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Wstep

Nikiel, podobnie jak wiele innych metali cigzkich, pobrany przez rosliny w
nadmiarze powoduje uszkodzenia na réznych poziomach ich organizacji. Metal
ten zakldca przebieg wielu proceséw biochemicznych i fizjologicznych (szczegdl-
nie fotosyntezy), jak tez powoduje dezintegracjg struktury morfologicznej i anato-
micznej organéw rolinnych oraz uszkadza komorki na ultrastrukturalnym pozio-
mic ich organizacji [MISHRA, KAR 1974; VAN ASSCHE, CLUSTERS 1990; L'HUILLIER i
in. 1996; MoLAS 1997a, 1997b]. Dotychczasowe badania dotyczace stopnia i specyfi-
ki uszkodzei strukturalnych roélin wyzszych na ogét koncentrowaly si¢ na bada-
niu wptywu formy nicorganicznej (siarczanowej, chlorkowej) tego metalu, ktérg
wprowadzano do §rodowiska odzywczego rodlin, najczesciej do pozywek wodnycl,
gdzie formy te dysocjujg do wolnego jonu i nietrwatych komplekséw wodnych.
Jednakze wiadomo, ze nikiel w roztworze glebowym wystepuje w formie wolnego
jonu (Ni2+), jak tez w formie jonéw kompleksowych w polaczeniu z ligandami
organicznymi 1 nieorganicznymi i w tych formach jest on dostepny dla roslin
[ADRIANO 1986; KABATA-PENDIAS, PENDIAS 1999]. Niemniej jednak odpowied? rodlin
na toksyczne dzialanie niklu w formach kompleksowych jest sporadycznie badana
1 stosunkowo stabo poznana, aczkolwiek nalezy podkreslié, ze w ostatnich latach
budzi coraz wieksze zainteresowanie. Stad tez celem przeprowadzonych badan
bylo poréwnanic morfologicznych i anatomicznych symptoméw toqucznoéci niklu
pobranego przez rodliny jeczmienia jarego z formy nieorganicznej (siarczanowe;j)
i z komplekséw organicznych zréznicowanych pod wzgledem natury chemiczne;j
liganda.

Materiat i metody

Doswiadczenie przeprowadzono w kulturach wazonowych, na glebie lekkicj
(o skladzie granulometrycznym piasku stabo gliniastego, zawierajacej 6% czesci

! Badania wykonano w ramach grantu KBN nr 5 PO6H 05419.
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spiawxalnych) o odczynie kwasnym (pH w H,0 - 4,7, pH w 1 mol KCl-dm-® -
4,5), zawicrajgcej 6,8 mg-kg! substancji organicznej. Catkowita zawarto$¢ niklu w
zastosowanej w do$wiadczeniu glebie wynosita 7,2 mg-kg, a zawartos¢ form roz-
puszczalnych w 1 mol HCl-dm= - 3,5 mg Nikg gleby. W doéwiadczeniu zastoso-
wano nawozenie podstawowe, ktére w przeliczeniu na wazon wynosito 1 g N (w
formie NH,NO,), 0,5 g P (Ca(H,PO,),), 0,8 g K (KCl) i 0,3 g Mg (MgS0,).
Przed wysiewem ziarniakéw do gleby wprowadzono nikicl w formie nieorganicz-
nej (NiSO,7 H,0) oraz w formie trzech komplekséw organicznych, tj. kompleksu
niklu z kwasem glutaminowym (Ni(II)-Glu), kwasem cytrynowym (Ni(II)-cytry-
nian) oraz z kwasem etylenodwuaminoczteroctowym (Ni(II)-EDTA). Nikiel we
wszystkich czterech formach dodano w koncentracjach odpowiadajacych 0, I, II,
IIT i IV-temu stopniowi zanieczyszczenia gleby lekkiej tym metalem, tj. odpo-
wiednio: 10, 30, 50, 100 i 400 mg Nikg gleby [KARACZUN, INDEKA 1999]. Podczas
wegetacji rejestrowano czas i specyﬁke; pojawiajacych si¢ morfologicznych symp-
toméw uszkodzedi roélin. Proby organow roélinnych (lis¢, korzen) do badan mi-
kroskopowych pobierano w fazie rozwoju wegetatywnego, tj. w fazie krzewienia.
Pobrane proby organéw rodlinnych utrwalano w 2,5% aldehydzie glutarowym,
odwadniano w serii etanolu i zatapiano w zywicy epoksydowej Spurr wedhig stan-
dardowych technik mikroskopowych [GERLACH 1972]. Pélcienkic skrawki sporzg-
dzano na ultramikrotomie KB, barwiono roztworem azuru B + toluidyna [GER-
LACH 1972], obserwowano 1 fotografowano w mikroskopie §wietlnym typu Zeiss.

