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Streszczenie: Ciecze jonowe to zwigzki chemiczne, ktére dzieki swoim pozadanym wiasciwosciom budza duze zainteresowa-
nie wsrod naukowcow i przedstawicieli przemystu. Skutkuje to komercyjnym stosowaniem tych zwigzkow, co z kolei na pewno
doprowadzi do skazenia nimi gleb stanowigcych podstawe wegetacji roslin. W niniejszej pracy okreslono oddziatywanie chiral-
nej imidazoliowej cieczy jonowej (CIL), zawierajacej naturalny komponent terpenowy - mentol - mianowicie: tetrafluorobora-
nu 3-[1R,2S,5R-(-)-mentoksymetylo]-1-metyloimidazoliowego [Im-Men][BF4] na wzrost oraz rozwéj siewek jeczmienia jarego
i rzodkiewki zwyczajnej. Zastosowana CIL charakteryzowata sie toksycznoscig dla obu roslin, co przejawiato sie skracaniem
dtugosci czesci nadziemnych roslin, ich korzeni oraz spadkiem plonu $wiezej masy. Uzyty w eksperymencie wazonowym
[Im-Men][BF,4] prowadzit ponadto do spadku zawartosci wszystkich barwnikéw asymilacyjnych w siewkach jeczmienia jarego
i lisciach rzodkiewki zwyczajnej, co znalazto odzwierciedlenie we wspomnianym juz spadku plonu. Ponadto, zmiany zawartosci
dialdehydu malonowego (MDA) i nadtlenku wodoru (H,0,) oraz aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych takich, jak: dysmuta-
za ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) i peroksydaza (POD) $wiadczyé moga o wystepowaniu stresu oksydacyjnego w obu
roslinach.

Stowa kluczowe: chiralne ciecze jonowe; fitotoksyczno$¢; inhibicja wzrostu; barwniki asymilacyjne; stres oksydacyjny

Abstract: Ionic liquids (ILs) constitute a large group of chemical substances, which, thanks to their desirable properties, still
attract attention of scientists and representatives of industry. This results in commercial use of these compounds, what will
doubtlessly lead to soil contamination with these substances and formation of soil — the basis of plant vegetation. The present
paper researches the influence of chiral imidazolium ionic liquid (CIL), containing a natural component of the terpene - men-
thol: 3-[1R,2S,5R-(-)-menthoxymethyl]-1-methylimidazolium tetrafluoroborate [Im-Men][BF4] on the growth and the deve-
lopment of spring barley and common radish. The used CIL was toxic for both plants, what resulted in shortening of the plant
stem and root length and decrease in fresh weight yield. [Im-Men][BF4] used in the pot experiment led to a decrease of all
photosynthetic pigments content in spring barley seedlings and common radish leaves, what reflected on the mentioned yield
level. Furthermore, changes in contents of malondialdehyde (MDA) and hydrogen peroxide (H,0,) and the activity of antioxi-
dant enzymes, i.e. superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POD) may indicate the occurrence of oxida-
tive stress in both plants.

Keywords: chiral ionic liquids; phytotoxicity; growth inhibition; photosynthetic pigments; oxidative stress

1. Wstep metabolizmu roslin. Wystepujgc w niskich stezeniach petnig
bardzo wazng funkcje sygnalizacyjng, wykorzystywang w re-
gulacji wielu proceséw fizjologicznych, takich jak: reakcje od-
pornosciowe roslin, geotropizm, dziatanie fitohormonow,
wzrost lisci czy rozwdj kwiatow, kietkowanie nasion, czy
wreszcie sygnalizacja $mierci komorki. Dlatego, niektérzy ba-
dacze uwazajg, ze zamiast okreslenia ,stres oksydacyjny”

nalezy uzywa¢ sformutowania ,sygnalizacja oksydacyjna”.

