05

Rzodkiewka zwyczajna (Raphanus sativus L.) cv. Carmen 0,11 +£ 0,05 0,07+ 0,03 0,04* 34,05
Rzodkiew zwyczajna (Raphanus sativus L.) cv. Minowase 0,08 + 0,04 0.074 0,02 n. 90,17
Summer Cross

Jeczmien zwyczajny (Hordeolum vulgare L.) cv. Eunova 0,05+ 0,01 0,06 + 0,02 r.n. 85,49
Zyto zwyczajne (Secale cereale L.) cv. Bojko 0,07+ 0,02 0,06 £ 0,01 r.n. 74,00
Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum L.) cv. Bryza 0,12 +£0,03 0,10 £0,03 r.n. 50,46
Lubin waskolistny (Lupinus angustifolius L.) cv. Caro 0,48 +£0,09 0,30 + 0,08 0,04* 85,33
Stonecznik zwyczajny (Helianthus annuus L.) cv. Bella 0,15+0,05 0,09 +0,03 0,03* 21,81
Ogorek zwyczajny(Cucumis sativius L.) cv. Ela 0,17+ 0,07 0,11 £0,05 r.n. 12,96
Lucerna siewna (Medicago sativa L.) cv. Triade 0,07 £0,02 0,03+ 0,01 0,02* 34,83
Pomidor zwyczajny  (Lycopersicon esculentum L.) cv. 0,02 + 0,02 0.02 + 0,01 o 52.43

r.n. —réznica nieistotna statystycznie; * - wartos¢ NIR dla p<0,05; NIR-najmniejsza istotna rdznica
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3.1.3. Zawarto$é proliny w 10-dniowych siewkach wybranych gatunkow roslin

uprawnych

Stwierdzono istotne roznice W zawartosci wolnej proliny w siewkach rzodkiewki,
zyta, pszenicy, stonecznika, ogorka, lucerny i pomidora rosnacych z 10 mM NaF (tab. 6).
Nie wykazano natomiast istotnych roéznic w przypadku rzodkwi, jeczmienia i tubinu
w poréwnaniu do kontroli. Pod wptywem dodatku 10 mM NaF we wszystkich badanych
roslinach, poza jeczmieniem nastapil wzrost zawartosci wolnej proliny w porowaniu
z roslinami kontrolnymi. Najwiekszy wzrost zaobserwowano w przypadku lucerny
(0 91,4%), pomidora (0 80%), stonecznika (0 72,4%) rzodkiewki (0 65,2%) oraz pszenicy
(0 39,6%).

Tab. 6. Zawarto$¢ wolnej proliny w 10-dniowych siewkach wybranych gatunkow ro$lin
uprawnych rosnacych z dodatkiem 10 mM NaF

Prolina [umol - g~ §.m.]

Gatunek rosliny i odmiana 10 mM

Kontrola NaE NIRo,05

12,01 £0,58 | 19,84 +0,95 1,52*

Rzodkiewka zwyczajna (Raphanus
sativus L.) cv. Carmen

Rzodkiew zwyczajna (Raphanus sativus
L.) cv. Minowase Summer Cross

57,22+0,25 | 57,47+0,01 r.n

Jeczmien  zwyczajny  (Hordeolum
vulgare L.) cv. Eunova

Zyto zwyczajne (Secale cereale L.) cv.

25,92+0,38 | 24,02+ 1,46 r.n.

10,21 +£042 | 12,12+0,16 0,62*

Bojko

Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum 3214033 448+ 021 0,53
L.) cv. Bryza

Lubin waskolistny (Lupinus

angustifolius L.) cv. Caro 35,27£3,51 | 36,26+ 4,00 N

Stonecznik  zwyczajny (Helianthus
annuus L.) cv. Bella

Ogorek zwyczajny(Cucumis sativius L.)
cv. Ela

7,91 £ 0,30 13,64 + 0,52 0,82*

3,88 £0,29 4,71 £ 0,47 0,75*

Lucerna siewna (Medicago sativa L.) cv.
Triade

Pomidor zwyczajny (Lycopersicon 11,01 £0,58 19,83 + 0,95 1,52*
esculentum L.) cv. Faworyt

1,17+0,30 2,24 +£0,28 0,57*

r.n. - réznica nieistotna statystycznie; * - warto$¢ NIR dla p<0,05; NIR-najmniejsza istotna roznica
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3.1.4. Zawartos¢ chlorofilu a, b i karotenoidow w 10-dniowych siewkach réznych

gatunkach roslin uprawnych

Wptyw dodatku 10 mM NaF na zawarto$¢ chlorofilu a w badanych siewkach
roslin przedstawiono w tab. 7. Nie stwierdzono istotnego wptywu 10 mM NaF
na zawarto$¢ chlorofilu a w siewkach dwoch badanych gatunkow roslin: jeczmienia oraz
ogorka. W pozostatych osmu badanych gatunkach wykazano istotny wptyw 10 mM NaF
na zawarto$¢ chlorofilu a. W gatunkach tych zastosowana s6l wptyneta na obnizenie
zawartosci chlorofilu a w siewkach w poréwnaniu z ro§linami kontrolnymi. Najwicksza
redukcje chlorofilu a stwierdzono u stonecznka o 110,32 pg-g? (co stanowito spadek
0 58,3%), rzodkwi 51,70 ng-g* (49,7%), lucerny 100,08 pg-g* (49,4%) pszenicy 171,32
ug-gt (48,5%) oraz tubiniu 88,54 pg-gt (44,4%). W pozostatych gatunkach réwniez
zaobserwowano spadek zawarto$ci teg0 zwigzku pod wplywem 10 mM NaF:
u rzodkiewki 24,94 ng-gt (spadek o 24%), zyta 36,11 pg-g* (23,2%) oraz pomidora
23,24 ng-g* (16,6%) w poréwnaniu z ro§linami kontrolnymi.

W tab. 7 przedstawiono wptyw 10 mM NaF na zawartos$¢ chlorofilu b. Podobnie
jak w przypadku chlorofilu a nie wykazano istotnego wptywu 10 mM NaF na zawarto$¢
chlorofilu b u jeczmienia. Brak istotnto$ci stwierdzono réwniez w przypadku rzodkwi.
Najwieksze obnizenie chlorofilu b pod wptywem dziatania 10 mM NaF stwierdzono u
pszenicy 132,64 ug-g ! (spadek o 51,1%), lucerny 89,09 ug-g* (49,7%), pomidora 51,51
ug-gt (47,3%) oraz stoneczniku 115,1 pg-gt (45,1%). 10 mM NaF obnizyt réwniez
zawarto$é chlorofilu b u rzodkiewki 0 98,76 nug-g? (37,5%), ogorka 0 47,74 pg-g™
(36,2%), tubinu 0 28,20 ug-g! (14,9%) oraz u zyta 0 18,99 ug-g* (8,6%).

Wykazano istotne réznice zawarto$ci karotenoidow (tab. 8.) w rzodkiewce,
rzodkwi, pszenicy, tubinie, stoneczniku, ogorku, lucernie oraz pomidorze. Najwigksze
obnizenie zawartosci tych zwigzkow zaobserwowano w rzodkiewce spadek
042,57 pg-g* (0 65,74%), pszenicy spadek 0 36,02 ug-g* (41,45%), stonecznika spadek
0 26,63 pg-g ! (48,19%) oraz lucernie spadek o 34,26 pug-g* (50,24%). Nie wykazano
natomiast istotnych réznic w zawartosci karotenoidow pod wptywem 10 mM NaF

w siewkach jeczmienia i1 zyta.
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Tab. 7. Zawartos¢ chlorofilu a w 10-dniowych siewkach wybranych gatunkéw roslin
uprawnych rosnacych z dodatkiem 10 mM NaF

Gatunek rosliny i odmiana

Chlorofil a [ pg - g7

Kontrola 10 mM NaF NIRo,05
Rzadkiewka zwyczajna 104,05 + 0,5 79,11£0,02 | 9,25
(Raphanus sativus L.) cv. Carmen
Rzodkiew zwyczajna (Raphanus
sativus L.) cv. Minowase Summer 104,10 + 3,1 52,40 £ 0,11 13,66
Cross
Jeczmien zwyczajny (Hordeolum 113,944 0,1 90,94 + 0,09 .
vulgare L.) cv. Eunova
Zyto zwyczajne (Secale cereale 155,40 = 0,19 119,29 = 0,06 8,66
L.) cv. Bojko
Pszenica zwyczajna (Triticum 3533540,17 | 182,0320,08 | 1626
aestivum L.) cv. Bryza
Lubin waskolistny (Lupinus 199,45+0,12 | 110,91 £0,01 | 24,27
angustifolius L.) cv. Caro
Stonecznik zwyczajny
(Helianthus annuus L.) cv. Bella 189,18+ 0,11 78,86+0,09 10,99
Ogorek zwyczajny(Cucumis
sativius L.) cv. Ela 128,79 + 0,13 97,00 £0,10 r.n.
Lucerna siewna (Medicago sativa 202,73 + 0,14 102,65+ 0,11 19,60
L.) cv. Triade
Pomidor zwyczajny
(Lycopersicon esculentum L.) cv. 140,29 + 0,15 117,05+ 0,12 24,68

Faworyt

r.n. - roznica nieistotna statystycznie; * - warto$¢ NIR dla p<0,05; NIR-najmniejsza istotna roznica
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Tab. 8. Zawartos¢ chlorofilu b w 10-dniowych siewkach wybranych gatunkoéw roslin

uprawnych rosnacych z dodatkiem 10 mM NaF

Gatunek rosliny i odmiana

Chlorofil b [pg - g7

Kontrola

10 mM NaF

NIRo,05

Rzodkiewka zwyczajna
(Raphanus sativus L.) cv.
Carmen

263,51 £ 0,09

164,75+ 0,11

26,855

Rzodkiew zwyczajna
(Raphanus sativus L.) cv.
Minowase Summer Cross

141,29 £ 0,11

135,34 £ 0,09

r.n.

Jeczmien zwyczajny
(Hordeolum vulgare L.) cv.
Eunova

93,11 +£0,10

87,81 £ 0,03

r.n.

Zyto zwyczajne (Secale
cereale L.) cv. Bojko

221,70 + 0,12

202,71 £ 0,02

4,727

Pszenica zwyczajna
(Triticum aestivum L.) cv.
Bryza

258,87 £ 0,08

126,51 +£ 0,03

11,988

Lubin waskolistny (Lupinus
angustifolius L.) cv. Caro

188,64 + 0,09

160,44 + 0,14

4,863

Stonecznik zwyczajny
(Helianthus annuus L.) cv.
Bella

255,00+ 0,11

139,90 + 0,06

14,281

Ogorek zwyczajny(Cucumis
sativius L.) cv. Ela

131,95+ 0,15

84,21 +£0,10

6,060

Lucerna siewna (Medicago
sativa L.) cv. Triade

179,06 £ 0,13

89,97 + 0,08

4,835

Pomidor zwyczajny
(Lycopersicon esculentum L.)
cv. Faworyt

108,96 + 0,10

57,45+ 0,03

6,425

r.n. - réznica nieistotna statystycznie; * - warto$¢ NIR dla p<0,05; NIR-najmniejsza istotna réznica
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Tab. 9. Zawartos¢ karotenoidow w 10-dniowych siewkach wybranych gatunkéw roslin
uprawnych rosnacych z dodatkiem 10 mM NaF

Karotenoidy [pg - g7']
Gatunek rosliny i odmiana

Kontrola 10 mM NaF | NIRo0s
Rzpdklewka zwyczajna (Raphanus 64764034 | 22.19 +0.95 1,39
sativus L.) cv. Carmen
Rzodkiew zwyczajna (Raphanus
sativus L.) cv. Minowase Summer 29,15+ 0,88 20,01 £ 2,04 3,03*
Cross
Jeczmien zwyczajny (Hordeolum 33,60 + 1,59 3239+ 125 .
vulgare L.) cv. Eunova
Zyto zwyczajne (Secale cereale L.) 31,91+ 1,05 28,03+ 1,91 .
cv. Bojko
Psze_nlca zwyczajna (Triticum 86.91 4 3.59 50,89+ 3.72 7.04%
aestivum L.) cv. Bryza
Lubin waskolistny (Lupinus 53344668 | 3952074 | 136
angustifolius L.) cv. Caro
Stonecznik zwyczajny (Helianthus 55.26+ 0,76 28.63 +2.75 3,89
annuus L.) cv. Bella
Ogorek zwyczajny(Cucumis sativius 31,65 + 1,88 21,03 + 0,95 1.78%
L.) cv. Ela
Lucerna siewna (Medicago sativa 68.19 + 1,00 33.93 % 2,65 3,01
L.) cv. Triade
Pomidor zwyczajny (Lycopersicon 34264127 26,51+ 1,63 2 82
esculentum L.) cv. Faworyt

r.n. - r6znica nieistotna statystycznie; * - wartos¢ NIR dla p<0,05; NIR-najmniejsza istotna réznica

3.1.5. Podsumowanie wynikéw | etapu badan

W oparciu o przeprowadzone badania wykazano, ze 10 mM roztwor NaF wptynat
negatywnie na wzrost i rozwoj oraz badane parametry fizjologiczne i biochemiczne 10-
dniowych siewek wybranych gatunkow roslin. Na podstawie uzyskanych wynikow pigc
badanych gatunkow (pszenica, rzodkiewka, lucerna, stonecznik, pomidor) uznano jako
nietolerancyjne oraz trzy (jeczmien, rzodkiew, tubin) jako tolerancyjne na fluor. Sposrod
roslin nietolerancyjnych do kolejnych etapéw badan wybrano pszenice zwyczajng

odmiany Bryza.

3.2. Etapll
Wptyw réznych stezen soli NaF oraz Asc zastosowanych osobno i razem na
wybrane parametry morfologiczne, fizjologiczne i biochemiczne 10 dniowych siewek

pszenicy jarej odmiany Bryza
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3.2.1. Dlugos¢ koleoptyli, korzeni, warto$ci indeksu kietkowania oraz §wieza masa
10-dniowych siewek pszenicy

Dtugo$¢ koleoptyli pszenicy, badanych jako kontrolne, wyniosta érednio 14,7 cm.
Wykazano, ze trzy zastosowane stezenia kwasu L-askorbinowego wplynety pozytywnie
na ksztaltowanie si¢ tej cechy w porownaniu do roslin kontrolnych. Najwigkszy wzrost
(Srednio o 19%) zaobserwowano u siewek z dodatkiem 2 mM Asc (tab. 9).

Zastosowanie 10 oraz 20 mM stezen NaF wptyneto negatywnie na ksztaltowanie
si¢ Sredniej dtugosci koleoptyli pszenicy w porownaniu z roslinami kontrolnymi (rys. 12).
Stezenie 10 mM NaF obnizyto dtugo$¢ koleoptyli §rednio do 1,5 cm, natomiast stezenie
20 mM NaF — obnizyto wartos¢ tej cechy do 0,8 cm, co stanowito odpowiednio 10%
i 5% kontroli (tab. 9). Wykazano, ze zastosowanie Asc w trzech stezeniach (0,5; 1 oraz
2 mM) wptynelo pozytywnie na zminimalizowanie toksyczno$ci indukowanej solg NaF
zastosowane] w stezeniach odpowiednio 10 i 20 mM. Najwigkszy przyrost Sredniej
dhugosci koleoptyli odnotowano dla kombinacji 10 mM NaF + 1 mM Asc (78% kontroli).
Zaobserwowano, ze Asc wykazala zdecydowanie mniejszy efekt tagodzacy na
toksycznos$¢ soli NaF, zastosowanej w stezeniu 20 mM NaF.

Dlugos¢ korzeni pszenicy dla kontroli wyniosta $rednio 10,9 cm (tab. 10).
Zastosowanie 0,5 mM Asc nie wplyneto na wzrost tej cechy. Pozytywny wplyw
zaobserwowano dopiero po zastosowaniu dwoch stezen Asc (1 mM i 2 mM). W ich
obecnosci siewki wyksztatcity dluzsze korzenie, srednio o 17% i 19% (tab. 9).

Zastosowanie 10 1 20 mM NaF, negatywnie wplynelo na srednig dtugos$¢ korzeni
W poréwnaniu do siewek kontrolnych. Srednio, najnizsza dfugoéé korzeni stwierdzono
w kombinacji 20 mM NaF (zmniejszenie o 85,36% w stosunku do kontroli).
Wprowadzenie do roztworow 10 i 20 mM NaF dodatku kwasu L-askorbinowego w trzech
stezeniach (0,5; 1 oraz 2 mM Asc) pozytywnie wptyneto na $redni wzrost dtugosci
korzeni. Najwyzszy przyrost $redniej dlugosci korzeni zanotowano dla kombinacji:
10 mM NaF + 2 mM Asc (58% kontroli) oraz 20 mM NaF + 0,5 mM Asc (29% kontroli).

Warto$¢ Swiezej masy siewek pszenicy rosngcych w roztworach z dodatkiem
10 i 20 mM NaF wyniosta odpowiednio 0,101 g (54% kontroli) i 0,039 g (21%), podczas
gdy dla kontroli 0,188 g.

Dodanie do szalek odpowiednio 0,5; 1 i 2 mM Asc do 10 mM NaF wptyneto
pozytywnie na wzrost wartosci Swiezej masy siewek kolejno: 90%, 104% oraz 96%
kontroli. Wraz ze wzrostem stezenia Asc wzrastala warto$¢ $wiezej masy roslin

(odpowiednio 0,051; 0,080 oraz 0,095 g).
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Zastosowanie kwasu L-askorbinowego w stezeniu 1 1 2 mM wptyneto pozytywnie
na wzrost wartosci indeksu kietkownia ($rednio o 3% i 8%) w poréwnaniu z roslinami
kontrolnymi.

Najnizsze wartosci 1G% stwierdzono u siewek rosnacych w roztworach soli
10120 mM NaF w poréownaniu z ro$linami kontrolnymi. Dla kombinacji 10 i 20 mM
NaF spadek indeksu kietkowania wyniost 62,2% oraz 70,1%. Dodatek kwasu
L-askorbinowego wplynat na obnizenie toksycznosci NaF i zwigkszyt wartosci indeksu
kietkowania najbardziej efektywnie dla kombinacji 10 mM NaF + 2 mM Asc (54,1%)
(tab. 10).

Tab. 10. Wartos$ci indeksu tolerancji, dtugosci koleoptyli i korzeni oraz $wiezej masy

10-dniowych siewek pszenicy jarej odmiany Bryza rosngcej w szalkach Petriego
z dodatkiem odpowiednio 10 i 20 mM NaF oraz 0,5; 11 2 mM Asc

Kombinacje Dlugos¢ Dlugos¢ Swieza masa Indeks
koleoptyli korzenia . .
w [cm] [cm] [0] kielkowania 1G
. . o : o
doswiadczeniu (% kontroli) | (% kontroli) (% kontroli) [90]
14,6 +0,7° 10,9+ 0,77 | 0,188 + 0,002’
Kontrola (100) (100) (100) 100
15,7 + 0,22 9,9+0,4° | 0,183+ 0,006
0,5 mM Asc (107) 1) 7) 90,55
17,1 +£0,6° 11,2+0,3" | 0,190 + 0,003
1 mM Asc (117) (103) (101) 102,44
17,4 +£0,6° 11,8+0,5" | 0,196 + 0,005
2 mM Asc (119) (108) (104) 108,54
1,5+0,1" 41+0,3% |0,101 +0,009°
10 mM NaF (10) (38) (54) 37,80
10 mM NaF| 10,5+0,9° 47+0,5¢ | 0,170 +0,0128 43.99
+0,5 mM Asc (71) (43) (90) !
10 mM NaF| 114+1,5 6,3+0,19 | 0,195+ 0,006 58 23
+1 mM Asc (78) (58) (104) !
10 mM NaF | 11,1 +14f 6,4+0,39 | 0,180+0,001 58 27
+2 mM Asc (76) (59) (96) !
0,8 + 0,064 1,4+£0,21" | 0,039 +0,005"
20 mM NaF (5) (13) 21) 29,88
20 mM NaF | 1,5+0,06" 3,2+0,21¢ | 0,090 +0,0109 3111
+ 0,5 mM Asc (10) (29) (48) ’
20 mM NaF | 2,2+0,26" 1,6 £0,10" | 0,119 + 0,002° 36.63
+1 mM Asc (15) (15) (63) !
20 mM NaF | 2,5+0,409 1,8+0,10" | 0,134+0,015° 36.46
+2mM Asc (17) (17) (71) '

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ statystycznie przy p<0,05
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Rys. 12. Siewki pszenicy rosnacej w szalkach w nastgpujacych wariantach: K- kontrola
(woda destylowana); 1 — 0,5 mM Asc; 2— 1 mM Asc; 3 -2 mM Asc; 4 — 10 mM NaF;
5-10 mM NaF+0,5 mM Asc; 6 — 10 mM NaF+1mM Asc; 7 — 10 mM NaF+2 mM
Asc; 8 — 20 mM NaF; 9 — 20 mM NaF + 0,5 mM Asc; 10 — 20 mM NaF +1mM Asc;
11 - 20 mM NaF +2 mM Asc

3.2.2. Zawartos¢ MDA i wolnej proliny w lisciach 10-dniowych siewek pszenicy
jarej odmiany Bryza

Stwierdzono istotny wptyw badanych substancji na zawartos¢ MDA oraz wolnej
proliny w siewkach (tab. 11.). Zawartos¢ MDA w siewkach pszenicy z kombinacji
kontrolnej wyniosta 52,80 nmol-g §.m. Zastosowanie dwoch stezen Asc (oprocz
0,5 mM) wplynelo nieznacznie na wzrost zawartosci MDA w siewkach. Najwigkszy
wzrost zanotowano dla stezenia 1 mM Asc (116%).

Najwyzszg zawartoscig MDA sposrod badanych kombinacji charakteryzowaty si¢
liScie pszenicy z kombinacji 10 i 20 mM NaF. Obydwa stezenia soli NaF wptynety
pozytywnie na wzrost zawartosci MDA w li$ciach, co stanowito 176% kontroli (dla 10
mM NaF) i 223% kontroli (dla 20 mM NaF).

Zastosowanie kwasu L-askorbinowego w trzech stezeniach do 10 i 20 mM NaF

wptyneto na obnizenie toksycznos$ci wywolanej zwigzkami fluoru powodujac spadek
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ilosci MDA w pszenicy. Najwigksze obnizenie zawartosci MDA dla 10 mM NaF
zaobserwowano w kombinacji 10 mM NaF + 2 mM Asc (161% kontroli). Dodatek
wszystkich trzech stezen kwasu L-askorbinowego do 20 mM NaF wptynat na spadek
ilosci MDA na podobnym poziomie, obnizajac zawarto$¢ tego parametru z 213% do
211% kontroli.

Zawartos$¢ wolnej proliny w siewkach pszenicy z kombinacji kontrolnej wyniosta
1,92 umol-g §.m. Zastosowanie dwoch stezen Asc (0,5 i 2 mM) wptyneto na obnizenie
zawartos$ci wolnej proliny w lisciach pszenicy, wartosci te wyniosty odpowiednio: 56%
i 88% kontroli (tab. 11). Natomiast 1 mM Asc wptynal nieznacznie na wzrost wolnej
proliny (do 104%) w poréwnaniu z kontrola.