Wyniki i dyskusja

W glebie zanieczyszczonej niklem we wszystkich czterech badanych for-
mach chemicznych (tj. NiSO,7 H,O, Ni(II)-Glu i Ni(II)-cytrynian i Ni(Il)-
EDTA) w koncentracjach odpowiadajacych trzeciemu i czwartemu stopniowi za-
nieczyszczenia gleby lekkiej tym metalem rosliny jeczmienia jarego odmiany Pol-
dek juz po wschodach stosunkowo szybko degenerowaly, przy czym Zdecydowanic
najpdzniej w glebie zanieczyszczonej N1(II) -EDTA. Wzrost roslin w gleble zanie-
czyszezonej niklem w stopniu zerowym mmej w1qcej przebiegal na p021omle ros-
lin kontrolnych, natomiast w glebie zanieczyszczonej w stopniu pierwszym i dru-
gim wzrost ro§lin byl ograniczony, przy czym jak wykazaly badania MoLas i in.
[2001], stopieii tej redukeji zalezat zaré6wno od koncentracji niklu w glebie i w ros-
linie, jak tez od jego formy chemicznej. Redukcji tempa wzrostu roslin towarzy-
szyly symptomy uszkodzen, ktére obserwowano zaréwno na morfologicznym, jak 1
na anatomicznym poziomie ich organizacji. Specyfika uszkodzesn roflin w niewiel-
kim stopniu zalezala od zastosowanej formy chemicznej niklu, natomiast czas ich
pojawienia si¢ w rozwoju rosliny, jak tez ich natgzenie zalezaly od formy che-
micznej badanego pierwiastka. NajpdZniej w rozwoju roéliny i o najmniejszym
natezeniu symptomy toksycznosci niklu notowano u roélin rosnacych na glebie
zanieczyszezonej niklem w formie kompleksu Ni(II)-EDTA, natomiast u roélin
rosngcych na glebie zanieczyszczonej niklem w pozostalych trzech formach symp-
tomy toksycznosei tego metalu pojawialy sie mniej wigcej w tym samym czasic i o
zblizonym, aczkolwiek nieznacznie réznym natezZeniu; pod wzgledem natgzenia
symptoméw toksyczno$ci niklu formy te mozna uszeregowal naslgpujaco:
NiSO,7 H,0 = Ni(Il)-cytrynian = Ni(II)-Glu.









Fot. 24.

Fig. 2-4.

Morfologia liéci rodlin jgczmienia jarego odnuany
Poldek rosnacych na glebie niezanieczyszczone
Ni (fot. 2a) oraz zanieczyszczonej Ni w koncen-
tracji odpowiadajacej II stopniowi zanieczyszcze-
nia gleby tym metalem (fot. 2b, 2¢, 2d, 3, 4). Wi-
doczne: chloroza i zasychanie wierzchotka liScia
(fot. 2d), chlorozy migdzywigzkowe (fot. 2b, 2c, 3,
4) oraz plamy (fot. 3 — strzatki) i pasy (fot. 4 -
strzatki) nekrotyczne

Morphology of leaf of barley, cv. Poldek grown
on soil not contaminated with Ni (Fig. 2a) and
contaminated with Ni in concentrations corres-
ponding to 2nd degree of contamination of soil
with this metal (Fig. 2b, 2c, 2d, 3, 4). Visible:
chlorosis and drying out of leaf apex (¥Fig. 2d),
interbundle chlorosis (Fig. 2b, 2¢, 3, 4) stains
(Fig. 3 ~ arrows) and necrotic stripes (Fig. 4 -
arrows)
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E - epiderma; epidermis

M ~ mezofil lidcia; leaf mesophyll

A - aparat szparkowy; stomata apparatus

P - przestwory migdzykomoérkowe; intercellular spaces
Zaznaczone linie odpowiadajg 300 um; Bars = 300 pm

Fot. 5-7.

Fig. 5-7.

Przekroje poprzeczne blaszki liSciowej roslin jeczmienia
jarego odmiany Poldek roéliny kontrolnej (fot. 5) oraz
roélin traktowanych Ni w formie Ni(II)-EDTA (fot. 6)
1 NiSO,7 H,0O (fot. 7) w koncentracji odpowiadajacej
II stopniowi zanieczyszczenia gleby lekkiej tym meta-
lem.