Reaktywne formy tlenu (RFT) to niskoczgsteczkowe
zwigzki chemiczne, wytwarzane naturalnie i ciggle w proce-
sach metabolicznych przez wiele organelli komoérkowych ros-
lin. Powstajg one jako produkty uboczne w procesie fotosyn-
tezy, w fancuchu oddechowym oraz w reakcjach chemicznych
zwigzanych z utlenianiem substratéw. Reaktywne formy tlenu

takie, jak anionorodnik ponadtlenkowy (O;"), tlen singletowy
('0,), nadtlenek wodoru (H20), czy rodnik hydroksylowy
(OH’) sg substancjami charakterystycznymi dla normalnego
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O stresie oksydacyjnym moéwimy za$ wéwczas, kiedy w rosli-
nach nastepuje nadprodukcja wolnych rodnikéw tlenowych
i wystepujg one w komoérkach w znacznych ilosciach. Taki
stan rzeczy moze skutkowa¢ bardzo powaznymi konsekwen-
cjami dla roslin, poniewaz wszystkie RFT prowadzg do per-
oksydaciji lipidéw w btonach komérkowych, uszkodzenia DNA,
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biatek, weglowodanoéw, barwnikéw asymilacyjnych oraz mogg
prowadzi¢ do uposledzenia aktywnosci enzymatycznych, co
skutkuje przedwczesnym starzeniem sig roslin, a w skrajnych
wypadkach ich smiercig [1-5].

W zwigzku z powyzszym, podstawowym zadaniem dla or-
ganizmow roslinnych jest utrzymanie stezenia RFT na zréw-
nowazonym poziomie. Rosliny, bedgc organizmami osiadtymi,
nie moga unika¢ czynnikdw stresogennych, musiaty wiec
w drodze ewolucji wyksztatci¢ w miare doskonaty system ob-
rony przed RFT. Do pierwszej linii obrony przed szkodliwym
dziataniem RFT zalicza sie nieenzymatyczne przeciwutlenia-
cze. Sg to niskoczgsteczkowe substancje chemiczne, takie
jak: zredukowany glutation, tokoferol, karotenoidy, flawonoidy
oraz kwas askorbinowy. Drugg linie obrony przed RFT stano-
wi wysoce specjalistyczny system enzymatyczny, sktadajgcy
sie z takich enzymow, jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD),
katalaza (CAT), peroksydaza askorbinianowa (APX) i gwaja-
kolowa (GPX) czy reduktaza glutationowa (GR) i dehydroas-
korbinianowa (DHAR) [2,4,6-8].

Ladowe rosliny wyzsze, w ciggu catego okresu wegetaciji
sg ciggle narazone na szereg abiotycznych i biotycznych
czynnikow srodowiskowych, powodujgcych powstawanie stre-
su oksydacyjnego w komérkach. W badaniach naukowych
bardzo czesto dowodzi sie, ze znaczny wzrost stezenia RFT
nastepuje w roslinach poddanych stresowi zwigzanemu z za-
soleniem [2,8—10], suszg [4,6], niskimi temperaturami [3], za-
nieczyszczeniem gleb metalami ciezkimi [7,11] i glinem
[11,12] oddziatywaniem herbicydoéw [13], fumigacjg ozonem
[14], czy w koncu atakiem patogenow [15].

Coraz czgsciej do czynnikéw abiotycznych powodujgcych
wystepowanie stresu oksydacyjnego w roslinach, zalicza sie
czwartorzedowe sole amoniowe (CSA), w tym ciecze jonowe
(ILs). ILs to jedne z najbardziej obiecujgcych i uniwersalnych
zwigzkéw chemicznych ostatnich dekad, charakteryzujg sie
budowg jonowg oraz tym, ze w szerokim zakresie temperatur
moga by¢ zaréwno cieczami, jak i ciatami statymi. Olbrzymie
zainteresowanie cieczami jonowymi wynika z ich wielu pozg-
danych wiasciwosci takich, jak nieznaczna preznos¢ par, po-
larnos¢, wysoka termiczna i elektrochemiczna stabilnos¢, du-
ze przewodnictwo jonowe, niepalnos¢ oraz dobre wiasciwosci
katalityczne. Jednak najwazniejszg cechg tych zwigzkéw che-
micznych jest mozliwo$¢ uzyskiwania zatozonych teoretycznie
wiasciwosci fizyko-chemicznych i biologicznych, poprzez do-
bor odpowiedniego kationu, wymiane anionu lub zmieszanie 2
lub 3 cieczy jonowych. Stad w literaturze bardzo czesto cie-
cze jonowe opisywane sg jako ,rozpuszczalniki projektowal-
ne”. Powyzsze cechy cieczy jonowych pozwolity na uznanie
ich za doskonate zamienniki dla lotnych organicznych roz-
puszczalnikdéw i wykorzystanie w procesach biokatalizy, anali-
tyce chemicznej, separacji i ekstrakcji, elektrochemii, a takze
w przemysle farmaceutycznym i biotechnologii. Ciecze jono-
we sg z powodzeniem stosowane takze w nanotechnologii
oraz jako superkondensatory, elektrolity w bateriach i subs-
tancje zwiekszajgce odpornos$¢ metali na korozje [16-19].