Najwyzszym stezeniem tego zwigzku charakteryzowaly siewki z kombinacji 10
i 20 mM NaF, odpowiednio 6,53 pmol-g! §.m. (340% kontroli) i 32,52 pmol-g* §.m.
(1694% kontroli). Po zastosowaniu kwasu L-askorbinowego w trzech stgzeniach,
podobnie jak w przypadku MDA odnotowano obnizenie zawarto$ci wolnej proliny w
lisciach pszenicy. Przy stresie wywotanym 10 mM NaF, zastosowanie 0,5; 1 i 2 mM Asc
obnizylo zawartosc wolnej proliny $rednio o ponad 50%, a najbardziej efektywnie
w kombinacji 10 mM NaF+1 mM Asc (106% kontroli). Zastosowanie kwasu
L-askorbinowego przy stresie wywotanym 20 mM NaF rowniez zredukowato zawartos¢

wolnej proliny w siewkach pszenicy.
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Tab. 11. Zawartos¢ MDA i proliny w 10-dniowych siewkach pszenicy rosnacej

w szalkach z dodatkiem 10 mM i 20 mM NaF oraz 0,5; 1; 2 mM Asc

Kombinacje MDA [nmol-g §.m.] Prolina [umol-g~* §.m.]
w doswiadczeniu (% kontroli) (% kontroli)
Kontrola 52,80 + 0,61" 1,92 +0,19"
(100) (100)
53,01 + 0,52 1,08 + 0,08
0,5 mM Asc (100) (56)
61,51 +0,52! 1,99 +0,47%
1 mM Asc (116) (104)
57,26 + 0,65 1,69 + 0,24
2 mM Asc (108) (88)
101,40 + 0,65° 6,53 +0,36°
10 mM NaF (192) (340)
10 mM NaF + 0,5 mM 92,69 + 0,25° 3,17 + 0,429
Asc (176) (165)
92,53+ 0,619 2,03 +0,37%
10 mM NaF +1 mM Asc (175) (106)
84,95+ 0,25" 3,92 + 0,09
10 mM NaF + 2 mM Asc (161) (204)
117,74 + 1,292 32,52 + 0,142
20 mM NaF (223) (1694)
20 MM NaF + 0,5 mM 112,26 + 0,85° 21,33 +0,44°
Asc (213) (1111)
111,34 +0,25° 18,37 +0,11¢
20 mM NaF +1 mM Asc (211) (957)
111,24 +£0,25° 21,59 +0,13°
20 mM NaF + 2 mM Asc (211) (1124)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ Statystycznie przy p<0,05

3.2.3. Zawartos$¢ chlorofilu a, b i karotenoidow w lisciach 10-dniowych siewek
pszenicy jarej odmiany Bryza, rosnacej w szalkach z dodatkiem 10 i 20 mM

NaF oraz 0,5; 112 mM Asc

Wykazano istotny wplyw zastosowanych substancji na  zawarto$¢
chlorofilu a w lisciach. Zawartos¢ chlorofilu a w kontroli wyniosta 270,38 pg-g* §.m.
Natomiast najwyzsze stezenie tego zwigzku stwierdzono w kombinacji 1 mM Asc 310,74
pg-g t §.m., warto$é ta stanowita 115% kontroli. Pozostale kombinacje 0,5 Asc oraz
2 mM Asc charakteryzowaly si¢ rowniez Wyzszg zawartos$cig chlorofilu a, odpowiednio:
104% i 111% kontroli.

Najnizsze stezenia chlorofilu a, sposrod wszystkich badanych kombinacji
zanotowano w kombinacjach 10 i 20 mM NaF. Dla roslin rosnacych z dodatkiem 10 mM

NaF wykazano spadek stezenia chlorofilu a do 11% kontroli, natomiast dla 20 mM NaF
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do 8% kontroli. Zastosowanie trzech stezen Asc do soli 10 mM NaF wptyneto na
zwigkszenie zawartosci chlorofilu a w siewkach: 15-19% kontroli. Natomiast dodatek
wszystkich trzech stezen Asc do kombinacji z 20 MM NaF wptynat na wzrost st¢zenia
chlorofilu a w siewkach do 15% kontroli.

Podobnie jak w przypadku chlorofilu a wykazano istotny wptyw zastosowanych
substancji na zawarto$¢ chlorofilu b w siewkach pszenicy (tab.12).

Stezenie chl b w roslinach kontrolnych wyniosto 130,18 pg-g™* §.m. Najwyzsze
zawarto$ci chlorofilu b zawierata kombinacja z 1 mM Asc (108% kontroli). Podobnie jak
w przypadku chlorofilu a st¢zenie chlorofilu b byto najnizsze w kombinacjach z 10 mM
(15% kontroli) i 20 mM NaF (8% kontroli). Dodatek Asc zarowno do 10 jak i 20 mM
NaF wplynal na zwigkszenie zawartosci chlorofilu b w lisciach pszenicy. Wzrost st¢zenia
chlorofilu b dla kombinacji zawierajacych 10 mM NaF i trzy stezenia Asc ksztaltowat si¢
na tym samym poziomie i wyniost 16% kontroli. Natomiast w kombinacjach z 20 mM
NaF najbardziej efektywnie na zwickszenie zawartosci chlorofilu b wptynat 0,5 mM Asc,
zwigkszajac zawartos¢ chl b do 39% kontroli.

Zawartos¢ ostatniego z oznaczanych parametrow — karotenoidéw rdéznita si¢
istotnie pomiedzy badanymi kombinacjami. W roslinach kontrolnych zawarto$¢
karotenoidéw wyniosta 79,00 ug - g 1i byta najwyzsza wsréd badanych kombinacji (tab.
12). Zastosowanie 0,5; 1 i 2 mM kwasu L-askorbinowego wplyngto na obnizenie
zawartosci karotenoidow w siewkach pszenicy stanowiac kolejno 73,85 i 67% kontroli.

Podobnie jak w przypadku chlorofilu a i chlorofilu b, najnizszym st¢zeniem
karotenoidow charakteryzowaty si¢ rosliny z kombinacji 10 mM (11% kontroli) i 20 mM
NaF (6% kontroli). Zastosowanie wszystkich trzech st¢zen Asc zarowno do 10 jak
i 20mM NaF wptyneto na zwiekszenie zawartosci karotenoidow w 10-dniowych
siewkach pszenicy. W obydwu kombinacjach z solami NaF najwyzszy wzrost zawartosci

karotenoidéw odnotowano po zastosowaniu 0,5 mM Asc.
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Tab. 12. Zawarto$¢ chlorofilu a, b i1 karotenoidow w 10-dniowych siewkach pszenicy
rosngcej w szalkach z dodatkiem 10 1 20 mM NaF oraz 0,5; 1; 2 mM Asc

Kombinacje Chlorofil a Chlorofil b Karotenoidy
w doswiadczeniu [ng- gls.m.] [ng - glé.m.] [ng - glém.]
(% kontroli) (% kontroli) (% kontroli)
Kontrola 270,38+ 0,099 | 130,18 + 0,03¢ 79,00 + 0,012
(100) (100) (100)
0.5 MM Asc 280,74 +0,12° | 120,02 + 0,07¢ 58,01 + 0,04°
(104) (92) (73)
1 mM Asc 310,74+ 0,012 | 140,54 +0,10? 67,12 + 0,03°
(115) (108) (85)
2 MM AsC 300,91 +0,03° | 130,91 + 0,08° 53,10 + 0,024
(111) (101) (67)
10 mM NaF 30,95+ 0,01 20,16 + 0,01% 9,01 +0,01"
(11) (15) (11)
10 mM NaF + 0,5 mM Asc | 40,03+ 0,02 20,99 + 0,04f 19,03 + 0,04¢
(15) (16) (24)
10 mM NaF +1 mM Asc 40,12 + 0,09' 20,35 + 0,03/ 11,10 +0,01¥
(15) (16) (14)
10 MM NaF + 2 mM Asc 50,65 + 0,07¢ 20,39+ 0,01 14,01+ 0,019
(19) (16) (18)
20 mM NaF 20,76 + 0,03 10,99 + 0,08 5,02 + 0,01}
(8) (8) (6)
20 mM NaF + 0,5 mM Asc | 40,33+0,01" 50,52 + 0,03° 19,03 + 0,01
(15) (39) (24)
20 MM NaF +1 mM Asc 40,42 + 0,029 20,84 + 0,079 7,03+0,01°
(15) (16) 9)
20 MM NaF + 2 mM Asc 40,88 + 0,05 20,62 + 0,02" 11,07 £ 0,01%
(15) (16) (14)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05

3.2.4. Podsumowanie wynikéw Il etapu badan

Wyniki badan wykazaty, ze zastosowane dwa stezenia soli 10 i 20 mM NaF
wplywaja toksycznie na wzrost, rozwodj oraz parametry fizjologiczne i biochemiczne
10-dniowych siewek pszenicy badanej in vitro. Wykazano rowniez, ze egzogenne
zastosowanie kwasu L-askorbinowego w stezeniu 0,5; 1 i 2 mM skutecznie tagodzi
toksyczno$¢ wywotang wyzej wymienionymi solami U pszenicy. Sposrod zastosowanych
stezen kwasu L-askorbinowego do 111 etapu badan (doswiadczenie wazonowe) wybrano
dawki 112 mM Asc.
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3.3. Etap Il
Wptyw 25150 mM NaF oraz 1i2 mM Asc na zawarto$¢ proliny, MDA, witaminy

C, aktywnos$¢ enzymoéw CAT i POX u pszenicy jarej odmiany Bryza oraz na aktywno$¢

wybranych enzymow glebowych w tym fosfataz zasadowej i kwasnej oraz dehydrogenaz

3.3.1. Zawartos¢ wolnej proliny i MDA w liSciach pszenicy rosnacej w glebie

z dodatkiem 251 50 mM NaF oraz 112 mM Asc

Zawarto$¢ wolnej proliny w liciach pszenicy w kontroli podczas trzech terminow
pomiaru wyniosta odpowiednio: 7,00; 6,90 i 9,20 pmol-g* (tab.13) . Dodanie do gleby
1 mM Asc wplyne¢to na jej obnizenie podczas | terminu pomiaru (87,1 % kontroli).
Natomiast zastosowanie 2 mM Asc wplyneto na obnizenie zawarto$ci proliny w I i Il
terminie pomiaru do poziomu 75,7 i 75,4% kontroli.

Zawarto$¢ proliny w liSciach pszenicy, byla wyraznie zalezna od zawartos$ci
fluoru w glebie i wzrastata proporcjonalnie do wzrostu jego st¢zenia w glebie. Wysoka
zawartoscig wolnej proliny we wszystkich terminach pomiaru charakteryzowaty sig
roéliny badane w kombinacji z 25 mM NaF: 33,3 pmol-g* (I termin 475,7% kontroli);
30,90 umol-g~* (11 termin 447,8% kontroli); przy czym w III terminie zawarto$¢ wolnej
proliny spadta do poziomu 37,60 pmol-g~ (408,7% kontroli). Najwyzsza zawartoscia
wolnej proliny sposrod wszystkich badanych kombinacji charakteryzowaty si¢ rosliny
z kombinacji 50 mM NaF. Zawartos¢ tego aminokwasu wzrastata wraz z terminem
pomiaru i wyniosta odpowiednio: 40,60 pmol-g (I termin 572,3% kontroli);
60,70 umol-g* (Il termin 879,7% kontroli); 98,10 umol- g (Il termin 1066,3%
kontroli).

Po zastosowaniu kwasu L-askorbinowego do gleby zaobserwowano, ze zar6wno
1 mM jak i 2 mM Asc wptynely na obnizenie zawarto$ci wolnej proliny w pszenicy
rosngcej w glebie z dodatkiem NaF. Wprowadzony 1 mM Asc do gleby z 25 mM NaF
wptynat na obnizenie zawartosci wolnej proliny do 222,1% (I termin), 258% (Il termin)
oraz 141,3% (111 termin) kontroli. Dodatek 2 mM Asc rowniez obnizyt zawarto$¢ tego
aminokwasu w siewkach pszenicy we wszystkich trzech terminach pomiaru, do poziomu
257,1% (1 termin), 258% (1l termin) oraz 191,3% (l1l termin). Zastosowanie Asc do 50
mM NaF wplyneto na obnizenie zawartosci wolnej proliny w liSciach pszenicy.
Zastosowanie 1 mM Asc dla tej kombinacji obnizylo bardziej efektywnie zawartos¢
wolnej proliny niz 2 mM Asc. Spadek zawartosci tego aminokwasu dla 1mM Asc
w lisciach wyniost odpowiednio: 508,6% (I termin), 676,8% (1l termin) i 495,6% kontroli
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(111 termin), natomiast spadek po zastosowaniu 2 mM Asc wyniost 810 (I termin), 839,3
(11 termin) oraz 871,7% kontroli (111 termin).

Wszystkie badane kombinacje charakteryzowal wzrost zawartosci MDA wraz
z terminem pomiaru (tab. 14). Ro$liny rosnace w glebie kontrolnej charakteryzowaty sie
najnizszym stezeniem MDA sposrod wszystkich badanych kombinacji, podczas kazdego
terminu pomiaru. Zawarto$ci te wyniosty kolejno 42,31; 28,65 i 50,48 nmol-g ! §.m
(tab.14). Dodatek dwoch stezen kwasu L-askorbinowego do gleby wplynat na wzrost
ilos¢i MDA w lisciach pszenicy, w kazdym terminie pomiaru ilo$ci te byly wyzsze niz
w kombinacji kontrolnej. Dla kombinacji 1 mM Asc wzrost ten wynidst kolejno: 107,1;
116,71 110,4% w stosunku do kontroli. Natomiast dla kombinacji 2 mM zawartos¢ MDA
poczatkowo byla nizsza niz w kombinacji 1 mM Asc i wyniosta podczas I terminu
pomiaru 105,8% kontroli nastgpnie wzrosta do 119,8% kontroli (Il pomiar) i podczas
Il terminu pomiaru ponownie byta nizsza niz w kombinacji 1 mM Asc: 106,7% kontroli
(tab.14)

Najwyzszg zawartoscia MDA  we wszystkich terminach  pomiaru
charakteryzowaty si¢ kombinacje z 25 mM i 50 mM NaF w poréwnaniu do kontroli.
W wariantach tych najwyzszy wzrost wartosci MDA wykazano w Il pomiarze: 140%
(25 mM NaF) i 156,7% (50 mM NaF). Dodatek kwasu L-askorbinowego do gleby z 25
mM 150 mM NaF zar6wno w stezeniu 1 mM jak i 2 mM wptynat na obnizenie zawartosci
MDA we wszystkich terminach pomiaru. Oba zastosowane stezenia kwasu
L-askorbinowego obnizyty zawarto§¢ MDA w roslinach rosnacych w glebie z solami NaF
na podobnym poziomie. W I terminie pomiaru najnizszg zawartoscig MDA w lisciach
charakteryzowata si¢ kombinacja 50 mM NaF + 1 mM Asc (110 % kontroli),
w Il terminie 50 mM NaF + 2 mM Asc (127,5 % kontroli) natomiast w Il terminie
pomiaru 25 mM NaF + 1 mM Asc (114,7 % kontroli).
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Tab. 13. Zawartos¢ wolnej proliny w lisciach pszenicy rosngcej w glebie z dodatkiem 25
150 mM NaF oraz 112 mM Asc w zalezno$ci od terminu pomiaru

Prolina [umol-g* §.m.]

(% kontroli)

Kombinacja
I 1i i
14 dzien 21 dzieh 28 dzien
Kontrola 7,00 + 0,16° 6,90 +0,11° 9,20+ 0,01"
(100) (100) (100)
1 MM Asc 6,10 = 0,108 7,70 + 0,05¢ 11,00 + 0,239
(87,1) (111,6) (119,6)
2 MM Asc 5,30 + 0,03° 5,20 +0,01¢ 9,30 + 0,03"
(75,7) (75,4) (101,1)
33,30 + 0,08° 30,90 + 0,05° 37,60 + 0049
25mM NaF (475,7) (447,8) (408,7)
40,06 + 0,08 60,70 + 0,142 98,10 + 0,032
S0 mM NaF (572,3) (879,7) (1066,3)
15,55 + 0,02¢ 17,80 + 0,16¢ 13,0 + 0,06f
25 mM NaF + 1 mM Asc (222.1) (258) (141,3)
18,00 + 0,50 19,80 + 0,12¢ 17,60 + 0,23¢
25 mM NaF + 2 mM Asc (257,1) (287) (191,3)
35,60 + 0,22° 46,70 + 0,32° 45,60 + 0,05°
50 mM NaF + 1 mM Asc (508,6) (676.8) (495.7)
56,70 + 0,812 57,91 + 0,302 61,80 + 0,07°
50 mM NaF + 2 mM Asc (810) (839,3) (671,7)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05

58




Tab. 14. Zawartos¢ MDA w lisciach pszenicy rosnacej w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM
NaF oraz 1 i 2 mM Asc w zaleznosci od terminu pomiaru

MDA [nmol-g! $.m ]

(% kontroli)

Kombinacja I T T
14 dzien 21 dzien 28 dzien
4231 + 5,524 28,65 + 4,201 50,48 +£2,71P
Kontrola (100) (100) (100)
4532 +2,194 33,41 + 0,09¢ 55,75+0,33°
1 mM Asc (107,1) (116,7) (110,4)
4478 + 1,46% 34,33 + 1,359 53,87 +2,52%
2 mM Asc (105,8) (119,8) (106,7)
53,54 +0,41° 69,00 + 0,812 70,69 + 1,47%
25mM NaF (126,5) (240,8) (140)
60,37 = 1,772 66,55 + 1,88 79,08 + 1,042
50 mM NaF (142,7) (232,3) (156,7)
4833 + 1,80° 44 41 + 4,68 57,90 + 2,53P
25 mM NaF + 1 mM Asc (114,2) (155) (114,7)
48 81 +4,23° 36,61 + 1,294 59,78 +£2.21%
25 mM NaF + 2 mM Asc (115,4) (127,8) (118,4)
46,55 + 2,69° 37,09 + 5,19¢ 67,15 + 1,36®
50 mM NaF + 1 mM Asc (110) (129,5) (133)
51,66 + 0,41° 36,52 + 3,664 60,1 + 1,42°
50 mM NaF + 2 mM Asc (122,1) (127,5) (119,1)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.3.2. Zawarto$¢ chlorofilu a, b i karotenoidéw w lisciach pszenicy rosnacej
w glebie z dodatkiem 251 50 mM NaF oraz 11 2 mM Asc

W tabeli 15 przedstawiono zawarto$¢ chlorofilu a w liSciach pszenicy rosnacej
w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM NaF oraz 1 i 2 mM Asc. Najwyzsza zawarto$cia
chlorofilu a charakteryzowaly si¢ rosliny kontrolne podczas I terminu pomiaru (114,96
ug-gY), jednakze w kolejnych pomiarach wartoéci te zmniejszyty sie do 92,19 pg-g*
w 11 terminie pomiaru. U ro$lin rosngcych w glebie w kombinacji 1 mM Asc i 2 mM Asc
zaobserwowano zmniejszenie si¢ zawartosci chlorofilu a w 1 i 111 pomiarze, 1 mM Asc:
83,3 (1); 98,4 % (I1I) oraz 2 mM Asc: 62,6 (1) 96,8% kontroli (I11) od roslin rosnacych
w kombinacji kontrolnej. Natomiast w II terminie pomiaru wartosci chlorofilu a w obu
kombinacjach wzrosty do wartosci powyzej 100,00 ug- g i byly wyzsze niz w kontroli
(97,43 pg -g ). Przy czym najwyzsza zawartoécig w Il terminie charakteryzowata sie
kombinacja 2 mM Asc (106,9% kontroli).

Dodatek 25 mM i 50 mM NaF do gleby obnizyt zawarto$¢ chlorofilu a w lisciach
pszenicy we wszystkich terminach pomiaru w poréwnaniu z kontrolg. Najnizsze
zawartosci charakteryzowatly rosliny rosngce w kombinacji 25 mM NaF, w pierwszych
dwoch terminach pomiaru, 60,8 (1) i 62,9% kontroli (II). Natomiast w Il terminie
pomiaru najnizszg zawarto$ccig chlorofilu a charakteryzowaty sie rosliny z kombinacji
50 mM NaF (70,8% kontroli). Zastosowanie 1 mM i 2 mM do gleby z 25 i 50 mM NaF
wplyneto na wzrost zawartosci chlorofilu a w lisciach pszenicy w II i III terminie
pomiaru. Najwyzsza zawartoscig chlorofilu a charakteryzowaty si¢ kombinacje 25 mM
NaF + 1 mM Asc: 852 (Il) oraz 92,6 % kontroli (Ill) oraz kombinacje
50 mM NaF + 2 mM Asc: 84,2 (1) oraz 89,6 % kontroli (I1).

Rosliny z kombinacji kontrolnej badane w trzech terminach pomiaru
charakteryzowaly si¢ nastepujacg zawarto$cig chlorofilu b w lisciach (tab. 13): 33,86 (I);
31,96 (II) oraz 27,18 pg-g* (III). W poréwnaniu z kontrolg zawartoéé tego zwiazku
w lisciach pszenicy wzrosta po zastosowaniu 1 mM Asc do gleby we wszystkich
terminach pomiaru, wzrost ten wynidst odpowiednio: 100,9 (1), 103,5 (II) oraz 141,8%
kontroli (IIT) natomiast w kombinacji 2 mM Asc odnotowano wzrost zawartoSci
chlorofilu b podczas dwoch terminéw pomiaru: 106,5 (1) oraz 138,5% kontroli (111).

W pszenicy rosnacej w kombinacjach zawierajacych tylko sole NaF odnotowano
spadek zawarto$ci chlorofilu b w lisciach w kazdym terminie pomiaru. Najnizsze
zawartosci chlorofilu b wykazano podczas | terminu pomiaru, w kombinacji 25 mM NaF

ilos¢ chlorofilu b wyniosta 37,4% kontroli natomiast w kombinacji 50 mM NaF 34,4%
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kontroli. Podczas pozniejszych terminow pomiaru dla obu tych kombinacji
zaobserwowano wzrost zawartosci chlorofilu b w lisciach osiagajac, podczas Il terminu
pomiaru 60,1 (25 mM NaF) oraz 57,3% kontroli (50 mM NaF). Zastosowanie kwasu
L-askorbinowego w obu stezeniach w kombinacjach z solami NaF w glebie wptyneto
na zwigkszenie zawarto$ci chlorofilu b w lisciach pszenicy w kazdym terminie pomiaru.
Najwyzszy wzrost zanotowano W 11 terminie w kombinacjach 25 mM NaF + 1 mM Asc:
72,8% kontroli oraz 50 mM NaF + 1 mM Asc: 63,1% kontroli.

Zawarto$¢ karotenoidow (tab. 16) w roslinach z kombinacji kontrola wyniosta:
32,45 pg- gt (1) — byta to warto$¢ najwyzsza wérdéd wszystkich kombinacji badanych w
tym terminie; 41,77 (l) oraz 37,3 pgg! (lll). Po zastosowaniu 1 mM Asc
zaobserwowano wzrost zawartosci karotenoidow w lisciach w Il terminie (101,6%
kontroli) i 111 (103,2% kontroli) terminie pomiaru. Aplikacja 2 mM Asc wptyneta na
wzrost zawartosci karotenoidow tylko podczas II terminu pomiaru wynoszac 109,5 %
kontroli.

