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WPLYW JONOW WAPNIA I MAGNEZU NA PROCES
REMEDIACJI GLEB ZANIECZYSZCZONYCH METALAMI
CIEZKIMI Z WYKORZYSTANIEM SALIX VIMINALIS L.

CALCIUM AND MAGNESIUM INFLUENCE ON PHYTOREMEDIATION
OF HEAVY METALS USING SALIX VIMINALIS L.

Streszczenie. Przeprowadzono badania modelowe na sadzonkach zdrewnialych wierzby wiciowej
(Salix viminalis L.), rosnacych w kulturach hydroponicznych, w kontrolowanych warunkach
$wietlnych i termicznych. Sadzonki uprawiano na pozywce Knopa, zawierajacej wapn i magnez
w stosunku: 20:1, 1:10, 1:1/4 oraz 4:1 (kombinacja kontrolna). Do pozywek dodawano kadm Iub
olow w dwoch stezeniach — 0,1 mM (jako poziom kontrolny) i 0,5 mM. Prowadzono oznaczenia
biometryczne, obejmujace dlugos¢ wyrastajacych pedow, wielkos¢ lisci i dlugos¢ korzeni.
Stwierdzono, ze stosunek ilosciowy Ca wzgledem Mg znacznie modyfikowal wzrost roslin
i bioakumulacje Cd i Pb. Zwigkszenie zawartosci wapnia w podiozu (Ca:Mg = 20:1) stymulowato
wzrost wierzby, jednak bioakumulacja metali cigzkich w tych roslinach nie byta najwigksza.

Stowa kluczowe: fitoremediacja, metale ciezkie, Salix viminalis

Wstep

Przywracanie czystosci gleb i wod terendw zdegradowanych jest niezwykle istotne
dla poprawy jako$ci Srodowiska oraz ochrony ekosysteméw. Tam, gdzie nie sg ko-
nieczne szybkie i radykalne sposoby, ktoére niejednokrotnie ingeruja w $Srodowisko
i powodujg nicodwracalne zmiany w zyciu biologicznym gleb Iub wod, mozna zastoso-
wac ,tagodne” formy oczyszczania z pomocg roslin, czyli fitoremediacj¢ (MEAGHER
2000, WOICIK 2000). Stosunkowo duza odpornos$¢ na znaczne st¢zenia metali cigzkich
w glebie wykazujg niektore odmiany topoli (Populus spp.) oraz liczne gatunki i odmia-
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ny wierzby (Salix spp.), zwlaszcza wierzba wiciowa (Salix viminalis) (KLANG-WESTIN
i PERTTU 2002, PULFORD i WATSON 2003, MAGDZIAK i IN. 2011). Wierzba ta, zwana
konopianka, jest przyktadem wieloletniej rosliny drzewiastej, charakteryzujacej sig¢
stosunkowo duza zdolnoscig akumulacji metali cigzkich, a jednoczesnie intensywnym
przyrostem biomasy. Omawiane badania dotyczyly mechanizmu tolerancji wierzby
wzgledem metali cigzkich (kadm i oldow), z uwzglednieniem poziomu akumulacji pier-
wiastkow w organach tej rosliny.

Celem badan byto okreslenie wptywu obecnych w §rodowisku jonéw wapnia i ma-
gnezu na wlasciwosci fitoremediacyjne wierzby. Stwierdzono wplyw tych pierwiastkow
na stosunek jonow wodorowych do wodorotlenowych w podlozu (wartos¢ pH), warun-
kujacy ich biodostgpnos¢, a takze bezposrednie oddzialywanie Ca i Mg na transport
oraz wigzanie toksycznych jonéw kadmu i otowiu. Badania objety tez oceng bioakumu-
lacji kadmu i otowiu oraz charakterystyke biometryczna roslin.