Tekstura $cian komdrkowych mezofilu fiScia mniej (fot.
6) lub bardziej (fot. 7) pofalowana, komérki obkurczo-
ne, duze przestwory migdzykomdrkowe (fot. 6, 7).
Gwiazdki wskazujg splazmolizowane protoplasty (fot.
6)

Cross sections of leaf blade of barley plant, cv. Poldek — —

of control plant (Fig. 5) and of plants treated with Ni
in the form of Ni(II)-EDTA (Fig. 6) and NiSO,7 H,O
(Fig. 7) in concentration corresponding to the 2nd
degree of contamination of soil with this metal.
Texture of mesophyll leaf cell walls is corrugated more
(Fig. 6) or less (Fig. 7), cells are shrunk, big interceliu-
lar spaces occur (Fig. 6, 7). Asterisks show plasmolised
protoplasts (Fig. 6)
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Strzatki wskazujg zewnetrzne (fot. 10) i wewngtrzne (fot. 9) peknigcia”
kory pierwotnej. Komérki kory pierwotnej obkurczone, o pofalowanej teks-
turze $cian komdérkowych.

E - epiblema, K ~ kora pierwotna, W — tkanki walca osiowego. Zaznaczone
linie odpowiadajg 150 um

Arrows show external (Fig. 9) and internal (Fig. 10) ,cracks” in primary
cortex. Primary cortex cells are shrunk and have a corrugated texture of

cell walls
E - epidermis, K — primary cortex, W — tissues of vascular cylinder. Bars =

150 pm.

Fot. 8-10. Przekroje poprzeczne korzenia roélin jeczmienia jarego
odmiany Poldek ro§liny kontrolnej (fot. 8, 8a) oraz ros-
lin traktowanych Ni w formie Ni(II)-EDTA (fot. 9) i
NiSO, 7 H,O (fot. 10) w koncentracji odpowiadajgcej
I stopniowi zanieczyszczenia gleby lekkiej tym meta-
lem

Fig. 8-10. Cross sections of root of barley plant cv. Poldek of
control plant (Fig. 8, 8a) and of plants treated with Ni
in the form of Ni(II)-EDTA (Fig. 9) and NiSO,7 H,0
(Fig. 10) in concentration corresponding to the 2nd
degree of contamination of soil with this metal
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Morfologiczne symptomy toksycznosci niklu we wszystkich czterech bada-
nych formach chemicznych przejawialy sie chlorozami, nckrozami oraz deforma-
¢ja organéw rodlinnych (fot. 1b, 1c, 3, 4). Charakterystyczne bylo to, 7zc u roslin
rosnacych na glebie zanieczyszczonej NiSO,7 H,O, Ni(II)-cytrynian i Ni(II)-Gh,
symptomy uszkodzen najwczes$nicj pojawialy si¢ na lidciach mlodych i z czasem
obejmowaly takze liScie starsze, natomiast u ro§lin rosngcych na glebic zanie-
czyszezonej Ni(II)-EDTA, symptomy te pojawialy si¢ na li§ciach starszych, a liscic
miode na ogdl nie byly uszkodzone. Jednakze niezaleznic od formy chemiczne;j
niklu chlorozy najwczesniej pojawialy si¢ na wierzchotkach lisci, pdZnicj obejmo-
waly powierzchnie migdzywigzkowe, tworzac tzw. ,,pasiastosé lisci” (fot. 2-4). Ne-
krozy wystgpowaly na wierzchotkach li§ci oraz w postaci plam (fot. 3) i pasow
(fot. 4) na migdzywiazkowych powierzchniach blaszki lisciowej. Chlorozy liSci ros-
lin rosngcych na glebie zanieczyszczonej Ni(II)-EDTA byly barwy biatej, a liscic
cicmno zielone, natomiast u roélin rosngcych na glebie zanieczyszezonej niklem w
pozostalych trzech zastosowanych formach chemicznych chlorozy byly barwy 761
tej, a liscie jasno zielone. Zamicranie wierzchotkéw 1 tzw. ,,pasiastosé lisci” jest
specyficznym objawem toksycznosci niklu u roélin jednoliScicnnych i m.in. obser-
wowana byfa takZe u owsa [VERGNANo, HUNTER 1952; CROOK 1956] oraz u pszenicy
jarej [SPLAK 1993].