Zarowno 25 mM jak i 50 mM NaF wplynely na obnizenie zawarto$ci
karotenoidéw w lisciach pszenicy w kazdym terminie pomiaru, najwigkszy spadek
zawarto$ci tych zwigzkow odnotowano podczas Il terminu pomiaru: 38,7 % kontroli (25
mM NaF) i 36,6% kontroli (50 mM NaF). Nie wykazano wzrostu ilo$ci karotenoidow w
pszenicy po dodaniu 1 mM Asc do gleby zanieczyszczonej 25 mM NaF, natomiast
zastosowanie 2 mM Asc w kazdym terminie pomiaru wplyneto na wzrost zawarto$ci
karotenoidéw osiggajac najwyzszg wartos¢ w I terminie pomiaru: 59,7% kontroli.
Natomiast w kombinacjach z 50 mM NaF i Asc wykazano, ze oba st¢zenia kwasu L-
askorbinowego wptynety na wzrost zawartosci karotenoidow w lisciach pszenicy,
najwyzsza zawarto$¢ odnotowano podczas I terminu pomiaru w kombinacji 50 mM

NaF+2 mM Asc (59,6% kontroli).
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Tab. 15. Zawarto$¢ chlorofilu a i b w liSciach pszenicy rosngcej w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM NaF oraz 112 mM Asc w zalezno$ci od terminu

pomiaru
Chlorofil a [pg - g*$.m.] Chlorofil b [pg - g §.m.]
Kombinacja (% kontroli) (% kontroli)
I T I [ I i
14 dzien 21 dzieh 28 dzieh 14 dzieh 21 dzien 28 dzieh
Kontrola 114,96 + 0,092 | 97,43+0,02° 92,19+ 0,012 33,86+0,042 31,96+0,08" 27,18+0,01°
(100) (100) (100) (100) (100) (100)
95,85+ 0,012 | 102,89 +£0,09? 90,740,072 34,15+ 0,028 | 33,07 +0,01? 38,54 + 0,06°
1 mM Asc (83.4) (105,6) (98.4) (100,9) (103,5) (141,8)
2 MM Asc 71,98 £ 0,04° | 104,13 £0,09? 89,24+0,112 23,35+0,03° | 34,02+0,07 37,65 + 0,022
(62,6) (106,9) (96,8) (69) (106,4) (138,5)
69,89 +£0,01¢ | 61,28 +0,08° 66,54 + 0,029 12,67 +0,11¢ 16,12 + 0,019 16,33 + 0,08°
25mM NaF (60,8) (62,9) (72.2) (37.4) (50,4) (60,1)
81,00 + 0,03% | 66,21 +0,07¢ | 65,29+ 0,01¢ 11,66 + 0,10¢ 11,42 + 0,03¢ 15,57 + 0,09¢
50 mM NaF (70,5) (68) (70.8) (34.4) (35.7) (57.3)
67,26 +0,09° | 82,98+ 0,07° 85,33 +0,01° 13,65+0,05° | 17,96 +0,03° 19,78 + 0,04°
25 MM NaF +1 mM Asc (58.5) (85,2) (92,6) (40,3) (56,2) (72.,8)
o5 MM NaF + 2 MM Asc 70,98 + 0,05 | 79,15+ 0,06° 84,97+0,03" 12,81 + 0,02¢ 18,45 + 0,01¢ 18,96 + 0,08°
(61,7) (81,2) (92,2) (37,8) (57,7) (69,8)
79,62 +0,07%¢ | 78,25+0,09° | 74,50 +0,07° 13,77 £0,04° | 12,72 +0,03 17,16 £ 0,11°
50 mM NaF +1 mM Asc (69.3) (80,3) (80,8) (40,7) (39,8) (63,1)
50 MM NaF + 2 mM Asc 71,48 + 0,08 | 81,99+ 0,09° | 82,58+ 0,07 12,78 £0,05¢ | 13,07 +0,06° 16,16 + 0,08¢
(62,2) (84,2) (89,6) (37,7) (40,9) (59,5)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie ro6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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Tab. 16. Zawartos¢ karotenoidow w lisciach pszenicy rosnacej w glebie z dodatkiem
25150 mM NaF oraz 1 i 2 mM Asc w zalezno$ci od terminu pomiaru

Karotenoidy [pg - g1 §.m.]
Kombinacja (% kontroli)
I 1 i
14 dzien 21 dzien 28 dzien
Kontrola 32,45 + 0,012 41,77 + 0,092 37,30 + 0,042
(100) (100) (100)
1 MM Asc 29,11 + 0,08¢ 42,45 + 0,072 38,51 + 0,062
(89,7) (101,6) (103,2)
2 MM Asc 30,78 + 0,09° 45,74 + 0,082 36,55 + 0,112
(94,9) (109,5) (98)
16,82 + 0,06° 16,16 + 0,07¢ 20,20 + 0,06"
25mM NaF (51,8) (38,7) (54.,2)
13,34 + 0,02 15,29 + 0,05° 17,11 +0,07¢
50 mM NaF (41,1) (36,6) (45,9)
16,31 + 0,04¢ 15,73+ 0,07¢ 20,10 + 0,09°
25 mM NaF + 1 mM Asc (50,3) (37.7) (53,9)
19,38 + 0,09¢ 19,27 + 0,06° 20,82 +0,03°
25 mM NaF + 2 mM Asc (59.7) (46,1) (55,8)
15,26 + 0,08° 18,28 + 0,14° 18,76 + 0,06°
50 mM NaF + 1 mM Asc (47) (43.8) (50,3)
19,34 + 0,06¢ 16,72 + 0,08° 18,12 + 0,10°
50 mM NaF + 2 mM Asc (59,6) (40) (48,6)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05

3.3.3. Zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego w lisciach pszenicy rosnacej w glebie
z dodatkiem 25 i 50 mM NaF oraz 1i 2 mM Asc

Zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego w liciach pszenicy w zaleznosci od dodanej
substancji do gleby oraz terminu pomiaru przedstawiono w tabeli 17.

Dla kontroli zawartos¢ witaminy C w lisciach w kazdym z trzech terminow
pomiaru ksztaltowata si¢ na podobnym poziomie i wyniosta odpowiednio: 80,11 (1),
81,34 (1) oraz 79,65 pg-g* §.m. rosliny (I11). Egzogenne zastosowanie witaminy C do
gleby w stezeniach 1 i 2 mM nie wptyngto znaczaco na wzrost endogennego stezenia
kwasu L-askorbinowego w li§ciach pszenicy i zawarto$ci te byly zblizone do wartosci
kontroli. Najwyzszg zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego stwierdzono dla kombinacji
2 mM Asc podczas 111 terminu pomiaru 103,9 % kontroli.
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25 oraz 50 mM NaF wplynal na wzrost zawarto$ci witaminy C w liSciach pszenicy
w kazdym terminie pomiaru w poréwnaniu z kontrola. W kombinacji 25 mM zawartos$¢
witaminy C wzrastala wraz z terminem pomiaru i wyniosta 105 (1), 107,2 (1) i 112,5%
(1) Kkontroli. Najwyzsza zawarto$cig kwas L-askorbinowego w kazdym terminie
pomiaru charakteryzowaty si¢ rosliny z kombinacji 50 mM NaF. W Il terminie pomiaru
warto$¢ ta wzrosta do 115% kontroli.

Zastosowanie egzogennego kwasu L-askorbinowego do gleby zanieczyszczonej
NaF wplyneto na obnizenie zawartosci endogennego kwasu L-askorbinowego w lisciach
pszenicy. Zaréwno 1 jak i 2 mM Asc obnizyly ilosci witaminy C w lisciach na podobnym
poziomie, w kombinacjach z 25 i 50 mM NaF w kazdym terminie pomiaru, jednakze

ilodci te byly wyzsze niz w ros$linach kontrolnych.

Tab. 17. Zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego w lisciach pszenicy rosngcej w glebie

z dodatkiem 25 i 50 mM NaF oraz 11 2 mM Asc w zalezno$ci od terminu pomiaru

Kwas L-askorbinowy [ug Asc-g* §.m. rosliny]
. )
Kombinacja I (% klolntroll) T
14 dzien 21 dzieh 28 dzien
80,11 +2,13% | 81,34 + 2 43bcde 79,65 + 2,509%
Kontrola
(100) (100) (100)
78,31 + 3,21¢ 82,31 +3,47%% | 81712+ 2 ,31bcde
1 mM Asc
(97,8) (101,2) (101,8)
81,23 + 2,650 | 81 36 4+ 3,56°%4 | 82 75+ 1,78k
2 mM Asc
(101,4) (100) (103,9)
84,12 + 2,78bcde | 87 23 4 2 78abe 89,63 + 2,8930¢
25 M N F ) ) H H H )
miviiva (105) (107,2) (112,5)
88,31 +3,46%C | 88,65 =+ 2,893° 91,23+ 2472
M N F b b b b b b
50 mM Na (110,2) (109) (114,5)
83,7 +2,780de | 8521 + 2 08%cd | 86 41 + 2,783
+
25 mM NaF + 1 mM Asc (104,5) (104,8) (108,5)
82,36 + 2,64Pde | 85 67 +1,992¢d | 88 17 + 3,142¢
+
25 mM NaF + 2 mM Asc (102,8) (105,3) (110,7)
87,23 +1,08%¢ | 8751 + 3,16%¢ 91,13 + 2 492
M NaF + 1 mM A ’ ’ ’ ! ’ ’
50 mM NaF + 1 mM Asc (108,9) (107,6) (114,4)
87,45+ 3,01%¢ | 87,21 + 4,12%¢ 89,98 + 3,86%¢
+
50 mM NaF + 2 mM Asc (109.2) (107.2) (113)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.3.4. Aktywno$¢ katalazy i peroksydazy w liSciach pszenicy rosnacej w glebie
z dodatkiem 251 50 mM NaF oraz 112 mM Asc

Dane dotyczace wptywu wybranych substancji do gleby na aktywno$¢ katalazy
W pszenicy jarej przedstawiono w tabeli 18.

Aktywnosc¢ katalazy w lisciach roslin kontrolnych wyniosta 136,73 (1), 136,08 (1)
oraz 168,32 pumol H20, gt-$.m.-min? (IIl). Zastosowanie 1 mM Asc wplyneto na
obnizenie aktywnos$ci tego enzymu w dwoch terminach pomiaru — | i I11. Dla kombinacji
2 mM Asc przez pierwsze dwa terminy pomiaru zaobserwowano wzrost aktywnos$ci
katalazy 107,4 % (1) i1 114,% kontroli (11).

Aktywnos$¢ tego enzymu w roslinach z kombinacji zawierajacych tylko sole NaF
byla najwyzsza sposréd badanych kombinacji. 25 mM NaF podwyzszyt aktywnos¢
katalazy w kazdym terminie pomiaru 146,5% (1) 152,8% (Il) i 129,3% kontroli (111).
Dodatek do gleby 50 mM NaF rowniez wptynat na wzrost aktywnosci katalazy w kazdym
terminie pomiaru 205,9% (1), 213,2% (11) 178,1% kontroli (11).

Aktywnos¢ tego enzymu w roslinach rosngcych w glebie zanieczyszczonej
25150 MM NaF po dodaniu obu stezen kwasu L- askorbinowego ulegla obnizeniu
W kazdym terminie pomiaru. W obu kombinacjach z NaF najwigksze obnizenie
aktywnosci katalazy zaobserwowano po dodaniu 2 mM kwasu L-askorbinowego
do gleby.

Aktywnos¢ peroksydazy (tab.19), w roslinach kontrolnych podczas III terminow
pomiaru ksztaltowala sie na poziomie 18,85 (I), 14,36 (II) oraz 17,03 g’*-¢.m.-min* (111).
Kombinacja 1 mM Asc charakteryzowala si¢ nizszg aktywnoscig peroksydazy w I i Il
pomiarze w porownaniu do roslin kontrolnych: 75,4% oraz 81,3% kontroli. Dla
kombinacji 2 mM Asc spadek aktywnos$ci tego enzymu w porownaniu z kontrolg nastapit
tylko w I terminie pomiaru i wyniost 88,5% kontroli. W pozostatych terminach pomiaru
charakteryzowatly si¢ wzrostem aktywnosci peroksydazy w pordwnaniu z kontrola.

Badajac aktywno$¢ peroksydazy w pszenicy rosnacej w glebie, w ktorej
do podtoza dodano tylko sole NaF zauwazono pojawiajgcag si¢ we wszystkich trzech
pomiarach tendencj¢ stymulujaca aktywnos$¢ tego enzymu. Rosliny z kombinacji 50 mM
NaF wykazaly wyzsza aktywno$¢ POX w porownaniu do roslin z kombinacji 25 mM
NaF, we wszystkich trzech terminach pomiaru. Aktywno$¢ ta wyniosta odpowiednio:
218,7 (1), 343,4 (I1) oraz 356,3% kontroli (111), natomiast dla kombinacji 25 mM NaF
175,7 (1), 235,5 (1) oraz 204,1% kontroli (111).
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Tab. 18. Zawarto$§¢ CAT w liSciach pszenicy rosnacej w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM
NaF oraz 1 i 2 mM Asc w zaleznosci od terminu pomiaru

Katalaza [pmol H202 g'-§.m.-min™]
(% kontroli)
Kombinacja I [ "
14 dzien 21 dzien 28 dzien
Kontrola 136,73 £0,09% | 136,08 +0,01° | 168,32 +0,07°
(100) (100) (100)
1 MM Asc 124,83 + 0,09° 141,56 £ 0,07° | 132,06 + 0,049
(91,3) (104) (78,5)
2 MM Asc 146,85 + 0,10 | 155,23 +0,05° | 134,58 +0,05
(107,4) (114,1) (80)
200,32 + 0,092 209,07 £0,07% | 217,73 +0,01°
25mM NaF (146,5) (152,8) (129,3)
281,54 + 0,052 290,14 + 0,022 | 299,73 + 0,092
50 mM NaF (205,9) (213,2) (178.1)
195,37 + 0,09° 290,88 + 0,03 | 193,58 +0,079
25 mM NaF + 1 mM Asc (142,9) (213,7) (115,1)
190,87 + 0,06® | 189,44 +0,01¢ | 18527 +0,05"
25 mM NaF + 2 mM Asc (139,6) (139,2) (110,1)
256,04 +0,08% | 259.11+0,07° | 249,33 +0,08¢
50 mM NaF + 1 mM Asc (187,3) (190,4) (148.1)
243,91+ 0,03 | 248,07 +0,02° | 245,89 +0,09¢
50 mM NaF + 2 mM Asc (178,4) (179.7) (146 1)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ statystycznie przy p<0,05

Po zastosowaniu 1 mM Asc do gleby zanieczyszczonej 25 mM NaF
zaobserwowano spadek aktywnosci POX we wszystkich terminach pomiaru: 147,1% (1),
194,9 (1) oraz 161,3% kontroli (111) (tab.19). Zastosowanie 2 mM Asc do gleby z 25 mM
NaF réwniez charakteryzowalo si¢ obnizeniem aktywnosci POX, o0siggajac we
wszystkich terminach pomiaru nizsze aktywnosci niz w kombinacji 25 mM NaF + 1 mM
Asc: 116,3% (1), 176,5% (1) oraz 136,2% kontroli (111). Dodatek 1 i 2 mM Asc do gleby
z 50 mM NaF rowniez wplynat na spadek aktywnosci tego enzymu W kazdym terminie
pomiaru. W I i Ill terminie pomiaru nizszg aktywno$¢ peroksydazy odnotowano
w kombinacji 50 mM NaF + 1 mM Asc: 176,3% (1) oraz 213,8% kontroli (lI).
W kombinacji 50 mM NaF + 2 mM Asc aktywno$¢ POX wyniosta 243,4 % kontroli.
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Tab. 19. Aktywno$¢ POX w lisciach pszenicy rosacej w glebie z dodatkiem 25 mM i 50
mM NaF oraz 1 mM i 2 mM Asc w zaleznos$ci od terminu pomiaru

Peroksydaza [pmol-H202 g'-§.m.-min]

(% kontroli)

Kombinacja
I 1 i
14 dzien 21 dzieh 28 dzien
Kontrola 18,85 + 0,081 14,36 + 0,03f 17,03 + 0,04
(100) (100) (100)
1 mM Asc 14,45 + 0,09 15,96 + 0,03f 13,18 + 0,059
(75,4) (112,2) (81,3)
2 MM Asc 16,42 +0,07° 16,87 + 0,02 19,80 + 0,06 ¢
(88,5) (114,4) (119,1)
33,18 = 0,089 33,58 +£0,09° 34,40 +0,07°
25mM NaF (175,7) (235,5) (204,1)
41,26 + 0,102 48,74 + 0,122 59,26 + 0,032
50 mM NaF (218,7) (343,4) (356,3)
27,88 +0,05° 28,59 + 0,09° 26,88 + 0,08°
25 mM NaF + 1 mM Asc (147.1) (194,9) (161,3)
21,93 + 0,05° 24,87 + 0,119 23,13 +0,07¢
25 mM NaF + 2 mM Asc (116,3) (176,5) (136,2)
33,74 + 0,069 39,28 + 0,04° 35,97 +0,09"
50 mM NaF + 1 mM Asc (176,3) (277.8) (213.8)
35,36+ 0,119 34,89 + 0,06° 36,83 +0,04"
50 mM NaF + 2 mM Asc (185,2) (243,4) (219,5)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.3.5. Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej i kwasnej w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM

NaF oraz 112 mM Asc w zaleznosci od terminu pomiaru

Wplyw wybranych substancji na aktywno$¢ fosfatazy zasadowej w glebie
przedstawiono w tabeli 20.

W pieciu terminach pomiaréw gleba kontrolna charakteryzowata si¢ najwyzsza
aktywnos$cig fosfatazy zasadowej. Aktywno$¢ Ksztaltowata si¢ na poziomie powyzej
150 [ug p-NP-(g! s.m. gleby-h)?!]. Zastosowanie ] mM Asc wplynelo na obnizenie
aktywnosci tego enzymu w kazdym terminie pomiaru osiagajac: 84,6 (1), 88,5 (1), 83,7
(111), 90,8 (IV) oraz 88,8% kontroli (V). Dawka 2 mM Asc réwniez obnizyta aktywnos¢
tego enzymu przy czym spadek ten byt jeszcze wigkszy niz w przypadku 1 mM Asc.
Jedynie w V terminie pomiaru warto$¢ ta byta wyzsza niz przy kombinacji z 1 mM Asc
I wyniosta: 91,7% kontroli.

Gleba zawierajaca tylko dodatek NaF charakteryzowala si¢ najnizsza aktywnos$cia
fosfatazy zasadowej w kazdym terminie pomiaru. Najnizszg aktywnos$¢ enzymu
odnotowano w glebie z dodatkiem 50 mM NaF: 60 % kontroli (IV termin pomiaru).
Dodatek kwasu L-askorbinowego do kombinacji z 25 mM i 50 mM NaF wptynat na
stymulacj¢ aktywno$¢i fosfatazy zasadowej w glebie. Najwyzszy wzrost aktywnosci tego
enzymu charakteryzowal kombinacje 25 mM NaF + 2 mM Asc podczas Il terminu
pomiaru: 73,7% kontroli oraz kombinacj¢ 50 mM NaF + 1 mM Asc podczas | terminu
pomiaru: 89,6% kontroli.

Whptyw wybranych substancji na aktywno$¢ fosfatazy kwasne; w glebie,
przedstawiono w tabeli 21. Najwyzsza aktywno$ciag we wszystkich terminach pomiaru
charakteryzowata si¢ kombinacja kontrolna. Kwas L-askorbinowy wptynat na obnizenie
aktywnosci fosfatazy kwasnej w porownaniu z kontrola. Najwigkszy spadek aktywnosci
dla kombinacji 1 mM i 2 mM Asc zanotowano podczas | terminu pomiaru, kolejno: 87,4 i
88,6% kontroli. Natomiast podczas ostatniego terminu pomiaru aktywno$¢ dla tych
Kombinacji wzrosta kolejno do 97 i 97,7% kontroli.

Wprowadzenie do gleby samych soli NaF wplyn¢to na zahamowanie aktywnosci
fosfatazy kwasnej w glebie obnizajac jej aktywnos¢ we wszystkich terminach pomiaru
ponizej 86,1% kontroli. Najnizszg aktywno$¢ odnotowano dla kombinacji 50 mM NaF
podczas | terminu pomiaru: 63,65% kontroli. Gleba zanieczyszczona NaF ale
z dodatkiem Asc charakteryzowata si¢ wyzsza aktywnos$cig fosfatazy kwasnej nz gleba

z samym NaF. Najwyzszy wzrost aktywno$ci zanotowano dla kombinacji 25 mM NaF +
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2 mM Asc 89,3% kontroli (V termin pomiaru) oraz dla 50 mM NaF + 2 mM Asc 85,1%

kontroli (V).

Tab. 20. Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej i kwasnej w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM
NaF oraz 1 i 2 mM Asc w zaleznosci od terminu pomiaru

Fosfataza zasadowa [pug p-NP+(g? s.m. gleby-h)"]
| 1 11 AV} V
1 dzien 7 dzien 14 dzien 21 dzien 28 dzien
164,3+ 0,32 156,2 + 0,72 154,4 + 0,82 157,5 + 0,4°
Kontrola 158,7+0,1*
(100) (100) (100) (100) (100)
134,2+0,8° | 145,0+0,1° | 131,1+0,4> | 139,0+0,9° | 139,8+0,6°
1 mM Asc
(84,6) (88,2) (83,9) (90) (88.8)
108,9+0,5% | 1251+1,1¢ 115,1 £ 0,4° 128,8 £ 0,1°¢ 144,3 + 0,1°
2 mM Asc
(68,6) (76) (73,7) (83,4) (91,7)
96,2 + 0,44 1152+ 1,8 106,2 + 0,19 116,2 + 0,79 122,5+0,3°
25mM NaF
(60,6) (70) (68) (75,2) (77,8)
104,1+0,8% | 103,7+0,8¢ 96,0 £ 0,3¢ 92,6 + 0,8 103,3+0,8°
50 mM NaF
(65,6) (63,1) (61,4) (60) (65,6)
25 mM NaF 115,2 £ 0,2° 115,0 £ 0,4¢ 96,3+0,3° 96,5+0,3° 115,3 +0,3%
+1 mM Asc (72,6) (70) (61,6) (62,5) (73,2)
25 mM NaF | 109,3+0,8% | 121,2 +0,3¢ 98,2 +0,5¢ 108,1+0,5¢ | 106,7 + 0,4%
+2 mM Asc (68,9) (73,7) (62,9) (70,1) (67,8)
50 mM NaF | 142,2+0,5" 110,7 + 0,6 96,0+ 1,1°¢ 96,7 +0,8¢ 97,9+0,7°
+1 mM Asc (89,6) (67,4) (61,4) (62,6) (62,2)
50 mM NaF 140,0+0,1° | 113,4+0,7% 97,8 +0,8¢° 97,7+0,3° 101,3+0,8°
+ 2 mM Asc (88,2) (69) (62,6) (63,2) (64,3)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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Tab. 21. Aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM NaF oraz
112 mM Asc w zalezno$ci od terminu pomiaru

Fosfataza kwasna [ug p-NP+(g! s.m. gleby-h)™]

(% kontroli)

Kombinacja
I T i v vV
1 dzien 7 dzien 14 dzien 21 dzien 28 dzieh
103,3 +0,4% | 94,8+0,5% | 105,0+0,12 | 115,0+0,2% | 95,0+0,8?
Kontrola
(100) (100) (100) (100) (100)
90,3+0,5¢ | 82,9+0,2° | 93,5+0,3¢ | 107,0+0,1°¢ | 92,1+0,4°
1 mM Asc
(87,4) (87,4) (89) (93) (97)
91,5+0,1° | 84,6+0,4° | 95,3+0,1° | 108,1+0,3¢ | 92,2+0,6°
2 mM Asc
(88,6) (89,2) (90,7) (94) (97,1)
89,0+0,59 | 78,0+0,59 | 83,7+0,3° | 88,7+0,6%" | 81,7+0,3°
25mM NaF
(86,1) (82,2) (79,7) (77,1) (86)
65,6+0,7" | 73,9+0,7¢ | 74,2+02" | 83,1+04° | 78,7+0,6¢
50 mM NaF
(63,5) (77,9) (70,1) (72,2) (82,8)
25 mM NaF + | 70,8+0,3" | 73,1+0,4° | 86,3+0,1° | 90,4+0,5¢ | 82,1+0,2¢
1 mM Asc (68,6) (77,1) (82,2) (78,6) (86,4)
25 mM NaF + | 71,8+0.4" | 76,8+0,39 | 68,8+0,69 | 89,2+0,1% | 84,8+0,1°
2 mM Asc (69,5) (80,9) (65,5) (77,5) (89,3)
50 mM NaF + | 75,5+0,89 | 61,3+0,1° | 76,0+0,5" | 87,2+0,4" | 80,5+0,3%
1 mM Asc (73,1) (64,7) (72,4) (75,8) (84,7)
50 mM NaF + | 80,9+0,7F | 71,5+0,5" | 755+0,6" | 86,5+0,5" | 80,8+0,7%
2 mM Asc (78,3) (75,4) (71,9) (75,2) (85,1)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.3.6. Aktywno$¢ dehydrogenaz w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM NaF oraz
1i2mM Asc

Wplyw wybranych substancji na aktywno$¢ dehydrogenaz w glebie
przedstawiono w tabeli 22. Najwyzsza aktywnoscig dehydrogenaz w kazdym terminie
pomiaru charakteryzowala si¢ gleba kontrolna. Dodatek 1 i 2 mM Asc wplynal na
obnizenie aktywnos$ci tych enzymow, jednakze podczas wszystkich terminéw pomiaru
aktywno$¢ dehydrogenaz nie spadta ponizej 90% kontroli.