Material i metody

Jednoroczne, wyréwnane pod wzgledem grubosci pedy wierzby zostaly pobrane
z wydzielonej czgsci plantacji Salix viminalis w okolicach Nowego Tomys$la (w listopa-
dzie, po naturalnym opadzie lisci i po pierwszych przymrozkach). Ze srodkowych czg-
$ci pedow przygotowano zdrewniate sadzonki dtugosci 25 cm i $rednicy okolo 1,5 cm,
ktore przechowywano w wilgotnym piasku i temperaturze 0-4°C do czasu zatozenia
doswiadczen. Sadzonki byly wstgpnie ukorzenione w rozcienczonym roztworze pozyw-
ki Knopa, a nastgpnie zaktadano kultury hydroponiczne w pojemnikach hodowlanych,
w obojetnym chemicznie keramzycie (granulat 8 X 16 mm). Doswiadczenia prowadzo-
no w komorze fitotronowej, w kontrolowanych warunkach $wietlnych, termicznych
i przy okreslonej wilgotno$ci przez 21 dni marca 2010 roku.

Zastosowano cztery kombinacje Ca:Mg, tj. 1:4 — pozywka kontrolna (fizjologiczna);
20:1 — zwickszony poziom wapnia, a zmniejszony magnezu; 1:1/4 — zmniejszony po-
ziom magnezu; 1:10 — zwigkszony poziom magnezu. Sktad pozywek podano w tabeli 1.

Kadm i otéw dostarczano w postaci soli azotanowych (V), w stezeniach 0,1 mM
(poziom kontrolny) oraz 0,5 mM.

Obserwacje 1 pomiary biometryczne pedow wykonywano przez 21 dni, natomiast
zawarto$¢ metali oraz dlugos¢ korzeni przybyszowych (DK) mierzono tylko po zakon-
czeniu doswiadczenia. Wybijajace pedy zostaly zbadane z wyodrebnieniem lisci i to-
dyg. Co kilka dni mierzona byta dtugos¢ i szerokos¢ blaszek lisciowych oraz dtugosci
wybijajacych peddéw (DP). Obliczono wskaznik powierzchni lisci (WPL), tj. iloraz
dhugoscei i szerokosci (w najszerszym miejscu). Prowadzono takze dokumentacje foto-
graficzng ro$lin doswiadczalnych.

Zawartos¢ kadmu i otowiu w pedach zostala oznaczona metodg spektrometrii absor-
bancji atomowej (AAS), z wykorzystaniem Spektrometru AA Varian Spectra AA 200
Plus. Proby materiatu roslinnego przeznaczone do oznaczen poddawano mineralizacji
w piecu mikrofalowym Mars 5 X-press firmy CEM, przy wykorzystaniu HNO; i H,O,.
Do analiz pobierane byly trzy reprezentatywne probki, kazda o masie 1 g (w trzech
powtdrzeniach), po uprzednim wysuszeniu w suszarce laboratoryjnej przez 48 godzin
w temperaturze 105 +5°C i zmieleniu w miynku elektrycznym. Stosowano jednopier-
wiastkowe lampy katodowe HCL firm Varian oraz Perkin Elmer. Dla kazdego z metali
wykonano procedur¢ optymalizacji warunkow oznaczania.
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Tabela 1. Skiad pozywek (cm®)
Table 1. Composition of nutrient solutions (cm?)

StOSMugle;‘;;‘t’i'gWy o |CaNOs:| KNO; | KCI | KH:PO, | MgSOs [gcy s, | Mikroskladniki
) 2 10% 10% 10% 2,5% 5% 327°1 Micronutrient
Ca:Mg
41 942,1 20 5 24 20 10 0,5 2
20:1 862,1 | 100 5 24 20 10 0,5 2
1:1/4 964,6 5 5 24 20 25 | 05 2
1:10 867,1 5 5 24 20 100 0,5 2

Przeprowadzono dwa niezalezne doswiadczenia, kazda kombinacj¢ w czterech po-
wtorzeniach (cztery donice, w kazdej jedna sadzonka). Istotno$¢ roznic okreslono za
pomoca analizy wariancji i testu t Tukeya (P = 0,05), wykorzystujac program Statistica
9.0. Jednorodne grupy pomiedzy analizowanymi kombinacjami zostaly oznaczone ko-
lejnymi literami alfabetu.