W strukturze anatomicznej blaszki liSciowej obserwowano mniejszg (w
obecnosci Ni(ITI)-EDTA) lub wigksza (w obecnosci NiSO,7 H,0, Ni(II)-cytry-
nian, Ni(II)-Glu) redukcje wymiaru promieniowego komérek mezofilu, a w kon-
sekwencji wzrost przestworéw migdzykomdrkowych w stosunku do kontroli (fot.
5-7). Gléwnie na brzegach blaszki liSciowej oraz w jej czgsci wierzcholkowe;j
cze$é¢ komodrek degenerowata. Tekstura Scian komdrkowych byla mniej lub bar-
dzicj pofalowana, a protoplasty niektérych komércek byly silnie splazmolizowanc
(fot. 6, 7). Jak wiadomo, pofalowana tekstura $cian komérkowych oraz plazmoli-
za protoplastéw wskazuja na utrate turgoru komoérek. Badania te potwicrdzaja
sugestig, ze w reakcji komdrek rodlinnych na stres wywotany m.in. metalami cigz-
kimi dochodzi do zaburzenia gospodarki wodnej [KACPERSKA 1996], a problem czy
obserwowane zmiany w strukturalnej organizacji komérki sg nastgpstwem bezpos-
redniego oddzialywania metalu (np. na blony biologiczne, kanaly jonowe 1 aqua-
poryny), czy raczej stresu wodnego wywolanego przez ten metal wydaje si¢ byé
nadal otwarty. W przeprowadzonych badaniach zanotowano takze zmiany w licz-
bie chloroplastéw w komoérce mezofilu i ich objgtosci (fot. 5-7); zaréwno liczba
chloroplastéw, jak i ich objetosé byly redukowane pod wplywem wszystkich zasto-
sowanych form chemicznych niklu, a stopieni tej redukcji wzrastat wraz zc wzros-
tem koncentracji metalu w glebie.

System korzeniowy roslin jgczmienia rosnacych na glebie zanieczyszczonej
niklem byt skrécony i znacznie mniej rozkrzewiony niz roélin kontrolnych, przy
czym stopienl redukcji dlugosci korzeni, jak i stopien redukcji rozkrzewicnia syste-
mu korzeniowego znacznie mniejszy byt u roslin rosngcych na glebic 7z dodatkiem
Ni(II)-EDTA niz pozostatych trzech form niklu. Korzenic byly mnicj (w warian-
cie z Ni(II)-EDTA) lub bardziej (w wariantach z NiSO,7 1,00, Ni(II)-Glu 1
Ni(II)-cytrynian) morfologicznie zdeformowane, o nieréwnomicernych zgrubie-
niach wzdluz osi (fot. 1). Na ogét merystem wierzchotkowy korzenia byt pogru-
biony (fot. 1b) i skrécony w stosunku do merystemu korzenia roélin kontrolnych
(fot. 1a), mniej lub bardziej przebarwiony na brazowo, czgsto zdeformowany i
uszkodzony (fot. 1c). Korzei byt mniej lub bardzicj nicréwnomiernie zgrubialy
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wzdhuz osi (fot. 1b, 1c¢) i nickiedy wykazywal zaburzenia w reakeji geotropiczne;j
(fot. 1c).

Komorki tkanck korzenia roslin rosnagcych w obecnosci niklu charakteryzo-
waly si¢ mniejszym wymiarem promieniowym niz komérki korzenia ro$lin kon-
trolnych (fot. 8-10), a $ciany komérkowe na ogdt wykazywaly teksture pofalowa-
na (fot. 9, 10). Zmiany te wskazywaly na utrate turgoru. Jak ilustrujg mikrofoto-
grafie 9 1 10 najbardziej charakterystycznym objawem toksycznosci Ni we wszyst-
kich czterech badanych formach chemicznych na anatomicznym poziomie organi-
zacji korzenia byly nekrozy komérek, ktére przede wszystkim obserwowano w
epidermie i korze pierwotnej, rzadziej w tkankach walca osiowego. Wskutek nek-
rozy komérek powstawaly tzw. ,,zaglebienia” od zewngtrznej powierzchni korze-
nia (fot. 10) oraz ,wewngtrzne peknigcia” (fot. 9). Podobne symptomy uszkodzen
korzenia obserwowano takze pod wplywem toksycznego dzialania innych metali,
m.in. glinu [WAGATSUMA i in. 1987; SZYMANSKA, MOLAS 1995].

Whioski

1.  Morfologiczne symptomy toksycznosci niklu pobranego z formy nieorga-
nicznej (siarczanowej) i komplekséw organicznych (tj. Ni(II)-cytrynian,
Ni(II)-Glu i Ni(II)-EDTA) u roélin jgczmienia jarego odmiany Poldek byly
specyficzne dla nadmiaru tego metalu u roélin jednoliSciennych, ale niespe-
cyficzne dla danej jego formy. Przejawialy si¢ one w wierzchotkowych i
migdzywigzkowych chlorozach i nekrozach lici oraz w redukgji dlugosci i
stopnia rozkrzewienia systemu korzeniowego, morfologicznej deformacji,
przebarwieniach i miejscowych nekrozach korzenia.