Kombinacje zawierajgce tylko sole NaF charakteryzowaly sie spadkiem
aktywnosci dehydrogenaz wraz z terminem pomiaru. Najnizsza odnotowana aktywno$¢
w 111 terminie dla kombinacji 25 mM NaF: 80% kontroli. Natomiast dla kombinacji 50
mM NaF w V terminie: 60,1% kontroli.

Dodatek zarowno 1 mM jak i 2 mM kwasu L-askorbinowego do kombinacji z NaF
wptynat na wzrost aktywnos$ci dehydrogenaz w porownaniu z aktywno$cig tego enzymu
w kombinacjach tylko z NaF. Wzrost ten nie byt gwaltowny 1 utrzymywat si¢ na poziomie
powyzej 80% kontroli w kombinacjach z 25 mM NaF i Asc w kazdym terminie pomiaru.
Dla kombinacji 50 mM NaF i Asc przez pierwsze dwa terminy pomiaru aktywnosc
dehydrogenaz utrzymywala si¢ na poziomie powyzej 80% nastgpnie od III terminu

pomiaru spadia ponizej 80% kontroli.

71



Tab. 22. Aktywno$¢ dehydrogenaz w glebie z dodatkiem 25 i 50 mM NaF oraz 112 mM
Asc w zalezno$ci od terminu pomiaru

Dehydrogenaza [pg TPF-g ! s.m. gleby-2h)™]
0 .
Kombinacja (% kontroli)
I T i v vV
1 dzien 7 dzien 14 dzien 21 dzien 28 dzien
315+05% | 351+0,6% | 368+0,5% | 30,1+0,2F | 32,2+0,6°
Kontrola
(100) (100) (100) (100) (100)
30,2+0,3° | 33,7+0,4% | 33,7+0,4° | 29,4+0,5" | 30,5+ 0,7
1 mM Asc
(96) (95,8) (91,6) (97,8) (94,8)
297+0,4° | 32,7+0,3% | 352+0,2b | 29,7+0,6f | 29,2+0,8°
2 mM Asc
(94,2) (93) (95,8) (98,7) (90,7)
286+0,29 | 284+0,1% | 29,4+0,3% | 24,6+0,5¢ | 26,5+ 0,4
25 mM NaF
(90,7) (80,9) (80) (81,8) (82,3)
270+07" | 274+0,8% | 247+0,89 | 185+0,1 | 19,4+ 0,32
50 mM NaF
(85,8) (78,2) (67,1) (61,5) (60,1)
25 mM NaF | 25.9+0,3° | 305+0,5% | 32,6+0,6" | 258+0,2° | 27,0+ 0,1
+1 mM Asc (82,1) (86,7) (88,8) (85,7) (84)
25mM NaF | 265+0,2f | 305+0,3% | 32,7+0,5" | 26,7+0,1¢ | 26,4+ 0,3
+ 2 mM Asc (84) (86,9) (88,9) (88,7) (82,1)
50 mM NaF | 27,7+04¢ | 30,3+0,12 | 27,9+0,9¢ | 238+0,3¢ | 24,8+ 0,2d
+1 mM Asc (88) (83,3) (75,9) (79,2) (77)
50mM NaF | 28,1+0,1¢ | 30,1+0,7% | 26,9+04f | 221+0,2¢ | 24,4+0,49
+ 2 mM Asc (89) (85,8) (73,1) (73,6) (75,7)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ Statystycznie przy p<0,05

3.3.7. Podsumowanie wynikéw III etapu badan

Zastosowane st¢zenia kwasu L-askorbinowego zlagodzily stres wywotany 25 1 50 mM

NaF w kazdym badanym terminie pomiaru u pszenicy jarej odmiany Bryza. Natomiast w

glebie zastosowane stezenia kwasu L-askorbinowego wplynely na zmniejszenie

aktywnosci badanych enzymow 1 w niektorych przypadkach poglebienie stresu

wywolanego 25 1 50 mM NaF.
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3.4. Etap IV

Ocena efektow tagodzenia stresu wywotanego 50 mM NaF przez zastosowanie
0,5 mM roztworu kwasu Asc wykorzystanego do: moczenia nasion, podlewania i oprysku
pszenicy.

3.4.1. Zawartos$¢ wolnej proliny w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej

w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy aplikacji 0,5 mM

Asc oraz fazy rozwojowej

Wptyw 50 mM NaF na zawarto$§¢ wolnej proliny w lisciach pszenicy jarej
odmiany Bryza w zaleznosci od fazy rozwoju rosliny oraz formy aplikacji 0,5 mM Asc
w kolejnych dwoch latach doswiadczenia przedstawiono w tabeli 23.

W 2016 roku zawarto$¢ proliny w probach kontrolnych podczas czterech
badanych faz rozwojowych wyniosta odpowiednio: 22,73; 40,60; 43,69 oraz
42,79 umol-g™! §.m. Przy czym podczas pierwszych trzech faz rozwojowych pszenicy
najnizszag zawarto$cia tego zwigzku cechowaly si¢ rodliny z kombinacji
0,5 mM Asc — podlewanie. Zawarto$¢ proliny w fazie trzeciego liscia wyniosta 21,93
umol-g! co stanowito 96,5% kontroli, w fazie krzewienia odpowiednio 80,4% kontroli
(32,65 umol g §.m) natomiast w fazie kloszenia: 75,8% kontroli (33,14 umol-g! §.m.).

Sposrod wszystkich badanych kombinacji najwyzsze zawarto$ci wolnej proliny
w lisciach pszenicy zaobserwowano u roslin rosngcych w glebie z dodatkiem 50 mM
NaF. Dla kombinacji tej wzrost zawartosci tego aminokwasu zaobserwowano
przy wszystkich fazach rozwojowych pszenicy (tab. 23). Zastosowanie 0,5 mM Asc
w trzech formach aplikacji wptyne¢to na obnizenie ilosci wolnej proliny we wszystkich
kombinacjach zawierajacych 50 mM NaF w glebie. Najwigksze obnizenie st¢zenia
wolnej proliny w kombinacjach z 50 mM NaF zaobserwowano w fazie strzelania
w zdzbto po zastosowaniu 0,5 mM Asc w formie podlewania (53,55 pmol-g*$.m.
122,5% kontroli).

Proby kontrolne w roku 2017 charakteryzowaty si¢ podobng zawarto$cig wolnej
proliny w lisciach jak w roku 2016 (tab. 23). Najnizszg zawarto$cig proliny w liciach
podczas czterech badanych faz rozwojowych charakteryzowata si¢ kombinacja w ktorej
zastosowano 0,5 mM Asc w formie podlewania 22,56 (97,3% kontroli); 23,76 (54,9%);
33,69 (76,6%) oraz 43,98 umol-g* §.m (99,5%).

Najwyzsze zawartos$ci proliny odnotowano w kombinacjach z 50 mM NaF. Przy

czym wartosci te byly wyzsze niz w 2016 roku osiggajac juz w fazie trzeciego liscia 288%
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kontroli. Dodatek 0,5 mM Asc w kazdej z trzech zastosowanych form wptynat
na obnizenie zawarto$ci wolnej proliny w roslinach rosnacych na glebie zanieczyszczonej
50 mM NaF w kazdym terminie pomiaru. Najbardziej efektywnym byl w formie

podlewania.
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Tab. 23. Zawartos¢ wolnej proliny w liSciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznos$ci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej

Prolina [pmol-g™ $.m.]
(% kontroli)
Kombinacja 2016 2017
Fa;a Faza Fazq Faza Faga Faza Fazq Faza
trzeciego krzewienia strzelania w kloszenia trzeciego krzewienia strzelania w kloszenia

liscia zdzblo liscia zdzblo
Kontrola 22,73 40,03 | 40,60 + 0,039 | 43,69 + 0,109 42,79+ 0,08 | 23,18 0,040 | 4328 +0,08° | 44,01 +0,11F | 44,18 +0,03¢

(100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
0,5 mM Asc 33,49+ 0,017 | 38,06+ 0,09¢ | 45,64+ 0,09¢ 4386+ 0,07 | 23,89+0,107 | 33.43+0,03¢ | 43,78 +0,09" | 44,00+ 0,17¢
- moczenie (147,3) (93,7) (104,7) (102,5) (103,1) (77,2) (99,5) (99,6)
0,5 mM Asc 33,32+ 0,037 | 43,25+ 0,02° | 43,55+ 0,049 44,18+ 0,01° | 32,98+0,11° | 3350+0,11¢ | 43,98+ 0,08 | 44,35+ 0,03¢
- oprysk (146,6) (106,52) (99,7) (103,2) (142,3) (77,4) (99,9) (100,4)
0,5 mM Asc 21,93 40,039 | 32,65+0,01F | 33,14+ 0,09f 4415+ 0,09 | 22.56+0,079 | 23,76+0,12° | 33,69+0,08° | 43,98+ 0,07
- podlewanie (96,5) (80,4) (75,8) (103,2) (97,3) (54,9) (76,6) (99,5)
50 mM NaF 55,49+ 0,06° | 64,54+0,10% | 69,18 +0,11° | 86,37+0,012 | 66,78 +0,11% | 69,45+0,01* | 77,67 +0,04* | 8892+ 0,02

(244,1) (159) (158,3) (201,8) (288,1) (160,5) (176,5) (201,3)
M NaF
ioorg mMaASC 4351+0,01° | 52,90+ 0,039 | 57,11 +0,01° 65,96+ 0,119 | 4423 +0,10° | 54,31+0,10° | 54,89+0,02° | 71,07 +0,07°
 moczenie (191,4) (130,3) (130,7) (154,1) (190,8) (125,5) (124,7) (160,9)
50 mM NaF ) ) ) . X .
05 MM Ase | 53481008 | 633440017 | 6343+0,10° | 7633+£0,01° | 5757008 | 54,05+0,08 | 6412+0,11° | 7567+ 0,06
. op}ysk (235,3) (156) (145,2) (178,4) (248,4) (124,9) (145,7) (171,3)
50 mM NaF d d d d
+ 05 mM Asc 4327+0,01° | 53,46+0,179 | 53,55+0,03 66,24+ 0,11 40,00+ 0,019 | 53,50+0,07¢ | 53,89+0,07 70,75 + 0,06°
’ ) 190,4 131,6 122.6 154,8 172,6 123,6 1225 160,1

- podlewanie ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie réznig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.2. Synteza S$redniej zawarto$ci wolnej proliny w lisciach pszenicy jarej
odmiany Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznos$ci od
formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej pszenicy z dwoch lat badan
2016-2017
Rosliny kontrolne charakteryzowaty si¢ zawarto$cig wolnej proliny na poziomie

od 22,96 (faza trzeciego liscia) do 43,49 pmol-g* §.m. (faza ktoszenia) — Tab. 24.

Rosliny z kombinacji Asc-podlewanie charakteryzowaly si¢ najnizsza zawarto$cia

proliny w pierwszych trzech fazach rozwojowych. Wyniosty one odpowiednio: 22,25

(97% kontroli), 28,21 (67,2%) oraz 33,42 pmol-g* §.m. (76,2%).

Najwyzszg zawarto$¢ proliny wykazaty rosliny z kombinacji 50 mM NaF, we
wszystkich fazach rozwojowych pszenicy. Dodatek 0,5 mM Asc wplynat na obnizenie
ilosci tego aminokwasu w lisciach badanych ro$lin. Najwicksze obnizenie stg¢zenia
wolnej proliny w lisciach pszenicy rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF
zaobserwowano od fazy trzeciego liscia po zastosowaniu 0,5 mM Asc w formie

podlewania.
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Tab. 24. Synteza $rednich zawartos$ci proliny w lisciach pszenicy w liciach pszenicy
jarej odmiany Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznoS$ci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017

Prolina [umol - g~! §.m|]
. (% kontroli)
Kombinacja Faza
Faza trzeciego Faza . Faza
. L strzelania .
liscia krzewienia Yy kloszenia
w zdzblo
Kontrola 22,96+ 0,049 | 41,94 + 0,069 | 43,85+0,117F | 43,49 +0,06°
(100) (100) (100) (100)
0,5 MM Asc 28,69 £ 0,060 | 35,75+0,06" | 44,71+0,09° | 43,93 +0,12¢
- moczenie (125) (85,22) (102) (101)
0,5 mM Asc 33,15+£0,07° | 38,38 £0,07% | 43,77 +£0,06" | 44,27 +0,02¢
- oprysk (144,4) (91,5) (99,8) (101,8)
0,5 mM Asc 22.25+0,02" | 28,21 +0,079 | 33,42+ 0,099 | 44,07 +0,08°
- podlewanie (97) (67,3) (76,2) (101,3)
50 mM NaF 61,14 +0,09% | 67,00 +0,10% | 73,43 +0,08% | 87,65+ 0,032
(266,3) (160) (167,4) (201,5)
ioorgl\rﬂl\l\/llagsc 43,87+ 0,06° | 53,61+ 0,07 | 56,00 0,02 | 68,52+ 0,09¢
' . (191,1) (127,8) (127,7) (157,6)
- moczenie
EOO”;'\AI\'\/'IE‘ESC 55,53+£0,08° | 58,70 =0,05" | 63,78 £0,10° | 76,00 + 0,04
- oprysk (241,9) (140) (145,4) (174,7)
foonéma/fsc 41,64+0,019 | 53,48+£0,12° | 53,72+0,05% | 68,50 % 0,09°
’ . (181,4) (127,5) (122,5) (157,5)
- podlewanie

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05

3.4.3. Zawartos¢ MDA w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosngcej w glebie
z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz

fazy rozwojowej

Wyniki dwuletnich analiz (2016 i 2017 rok), w ktoérych zbadano wptyw 50 mM
NaF na zawartos¢ MDA w liSciach pszenicy jarej odmiany Bryza w zaleznosci od fazy
rozwoju rosliny oraz formy aplikacji 0,5 mM Asc przedstawiono w tab. 25.

W 2016 roku w fazie trzeciego li$cia wartosci MDA we wszystkich kombinacjach
ksztaltowaly sie na podobnym poziomie i wynosity od 29,81 (kontrola) do
34,25 nmol-g* §$.m. (50 mM NaF). W pdzniejszych terminach pomiarowych warto$ci

MDA dla roslin kontrolnych wyniosty: 31,57 (faza krzewienia); 36,88 (faza strzelania
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w zdzbto); 68,60 nmol-g* §.m. (faza kloszenia). W fazie krzewienia, strzelania w zdzbto
oraz ktoszenia kombinacje u ktérych zastosowano dwie formy aplikacji 0,5 mM Asc:
oprysk oraz podlewanie, cechowaly si¢ nizszg wartoScig MDA w poréwnaniu do kontroli.
Wartosci te wyniosty odpowiednio dla oprysku: 23,39 (74,1% kontroli) w fazie
krzewienia; 32,53 (88,2%) w fazie strzelania w zdzbto; 55,11 nmol-g ! §.m. (80,3%)
w fazie kloszenia. Natomiast dla kombinacji 0,5 mM Asc-podlewanie: 22,69 (71,9%
kontroli) w fazie krzewienia; 26,88 (72,9%) w fazie strzelania w zdzbto; 48,23 nmol-g*
§.m. (70,3%) w fazie kloszenia.

Najwyzsze zawartosci MDA stwierdzono u roslin rosnacych z dodatkiem 50 mM
NaF. W tej kombinacji poczawszy, od fazy krzewienia, stwierdzono wzrost zawartosci
MDA w lisciach pszenicy.Zawarto$s¢ wyniosta odpowiednio: 58,44 (185,1% kontroli);
64,25 (174,2%); 81,24 nmol-g* §.m. (118,42% kontroli). Po zastosowaniu 0,5 mM Asc
we wszystkich trzech formach aplikacji, poczawszy od fazy krzewienia, stwierdzono
nizsze $rednie warto§ci MDA. Wykazano, ze forma aplikacji 0,5 mM Asc-oprysk
najbardziej efektywnie obnizyta zawartos¢ MDA w lisciach pszenicy.

W przeciwienstwie do 2016 roku w 2017 roku, od fazy trzeciego liscia
zaobserwowano, wyrazne roznice w zawartosci MDA w lisciach pszenicy
W poszczegblnych kombinacjach. 1los¢ MDA w kontroli wyniosta 33,61 (faza trzeciego
liscia); 27,65 (faza krzewienia); 34,82 (faza strzelania w zdZbto) oraz 58,23 nmol-g!
§.m. (faza ktoszenia). U kombinacji 0,5 mM Asc-podlewanie wykazano najnizszg
zawartos¢ MDA w lisciach pszenicy w kazdej z obserwowanych faz rozwojowych
sposrod wszystkich badanych kombingji (tab. 25).

W 2017 roku podobnie jak w 2016,w kombinacji 50 mM NaF nastapit gwattowny
wzrost zawartosci MDA w lisciach pszenicy poczawszy od fazy krzewienia. W fazie
kloszenia stwierdzono wyzsza warto$¢ niz w 2016 roku. Zastosowanie 0,5 mM Asc

w formie podlewania najbardziej efektywnie obnizyto zawarto§¢ MDA.
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Tab. 25. Zawartos¢ MDA w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji
0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej

MDA [nmol-g! $.m|
(% kontroli)

Kombinacja 2016 2017
Faza Faza Faza Faza Faza trzeciego Faza Faza Faza
trz_e CI.EQO krzewienia strzelania w kloszenia liscia krzewienia strzelania w kloszenia
liscia zdzblo zdzblo
29,81+ 0,13 | 31,57+ 0,09% | 36,88 +0,05% | 68,60+ 0,08 | 33,61+0,09" | 27,65+0,06° | 34,82 +0,07" | 58,23 +0,12°
Kontrola (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
0.5 MM Asc - moczenie 29,30 + 0,020 | 35,11 +0,08° | 38,44 + 0,01 | 68,28 +0,11¢ | 25,64 +0,10 | 30,11+ 0,197 | 32,46+ 0,129 | 62,12 + 0,06¢
’ (98,3) (111,2) (104,2) (99,5) (76,3) (108,9) (93,2) (106,7)
32,20+ 0,17% | 23,39+ 0,107 | 32,53 £0,04¢ | 55,11 £0,10° | 35,76 +0,10¢ | 29,17+ 0,017 | 36,78 = 0,09¢ | 61,12 + 0,10°
0.5 mM Asc - oprysk (108) (74,1) (88,2) (80,3) (106,4) (105,5) (105,6) (105)
0,5 mM Asc - podlewanie 32,63 +0,10% | 22,69 + 0,087 | 26,88 + 0,017 | 48,23 +0,04" | 28,54 +0,05° | 19,51 +0,07¢ | 31,76 +0,03" | 52,11 + 0,12
’ (109,4) (71,9) (72,9) (70,3) (84,9) (70,6) (91,2) (89,5)
50 MM NaF 3425+0,099 | 58,44 +0,11° | 64,25+0,13% | 81,24 +0,03° | 38,43 +0,12% | 63,12+0,02% | 71,17+ 0,172 | 88,97 + 0,10
(141,3) (185,1) (174,2) (118,42) (114,3) (228,3) (204,4) (152,8)
50 mM NaF+ 0,5 mM Asc | 33,55 +0,10% | 40,54 + 0,22° | 48,49+ 0,189 | 82,26 +0,12¢ | 36,13 +0,08° | 42,12+0,12° | 51,54+ 0,09° | 78,34 + 0,06
- moczenie (112,5) (128,4) (131,5) (119,9) (107,5) (152,3) (148) (134,5)
50 mM NaF + 0,5 mM Asc | 34,19 + 0,049 | 42,15+ 0,10° | 46,13 +0,03? | 75,25+ 0,05% | 34,34+ 0,027 | 38,98 +0,04¢ | 49,87 + 0,03¢ | 72,23 + 0,02°
- oprysk (114,6) (133,5) (125,08) (109,7) (102,2) (141) (143,2) (124)
50 mM NaF + 0,5 mM Asc | 33,33+0,08% | 42,42 +0,10° | 48,98 + 0,149 | 7548 £ 0,09 | 27,67 +0,03° | 39,23 +0,09¢ | 45,76 = 0,07¢ | 70,34 + 0,10¢
- podlewanie (111,8) (134,3) (132,8) (110) (82,3) (141,9) (131,4) (120,8)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.4. Synteza Sredniej zawartosci MDA w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza

rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji

0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwéch lat badan 2016-2017

Zawartos¢ MDA w kontroli (tab. 26) wyniosta odpowiedznio: 31,71 (faza

trzeciego liscia); 29,61 (faza krzewienia); 35,85 (faza strzelania w zdzbto) oraz

63,42 nmol-g* §.m (faza kloszenia).

Najnizszg zawarto$cig MDA w lisciach pszenicy sposrod wszystkich kombinacji,

w badanych fazach rozwojowych, charakteryzowata si¢ kombinacja 0,5 mM Asc-
podlewanie: 30,59 (96,5% kontroli); 21,10 (71,3%); 29,32 (81,8%) oraz 50,17 (79,1%).
Najwyzszg zawarto$cig MDA charakteryzowaty si¢ rosliny badane w kombinacji

z 50 mM NaF we wszystkich fazach rozwojowych. Dodatek 0,5 mM Asc wptynat na

obnizeniec MDA w kazdej fazie rozwojowej pszenicy. Forma aplikacji 0,5 mM Asc-

podlewanie w fazie strzelania w zdzbto oraz kloszenia najbardziej efektywnie obnizyta

zawarto$¢ MDA w liSciach pszenicy.

Tab. 26. Synteza $rednich wynikow zawarto$§ci MDA w lisciach pszenicy jarej odmiany
Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5
mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017

MDA [nmol-g* §.m|
(% kontroli)

Kombinacja . Faza
Faza trzeciego Faza . Faza
er e . strzelania w .
liscia krzewienia L., kloszenia
zdzblo
Kontrola 31,71 £ 0,11% | 29.61 +£0,07e | 35,85+ 0,06% | 63,42 +0,10°
(100) (100) (100) (100)
d b
0.5 mM Asc - moczenie 27,47 £0,06° | 32,61 +0,14% | 3545+ 0,07de | 65,20+ 0,09
(86,6) (110,1) (98,9) (102,8)
d d b
0,5 mM Asc - oprysk 33,98 + 0,14¢ 26,28 +0,06° | 34,65+0,07 | 58,15+0,10
(107,2) (88,8) (96,7) (91,6)
d f d
0,5 MM Asc - podlewanie 30,59 +0,08% | 21,10+ 0,087 | 29,32+0,02¢ | 50,17+ 0,08°
(96,5) (71,3) (81,8) (79,1)
d b b
50 mM NaF 36,34+ 0,10% | 60,78 +0,07° | 67,71 +0,15 85,10 + 0,072
(114,6) (205,3) (188,9) (134,2)
50 mM NaF +0,5mM 34,84+0,09% | 4133+0.17° | 50,02+0,14° | 80,30+ 0,09
AsC - moczenie (109,9) (139,6) (139,5) (126,6)
50 mM NaF +0,5mM 3427+0,03° | 40,57 +0,07° | 48,00+ 0,03¢ | 73,74 + 0,04
Asc - oprysk (108,1) (137) (133,9) (116,3)
50 mM NaF +0,5mM 30,50 £ 0,06% | 40,82+0,10% | 47,37+0,11% | 72.91+0,1¢
Asc - podlewanie (96,2) (137,9) (132,1) (115)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie rdznia si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.5. Zawarto$¢ chorofilu a w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej

w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznos$ci od formy aplikacji 0,5 MM

Asc oraz fazy rozwojowej

Wyniki dotyczace oceny wptywu 50 mM NaF na zawartos¢ chlorofilu a w li§ciach
pszenicy jarej odmiany Bryza w zaleznosci od fazy rozwoju ro$liny oraz formy aplikacji
kwasu askorbinowego, w kolejnych dwoch latach doswiadczenia przedstawiono
w tabeli 27.