Wyniki i dyskusja

W literaturze opisane sg interakcje mi¢dzy niektorymi metalami cigzkimi w procesie
sorpcji przez ro§liny, jak rowniez wzajemne relacje migdzy metalami pod wzgledem ich
biologicznej przyswajalnosci (AIT ALI i IN. 2004, YANQUN i IN. 2004). Znane sg row-
niez interakcje zachodzace w roslinach w trakcie procesu fitoremediacji (KAMNEV
i LELIE 2000). Istotg niniejszych badan byta ocena wptywu jonéw wapnia i magnezu na
wlasciwosci fitoremediacyjne wierzby. Na podstawie oznaczen biometrycznych stwier-
dzono, Ze stosunek ilosciowy Ca do Mg znacznie modyfikowat bioakumulacj¢ Cd i Pb
oraz wzrost wierzby. Efektywnos¢ akumulacji Cd i Pb byta malejaca, zgodnie z formuta
1:10 > 4:1 > 20:1 > 1:1/4; wyzsza dla todyg niz dla blaszek lisciowych (tab. 2). Podob-
ng zalezno§¢ zaobserwowano w badaniach wcze$niejszych, dotyczacych akumulacji
jonow Cu i Zn w organach wierzby (MLECZEK 1 IN. 2012). Istniejg nieliczne dane litera-
turowe dotyczace tego zagadnienia. Duze st¢zenie magnezu i wapnia zmniejszato hiper-
akumulacje¢ niklu u Alyssum bertolonii (VERGNANO GAMBI i IN. 1992). U innego hiper-
akumulatora Silene armeria wptyw stosunku Ca do Mg na akumulacj¢ miedzi i toleran-
cje na obecno$¢ tego pierwiastka byt uzalezniony od adaptacji ekotypow rosliny do
warunkow glebowych, w tym zawarto$ci wapnia w glebie. W badaniach hydroponicz-
nych magnez zwigkszal tolerancje roslin na duze stg¢zenia Cu, ale nie u ekotypow przy-
stosowanych do gleb wapiennych (LOMBINI i IN. 2003). Pobieranie toksycznych metali
moze by¢ modulowane przez blokowanie ich w obrgbie $ciany komorkowej i zewnetrz-
nej powierzchni plazmolemmy. W tym wzgledzie jony wapnia moga by¢ efektywniej-
sze niz jony magnezu (LOMBINI i IN. 2003). Ze wzgledu na $cista kontrole transportu
jonow wapnia pomig¢dzy apoplastem i symplastem ro§liny sg tolerancyjne na duze ze-
wnatrzkomorkowe stezenie tego kationu. Pierwiastek ten moze wige mie¢ wpltyw na
pozakomoérkowa akumulacje metali cigzkich, a jednoczes$nie na intensywno$¢ wzrostu
wydtuzeniowego roslin.
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Tabela 2. Akumulacja kadmu i otowiu w lisciach wierzby
Table 2. Accumulation of cadmium and lead in willow leaves