Ciecze jonowe, podobnie jak wszystkie zwigzki chemicz-
ne, moga trafi¢ do srodowiska glebowego, gdzie zostang zat-
rzymane przez koloidy glebowe lub bedg wystepowac w roz-
tworze glebowym. Stamtgd sg pobierane przez rosliny, wpty-
wajgc tym samym na ich wzrost i rozwdj, a takze wielkos¢ i ja-
kos¢ plonu. Dlatego w dostepnej literaturze pojawiajg sie co-
raz czesciej doniesienia opisujgce wptyw ILs na Ilgdowe rosli-

36 www.ceb-journal.com

© 2016 Jan Dtugosz University, Czestochowa

ny wyzsze [20-24]. W wymienionych pracach stopien oddzia-
tywania ILs na lgdowe rosliny wyzsze zostat okreslony na
podstawie wzrostu roslin, poziomu swiezej i suchej masy oraz
ich wygladu zewnetrznego, natomiast jak podaje Cvjetko
Bubalo i wsp. [24] sam mechanizm toksycznosci ILs nie zostat
jeszcze w petni zrozumiaty. Dlatego w ostatnich kilku latach
w literaturze naukowej prezentowany jest poglad, ze ciecze
jonowe wywotujg u badanych organizméw stres oksydacyjny
[25-30].

Majac na uwadze wyniki cytowanych badan, w niniejszej
pracy podjeto probe okreslenia inhibicji wzrostu roslin i osza-
cowania wielkosci stresu oksydacyjnego w jeczmieniu jarym
i rzodkiewce zwyczajnej uprawianych na glebie z dodatkiem
tetrafluoroboranu 3-[1R,2S,5R-(-)-mentoksymetylo]-1-metylo-
imidazoliowego [Im-Men][BF.]. Ta chiralna ciecz jonowa za-
wiera w swoim skfadzie naturalny surowiec — mentol, alkohol
terpenowy posiadajgcy charakterystyczny mietowy zapach.
Mentol to nietoksyczny i tani materiat, czesto wykorzystywany
do produkcji m.in. farmaceutykéw. Dlatego interesujgcym wy-
daje sie by¢ okreslenie fitotoksycznosci cieczy jonowych za-
wierajgcych ten alkohol terpenowy, tym bardziej, ze we
wczesniejszych pracach [31-34] opisano juz wiasciwosci an-
tystatyczne i wykorzystanie ClLs z mentolem w katalizie orga-
nicznej oraz stabilizacji i aktywowaniu lakazy. Wybér do ba-
dan CIL zawierajacej anion tetrafluoroboranowy podyktowany
byt takze doniesieniami w literaturze o wysokiej toksycznosci
tych anionéw z uwagi na fakt, ze w wyniku ich hydrolizy pow-
staje toksyczny i wysoce niepozadany w srodowisku natural-
nym jon fluorkowy. Telesinski i Snioszek [35] stwierdzili, ze
oddziatywanie fluoru na rosliny dotyczy m.in. ujemnego wpty-
wu tego pierwiastka na procesy asymilacji i fotosynteze, co
w konsekwencji prowadzi do hamowania wzrostu rosliny itp.
Zjawiska te wynikajg z destrukcyjnego wptywu fluoru na chlo-
roplasty. Celem przeprowadzenia powyzszych badan byto po-
nadto poroéwnanie oddziatywania [Im-Men][BF4] na rosliny jed-
no- i dwuliscienne, co moze stanowi¢ podstawe do wyboru ta-
kich gatunkéw roslin, ktére na glebach skazonych ILs bedg le-
piej radzi¢ sobie ze stresem oksydacyjnym, dajgc jednoczes-
nie oczekiwanej wielkosci i wymaganej jakosci plony. Jecz-
mien jary to bowiem czwarte zboze na Swiecie, zaréwno pod
wzgledem produkgji, jak i obszaru uprawy, majgce olbrzymie
znaczenie z punktu widzenia gospodarki i zywienia cztowieka.
Rzodkiewka zwyczajna jest natomiast bardzo popularnym wa-
rzywem, uzupetniajgcym diete czlowieka w szereg makro-
i mikroelementéw oraz witamin [1,36,37].