W 20176 roku we wszystkich fazach rozwojowych pszenicy najwyzsza
zawartosci chlorofilu a stwierdzono w probach kontrolnych. Wartosci te wyniosty
odpowiednio: 233,43; 310,60; 34504; 336,42 pnggl Zastosowanie kwasu
L-askorbinowego w kazdej z trzech form nie wptyng¢to na wzrost zawartosci chlorofilu
a w lisciach pszenicy w porownaniu z kontrolg. W fazie trzeciego liscia wartosci te
ksztattowaty si¢ na poziomie 84,4% kontroli (moczenie nasion), 85,4% (oprysk) oraz
85,7% (podlewanie). W kolejnych terminach pomiaru zawartos¢ chlorofilu a wzrosta
powyzej 90% kontroli dla wszystkich trzech form aplikacji. Najwyzsze zawarto$¢i
chlorofilu a dla kombinacji tylko z 0,5 mM Asc zaobserwowano w fazie kloszenia dla
kombinacji 0,5 mM Asc - oprysk (99,4% kontroli) oraz 0,5 mM Asc - podlewanie
(98,9%).

Najnizsze stezenie chlorofilu a stwierdzono u ro$lin z kombinacji rosnacej z 50
mM NaF przez wszystkie fazy rozwojowe pszenicy. Przy czym poczawszy od fazy
krzewienia zaobserwowano wzrost zawartosci chlorofilu a w liciach, do poziomu 212,79
ug-gt (68,5% kontroli). Nastepnie od fazy strzelania w zdZblo ponownie nastapit jego
spadek w poréwnaniu z kontrolg (do 218,55 ug-g*- 63,3% kontroli) osiggajac w fazie
kloszenia 216,78 pg-g! (64,4% kontroli). Po zastosowaniu 0,5 mM Asc w formie
moczenia nasion zaobserwowano znaczacy wzrost stezenia chlorofilu a w fazie trzeciego
liscia (167,45 ug-gt- 71,7 % kontroli). Dwie pozostate formy aplikacji 0,5 mM Asc
wplynety mniej efektywnie na wzrost chlorofilu a w tej fazie rozwojowej. Dla oprysku
stwierdzono 128,12 ug-g* (54,9% kontroli); dla podlewania 124,72 pg-g* (53,4%
kontroli). Od fazy strzelania w zdzbto wszystkie trzy formy aplikacji 0,5 mM Asc
wplynely istotnie na wzrost zawartoéci chlorofilu a w lisciach pszenicy. Najwyzsze
wartosci charakteryzowaty kombinacje¢ 50 mM NaF + 0,5 mM Asc podlewanie.

W 2017 roku u kontroli w czterech fazach rozwojowych stwierdzo nastepujace
zawartoéci chlorofilu a: 252,34; 289,67; 327,56; 337,91 pg-g™t. W fazie trzeciego liscia

w ros$linach, w ktérych zastosowano 0,5 MM Asc podobnie jak w 2016 roku byla nizsza
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od ros$lin z kombinacji kontrolnej. W fazie krzewienia zaobserwowano wzrost ilosci tej
substancji we wszystkich kombinacjach tylko z Asc. Najwyzsza zawartoscia chlorofilu a
charakteryzowaty si¢ rosliny z kombinacji 50 mM NaF + 0,5 mM Asc - podlewanie
(321,68 pug-g - 111,1% kontroli). W fazie strzelania w zdzbto oraz ktoszenia kombinacje
tylko z Asc charakteryzowaly si¢ najwyzszg zawarto$cig chlorofilu a osiagajac wartosci
powyzej 100% kontroli.

Podobnie jak w 2016 roku najnizszg zawartoscia chlorofilu a w lisciach pszenicy
charakteryzowaly sie¢ rosliny z kombinacji 50 mM NaF. Najnizszg jego zawarto$¢
stwierdzono podczas fazy trzeciego liscia (115,12 pg-g* - 45,7% kontroli). Podczas
kolejnych pomiaréw zaobserwowano wzrost zawartosci chlorofilu a osiagajaé najwyzsza
warto$¢ w fazie ktoszenia (257,88 pg-g ! - 76,3% kontroli). Po zastosowaniu wszystkich
trzech form aplikacji 0,5 mM Asc z 50 mM NaF zaobserwowano wzrost zawartosci
chlorofilu a w liSciach poczawszy od fazy trzeciego licia. Najwyzszg zawartoscig
chlorofilu a w tej fazie charakteryzowata si¢ kombinacja 50 mM NaF + 0,5 mM Asc -
podlewanie (206,61 pg- g 81,9% kontroli). W fazie krzewienia kombinacja 50 mM NaF
+ 0,5 mM Asc - oprysk zawarto$¢ chlorofilu a wyniosta 268,21 (92,6% kontroli).
Natomiast w fazie strzelania w zdzbto dwie kombinacje: 50 mM NaF + 0,5 mM Asc -
oprysk (310,71 pg-gt 94% kontroli) oraz 50 mM NaF + 0,5 mM Asc - podlewanie
(324,63 pg-g* - 93%). W fazie ktoszenia wszystkie formy aplikacji 0,5 mM Asc wplynety
na wzrost zawartosci chlorofilu a liciach pszenicy rosnacej w glebie z 50 mM NaF.
Wzrost ten wynidst od 88,8% kontroli (50 mM NaF + 0,5 mM Asc - podlewanie i 50
mM NaF + 0,5 mM Asc - oprysk) do 92% (50 mM NaF + 0,5 mM Asc - moczenie).
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Tab. 27. Zawarto$¢ chlorofilu a w li§ciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej

Chlorofil a [pg chl a- g™ §.m.]

Kombinacja 2016 2017
Faza Faza Faza Faza Faza Faza Faza Faza
trzeciego L strzelaniaw . trzeciego L strzelaniaw .
ey . krzewienia Y s Kloszenia . krzewienia ‘1z kloszenia
liScia zdzblo liscia zdzblo
Kontrola 233,43 + 0,032 | 310,60 + 0,042 | 345,04+ 0,032 | 336,42 +0,06® | 252,34+ 0,212 | 289,67 +0,03° | 327.56+0,14° | 337,91 +0,09°
(100) (100) (100) (100) (10) (100) (100) (100)
0,5 mM Asc - 197,02 +£0,07¢ | 297,12 +0,03¢ | 318,76 +£0,03° | 321,51 +£0,07° | 210,71 +0,129 | 267,89 +0,129 | 34526+0,179 | 360,78 + 0,04¢
moczenie (84,4) (95,7) (92,4) (95,6) (83,5) (92,5) (105,4) (106,7)
0,5 mM Asc - 199,44 +0,11° | 299,10+ 0,04> | 313,78 +0,12¢ | 334,31 +0,19¢ | 201,31 £0,20° | 278,91 +0,17¢ | 356,76 +0,212 | 341,89 + 0,082
oprysk (85,4) (96,3) (90,9) (99,4) (79,8) (96,3) (108,9) (101)
0,5 mM Asc - 200,06 +0,13° | 290,11 +0,08¢ | 320,55+0,08® | 332,77 +0,18 | 210,75+0,119 | 321,68 +0,032 | 345,71 +0,119 | 360,81 + 0,04¢
podlewanie (85,7) (93,4) (92,9) (98,9) (83,5) (111) (105,5) (106,8)
50 mM NaFE 112,01 £0,049 | 212,79 +0,02F | 218,55+0,01" | 216,78 £ 0,109 115,21 £ 0,03f 160,32 +0,11F | 201,87 +0,11F | 257,89 +0,02¢
(48) (68,5) (63,3) (64,4) (45,6) (55,3) (61,6) (76,3)
50 mM NaF+ 0,5 d . ¢ ¢ d . . .
mM Asc - 167,45 £0,02 231,99 £0,01 300,23 + 0,02 300,55 +0,12 181,87 +0,11 246,89 £0,12 269,91 £0,10 310,98 +0,01
(71,7) (74,7) (87) (89,3) (72,1) (85,2) (82,4) (92)

moczenie

50 mM NaF + 0,5

128,12+ 0,21°

260,25+ 0,139

278,95+ 0,129

299,72 £ 0,09f

160,81 £0,11°

268,21 +£ 0,149

310,71 +0,04°

300,91 +0,13f

mM Asc - oprysk (54,9) (83,8) (80,8) (89,1) (63,7) (92,3) (94) (88.8)
f:,g‘g"sé\'_a': *O05 | 1047220,037 | 260,120,069 | 302,110,126 | 304,120,125 | 206,610,025 | 251,71 £0,13¢ | 324,63+ 0,08 | 299,91 0,017
(53,4) (83,7) (87,5) (90,1) (81,8) (86,9) (93) (88.8)

podlewanie

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.6. Synteza Srednich zawartosci chlorofilu a w lisciach pszenicy jarej odmiany
Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznoS$ci od formy

aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017

Najwyzsza zawarto$cig chlorofilu a odpowiednio w fazie trzeciego liscia,
strzelania w zdZblo oraz kloszenia charakteryzowata si¢ kombinacja kontrolna (242,89;
336,87; 349,77 pg-g ™).

W fazie krzewienia najwyzszg zawartos¢ chlorofilu a stwierdzono w lisciach
pszenicy z kombinacji 0,5 mM Asc - podlewanie (305,90 ug-g~* 101,9% kontroli).

Najnizszg zawarto$cig chlorofilu a we wszystkich terminach charakteryzowata si¢
kombinacja 50 mM NaF. 0,5 mM Asc zastosowany we wszystkich trzech formach razem
z 50 mM NaF wptyngl na zwigkszenie zawartosci chlorofilu a w lisciach pszenicy.
Przy czym 0,5 mM Asc w formie moczenia nasion dwukrotnie zwigkszyt zawartos¢

chlorofilu a odpowiednio: w fazie trzeciego liScia oraz ktoszenia (tab. 28).

Tab. 28. Synteza $rednich wynikow zawartosci chlorofilu a w li§ciach pszenicy jarej
odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017

Chlorofil a [pg - g $.m.]

Kombinacja Faza trzeciego Faza StFZElecl’:l Zn"’:a W Faza

liscia krzewienia L kloszenia
zdzblo

Kontrola 242,88 +0,12% | 300,13 +0,04° 336,31 + 0,092 337,16 £ 0,102
(100) (100) (100) (100)

05 mM Asc| 176,86+0,10¢ | 282,50 + 0,084 332,01 £0,102 336,14 + 0,062

- moczenie (78,8) (94) (98,7) (99,7)

05 mM Asc| 146,37+0,16" | 284,00+ 0,11° 335,27 +0,172 308,11 +0,14°

- oprysk (60,3) (95,6) (99,6) (91,4)

05 mM Asc| 177,90+0,12° | 305,89 + 0,062 317,13+0,12° 336,79+ 0,112

- podlewanie (73,2) (101,9) (94,3) (99,9)

50 mM NaE 118,11+ 0,04" | 196,55+ 0,07" 245,21+ 0,07 272,33+ 0,06
(48,6) (65,5) (72,9) (80,8)

20 M Ner | 184664007 | 23044007 | 285074006 | 30576 0,07°

' . (76) (79,8) (84,8) (90,7)

- moczenie

20 M NPl 144460160 | 269234014 | 304,83+008% | 299,86 0,11°

- oprysk (59,5) (89,7) (90,6) (88,9)

EO 0 5m I\m/IM I\'Ib\aslz 165,66 = 0,20° | 255,91+ 0,15 313,37+ 0,10° 302,02 + 0,07¢

; : (68,2) (85.3) (93,2) (89,6)
- podlewanie

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znia si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.7. Zawartos¢ chlorofilu b w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej
w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy aplikacji 0,5 mM

Asc oraz fazy rozwojowej

Zastosowanie 0,5 mM Asc w kazdej z trzech form aplikacji w fazie trzeciego liscia
wplyneto na wzrost zawarto$ci chlorofilu b w lisciach pszenicy (tab. 29) osiagajac
106,8 % kontroli (moczenie); 110,7% (oprysk) oraz 103,7% (podlewanie). W fazie
krzewienia najwyzszg zawarto$cig chlorofilu b charakteryzowata si¢ kombinacja 0,5 mM
Asc -podlewanie (47,18 pg-g! 123,8% kontroli). Byta to najwyzsza stwierdzona
zawarto$¢ tego zwigzku ze wszystkich terminéw pomiaréw. W fazie strzelania w zdzbto
oraz kloszenia zawarto$¢ chlorofilu b wyniosta od 94,7% kontroli (0,5 mM Asc -
moczenie faza strzelania w zdzbto) do 105,5 % (0,5 mM Asc - oprysk, faza ktoszenia).
Najnizsza zawartos$cig chlorofilu b w kazdej fazie rozwojowej charakteryzowaty sie¢
rosliny z kombinacji 50 mM NaF odpowiednio: 14,41 (34,8% kontroli); 13,85 (36,3%);
1359 (34%); 18,33 pugg?l (47%). Wszystkie formy aplikacji kwasu
L-askorbinowego wptynety na wzrost zawarto$ci chlorofilu b w liSciach pszenicy.
Najwyzszy wzrost jego zawartosci zaobserwowano: w fazie trzeciego liscia - 50 mM NaF
+ 0,5 mM Asc - moczenie (69,7% kontroli), fazie strzelania w zdzbto - 50 mM NaF + 0,5
mM Asc - oprysk w (68,9% kontroli) oraz - podlewanie (74,2% kontroli).

W 2017 zawartos¢ chlorofilu b w lisciach pszenicy w kombinacji kontrolnej
wyniosta odpowiednio: 38,97; 41,76; 41,89; oraz 40,31 pg-g’. W kombinacjach
zawierajacych tylko 0,5 mM Asc jednynie w kombinacji 0,5 mM Asc -moczenie w fazie
krzewienia i strzelania w ZdZbto wykazano warto$ci nizsze niz w kombinacji kontrolne;j
(95,3% i 97,8% kontroli) oraz w fazie ktoszenia dla kombinacji 0,5 Asc - podlewanie
(99,8% kontroli). W fazie trzeciego liScia kombinacja 0,5 Asc - oprysk charakteryzowata
si¢ najwyzsza zawartoscig chlorofilu b w lisciach (120,6% kontroli) w poréwnaniu
z innymi kombinacjami. W pozostatych fazach rozwojowych zawartos¢ chlorofilu b byta
na poziomie 109% kontroli. Podobnie jak w 2016 roku najnizszg zawarto$cig chlorofilu
b we wszystkich fazach rozwojowych charakteryzowaty si¢ ro§liny rosngce w glebie z 50
mM NaF: 10,43 (26,8%); 15,98 (38,3%); 13,21 (31,5%); 16,89 pg-g* (41,9%). 0,5 mM
Asc we wszystkich trzech formach wptyne¢to na zwigkszenie zawartosci chlorofilu b w
lisciach ro$lin rosnacych w glebie z dodatkiem soli NaF. Najwigkszy wzrost zawarto$ci
chlorofilu b w lisciach pszenicy rosnacej w glebie z NaF zaobserwowano w kombinacji
50 mM NaF + Asc - oprysk odpowiednio: w fazie krzewienia 29,71 (71,1%), w fazie
strzelania w zdzbto 26,12 (62,4%) oraz w fazie kloszenia 23,78 ug-g* ( 59% kontroli).
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Tab. 29. Zawartos¢ chlorofilu b w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej

Chlorofil b [pg - g* $.m.]
(% kontroli)

Kombinacja 2016 2017
Faza Faza Faza Faza
] Faza . Faza . Faza . Faza
trzeciego . strzelania w . trzeciego . strzelania w .
ey e krzewienia \ 4z Kloszenia oy e krzewienia L s kloszenia
liscia zdzblo liscia zdzblo
Kontrola 41,42 +0,08¢ | 38,12+0,09° | 39,93 +0,01° 39,04 +0,14b | 38,970,079 | 41,76+0,11° 41,89 +0,08° 40,31 +0,11°
(100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
0,5 mM Asc 4426+0,11° | 35,84+0,15 | 37,80+ 0,079 35,35+ 0,16° 41,76 £0,11° | 39,81 +0,08° 40,97 + 0,02° 40,78 £+ 0,08°
- moczenie (106,8) (94) (94,7) (90,6) (107,2) (95,3) (97,8) (101,2)
0,5 mM Asc 45,84 +0,11* | 39,64+0,07° | 37,60 + 0,209 41,19+ 0,012 46,98 £ 0,122 | 45,82 + 0,092 45,68 + 0,04? 4421+0,16
- oprysk (110,7) (103,9) (94,2) (105,5) (120,6) (109,7) (109) (109,7)
0,5 mM Asc 42,96+ 0,20° | 47,18+ 0,112 | 41,53 + 0,022 39,13+0,11° | 44,87 +0,02° | 46,23 +0,24% | 41,89+0,04° | 40,21 +0,04°
- podlewanie (103,7) (123,8) (104) (100,2) (115,1) (110,7) (100) (99,8)
50 mM NaE 14,41 £0,04" | 13,85+0,12" | 13,59+0,12f 18,33 +0,11¢ 10,43 +0,12" | 15,98+0,11f 13,21 +£0,159 16,89 + 0,23¢
(34,8) (36,3) (34) (47) (26,8) (38,3) (315) (41,9)
ioorg'\rfﬂ\'\'/la;sc 28,86+ 0,12¢ | 22,39+0,219 | 22,06+ 0,09¢ 2487+0,15% | 17,59+0,049 | 21,21 +0,04¢ | 20,32+ 0,04" | 20,12+0,14¢
- moczenie (69,7) (58,7) (55,2) (63,7) (45,1) (50,8) (48,5) (49,9)
50 mM NaF f e c d f c d c
405 MM Asc 17,66 + 0,08 2490+ 0,12 27,50 £ 0,05 24,66 £+ 0,08 21,32+ 0,10" | 29,71 £0,02 26,12 +£0,12 23,78 £ 0,09
i o;Srysk (42,6) (65,3) (68,9) (63,2) (54,7) (71,1) (62,3) (59)
50 mM NaF g ¢ d c . d . d
+ 05 MM Asc 16,17 +0,08 23,92 +£0,09" | 24,73 +£0,17 28,95+ 0,04 25,79 £ 0,08 27,89 + 0,04 23,67+ 0,01 21,29+0,16

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.8. Synteza Srednich wynikéw zawartos$ci chlorofilu b w liSciach pszenicy jarej
odmiany Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od
formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-
2017

Zastosowanie 0,5 mM Asc w réznych formach aplikacji wptyneto na wzrost
zawarto$ci chlorofilu b w liSciach pszenicy (tab. 30). Kombinacje 0,5 mM Asc - oprysk
oraz 0,5 mM Asc- podlewanie charakteryzowaty si¢ najwyzsza zawartoscig chlorofilu b
sposrod wszystkich badanych kombinacji podczas czterech badanych faz rozwojowych
pszenicy.

Natomiast najnizsza zawartos$cig chlorofilu b posrod wszystkich kombinacji
charakteryzowaty si¢ rosliny rosnace w glebie z 50 mM NaF. Zastosowanie 0,5 mM Asc
wplyngto na wzrost zawartosci chlorofilu b w roslinach rosnacych w glebie z dodatkiem
soli NaF. Najwyzszy wzrost stezenia chlorofilu b wykazano w fazie krzewienia oraz
strzelania w zdZbto w kombinacji 50 mM NaF + 0,5 mM Asc - oprysk.

Tab. 30. Synteza $rednich wynikéw zawartosci chlorofilu b w liSciach pszenicy jarej
odmiany Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy

aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017

Chlorofil b [pg: g §.m.]
L. % kontroli
Kombinacja - % ) -
Faza trzeciego Faza Faza strzelania Faza
liscia krzewienia w zdzblo kloszenia
Kontrola 40,19+ 0,08 | 39,94+0,10° | 40,91+ 0,05 39,68 + 0,13°
(100) (100) (100) (100)
0,5 mM Asc - 43,01 £0,11° | 37,82+0,12¢ | 39,38+ 0,05° 38,06 + 0,12°
moczenie (107) (94,7) (96,3) (95,9)
0,5 mM Asc - 46,41 £0,12% | 42,73+0,08° | 41,64+0,12° 42,70 £ 0,092
oprysk (115,5) (207) (101,8) (107,6)
0,5 mM Asc - 4391+0,11° | 46,70+0,178 | 41,71 +0,032 39,67 + 0,08°
podlewanie (109,2) (116,9) (101,9) (99,9)
12,420,089 | 1491+0,16" 13,4 +£0,14¢ 17,61+ 0,17
50 mM NaF (30,9) (37,3) (32,6) (44,4)
ioorg'\fn':ﬂaisc 23,22+0,08 | 21,80+0,139 | 21,19+0,07¢ 22,49 £0,15¢
: : (57.,8) (54,6) (51,8) (56,7)
- moczenie
ioor%“”m':ﬂaisc 19,49 +£0,09' | 27,30+0,07° | 26,81+0,09° | 24,22+ 0,09
” oprysk (48,5) (68,4) (65,5) (61)
ioorgl\:lnklna;sc 20,98 £0,08 | 2590+0,07" | 2420+0,09° | 2512+ 0,10°
- podlewanie (52,2) (64,9) (59,2) (63,3)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.9. Zawartos$¢ karotenoidow w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej

w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznos$ci od formy aplikacji 0,5 mM

Asc oraz fazy rozwojowej

W 2016 proby kontrolne charakteryzowata zawarto$¢ karotenoidéw odpowiednio
na poziomie: 24,56; 38,39; 40,73; 37,33 oraz 26,78 pg-g* (tab. 31).

Zastosowanie 0,5 mM Asc w kazdej z trzech form aplikacji w fazie trzeciego liscia
wptyneto na wzrost zawartosci karotenoidow w lisciach. Najwyzszg zawartos$cig
karotenoidéw charakteryzowata si¢ kombinacja 0,5 mM Asc - podlewanie (31,45 pg-g™
- 128% kontroli).Kombinacje z 0,5 mM Asc pod wzgledem $redniej zawartoSci
karotenoidéw charakteryzowatly si¢ wyzszymi niz warto$ci u kontroli.

Najnizszg zawartoscig karotenoidow stwierdzono u ro$lin rosngcych z dodatkiem
50 mM NaF.

Dodatek 0,5 mM Asc w kazdej formie aplikacji wptynat na wzrost zawartosci tych
zwiazkow w lisciach pszenicy. Najbardziej efektywnie zastosowanie 0,5 mM Asc
w formie oprysku i podlewania.