Kombinacje pg Cd x g $w.m.”! ug Pb x g sw.m.”
Combinations pg Cd x g fm.”! ug Pb x g fm.”!
metal w pozywce . o
Ca:Mg metal in nutrient liscie pedy liscie pedy
. leaves shoots leafs shoots
solution
4:1 kontrola 4,06 £0,04 6,15 +0,02 2,14 +0,03 4,35 +£0,03
control
cd* 4,28 £0,04 6,15 £0,04 2,95 40,04 4,78 £0,04
Pb* 4,00 £0,05 8,97 +0,07 2,66 +0,03 7,42 £0,04
20:1 kontrola 3,24 +£0,03 4,70 £0,03 1,84 +0,04 3,54 £0,02
control
cd* 3,64 £0,04 5,52 +£0,04 2,35 +0,05 4,34 +£0,04
Pb* 3,48 £0,02 5,54 +0,03 2,07 £0,03 6,74 £0,08
1:1/4 kontrola 3,88 +£0,05 4,83 +£0,07 1,86 +0,54 3,86 +0,05
control
cd* 3,12 £0,04 5,00 £0,04 1,82 +£0,01 3,81 +0,03
Pb* 3,16 £0,03 7,73 £0,05 1,92 +0,44 6,26 +£0,03
1:10 kontrola 3,99 +£0,05 6,51 £0,03 2,63 +£0,03 5,14 +£0,04
control
cd* 4,93 £0,05 6,86 +£0,04 3,58 +0,02 5,54 +£0,03
Pb* 4,69 £0,05 9,27 £0,02 3,29 +0,03 8,82 +0,04

W przypadku wierzby stosunck Ca:Mg wplywal modyfikujaco na wzrost, co przed-
stawiono na rycinach 1-4. Wzrost pedow (DP) byl najstabszy przy stosunku Ca:Mg
1:10, a o najwigkszej intensywno$ci w kombinacjach 20:1 i 1:1/4. Zwigkszenie iloSci
Mg w pozywce przy obnizonym poziomie Ca ograniczato zatem wzrost pedow (rys. 1
i 3). Powierzchnia blaszek lisSciowych (WPL) roznita si¢ dwu-, a nawet trzykrotnie
migdzy kombinacjami (rys. 1, 4). Podobne obserwacje dotyczyly korzeni przybyszo-
wych. Szczegolng stymulacje stwierdzono w pozywce o stosunku wapnia do magnezu
20:1 oraz 1:1/4. Natomiast we wszystkich zmodyfikowanych relacjach Ca:Mg, poza
kontrolng 4:1, zaobserwowano zredukowang strefe wlosnikowa. Przy zwigkszonej ilosci
wapnia w pozywce 20:1 korzenie przybyszowe byly liczne i najjasniejsze (rys. 1 i 2).

Drugim elementem badan byla ocena wpltywu podwyzszonej zawartosci Cd i Pb
w pozywce (0,5 mM) na wzrost roslin w warunkach zréznicowanego stosunku Ca:Mg.
Podwyzszony poziom kadmu, a jeszcze silniej otowiu, stymulowal wzrost nowo wyra-
stajacych pedéw w kombinacjach 4:1 1 20:1 (rys. 5). Powierzchnia blaszek liSciowych
rowniez byta wigksza (rys. 5 1 6). Zasadniczo nie obserwowano takiego efektu w pozo-
statych dwoch kombinacjach. Obnizenie poziomu Ca i Mg (1:1/4) miato zdecydowanie
hamujacy wptyw na wzrost lisci. W przypadku korzeni przybyszowych na pozywce
1:1/4 dhugos¢ korzeni byta stymulowana pod wptywem jonéw Cd i Pb, natomiast na
pozywce 4:1 metale dziataty hamujaco.
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Rys. 1. Dhugo$¢ korzeni (DK) i pedéow (DP) oraz wskaznik powierzchni lisci
(WPL) wierzby na pozywkach o zréznicowanym stosunku Ca:Mg

Fig. 1. Length of roots (DK) and shoots (DP) and leaf area rate (WPL) of willow
on nutrient solutions with differentiated Ca:Mg ratio
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Rys. 2. Korzenie wierzby rosnacej na pozywkach o zréznicowanym sto-
sunku Ca:Mg

Fig. 2. Roots of willow grown on nutrient solution with differentiated
Ca:Mg ratio