2. Symptomy toksycznosci badanych form chemicznych niklu na anatomicz-
nym poziomie organizacji organéw roslinnych (liScia i korzenia) byly takze
malo specyficzne 1 przejawialy si¢ w redukcji wymiaru promieniowego
komérek korzenia i liscia, falistej teksturze §cian komérkowych, w plazmo-
lizie protoplastéw komérek wskutek utraty turgoru oraz w miejscowych ne-
krozach tkanek (mezofilu liScia, epidermy i kory pierwotnej korzenia).
Wskutek tej nekrozy powstawaly tzw. ,zewnetrzne zaglebienia” 1 ,,wew-
netrzne peknigeia” organéw, gtéwnie korzenia.

3. Najpéiniej w rozwoju i 0 najmniejszym natezeniu symptomy fitoksycznosci
niklu notowane byly u roSlin rosnacych na glebie zanieczyszczonej Ni(II)-
EDTA, natomiast u ro§lin rosnacych na glebie zanieczyszczonej
NiSO,7 H,O, NYII)-Glu i Ni(II)- cytryman natqzenle symptoméw  uszko-
dzefi roslm bylo w niewielkim stopniu zréznicowane i1 pojawialy si¢ one
mniej wigcej w tym samym czasie.
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Streszczenie

W przeprowadzonych badaniach poréwnano stopien i specyfike morfolo-
gicznych i anatomicznych symptoméw toksycznosei niklu pobranego przez roSliny
jeczmicnia jarego odmiany Poldek z formy nieorganicznej (NiSO,7 H,0) i 2
kompleksow organicznych Ni(II)-cytrynian, Ni(II)-Glu i Ni(II)-EDTA. Czas poja-
wicnia su; symptoméw toksycznosel niklu i ich nalqzeme zalezaly od formy che-
miczue] niklu w glebie, natomiast symptomy te nie byly specyficzne dla danej
formy. Przejawialy si¢ one w wierzchotkowych i miedzywiazkowych chlorozach i
nekrozach liSci, morfologicznej deformacji, przebarwieniach i miejscowej nekrozie
korzenia. Symptomy anatomiczne toksycznosci badanych form niklu byly takze
mato specyficzne 1 przejawialy si¢ w redukcji wymiaru promieniowego komdrek
korzenia 1 liScia, falistej teksturze §cian komérkowych, plazmolizie protoplastow
wskutek utraty turgoru oraz w miejscowych nekrozach tkanek. Wskutek tej ne-
krozy powstawaly tzw. ,,zewnetrzne zaglebicnia” 1 ,,wewngtrzne pgknigeia” korze-
nia. NajpdéZniej w rozwoju roslin i o najmniejszym nat¢Zeniu symptomy uszko-
dzefi wystepowaly u rodlin rosngcych na glebie zanieczyszczonej Ni(II)-EDTA,
natomiast u roélin rosngcych na glebie zanieczyszczonej niklem w trzech pozosta-
tych {ormach pojawialy si¢ mniej wigcej w tym samym czasie 1 o podobnym natg-
Zeniu.
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Summary

In the present study the authors compared the degree and type of morpho-
logical and anatomical symptoms of nickel toxicity absorbed by barley plants Pol-
dek cultivar from inorganic form (NiSO,7 H,0O) and from organic complexes:
Ni(II)-citrate, Ni(II)-Glu and Ni(II)-EDTA. The time of appearance of symp-
toms of nickel toxicity and their intensity depended on the chemical form of nic-
kel in the soil, but these symptoms were not typical of a given form. The symp-
toms manifested themselves in apical and interbundle chlorosis and necrosis of
leaves, morphological deformation, change of colour and local necrosis of root.
Anatomical symptoms of toxicity of the studicd forms of nickel also were not
very typical and manifested themselves in the reduction of radial diameter of
root and lcaf cells, corrugated texture of cell walls, protoplast plasmolysis as a
result of loss of turgor, and in local necrosis of tissues. As a result of these
necrosis the so-called ,external cavings” and ,internal cracks” of root appeared.
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Symptoms of nickel toxicity were observed the latest and their intensity was the
smallest in plants grown on soil contamimated with Ni(II)-EDTA. In plants
grown on soils contaminated with nickel in the other three forms, symptoms of
toxicity appeared basically at the same time and their intensity was also similar.
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