Warto$ci karotenoidéow 2017 roku podobnie jak w 2016 roku roznity sie
w zalezno$ci od fazy rozwojowej pszenicy. Dla kombinacji kontrolnej zawarto$¢
karotenoidéw wyniosta odpowiednio: 26,78; 37,91; 41,25 oraz 43 pg-gt. Kominacja
0,5 mM Asc — oprysk charakteryzowata si¢ we wszytkich fazach rozwojowych wyzsza
zawartoscig karotenoidow w pordéwaniu z kontrolg odpowiednio: 31,98 (119,4%);
38,72 (102,1%); 45,95 (111,3%); 44,32 pg-g' (101%). Natomiast 0,5 mM Asc -
podlewanie w fazie trzeciego liScia charakteryzowata si¢ najwyzsza zawartoscig
karotenoidow w lisciach pszenicy sposrod wszystkich badanych kombinacji
(33,28 pgg! 124,3% kontroli). Najnizsze zawartosci karotenoidow stwierdzono
w roslinach z kombinacji 50 mM. Najbardziej istotnie na wzrost zawartosci tych
zwigzkéw wplynety dwie formy Asc: 50 mM + 0,5 mM Asc - oprysk oraz 50 mM +

0,5 mM Asc - podlewanie.
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Tab. 31. Zawartos$¢ karotenoidow w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnagcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy
aplikacji 0,5 mM kwasu askorbinowego oraz terminu pomiaru fazy rozwojowej

Karotenoidy [pg - gt $.m.]
(% kontroli)
. 2016 2017

Kombinacja

Faza Faza Faza Faza Faza trzeciego Faza Faza Faza

trzeciego K L strzelaniaw . - - strzelania w .

liscia rzewienia 7d7blo Kloszenia liscia krzewienia sdiblo kloszenia
Kontrola 24,56+ 0,05 | 38,39+0,16° 40,73+ 0,152 37,33 + 0,04° 26,78 +0,09° | 37,91+0,19° | 41,25+0,01¢ | 43,87 +0,11°

(100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
0,5 mM Asc 26,71+0,01° | 42,27+0,122 38,86 + 0,08° 38,67 + 0,08° 31,45+0,012 | 47,87+0,12% | 44,56+ 0,06° | 43,12 +0,12°
- moczenie (108,8) (110,1) (95,4) (103,6) (117,4) (126,3) (108) (98,3)
0,5 mM Asc 26,03+0,11° | 40,76 + 0,02° 39,02 + 0,04° 40,44 + 0,092 31,98+ 0,08 | 38,72+ 0,04° | 45,95+ 0,19? | 44,32 + 0,082
- oprysk (106) (106,2) (95,8) (108,3) (119,4) (102,1) (111,3) (101)
0,5 mM Asc 31,45+0,11* | 42,02+0,012 39,53 +£0,21° 40,90 + 0,052 33,28+0,01* | 41,27+0,08° | 42,35+0,01° | 39,78 +0,19°
- podlewanie (128) (109,5) (97) (109,6) (124,3) (108,9) (102,7) (90,7)
50 mM NaF 13,90+ 0,11F 10,25 +0,21F 18,12 + 0,04 17,93 + 0,09 10,67 + 0,06 17,17 +0,11F | 15,89+ 0,04" | 12,21 +0,01¢

(56,6) (26,7) (44,5) (48) (39,8) (45,3) (38,5) (27.8)
foofg'\rfm'\'ﬂaAFsc 22,53+0,12° | 21,05+0,23¢ 20,00 + 0,05¢ 21,56 +0,16° 19,87 +0,10° | 26,78 +0,09¢ | 17,21 40,129 | 20,12 + 0,09
- moczenie (91,7) (54,8) (49,1) (57,7) (74,2) (70,6) (41,7) (45,9)
50 mM NaF d [+ d c c d f c
0.5 MM Asc 17,75+ 0,11 29,40+ 0,13 28,00 + 0,05 30,70 + 0,02 23,14+0,12 28,15+ 0,219 | 21,12 +0,02F | 30,17 + 0,03
) or;rysk (72,3) (76,6) (68,7) (82,2) (86,4) (74,3) (51,2) (68,8)
50 mM NaF e d d d d d e c
+ 0.5 mM Asc 16,78 0,02 26,64+ 0,10 27,81+ 0,06 29,21+ 0,03 22,23 +0,12 30,31 +0,01¢ | 32,36 +0,02¢ | 31,21 £ 0,16
) pédlewanie (68,3) (69,4) (68,3) (78,2) (83) (79,9) (78,4) (71,1)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.10. Synteza $rednich wynikow zawartosci karotenoidéw w lisciach pszenicy jarej
odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznoSci
od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-
2017

Wartos$ci dla roslin kontrolnych ksztattowaty si¢ na poziomie: 25,67; 38,15; 40,99
oraz 40,61 pg-g~* (tab. 32). We wszystkie terminach pomiaréw kombinacja 0,5 mM Asc
- moczenie charakteryzowala si¢ najwyzsza zawartos$cig karotenoidow w lisciach
wyniosta odpowiednio: 29,08 (113,3% kontroli; 45,07 (118,1%); 41,71; (101,7%) oraz
40,89 pg-g* (100,7%).

Najnizsze zawarto$ci karotenoidéw stwierdzono w kombinacji 50 mM NaF przez
wszystkie cztery fazy rozwojowe pszenicy. Zastosowanie 0,5 mM Asc w formie oprysku
oraz podlewania wptynelo najbardziej efektywnie na wzrost zawartosci karotenoidéw
w liSciach pszenicy. Znaczacy wWzrost ich stezenia zaobserwowano juz od fazy krzewienia
pszenicy.

Tab. 32. Synteza $rednich wynikow z dwoch lat badan 2016-2017 zawartosci

karotenoidéw w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem
50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej

Karotenoidy [pg - g'$.m.]
Kombinacia (% kontroli)
| B
) Faza trzeciego Faza Faza Faza
liscia krzewienia strzelania w zdzblo kloszenia
Kontrola 25,67 + 0,07° 38,15+ 0,18¢ 40,99 + 0,082 40,61 + 0,08
(100) (100) (100) (100)
0,5 mM Asc 29,08 +0,01° 45,07 £ 0,122 41,71+ 0,072 40,89 + 0,10
- moczenie (113,3) (118,1) (101,7) (100,7)
0,5 mM Asc 29,00 + 0,10° 39,74+ 0,03¢ 42,48 +0,12° 42,38 +0,09°
- oprysk (113) (104,2) (103,6) (104,4)
0,5 mM Asc 32,36 £ 0,062 41,64 + 0,05° 40,94+ 0,112 40,34 + 0,12
- podlewanie (126,1) (109,2) (99,9) (99,4)
50 mM NaF 12,28 + 0,10 13,71+ 0,169 17,01 + 0,04¢ 15,07 + 0,05
(47,9) (35,9) (41,5) (31,1)
?-Oorgl\r/rlmljlagsc 21204011 | 23,91 +0,16 18,60 =+ 0,09° 20,84 + 0,13¢
> TV (82,6) (62,7) (45,3) (51,3)
- moczenie
Eoorg'\r’r'm'\'ﬂagsc 2044 +0,12% | 28,77 +0,17° 24.56 + 0,04° 30,43 + 03¢
- oprysk (79,6) (75,4) (60) (75)
ioorgl\r/rluuaAFsc 1050+ 0,07 | 2847+0,06°| 30,08+ 0,045 3021+ 0,11¢
" podlewanie (76) (74,6) (73,4) (74,4)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie ro6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.11. Aktywnos$¢ peroksydazy w lisciach pszenicy jare] odmiany Bryza rosnacej
w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznos$ci od formy aplikacji 0,5 mM

Asc oraz fazy rozwojowej

Wyniki dwuletnich analiz (2016 i 2017 rok) nad wptywem badanych czynnikow
na aktywno$¢ peroksydazy w lisciach pszenicy jarej w zaleznosci od fazy rozwoju rosliny
oraz formy 0,5 mM Asc przedstawiono w tabeli 33.

W 2016 roku kombinacje zawierajace tylko 0,5 mM Asc w fazie trzeciego liscia
oraz krzewienia charakteryzowatly si¢ najwyzsza aktywnos$cig peroksydazy. Podczas fazy
strzelania w zdZbto rosliny z kombinacji 0,5 MM Asc - moczenie cechowaly si¢ spadkiem
aktywnosci peroksydazy do 77,3% kontroli. Natomiast dwie pozostale kombinacje
(0,5 mM Asc podlewanie oraz oprysk) utrzymaty aktywno$¢ powyzej wartosci kontrolnej
odpowiednio na poziomie: 221,4% (0,5 mM Asc - oprysk) oraz 105,3 % (0,5 mM Asc -
podlewanie).

W fazie ktoszenia aktywnos¢ peroskydazy we wszystkich kombinacjach Asc byta
nizsza od wartos$ci kontrolne;.

Najwyzszg aktywno$¢ peroksydazy stwierdzono u roslin z kombinacji 50 mM
NaF. Wyniosta ona odpowiednio: 60,83 (384,2%); 55,74 (366,9%); 67,46 (415,6%) oraz
60,95 umol-H,02 g-é.m.-mint (312,8%). Zastosowanie 0,5 mM Asc we wszystkich
formach aplikacji wptyneto na obnizenie aktywnosci peroksydazy w lisciach pszenicy.
Najwickszg efektywnosé Asc stwierdzono po zastosowaniu go formie podlewania.
Aktywnosc ta wyniosta: 43,77 (276,5% kontroli); 55,08 (362,6%); 55,69 (343,1%) oraz
51,17 umol-H20, g1-§.m.-min™ (262,7%).

W 2017 aktywno$¢ peroksydazy u kontroli, ksztattowata si¢ na podobnym
poziomie jak w 2016 roku i wyniosta odpowiednio:14,53; 14,78; 17,86 oraz
17,98 pmol-H202 gt-$.m.-min"t. Kombinacje 0,5 mM Asc: moczenie i podlewanie,
charakteryzowaly si¢ nizsza aktywnoscia peroksydazy niz rosliny z kontroli
we wszystkich badanych fazach rozwojowych. Natomiast kombinacja 0,5 mM Asc-
oprysk charakteryzowata si¢ wyzsza aktywno$cig tego enzymu w kazdej z czterech
badanych faz rozwojowych, od préob kontrolnych, odpowiednio: 22,35 (153,8% kontroli);
22,68 (153,4%); 24,76 (138,6%) oraz 25,58 umol-H20, g1-§.m.-min (142,2%).

Podobnie jak w 2016, w 2017 roku najwyzsza aktywnoscig peroksydaz
charakteryzowaly si¢ rosliny rosngce w glebie z 50 mM NaF, przy czym aktywnos¢ tego
enzymu w fazach: trzeciego liscia, krzewienia oraz kloszenia byla wyzsza niz

w 2016 roku. Aktywno$¢ tego enzymu ksztaltowata si¢ odpowiednio: 65,45 (450,4%
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kontroli); 64,87(438,9%); 72,32 (404,9%) oraz 75,98 umol-H-0, g*-§.m.-min™* (422,6%).
Po zastosowaniu kwasu L-askorbinowego zaobserwowano spadek aktywnosci
peroksydazy w ro$linach rosngcych w glebie z solg NaF. Przy czym przez w dwoch
pierwszych fazach rozwojowych istotny wptyw wykazata forma 0,5 mM Asc - moczenie
48,34 (332,7 % kontroli) oraz 44,58 (301,6%). W fazach strzelania w zdzblo oraz
kloszenie forma 0,5 mM Asc - podlewanie 46,79 (261,9%) oraz 59,31 (329,9%)

pmol-H202g-§.m.-mint,
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Tab. 33. Aktywnos¢ peroksydazy w liSciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej

Peroksydaza [pmol-H.O; g*+§.m.-min™]
(% kontroli)
N 2016 2017
Kombinacja
Faza Faza Faza Faza
. Faza . Faza - Faza . Faza
trzeciego - strzelaniaw . trzeciego - strzelania w .
o krzewienia I kloszenia - krzewienia g kloszenia
liscia zdzblo liscia zdzblo
Kontrola 15,83 £0,18" 15,19 £0,10¢ 16,23 +£ 0,019 19,48 £0,01¢ 14,53 £0,04° | 14,78 +£0,08" | 17,86 £0,06" | 17,98+0,11¢
(100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
0,5 mM Asc 23.41+0,11f 16,16 + 0,02¢ 12,55 +0,05" 16,30 £ 0,04¢ 12,67 £0,03F | 13,45+0,109 | 13,76 £ 0,019 15,43 £ 0,04
- moczenie (142,8) (106,4) (77,3) (83,7) (87,2) (91) (77) (85,8)
0,5 mM Asc 24,32 +0,09¢ | 25,59 +0,12P 35,94 +0,01¢ 16,50 + 0,108 22,35+0,139 | 22,68 +0,03¢ | 24,76 +0,07¢ | 25,58 + 0,044
- oprysk (153,6) (168,4) (221,4) (84,7) (153,8) (153,5) (138,6) (142,3)
0,5 mM Asc 19,92 + 0,039 19,77 + 0,04¢ 17,09 + 0,03f 15,33 +0,05f 12,67 £0,07F | 12,79 +0,10" | 12,68 +0,03" | 13,45+0,01
- podlewanie (125,8) (130,2) (105,3) (78,7) (87,2) (86,5) (71) (74,8)
50 mM NaF 60,83 + 0,092 55,84 + 0,042 67,46 + 0,082 60,95 £ 0,042 65,45+0,108 | 64,87 +£0,032 | 72,32 £0,06® | 75,98 £0,122
(384,3) (367,6) (415,7) (312,9) (450,5) (438,9) (404,9) (422,6)
?-Oorgl\r/rl]uagsc 52,04 +0,03°¢ 55,74 + 0,028 66,35+ 0,03° 58,67 =0,03° 4834 +£0,09¢ | 44,58 £0,059 | 56,87 £0,03¢ | 69,21 £0,15°
’ . (328,7) (366,9) (408,8) (301,2) (332,7) (301,6) (318,4) (384,9)
- moczenie
ioorgl\rme/laAFsc 58,42+0,11° | 5549£0,04* | 57,05+0,01° 59,23 +0,14? 53,46+0,12° | 54,87+0,10° | 66,89+0,04" | 68,63 +0,11°
) Or’)rysk (369) (365,3) (351,5) (304) (367,9) (371,2) (374,5) (381,7)
Eoorgl\rﬁl\N/lagsc 43,77+0,019 | 55,08 +0,022 55,69 + 0,06¢ 51,17 +0,02° 53,65+0,05° | 47,54 +0,04° | 46,79 +0,04% | 59,31 +0,10°
) p(’) lewanio (276,5) (362,6) (343,1) (262,7) (369,2) (321,7) (262) (329,8)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie réznig si¢ statystycznie przy p <0,05
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3.4.12. Synteza Srednich aktywnosci peroksydazy w lisciach pszenicy jarej odmiany
Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy

aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017
U kontroli stwierdzono aktywno$¢ peroksydazy na poziomie: 15,18; 14,98; 17,04

oraz 18,73 umol-H20, gt-$.m.-min™! (tab. 34). Zastosowanie 0,5 mM Asc w formie
oprysku wplyngto na wzrost aktywnosci tego enzymu w kazdej fazie rozwojowej
pszenicy w pordéwnaniu z kontrolg (23,33 153,17%; 24,13 161,1%; 30,35 178% oraz
21,04 pmol-H20; g'-§.m.-min? (112,3%). Pozostate formy aplikacji 0,5 mM Asc -
moczenie oraz 0,5 mM Asc-podlewanie charakteryzowaly si¢ aktywnoscig peroksydazy
na poziomie zblizonym do wartosci kontrolnych.

Najwyzszg aktywnoscig peroksydaz charakteryzowaty si¢ rosliny z kombinacji 50
mM NaF we wszystkich terminach pomiaru. Dodatek 0,5 mM Asc we wszystkich
formach wplynal na obnizenie aktywno$ci tego enzymu w roslinach rosngcych
z dodatkiem 50 mM NaF. Najwicksze obnizenie aktywnosci peroksydazy stwierdzono
w kombinacji 50 mM NaF + 0,5 mM Asc - podlewanie we wszystkich obserwowanych
fazach rozwojowych pszenicy: 48,71 (320,9%); 51,31 (342,4%) 51,24 (300,6%) oraz
55,24 pmol-H20; g1-§.m.-mint (294,9%).
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Tab. 34. Synteza srednich wynikow aktywnosci peroksydazy w liSciach pszenicy jarej
odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017

Peroksydaza [pmol-H20? -g'*-$.m.-min™]
(Yokontroli)
Kombinacja Faga Faza Faza Faza
trzeciego L . L1 .
liscia krzewienia strzelania w zdzblo kloszenia
15,18+ 0,11¢ 14,98 + 0,097 17,04 +0,03¢ 18,73 +£0,06°
Kontrola (100) (100) (100) (100)
0,5 mM Asc 18,04 + 0,07 14,80 + 0,06 13,15 +£0,06° 15,86 + 0,04
- moczenie (118,8) (98,8) (77,2) (84,7)
0,5 mM Asc 23,33+0,11¢ 24,13 +£0,07¢ 30,35 + 0,04¢ 21,04 +0,07¢
- oprysk (153,7) (161,2) (178) (112,3)
0,5 mM Asc 16,29+ 0,059 | 16,28 +0,07° 14,88 + 0,03 14,39 + 0,03¢
- podlewanie (107,3) (108,6) (87,3) (76,8)
63,14+ 0,102 60,30 + 0,032 69,89 + 0,072 68,46 + 0,082
50 mM NaF (415,9) (402,4) (410) (365,5)
?_Oongl\rfﬂ\’\/llagsc 50,19 + 0,06° 50,21 +0,03¢ 61,61+ 0,03° 63,94 + 0,09°
’ . (330,6) (335,1) (361,5) (341,3)
- moczenie
ioorgl\rﬂua,zsc 55,94 +0,12° | 55,18 +0,07° 61,97 £ 0,03° 63,93 +0,13°
' (368,5) (368,2) (363,6) (341,3)
- oprysk
ioon;'\rf]uagsc 487140030 | 51314003 |  5124+005 | 5524+ 0,06°
’ ) (320,9) (342,4) (300,6) (294,9)
- podlewanie

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05

3.4.13. Aktywnos$¢ katalazy w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej

w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji 0,5 mM

Asc oraz fazy rozwojowej

Woyniki dwuletnich analiz (2016 1 2017 rok) dotyczacych wplywu badanych
czynnikéw na aktywnos$¢ katalazy w liSciach pszenicy jarej w zaleznosci od fazy rozwoju
rosliny oraz formy aplikacji 0,5 mM Asc przedstawiono w tabeli 35.

W 2016 roku aktywnos$¢ katalazy w lisciach, we wszystkich obserwowanych
fazach rozwojowych, wynosita odpowiednio: 92,53; 78,27; 105,92 oraz 114,6 umol-H20-
gl§.m.min?.

Zastosowanie 0,5 mM Asc w kazdej z trzech form w fazach trzeciego liscia,

strzelania w ZdZblo oraz kloszenia wptyn¢lo stymulujaco na aktywnos$ci katalazy

w lisciach pszenicy. W fazie kloszenia dla kombinacji 0,5 mM Asc - moczenie oraz 0,5
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mM Asc - podlewanie zaobserwowano spadek aktywnosci katalazy kolejno
do 96,3 1 93,2% kontroli.

Najwyzsza aktywnoscig katalazy we wszystkich fazach rozwojowych
charakteryzowaty sie¢ rosliny rosngce w kombinacji 50 mM NaF. Wartosci te wyniosty
odpowiednio: 271,79; 228,42; 218,39 oraz 249,82 pmol-H,02 g!§.m.-min™,
Zastosowanie 0,5 mM Asc we wszystkich formach aplikacji wptyngto na obnizenie
aktywnosci katalazy w liSciach pszenicy.

W 2017 aktywnos¢ katalazy u kontroli byta najnizsza we wszystkich badanych
fazach rozwojowych pszenicy i wyniosta kolejno: 87,4; 86,89; 87,95 oraz
100,14 umol-H,0, gt-$.m.-min™ W 2017 roku wszystkie formy aplikacji 0,5 mM Asc
wptynely stymulujaco na aktywnos$¢ katalazy. Podobnie jak w 2016 roku najwyzsza
aktywno$cig tego enzymu charakteryzowaty sie rosliny rosnace w glebie z 50 mM NakF.
Przy czym aktywnos$¢ tego enzymu w 2017 we wszystkich terminiach pomiaru byta
nizsza niz w 2016 roku. Aktywno$¢ tego enzymu, w danym roku, ksztaltowata sig
odpowiednio na poziomie: 244,8; 202,6; 215,89 oraz 240,63 pumol. Po zastosowaniu
0,5mM Asc zaobserwowano spadek aktywnosci katalazy w roslinach rosngcych

w glebie z solg NaF.
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Tab. 35. Aktywnosc¢ katalazy w li§ciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji
0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej

Katalaza [pmol-H:O> -g*+§.m.-min™']
(% kontroli)
. 2016 2017
Kombinacja
Faza Faza Faza Faza
. Faza . Faza - Faza . Faza
trzeciego L strzelania . trzeciego L strzelania .
o krzewienia L, kloszenia S krzewienia gy kloszenia
liscia w zdzblo liscia w zdzblo
Kontrola 92,53 +0,03" 78,27 £0,09" | 105,92+0,11" | 114,60 + 0,09f 87,40 £ 0,099 86,89 £ 0,16 87,95+ 0,08" 100,14 £0,18"
(100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
0,5 mM As 157,42 +0,02¢ | 100,56 + 0,169 | 113,78 +0,01F | 110,39 +0,199 98,53 +0,18f 100,46 £0,11g | 117,390,107 | 139,92 +0,17¢
- moczenie (170) (128,5) (107,4) (96,3) (112,7) (115,6) (133,5) (139,7)
05mMAsc | 110,37+0,23" | 119,26+0,19¢ | 110,03+0,169 | 140,15+0,08° | 119,86+0,19¢ | 103,97 +0,11¢ | 119,28 £0,09¢ | 129,33 +0,19"
- oprysk (119,3) (152,4) (103,9) (122,3) (137,1) (119,6) (135,6) (129,1)
0,5 mM Asc 103,46 +0,139 | 106,13 +0,057 | 115,81 +0,11¢ | 106,85+0,20" | 104,68 +0,10° | 101,64 0,269 | 105,67 +0,239 | 102,78 +0,119
- podlewanie (111,8) (135,6) (109,4) (93,2) (119,8) (117) (120,1) (102,6)
50 mM NaF 271,79+£0,012 | 228,42+0,10* | 218,39 +0,07a | 249,82 +0,14% | 244,80+0,112 | 202,60+0,172 | 215,89 £0,09% | 240,63 £0,112
(293) (291,8) (206,2) (217,9) (280,1) (233,2) (245,5) (240,3)
ioon&;'\rﬂn\l\l/lagsc 249,99 +0,17° | 150,330,129 | 176,44 +0,12d | 194,34+0,17¢ | 189,44 +£0,20° | 174,400,119 | 186,50 +0,18¢ | 194,75 +0,21¢
; . (270) (192,1) (166,6) (169,6) (216,7) (200,7) (212,1) (194,5)
- moczenie
50 mM NaF b b b b
+05mM Asc 191,54 +£0,22° | 198,56 +£0,11 177,81 £0,12¢ | 199,82 +0,03 162,52 £0,07° | 198,14+ 0,21 199,18 £0,09° | 203,77 £0,06
) o;érysk (207) (253,7) (167,9) (174,4) (185,9) (228) (226,5) (203,5)
50 mM NaF d c b c b c b d
+05mM Asc 177,37 £ 0,08 193,37 £ 0,09 190,60 + 0,19 197,22 £ 0,10 189,50+ 0,12 193,71 £ 0,14 200,42 + 0,09 187,33+ 0,15
) p(')dlewanie (191,7) (247,1) (179,9) (172,1) (216,8) (223) (227,9) (187,1)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.14. Synteza Srednich aktywnosci katalazy w lisciach pszenicy jarej odmiany
bryza rosnacej rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od

formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-

2017

Rosliny kontrolne charakteryzowaty si¢ najnizsza Srednig aktywnoS$cig katalazy
sposroéd badanych kombinacji (tab. 36). Zastosowanie 0,5 mM Asc w kazdej z trzech
form aplikacji wptyneto na zwigkszenie aktywnos$ci tego enzymu w porownaniu
Z kontrola.

Wykazano rowniez, ze najwyzsza aktywnos$cig katalazy sposrod wszystkich
kombinacji charakteryzowaty si¢ rosliny rosngce w kombinacji 50 mM NaF.
Zastosowanie 0,5 mM Asc we wszystkich formach wptyngto na obnizenie aktywnosci
katalazy w ros$linach rosngcych w glebie z 50 mM NaF, przy czym forma aplikacji
0,5 mM Asc - moczenie znaczaco obnizyta aktywnos¢ tego enzymu w fazie krzewienia i
strzelania w zdzblo.