Z przeprowadzonych badan wynika, ze pigciokrotnie podwyzszony poziom Ca, przy
niezmienionej zawarto§ci Mg (20:1), stymulowal wzrost pedow wierzby (najwicksza
biomasa). Rosliny te mialy zmniejszong efektywnos$¢ bioakumulacji przy zwickszonej
masie korzeniowej, czyli wigkszej powierzchni chtonnej. Stosunkowo intensywny
wzrost pedéw stwierdzono przy ograniczonej zawarto$ci obu pierwiastkéw (1:1/4),
jednak rosliny te wykazywaly objawy niedoboru magnezu (chlorozy lisci), pedy byty
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Rys. 3. Sadzonki wierzby rosnacej na pozywkach o zré6znicowanym sto-
sunku Ca:Mg

Fig. 3. Seedlings of willow grown on nutrient solutions with differentiated
Ca:Mg ratio

4:1 20:1 1:1/4 1:10

Rys. 4. Liscie wierzby rosnacej na pozywkach o zréznicowanym stosunku
Ca:Mg

Fig. 4. Leaves of willow grown on nutrient solution with differentiated Ca:Mg
ratio
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Rys. 5. Dlugo$¢ korzeni (DK) i peddéw (DP) oraz wskaznik po-
wierzchni lisci (WPL) wierzby na pozywkach o zréznicowanym

stosunku Ca:Mg z dodatkiem jonéw Cd i Pb

Fig. 5. Length of roots (DK) and shoots (DP) and leaf area rate
(WPL) of willow on nutrient solutions with differentiated Ca:Mg ra-

tio with addition of Cd and Pb ions
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Rys. 6. Liscie wierzby rosnacej na pozywkach o zréznicowanym stosunku Ca:Mg z dodat-
kiem Cd i Pb

Fig. 6. Leaves of willow on nutrient solutions with differentiated Ca:Mg ratio with addition of
Cd and Pb

wiotkie, a korzenie silnie wydtuzone. Przy zmniejszonej zawartosci Ca, a zwigkszonej
Mg (1:10) wzrost byt hamowany, a efektywno$¢ akumulacji najwicksza. Dodatek kadmu
do pozywek zasadniczo hamowal wzrost, w tym szczegélnie korzeni. W przypadku
zwickszonej zawarto$ci olowiu w roslinach obserwowano natomiast stymulacje wzrostu.

Whioski

1. Stosunek wapnia do magnezu w podtozu wywieral wplyw na efektywnos$¢ aku-
mulacji kadmu i otowiu w organach Salix viminalis. Akumulacja malata zgodnie z for-
mulg 1:10 > 4:1 >20:1 > 1:1/4.

2. Zwigkszenie zawartosci wapnia w podtozu (Ca:Mg = 20:1) znaczaco stymulowa-
to wzrost wierzby, jednak bioakumulacja kadmu i otowiu w tych roslinach nie byta
najwigksza.
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3. Przy stezeniu metalu w podlozu odpowiadajacym zanieczyszczeniom gleb lub
wyzszym (0,5 mM) kadm hamowat wzrost, natomiast otow dziatat stymulujaco (szcze-
g6lnie przy fizjologicznym stosunku Ca:Mg = 4:1 oraz 20:1).
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CALCIUM AND MAGNESIUM INFLUENCE ON PHYTOREMEDIATION
OF HEAVY METALS USING SALIX VIMINALIS L.

Summary. The aim of the study was to determine the role of calcium and magnesium on phy-
toremediation of heavy metals using willow. The study was conducted with a model system of
woody cuttings of Salix viminalis, growing in hydroponic culture, under controlled conditions.
Seedlings were cultivated on Knop nutrient solution containing calcium and magnesium (Ca:Mg)
in the ratio as follows: 20:1, 1:10, 1:1/4, and 4:1 (control relation). For each variant of nutrient
solution, cadmium and lead were added separately in two concentrations of 0.1 mM (control
level) and 0.5 mM. Biometric determinations were carried out covering the length of shoots, leaf
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area and the length of roots. It was found that the Ca:Mg ratio significantly modified plant growth
and bioaccumulation of Cd and Pb. Stimulation of Salix growth was the effect of the increase of
Ca in the medium (Ca:Mg = 20:1), however, bioacumulation of both metals was not the highest.
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