Tab. 36. Synteza $rednich wynikow aktywnosci katalazy w liSciach pszenicy jarej

odmiany Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zalezno$ci od formy
aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017

Katalaza [pmol-H;O; -g'-§.m.-min]
Kombinaci (% kontroli)
ombinacja Faza trzeciego Faza Faza Faza
liscia krzewienia strzelania w zdzblo kloszenia
Kontrola 89,96 + 0,06" 82,58 +0,13" 96,93+ 0,10 107,37 £ 0,149
(100) (100) (100) (100)
0,5 mM Asc 127,97 £ 0,10° | 100,51 £ 0,149 115,58 + 0,6° 125,15+ 0,18f
- moczenie (142,2) (121,7) (119,2) (116,6)
0,5 mM Asc 115,11 + 0,21f 111,61 +0,15° 114,65 + 0,13f 134,74 + 0,14¢
- oprysk (128) (135,1) (118,3) (125,5)
0,5 mM Asc 104,07 +0,12° | 103,88 + 0,16f 110,74 +0,17¢ 104,81 + 0,16h
- podlewanie (115,7) (125,8) (114,2) (97,6)
50 mM NaE 258,29+ 0,06* | 215,51 £ 0,142 217,14 + 0,082 245,22 + 0,132
(287,1) (261) (224) (228,4)
ioorgl\rﬁl\ljlagsc 219,71 + 0,19b 162,36 + 0,12d 181,47 + 0,15d 194,54 + 0,19°
9 MVI (244,2) (196,6) (187,2) (181,2)
- moczenie
Eoorg'\:“\'\'ﬂaAFSC 177,03+ 0,15 | 198,35+0,16° | 18849+0,11¢ | 201,79 = 0,05
” oprysk (196,8) (240,2) (194,5) (187,9)
Eoorg'\r’r'm'\'ﬂagsc 183,43+ 0,10° | 19354 +0,12¢|  19551+0,14° | 192,27 + 0,13¢
’ ) (203,9) (234,4) (201,7) (179)
- podlewanie

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie ro6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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3.4.15. Zawartos$¢ kwasu L-askorbinowego w lisciach pszenicy jarej odmiany Bryza
rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci od formy aplikacji

0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej

Wyniki dwuletnich analiz dotyczacych wplywu badanych czynnikow
na zawarto$¢ kwasu L-askorbinowego w lisciach pszenicy jarej w zaleznosci od fazy
rozwoju rosliny oraz formy aplikacji 0,5 mM Asc przedstawiono w tab. 37.

W 2016 roku zawartos¢ kwasu L-askorbinowego u kontroli wyniosta
odpowiednio: 89,23; 100,31; 150,15 oraz 170,53 pg-g! $.m.. Zawartosc kwasu
L-askorbinowego byla inna w zaleznosci od formy zastosowania Asc. Dla formy
moczenie nasion wyniosta odpowiednio: 88,71 (99,4%); 102,11 (101,8%); 153,11
(102%) oraz 175,16 pg. (102,7%). Dla formy oprysk: 90,18 (101,1%); 103,12 (102,8%);
149,12 (99,3%); 172,31 pg-g? §m. (101%). Dla wariantu podlewanie stwierdzono
zawartosci kwasu L-askorbinowego w kazdej badanej fazie rozwojowej w poréwnaniu
z kontrola odpowiednio: 91,24 (102,2%); 111,34 (111%); 158,89 (105,8%) oraz 179,29
pg-gl §m. (105,1%). Najwyzsza zawartoscig kwasu L-askorbinowego sposrod
wszystkich kombinacji w kazdym terminie pomiaru charakteryzowaly si¢ rosliny
z kombinacji 50 mM NaF (122,13 - 136,9%; 150,67 -150,2%); 179,23 - 119,4% oraz
200,11 pg-gt §.m. - 117,4%). Egzogenna aplikacja kwasu L- askorbinowego w kazde;
z form wptyneta na obnizenie zawarto$ci endogennej witaminy C w ro$linach rosnacych
w glebie z 50 mM NaF. Najbardziej efektywng forma aplikacji 0,5 mM Asc powodujaca
obnizenie ilosci kwasu L- askorbinowego w tkance ro$linnej okazat si¢ oprysk gdzie
stezenie wit C wyniosto odpowiednio: 107,11 (120,1% kontroli); 115,21 (114,8%);
165,31 (110,1%); 188,12 ug-g* $.m. (110,3%).

W 2017 roku podobnie jak w 2016 roku zawarto$¢ tej witaminy w lisciach
wzrastala w kazdej kolejnej fazie rozwojowej pszenicy. Dla kombinacji kontrolnej
zawarto$¢ AsC wyniosta odpowiednio: 87,23; 94,51; 163,45 oraz 175,67 pg-g’ $.m..
Rosliny rosnagce w kombinacjach tylko z 0,5 mM Asc w pierwszych dwoch fazach
rozwojowych charakteryzowaly si¢ wyzszg zawartoscig AsC w lisciach w poréwnaniu
z kontrolg. W kolejnych badanych fazach rozwojowych wartosci te byly nizsze
od kontroli, jedynie rosliny z kombinacji 0,5 mM Asc - oprysk w fazie strzelania w zdzbto
wykazaly wyzsze stezenie wit C od roslin w kontroli (164,64 pg gt §.m. - 100,7%).
Podobnie jak w 2016 roku rowniez w roku kolejnym najwyzsza zawartos¢ tej witaminy
wykazaty rosliny z kombinacji 50 mM NaF: 127,21 (145,8%); 145,23 (153,7%) oraz
181,34 (110,9%); 206,63 ug-g* §.m. (117,6%). W 2017 tak samo jak w 2016 roku,
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egzogenna aplikacja Asc, w kazdej z form, wptyneta na obnizenie zawartos$ci endogennej
witaminy C w roslinach rosngcych w glebie z 50 mM NaF. Najbardziej efektywnie,
na obnizenie przez pierwsze dwa terminy pomiaru, wptyneta forma aplikacji moczenie,

natomiast w fazie krzewienia oraz strzelania w zdzbto — oprysk (tab. 37).

3.4.16. Synteza Srednich zawartosci kwasu L-askorbinowego w liSciach pszenicy
jarej odmiany bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznoSci
od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan
2016-2017
Srednie zawartoéci kwasu L-askorbinowego wykazaly (tab. 38), ze dodatek

egzogennego Asc wplynat na wzrost ilosci tej substancji w kazdej kombinacji,

w porownaniu z kontrolg. Jedynie kombinacja 0,5 mM Asc-oprysk w fazie pomiaru

strzelanie w zdZbto oraz kloszenie charakteryzowala si¢ nizszym stezeniem kwasu

L-askorbinowego od kontroli: 98,7% (Ill termin) oraz 99,9% kontroli (IV termin).

Najwyzsze ilo$ci kwasu L-askorbinowego sposrdd tych kombinacji zawieraty ro$liny

z kombinacji 0,5 mM Asc-podlewanie przez wszystkie terminy pomiaru.

Najwyzsze ilosci tej substancji zawieraty rosliny rosngce w glebie z dodatkiem

50 mM NaF. Wykazano, ze zastosowanie egzogennego kwasu L-askorbinowego

zmniejszyto jego endogenng pule w roslinach rosngcych w kombinacjach z 50 mM NaF.

Zastosowanie 0,5 mM Asc - oprysk najefektywniej obnizylo zawarto$¢ kwasu

L-askorbinowego, co zaobserwowano w kazdej badanej fazie rozwojowejw lisciach

pszenicy.
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Tab. 37. Zawartos¢ kwasu L- askorbinowego w liSciach pszenicy jarej odmiany Bryza rosngcej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznoSci
od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej

Kwas L - askorbinowy [pg -g* $.m. |
(% kontroli)
Kombinacja 2016 2017
. Faza Faza Faza
Faza trzeciego Faza : Faza : Faza : Faza
liscia krzewienia strz,elranla w Kloszenia trzeclego krzewienia strz,elranla w kloszenia
zdzblo liscia zdzblo
Kontrol 89.23+3.019 | 10031+ 1,117 | 150,15 +1,15% | 170,53 +3,09" | 87.23+4.00° | 9451 = 111" | 163.45=1.88" | 175,67 + 1.87°
ontrola (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100)
0.5 MM Asc 88.71+2.949 | 102,11+2.98% | 15311+233 | 17516+2.13' | 89.21=2.13° | 9629 <1279 | 164.64+2,01° | 173,65+2319
- moczenie (99,4) (101,8) (101,9) (102,7) (102,3) (101,9) (100,7) (98,9)
0.5 MM Asc 90,18 £ 2,016 | 103,12+3,149 | 149,122,129 | 172,311,450 | 87252317 | 10123+ 1,237 160,29 +2.46" | 173,46 +4.019
- oprysk (101,1) (102,8) (99,31) (101) (100,1) (107,1) (98) (98,7)
0,5 MM Asc 91,24+1,24¢ 11134£2,03¢ | 158,89 +4,03¢ | 179.29+2,03¢ | 9432+125¢ | 10836+ 1.26¢| 1612142379 | 17524 + 1,87
- podlewanie (102,3) (111) (105,8) (105,1) (108,1) (114,6) (98,6) (99,8)

S0 M NaF 122,13 +4,00° | 150,67+3,058 | 179,23 +£2.89% | 20011 +2,14% | 12721 £2.54% | 14523 2,138 18134 =2.11° | 206,63 = 1,22°
mivi-Na (136,9) (150,2) (119,4) (117,3) (145,8) (153,7) (110,9) (117,6)
foor?,maisc 112,32 £2,11° | 120,98+236° | 170114225 | 190,12 +2.16° | 109,67+ 1,77 | 123,45 +2,03¢ | 175,67 1,450 | 197,89 =1,11°

it (125,8) (120,6) (113,3) (111,5) (125,7) (130,6) (107,5) (112,6)

+
ioorgl\r/rlll\l\/lla;sc 107,11 43,459 | 11521+ 1,789 | 1653141229 | 188,1242,00° | 110,47+2,03" 1226’879% 170,81 £1,870 | 190,87+ 2,33¢
. oprysk (120) (114.8) (110,1) (110,3) (126,6) 150) (104,5) (108,7)
EOO’E%\NA""ESC 118,71 4233° | 139.65+1,74> | 16721 +127° | 192.34+3.16° | 1112342380 | 14031 42,11° | 17234 +231° | 195,67 + 137
 podlewanis (133) (139,2) (111,4) (112,8) (127,5) (148,5) (105,4) (111,4)

Warto$ci oznaczone tymi samymi literami nie ro6znig si¢ statystycznie przy p<0,05
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Tab. 38. Synteza srednich wynikoéw zawartosci kwasu L-askorbinowego w liSciach
pszenicy jarej odmiany Bryza rosnacej w glebie z dodatkiem 50 mM NaF w zaleznosci
od formy aplikacji 0,5 mM Asc oraz fazy rozwojowej z dwoch lat badan 2016-2017

Kwas L-askorbinowy [pg-g* $.m.]

(% kontroli)

Kombinacja Faza Faza
; Faza . Faza
trzeciego K . strzelania w .
ey rzewienia ‘3 kloszenia
liscia zdzblo
Kontrol 88,23 + 3,05 97,41+ 1,11" | 156,81+ 1,519 | 173,10 + 2,48
ontrofa (100) (100) (100) (100)
05 mM Asc| 88,96 =250 99,2 + 2,139 158,87 +2,17" | 174,40 +2,22¢
- moczenie (100,8) (101,8) (101,3) (100,8)
05 mM Asc| 8871+2,16" | 102,175+2,19" | 154,70 +2,29" | 172,88 + 2,739
- oprysk (100,5) (104,9) (98,7) (99,9)
0.5 MM Asc 92,78 £ 1,25 | 109,85 + 1,65¢ | 160,05+ 3,20% | 177,26 + 1,95°
- podlewanie (105,1) (112,7) (102,1) (102,4)

50 MM NaF 124,67 3,272 | 147,95 +2,59% | 180,28 +2,59% | 203,37 +2,50?
miviiNa (141,3) (151,9) (115) (117,5)
EOO 5mm'\:/| A'\'SaCF 110,99 + 1,94° | 122,215+2,19° | 172,89 +1,85° | 194,00 1,63

Moczenie (125,8) (125,5) (110,3) (112,1)
EOO 5mmMM A\';F 108,79 +2.749 | 12099+ 2,349 | 161,56+ 1,55 | 18949 + 2,17°
- oprysk (123,3) (124,2) (107,2) (109,5)
EOO 5mmMM L\'SaCF 114,97 +2,36° | 139,98+ 1,93 | 169,77 +1,79° | 194,00 + 2,27
~ podlewanie (130,3) (143,7) (108,3) (112,1)

Wartosci oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ Statystycznie przy p<0,05

3.4.17. Podsumowanie wynikow IV etapu badan

Zastosowane formy 0,5 mM kwasu L-askorbinowego w formie podlewania

najskuteczniej ztagodzilo stres wywotany 50 mM NaF w kazdej badanej fazie

rozwojowej pszenicy jarej odmiany Bryza.
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4. Dyskusja

Znaczenie kietkowania nasion w rozwoju roslin jest powszechnie znane, a jego
badanie zostalo wykorzystane jako model do oceny toksyczno$ci zwigzkéw fluoru przez
wielu autoréw (Wang in. 1991; Wilde i Yu 1998; Gulzar i Khan 2001; Rubio-Casal i in.
2003; Elloumi i in. 2005; Gupta i in. 2009). Z fizjologicznego punktu widzenia
kietkowanie nast¢puje w momencie przywrocenia aktywno$ci metabolicznych nasienia,
prowadzacych do rozpoczecia wzrostu i rozwoju siewki, pod warunkiem optymalnych
warunkow wewnetrznych i srodowiskowych dla rozwoju tkanek. Zmiany tych warunkow
spowodowane réznymi substancjami toksycznymi wptywaja na dalszy rozwdj tkanki
ro$linnej (Nassif i Perez 1997).

W przeprowadzonych do$wiadczeniach in vitro wykazano toksyczny wplyw
uzytych roztworéw 10 i 20 mM NaF na proces kietkowania nasion wybranych gatunkéw
roslin. Kietkowane na szalkach nasiona z dodatkiem NaF charakteryzowaty sig
obnizonym indeksem kietkowania w poréwnaniu z ro§linami kontrolnymi. Najwickszym
obnizeniem indeksu kietkowania przy stezeniu 10 mM NaF charakteryzowaly si¢
nasiona: ogorka (Cucumis sativus L.) (13%), stonecznika (Helianthus annuus L.)
(21,8%), rzodkiewki (Raphanus sativus L.) (34%) lucerny (Medicago sativa L.) (34,8%).
Nasiona pszenicy (Triticum aestivum L.) wykazaly natomiast warto$§¢ indeksu
kietkowania na poziomie od 50 (10 mM NaF) do 29,8 % (20 mM NaF).

Obnizenie indeksu kietkowania nasion zalezy nie tylko od stezenia fluorkoéw
W podtozu ale rowniez od gatunku roslin, co mozna bylo zaobserwowa¢ w niniejszej
pracy. Podobne obserwacje juz wczesniej przedstawili Fin i in. (2016). Odpowiedz trzech
gatunkéw wybranych do doswiadczenia ro$lin réznita si¢ wrazliwoscig na stres
wywotany NaF w zakresie stezen od 4 do 8 mg-dm™>. W badaniu tym najbardziej
wrazliwg ro$ling na NaF byta kukurydza (Zea mays). W jej przypadku zdolnosé¢
kietkowania nasion obnizyta si¢ juz przy stezeniu 4 mg-dm. Natomiast dla soi (Glycine
Willd) toksyczny wptyw tego pierwiastka odnotowano dopiero przy stezeniu 8 mg-dm.
W przypadku sorgo (Sorghum bicolor L.), nie wykazano istotnej odpowiedzi
na powyzsze stezenia fluoru. Autorzy stwierdzili zatem, ze sorgo jest ro$ling
charakteryzujaca si¢ stosunkowo wysoka odpornoscig na stres wywolany zwigzkami
fluoru i zalecili wysiew tej rosliny w glebach z wysoka zawartoscia fluoru.

Prébe wytlumaczenia przyczyny obnizenia indeksu kietkowania roslin poddanych
dziataniu NaF podjeto juz w latach 60-tych XX wieku. Alim i in. (2017) zasugerowali,

ze podczas procesu kietkowania zb6oz fluor hamuje enzym fitaze, ktora defosforyluje
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fityne bedaca glownym rezerwuarem fosforu w bielmie nasion, op6znia przez to proces
wzrostu korzeni i siewki.

Obok indeksu kietkowania nasion za szybka metoda oceny fitotoksycznosci
substancji chemicznych, takich jak np. fluor uwaza si¢ pomiar dtugosci korzeni (Zhao
I in. 2003). Badanie tego wskaznika stuzy rowniez do identyfikacji ro$lin tolerujacych
roézne stresy abiotyczne (Rout i in.1997; Kim i in. 2020; Lethin 2020). Poréwnujac
dtugos¢ korzeni roslin rosngcych w podtozu z dodatkiem 10 mM NaF stwierdzono istotng
redukcj¢ ich dlugosci u nastepujgcych gatunkow: rzodkiewki (Raphanus sativius L.)
65,9%, stonecznika (Helianthus annus L.) 78,2%, ogorka (Cucumis sativius L.) (87,1%),
lucerny (Medicago sativa L.) (65,2%) oraz pomidora (Solanum lycopersicum L.) 47,6%.
Rowniez pszenica (Tricitum aestivum L.) charakteryzowata si¢ znaczagcym obnizeniem
dhugosci korzeni od 62,8% (10 mM NaF) do 85,36% (20 mM NaF).

Toksyczny wptyw fluoru na procesy rozwojowe ro$lin takich jak pszenica
(Tricitum aestivum L.), ryz (Oryza sativia L.), jeczmien (Hordeum vulgare L.), zyto
(Secale cerelale L.), groch (Pisum sativium L.), ogérek (Cucumis sativius L.), rzodkiewka
(Raphanus sativius L.), pomidor (Solanum lycopersicum L.) i stonecznik (Helianthus
annus L.) zostat opisany wczesniej przez wielu badaczy (Pant i in. 2008; Gupta i in. 2009;
Bhargava i Bhardawaj 2010; Gautam i Bhardwaj 2010; Datta i in. 2012; Pelc i in. 2017,
Mondal 2017; Tak i Asthir 2017; Smolik i Pelc 2017; Alim i in. 2017; Snioszek i in.
2019). Negatywny wplyw fluoru na rozwoj korzeni roslin odnotowuj¢ si¢ rowniez przy
niskich stezeniach tego zwigzku w podtozu, w badaniu przeprowadzonym przez Sachana
I Lal (2018) wykazano hamujacy wplyw juz 1 mM NaF na na wzrost ciecierzycy (Cicer
arietinum L.)

Pierwiastek ten cechuje si¢ wysoka fitotoksycznoscia 1 najczeSciej prowadzi
do skrocenia dhugosci korzeni u roslin nawet o 70% jezeli porownamy je do roslin
kontrolnych (Tak i Asthir 2017). Tak duza redukcja dtugos$ci korzeni moze mie¢ zwigzek
ze spadkiem turgoru w komorkach, co skutkuje zahamowaniem wzrostu korzeni w
poczatkowych fazach kietkowania nasion. Niektorzy autorzy zwracaja uwage, ze fluor
indukuje zmiany w metabolizmie nasion juz po procesie imbibicji, co przektada si¢ na
zahamowanie wzrostu korzeni, niekorzystne zmiany cech morfologicznych
i fizjologicznych a w efekcie pdzniejszy wzrost roslin (Neri i in. 1997; Ghosh i Xu 2014).

Zrealizowane w niniejszej pracy doswiadczenia (I 1 I etap badan) wykazaty,
ze obecnos¢ fluorku sodu (10 1 20 mM) skutkowata zmniejszeniem dtugos$ci siewki oraz

w wigkszosci redukcja §wiezej masy badanych gatunkow roslin. Najwicksza redukcje
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dhugosci siewki zaobserwowano u pszenicy (Tricitum aestivium L.) w poréwnaniu
do kontroli, przy stezeniu 10 mM NaF obnizenie to wyniosto 41,78% natomiast dla
stezenia 20 mM 5%. Stopien redukcji §wiezej masy zalezny byl od gatunku roslin oraz
stezenia soli NaF. Najwickszym obnizeniem wartosci tego parametru wynoszgcym
57,1% charakteryzowala si¢ lucerna siewna (Medicago sativa L.) rosngca z dodatkiem
10 mM NaF. Natomiast u pszenicy w badanych doswiadczeniach (I i II etap) spadek
$wiezej masy wyniost 54% (10 mM NaF) oraz 21% kontroli (20 mM). Yu (1996) podaje,
ze fluor poprzez tworzenie kompleksu z jonami wapnia (CaF2) i cynku (ZnF2) w miejscu
aktywnym amylazy oraz innych enzymow, w tym lipaz dezaktywuje lub hamuje dziatanie
tych enzymoéw. Skutkuje to uposledzeniem rozktadu materiatéw rezerwowych, w tym
thuszczow, bialek 1 w duzej mierze weglowodandow w tkance roslinnej. Prowadzi to do
zahamowania wzrostu 1 spadku $wiezej masy roslin. Weinstein (1977), Bhargava
I Bhardwaj (2010) réwniez potwierdzili, ze rosngce stezenie NaF w pozywce wykazalo
fitotoksyczne dziatanie na parametry fizjologiczne i biochemiczne wzrostu roslin poprzez
hamujacy wplyw na metabolizm weglowodandéw podczas procesu kietkowania. Jednakze
Yu (1996) w doswiadczeniu z fasola mung (Vigna radiata L.) zaobserwowal, ze nie
wszystkie rosliny rosngce z dodatkiem NaF w pozywce charakteryzowaty si¢ redukcja
swiezej masy. W badaniach wlasnych jeczmien (Hordeum vulgare L.) rosngcy
z dodatkiem NaF charakteryzowal si¢ wyzsza warto$cia $wiezej masy od roslin
z kontroli.

Biochemicznym parametrem, ktory wyraznie wskazywal na wudziat F
W powstawaniu stresu oksydacyjnego w komorce, byta zawartos¢ wolnej proliny.
Aminokwas ten odgrywa wazng rol¢ w ochronie komoérek przed uszkodzeniem
spowodowanym réznymi substancjami toksycznymi takimi jak np., zwigzki fluoru (Kaur
i Asthir 2015, Dulska i in. 2019). Badajac wptyw NaF w stezeniach 10 mM w lisciach
réznych gatunkow roslin oraz 10, 20, 25 1 50 mM w lisciach pszenicy zaobserwowano
wzrost zawarto$ci tego aminokwasu. U pszenicy (Tricitum aestivum L.) rosngcej in vitro
przy stezeniu 20 mM NaF odnotowano wzrost zawartos$ci tego aminokwasu do poziomu
1694% kontroli. Wedtug wielu autorow (Elloumi i in. 2005; Bhargava i Bhardwaj 2011;
Gadi iin. 2012; Datta 1 in. 2012), dodatek nawet matych stezen NaF w przedziale juz od
0,01 mM do 8,0 mM wptywa na zwigkszenie zawarto$ci tego zwigzku w liSciach.
Zwigkszona akumulacja proliny w odpowiedzi na stres NaF zostala opisana w dwoch

gatunkach paproci wodnej (Azolla microphylla i Azolla filiculoides) jak rowniez
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u ciecierzycy pospolitej (Cicer arietinum L.) oraz u roélin z gatunkéw kolobantow
(Colobanthus apetalus i Colobanthus quitensis) (Eyini i in. 1999; Datta i in. 2012).

Pomiar peroksydacji lipidow a doktadnie zawarto$¢ dialdehydu malonowego
(MDA) bywa cz¢sto wykorzystywana do oceny wplywu czynnikow stresowych
na zmiany oksydacyjne w komorkach roslinnych. MDA powstaje w wyniku utleniania
bton biologicznych i moze postuzy¢ jako wskaznik stresu wywotanego zwigzkami fluoru
w komorkach roslinnych (Morell i in. 1997). Wyniki wszystkich do§wiadczen wskazuja,
ze zawarto$¢ MDA w siewkach pszenicy wzrosta wraz ze wzrostem stezenia fluorku sodu
oraz fazg rozwojowa rosliny (etap Ill, IV). Jednym z najczeSciej badanych gatunkow
ro$lin, w ktorych badano wplyw fluoru na zawartos¢ MDA jest herbata (Camelia sinensis
L.). W badaniach Li i in. (2011) oraz Niu i in. (2020), zanotowano istotne podwyzszenie
zawartosci MDA w liSciach herbaty poddanej stresowi fluorkowemu w stgzeniach
0d 0,11 do 5 mM, w uprawie hydroponicznej. Yadu i in. (2016) stwierdzili,
ze peroksydacja lipidow w tkankach roslinnych poddanych stresowi fluorkowemu
spowodowana jest gtownie zwickszong produkcja RFT. Zawartos¢ MDA w tkankach
ros$lin wzrasta wprost proporcjonalnie do ilosci RFT w komorkach co prowadzi réwniez
do destabilizacji btony komorkowej (Li i in. 2011).

Jednym z wczesnych objawow uszkodzenia ro§lin przez fluor jest obnizenie
zawartoS$ci chlorofilu a, b oraz karotenoidow. Co wydaje si¢ by¢ zwigzana z niszczeniem
chloroplastow (Saini i1 in. 2013). W niniejszej pracy zawarto$¢ chlorofilu a 1 b oraz
karotenoidow we wszystkich etapach badan, w ktérych zastosowano sole NaF
w roslinach, zmniejszyla si¢ o okoto 50%. Spadek ten moze by¢ spowodowany
rozktadem chlorofilu a i b podczas stresu lub z powodu zahamowania biosyntezy tych
zwigzkow. Podobne wyniki uzyskano u rosliny z gatunku Cyamopsis (Cyamopsis
tetragonoloba L.) RGC-197 (Sabal i in. 2006), w liciach drzewa migdatowego
(Amygdalis communis L.) (Elloumi i in. 2005) i u pszenicy (Triticum aestivum L.) Raj.
4083 (Bhargava i Bhardwaj 2010). W badaniach Sharmy i Kaura (2018) nad rzgsa wodna
(Spirodela polyrhiza) odnotowano spadek zawartosci chlorofilu a i b wynoszacy nawet
do 90% przy stezeniach od 5-50 mg-dm™ NaF. Spadek zawartosci tych barwnikow
autorzy tlumaczyli zmniejszeniem aktywnos$ci reduktazy protochlorofilowej. Wedlug
Elloumi 1 in. (2005) redukcja catkowitej zawarto$ci chlorofilu moze by¢ spowodowana
tworzeniem kompleksow fluoru z jonami magnezu (MgF2) stanowigcymi wazny
komponent chlorofilu. W wyniku tego dalsza synteza chlorofilu a i b oraz innych

barwnikow, w tym karotenoidéw, nie jest mozliwa (Gadi 1 in. 2012; Pal 1 in. 2012).
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Chloroplasty sag réwniez gtownym miejscem akumulacji fluoru. Wysokie stezenie tego
pierwiastka zmniejsza dostepnoéé jonéw Fe?* niezbednych do syntezy chlorofilu oraz
prowadzi do zwigkszenia aktywnos$ci enzymoéw degradujacych chlorofil, takich jak
chlorofilaza (Elloumi i in. 2005; Ramiin. 2012). Guptaiin. (2009) podaja, ze zawartos¢
barwnikow w lisciach pod wpltywem fluoru moze obnizy¢ si¢ nawet o 80%.

Waznym enzymem, z punktu widzenia odpornos$ci roslin na stres oksydacyjny,
jest katalaza. W niniejszej pracy aktywno$¢ CAT wzrastata wraz ze wzrostem stezenia
NaF, a najwyzsza aktywnos¢ tego enzymu charakteryzowaly si¢ rosliny rosngce w glebie
750 mM. Podobne zmiany aktywnosci katalazy odnotowali Snioszek i in. (2019)
w lisciach odmiany pszenicy ozimej Skagen. Po doglebowym zastosowaniu NaF i KF,
aktywnos$¢ CAT wzrosta wraz ze wzrostem stezenia fluoru w glebie. Wzrost aktywnoSci
tego enzymu pod wplywem NaF zaobserwowali réwniez Skupien-Wysocka
I Cholewinski (1998) w siewkach grochu (Pisum sativum L.) oraz Telesinski i in. (2009)
u fasoli (Phaseolus vulgaris L.). U pszenicy (Triticum aestivum L.) pod wplywem stresu
wywotanego fluorem obserwuje si¢ zarowno wzrost, jak 1 spadek aktywno$ci CAT.
Odmienne wyniki od przedstawionych w niniejszej pracy uzyskali Kumar i in. (2009).
Autorzy ci, badali toksyczno$é trzech dawek NaF (100, 200 i 300 mg-dm™) u morwy
biatej. Zaobserwowali spadek aktywnos$ci CAT wraz ze wzrostem stezeniem fluorku
sodu. Inng przyczyna obnizenia aktywno$ci CAT w stresie wywotanym zwigzkami fluoru
jest wigzanie si¢ anionu fluorkowego z katalazg (wigzaniem wodorowym) przez co
zblokowane jest zelazo, ktore w normalnych warunkach umozliwia temu reagowanie
z nadtlenkiem wodoru (Neri i in. 1997).

Aby prawidlowo oceni¢ wptywu stresow srodowiskowych na rosling, czgsto wraz
z aktywnoscig katalazy, bada si¢ aktywno$¢ peroksydazy. Peroksydaza, podobnie jak
CAT jest enzymem hemowym i reaguje z H202, przy czym w badaniach wptywu F na
rosliny czesciej obserwuje si¢ wzrost aktywnosci POX niz CAT.

W niniejszej pracy aktywnosc peroksydazy lisciach pszenicy wzrastata wraz ze
wzrostem stezenia NaF — podobnie jak w przypadku katalazy. Stymulujacy wptyw F~ na
aktywnos¢ POX wykazano w wielu badaniach, w ktorych aktywnos¢ enzymu. Wzrastata
wprosproporcjonalnie do zawartosci F w podtozu (Machoy 1 in. 1994; Telesinski 1 in.
2009; Li i in. 2011). Aktywnos¢ tego enzymu badano nie tylko w li$ciach ale rowniez
w roznych cze$ciach pszenicy (Triticum aestivum L.) m.in. w zarodkach oraz
w korzeniach. We wspomnianym wyzej materiale roslinnym aktywnos¢ POX

charakteryzowala si¢ wzrostem aktywnos$ci wraz ze zwigkszajagcym si¢ stezeniem NaF
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W pozywce, przy czym aktywnos$¢ ta roznita si¢ migdzy odmianami (Pelc i in. 2020).
W badaniu Tak i Asthir (2017) wigksza aktywno$cig tego enzymu charakteryzowaty si¢
odmiany pszenicy tolerujacej stres wywolany F. Wzrost aktywno$ci peroksydazy
umorwy biatej (Morus alba L.), zaobserwowali Kumar i in. (2009). Wzrost byt
wprostproporcjonalny do dawki F~ (100 mg-dm™=, 200 mg-dm=i 300 mg-dm). Autorzy
powyzszego badania stwierdzili, ze stres oksydacyjny w tkankach roslinnych to wynik
udziatu F~ w powstawaniu reaktywnych form tlenu (stad wzrost aktywnosci peroksydaz).
Z kolei w ro$linie z gatunku solirdd (Salicornia brachiata ) rosnacej w kulturach
hydroponicznych, aktywno$¢ POX w poréwnaniu z kontrolag malala wraz ze wzrostem
stezenia NaF (50, 100 i 150 mM). Obserwacje te, autorzy pracy tlumaczyli
prawdopodobnym zahamowaniem aktywnosci tego enzymu przez F~ (Streb i Feierabend
1996; Reddy i Kaur 2008).

Kwas L-askorbinowy stosuje si¢ najczesciej w celu ztagodzenia streséw suszy
i zasolenia (Khan i Ashraf 2008; Dolatabadian i Jouneghani 2009). Wigkszo$¢ danych
literaturowych poswigeca uwage na stosowaniu Asc w uprawach hydroponicznych.
W badaniach wilasnych zastosowanie kwasu L-askorbinowego 0,5; 1; 2 mM in vitro
wplyneto na obnizenie toksycznosci wywolanej dodaniem10 i 20 mM fluorku sodu.
Wyniki badan zgodne sa z wynikami innych autoréw (Khan i Ashraf 2008; Dolatabadian
i Jouneghani 2009), ktorzy zaobserwowali podobna zaleznos¢. W badaniach Shalata
i Neumann (2001) zastosowanie 0,5 mM Asc wptyne¢to na zwigkszenie liczby siewek
pomidora rosngcych w warunkach stresu wywotanego dodatkiem 300 mM NaCl. Wyniki
badan wlasnych rowniez wykazaly korzystny wplyw kwasu L-askorbinowego
na zwickszenie warto$¢ indeksu kietkowania w pszenicy (Triticum aestivum L.) in vitro.
Wedtug Saeidi-Sar i in. (2013) oraz Bybordi (2012) stymulujacy wptyw Asc na wzrost
roslin wynika z faktu, ze kwas L-askorbinowy bierze udziat w regulacji wydtuzania
korzeni, wakuolizacji 1 ekspansji komorek.

Habib i in. (2008) stwierdzili, ze egzogenny dodatek kwasu L-askorbinowego
wplywa réwniez znaczaco na popraw¢ parametrow fizjologicznych i biochemicznych
pszenicy poddanej stresowi solnemu. Badania wlasne potwierdzily, ze kwas
L-askorbinowy moze obniza¢ zawarto§¢ wolnej proliny oraz MDA w lisciach roslin
rosngcych z dodatkiem NaF, zarowno w do§wiadczeniu in vitro jak i w do§wiadczeniach
wazonowych oraz w Hali Wegetacyjnej. Podobne wyniki badan zaobserwowano dla
siewek pomidora (Solanum lycopersicum L.) rosnacych w warunkach stresu wywotanego

obecnoscig otowiu, w ktorych dodatek 1 mM Asc zmniejszyt zawartos¢ proliny o 19%
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(Krupa-Malkiewicz i in. 2018). Inni autorzy (Amin i in. 2009; Terzi i in. 2015) przy
stresie suszy odnotowywali zaréwno spadek zawarto$ci wolnej proliny w roslinach
poddanych stresowi jak 1 wzrost zawartosci tego zwigzku w roslinach rosngcych tylko
z dodatkiem kwasu L-askorbinowego. Wyniki wielu do$wiadczen wskazuja na
zwigkszenie obrony antyoksydacyjnej roslin po dodaniu kwasu L-askorbinowego
(Citterio i in. 1994; Cabo i in.1996).

Egzogenne stosowanie kwasu L-askorbinowego wspomaga wytworzenie
barwnikoéw asymilacyjnych, a tym samym fagodzi negatywne skutki stresu suszy (Malik
I Ashraf 2012). Substancja ta aktywnie usuwa z komorek reaktywne formy tlenu,
hamujac tym samym degradacj¢ chlorofilu wynikajaca z dziatania czynnikow
stresowych (Ashraf 2009).

Saeidi-Sar i in. (2013) zaobserwowali, ze fasola (Phaseolus vulgaris L.),
traktowana Asc i GAs zawierala wigksze ilos¢i chl a, chl b i karotenoidow.
W doswiadczeniu Khan i in. (2011) zauwazono, ze moczenie nasion pszenicy i ryzu
w 100 mg-dm™ kwasie L-askorbinowym wptyneto na zwigkszenie zawartosci chlorofilu
a i b oraz na popraw¢ wzrostu roslin. Natomiast Latif i in. (2016) badajac stres wodny
w doswiadczeniu z kalafiorem (Brassica oleracea var. botrytis L.) nie stwierdzili zmian
w zawarto$ci chlorofilu a i b po zastosowaniu 75 mg-dm™ i 150 mg-dm™ Asc w formie
moczenia nasion. Badania Malika i Ashrafa (2012) wykazato, ze egzogenne stosowanie
kwasu L-askorbinowego doglebowo (podlewanie roslin) wspomaga wytworzenie
barwnikow asymilacyjnych, a tym samym tagodzi negatywne skutki stresu suszy. Wyniki
badan wilasnych rowniez wykazaly wzrost zawarto$ci barwnikow asymilacyjnych
u pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) w kombinacjach zawierajacych tylko kwas
L-askorbinowy oraz w kombinacjach zawierajacych fluor i kwas L-askorbinowy
W poréwnaniu z roslinami z kontroli.

W niniejszej pracy wszystkie trzy formy aplikacji kwasu L-askorbinowego
obnizyly toksyczno$¢ wywotang zwigzkami fluoru u pszenicy. Farooq i in. (2012)
po 10 godzinnym moczeniu nasion pszenicy w 0,2 mM Asc, wysianej nast¢pnie
w warunkach stresu suszy, odnotowali obnizenie zawarto$ci MDA, natomiast zawarto$¢
wolnej proliny w badanej tkance roslinnej wzrosta. Wzrost stezenia proliny
spowodowany byta tym, ze aminokwas ten jest skutecznym osmoprotektantem i dziata
ochronne w warunkach niedoboru wody. W badaniach wtasnych wykazano, ze zawarto$§¢
wolnej proliny oraz MDA w ro$linach moczonych w kwasie L-askorbinowym byla nizsza

niz u ro$lin rosngcych w glebie z fluorem. Podobnie oprysk pszenicy oraz podlewanie
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0,5mM Asc wplynat na obnizenie iloSci MDA oraz proliny. Taka samg zalezno$¢
wykazali Zhang i in. (2019) w kukurydzy rosnacej w glebie zanieczyszczonej kadmem.
W doswiadczeniu tym zawarto§¢ MDA 1 proliny obnizyta si¢ wraz ze wzrostem stezenia
kwasu L-askorbinowego, w dawkach od 0,1 do 0,5 mM.

Dodatek kwasu L-askorbinowego (bedacego gléwnym przeciwutleniaczem
w roslinach) moze wplywa¢ na zmiany aktywno$ci pozostatych przeciwutleniaczy
(Dolatabadian i in. 2010; Agami 2014; Krupa-Matkiewicz i in. 2015). W badaniach
Aliego i in. (2018) zastosowanie 0,5 mM kwasu L -askorbinowego przed wysiewem
wplyneto na obnizenie aktywnosci katalazy oraz peroksydazy w fasoli mung (Vigna
radiata) rosnacej w warunkach stresu suszy. Dolistne stosowanie kwasu
L- askorbinowego wedlug Amin i in. (2009) jest bardziej efektywne od stosowania
dolistnego kwasu salicylowego. W badaniach Hafez i Gharib (2016) oprysk pszenicy 200
mg-dm™ kwasem L-askorbinowym skutecznie obnizyt stres wywotany susza.

W niniejszej pracy aktywnos$¢ zarowno katalazy jak i peroksydazy w roslinach
rosngcych w glebie z NaF zostata obnizona po zastosowaniu kwasu L- askorbinowego
w kazdej formie aplikacji oraz we wszystkich fazach rozwojowych pszenicy.
W badaniach Khan i in. (2006) oprysk pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.)
kwasem L- askorbinowym nie wptynat na aktywnos¢ POX i CAT w stresie solnym.
Natomiast w badaniach Ahmad i in. (2014) dodatek Asc wptynat na wzrost aktywnos$ci
katalazy i peroksydazy u kukurydzy (Zea mays) poddanej stresowi cieplnemu. Rowniez
badania Bybordiego (2012) na bawetnie (Gossypium hirsutum) wykazaty, ze podlewanie
30 mM Asc obniza toksycznos$é stresu solnego. Natomiast dodatek 50 i 150 mg-dm™
kwasu L-askorbinowego u pszenicy (Triticum aestivum L.) rosngcej w stresie solnym
w warunkach hydroponicznych wptynagt na zmniejszenie aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych (katalazy i peroksydazy) (Rehman i in. 2008).

Wyniki badan wilasnych wykazaty wzrost zawartosci kwasu L-askorbinowego
w liSciach pszenicy rosngcej w glebie z dodatkiem NaF. Inni badacze, Bhargava
i Bhardwaj (2010) stwierdzili poczatkowo spadek, a nastepnie wzrost zawartosci kwasu
askorbinowego w siewkach pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.). Byt on wprost
proporcjonalny do zawarto$ci fluorkow w podtozu. Podobne wyniki badan uzyskali
Gupta i in. (2009), badajac zawarto$¢ askorbinianu w lisciach ryzu (Oryza sativa L.).
W niniejszej pracy egzogenne zastosowanie tej witaminy, niezaleznie od formy
(doglebowo — etap 11l oraz moczenie nasion, podlewanie, oprysk — etap IV), wptyneto

na obnizenie zawartosci kwasu-L askorbinowego w lisciach roslin z kombinacji z NaF.
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Natomiast w kombinacjach zawierajacych tylko kwas L-askorbinowy, wszystkie trzy
formy aplikacji (moczenie, oprysk i podlewanie), wptynely na zwigkszenie zawartosci tej
witaminy w pszenicy. W badaniach przeprowadzonych przez Zabalza i in. (2008)
zaobserwowano, ze na wzrost zawartosci Asc w liSciach roslin bardziej efektywnie moze
wplynaé egzogenne zastosowanie prekursora kwasu L-askorbinowego — L-1,4
galokatonolaktonu - niz bezposrednia aplikacja kwasu L-askorbinowego.

Rosliny poprzez system korzeniowy pobierajg z gleby niezbedne do ich rozwoju
specyficzne substancje chemiczne, dlatego tez nieczwykle waznym jest badanie
wspotzalezno$ci roslin wyzszych i mikroorganizméw glebowych. (Dixon i Lamb 1990;
Bielinska i in. 2004). Zmiany aktywnosci enzymow glebowych w strefie korzeniowe;j
odzwierciedlaja zaburzenia §rodowiska oddziatujace zaréwno na glebe, jak i na rosliny
(Styta 2018). Wyniki badan niniejszej pracy wykazaty wplyw NaF w glebie na obnizenie
aktywnosci enzymatycznej zarowno dehydrogenaz jaki i fosfataz. Aktywno$é
dehydrogenaz byla najnizsza w glebie z dodatkiem 50 mM NaF (60,1% kontroli).
W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Nowak i in. (2005) aktywnos¢ dehydrogenaz
rowniez zostala zahamowana przez zwiazki fluoru lub zmniejszyta si¢ wraz ze wzrostem
stosowanych dawek NaF, a takze wraz z czasem jego oddzialywania. W badaniach tych
zaobserwowano, ze niskie stezenia fluoru czasem stymulowaly aktywnosé dehydrogenaz
glebowych, ale ogoétem obserwowano zahamowanie ich aktywnosci.

Otrzymane wyniki badan wtasnych, wskazaly rowniez negatywne oddziatywanie
fluorkow na aktywnos$¢ fosfataz glebowych (ponizej 70%). Podobnie jak w przypadku
dehydrogenaz, zard6wno aktywno$¢ fosfataz zasadowych jak i kwasnych, obnizata si¢
wraz z czasem trwania eksperymentu i po 21 dniach w glebie z dodatkiem 50 mM NaF
byla najnizsza. Nowak i in. (2005), podczas 50-dniowego doswiadczenia, wykazali
spadek aktywnosci fosfataz glebowych pod wptywem fluoru. Rowniez Smolik i in.
(2009) odnotowali spadek aktywnosci fosfataz glebowych wraz ze wzrostem stezenia
fluoru w glebie. W do$wiadczeniu Chae i in. (2018) badano wptyw wybranych stezen
NaF na aktywno$¢ enzymatyczng fosfatazy kwasnej, zostata ona obnizona do 63,06% po
20 dniach w poréwnaniu z proba kontrolng. Telesinski i in. (2008), na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzili, ze aktywno$¢ enzymatyczna, a zwlaszcza
aktywno$¢ fosfatazy kwasnej, moze by¢ dobrym indykatorem zanieczyszczenia gleb
lesnych fluorem.

Jak wspomniano we wstgpie kwas L-askorbinowy mozna zastosowa¢ w celu

obnizenia toksycznosci zwigzkow fluoru. Zwigzek ten odgrywa wazng role w fizjologii
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stresu roslinnego, a takze w rozwoju roslin i detoksykacji reaktywnych form tlenu
(Conklin 2001). W dotychczasowej literaturze przedmiotu brak jest doniesien na temat
wptywu kwasu L-askorbinowego na aktywnos$¢ enzymow glebowych.

Badane w pracy kombinacje z dodatkiem kwasu L-askorbinowego do gleby wraz
z NaF oraz bez tego zwigzku, cechowaly si¢ obnizong aktywnoscig dehydrogenaz
| fosfataz glebowych w poréwnaniu z gleba z kontroli. Datta i in. (2017) uznali zZe,
obnizenie aktywno$ci enzymatycznej gleby spowodowane jest bakteriostatycznym
dziataniem kwasu L-askorbinowego. Nalezy jednak podkresli¢, ze w niniejszej pracy po
zastosowaniu doglebowym (egzogennym) zarowno 1 jak i 2 mM kwasu
L-askorbinowego, pomimo obnizenia aktywno$ci badanych enzymoéow glebowych,
zauwazono obnizenie toksyczno$ci 25 1 50 mM NaF wobec pszenicy. Wykazano istotne
obnizenie parametrow stresu oksydacyjnego (wolnej proliny, MDA, katalazy,
peroksydazy) w kazdym z trzech terminéw pomiaru.

W literaturze przedmiotu dostgpne sg dane dotyczace wprowadzania do gleby
innych substancji biologicznie czynnych. Gunes i in. (2005) w przeprowadzonym
doswiadczeniu podlewali kukurydze poddang stresowi solnemu, suszy — 0,5 mM kwasem
salicylowym. Autorzy ci wykazali, ze kwas salicylowy skutecznie tagodzi stres wyzej
wymienionymi substancjami i ogranicza ich pobor przez korzenie roslinne. Stwierdzili
oni, ze kwas salicylowy moze by¢ stosowany jako regulator wzrostu w warunkach
stresowych. Safikhan i in. (2018) wykazali korzystne dziatanie chitozanu dodanego do
gleby w warunkach zasolenia gleby. Popa i in. (2008) wskazuja na korzystny wpltyw
substancji dodanych do gleby takich jak np. polifenole oraz ligniny. W wyniku przemian
biochemicznych zachodzacych przy udziale mikroorganizmow glebowych moga one
prowadzi¢ do wytworzenia zwigzkéw korzystnych dla rozwoju ro$lin.

Podsumowujac, wyniki niniejszych badan pozwolitly zaobserwowac istotny
wptyw fluorku sodu, na zmiany w metabolizmie roslin przede wszystkim wskazujac
na zachwianie rownowagi oksydacyjnej. Dodatek kwasu L-askorbinowego wykazuje
fagodzace dziatanie wzgledem toksyczno$ci wywotanej zwigzkami fluoru w wybranych
ro$linach. Praca potwierdza obserwacje innych badaczy. Wedlug Krupa-Malkiewicz i in.
(2015) kwas L-askorbinowy moze by¢ skutecznie stosowang substancjg do ochrony
ros$lin. Wyniki niniejszej pracy rowniez wskazuja na tagodzace dziatanie kwasu
L-askorbinowego wzgledem toksycznosci wywotanej zwigzkami fluoru w wybranych

roslinach.
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5. WhniosKi

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

1.

10 mM NaF ma negatywny wplyw na cechy morfologiczne oraz parametry
biochemiczne 10-dniowych siewek badanych gatunkow roslin w warunkach in vitro.
Wsrod badanych ro$lin trzy gatunki (jeczmien, rzodkiew, tubin) charakteryzuja si¢
zwigkszong tolerancjg na NaF, natomiast pszenica, rzodkiewka, pomidor, lucerna
i Stonecznik sg bardziej wrazliwe.

Egzogenne zastosowanie 0,5; 1 oraz 2 mM kwasu L-askorbinowego zmniejsza
toksyczno$¢ wywotang 10 i 20 mM NaF u pszenicy w warunkach in vitro.
Doglebowo wprowadzony 1 i 2 mM kwas L-askorbinowy obniza toksyczno$¢
wywotang 25 1 50 mM NaF u pszenicy w do$§wiadczeniu wazonowym.
Obserwowane zmniejszenie toksycznosci NaF po zastosowaniu kwasu
L-askorbinowego u pszenicy rosngcej w warunkach in vitro jest podobne jak
w doswiadczeniu wazonowym.

Zastosowanie 1 i 2 mM kwasu L-askorbiowego wptywa na obnizenie aktywnosci
badanych enzymow glebowych, a takze w wigkszos¢ przypadkow pogiebia stres
wywotany 25 i 50 mM NaF w glebie.

Trzy formy aplikacji 0,5 mM kwasu L-askorbinowego redukuje toksyczno$¢
wywotang przez 50 mM NaF u pszenicy, a najefektywniejszg forme¢ aplikacji jest

podlewanie.
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