2. Czesé¢ eksperymentalna

2.1. Chiralna ciecz jonowa

Bedaca przedmiotem badan chiralna ciecz jonowa — tetra-
fluoroboran 3-[1R,2S,5R-(—)-mentoksymetylo]-1-metyloimida-
zoliowy [Im-Men][BF.] zostata zsyntezowana w Zaktadzie
Inzynierii Chemicznej Wydziatu Chemicznego, Politechniki
Wroctawskiej. Szczegdtowa metodyka otrzymywania tej hyd-
rofobowej soli zostata opisana w pracy Pernak i wsp. [34].
Strukture zwigzku, wydajno$¢ reakcji oraz zawartos¢ $rodka
powierzchniowo czynnego zaprezentowano w Tabeli 1.

Struktura [Im-Men][BF4] zostata potwierdzona za pomocg
'"HNMR i ®C NMR (Bruker DRX z tetrametylosilanem jako
standardem, przy 600 MHz i 75 MHz). Analiza elementarna
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Tabela 1. Struktura i wiasciwosci tetrafluoroboranu 3-[1R,2S,5R-(—)-mentoksymetylo]-1-metyloimidazoliowego.

Wydajnosé reakgji Zawartosc¢ srodka

Skrot Struktura % powierzchniowo czynnego
%
[Im-Men][BF 4] /\N/ T\ 99.0 98.5
(¢) 4+, N
\\_/ ~~

BF,

otrzymanej soli: tetrafluoroboran 3-[1R,2S,5R-(-)-mentoksy-
metylo]-1-metyloimidazoliowy — obliczono (%) dla CsH27BF4
N2O (338.24). C 53.26, H 8.06, N 8.28; znaleziono: C 53.33,
H 8.17, N 8.22.

2.2. Warunki prowadzenia eksperymentu wazonowego

Badania dotyczgce okreslenia fitotoksycznosci [Im-Men]
[BF4] zostaty przeprowadzone w Zaktadzie Biochemii i Eko-
toksykologii Akademii im. J. Diugosza w Czestochowie
w oparciu o przewodnik OECD/OCDE 208/2006 [38]. W eks-
perymencie wazonowym wykorzystano rosline jednoliscienng
— jeczmien jary (Hordeum vulgare) i rosline dwuliscienng —
rzodkiewke zwyczajng (Raphanus sativus L. subvar. radicula
Pers.). Doniczki o $rednicy 90 mm, napetniono glebg kontrol-
ng i glebg z dodatkiem [Im-Men][BF4]. W tym celu tetrafluoro-
boran [1R,2S,5R-(-)-mentoksymetylo]-1-metyloimidazoliowy
rozpuszczono w acetonie i zmieszano z piaskiem kwarco-
wym. Po napowietrznym odparowaniu acetonu piasek kwar-
cowy z [Im-Men][BF4] doktadnie wymieszano z glebg. Do kon-
troli dodano piasek kwarcowy bez zawartosci CIL. W omawia-
nym eksperymencie [Im-Men][BF4] zastosowano w stezeniach
0, 1, 10, 50, 100, 400, 700 i 1000 mg/kg suchej masy gleby.
Analiza sktadu granulometrycznego gleby wykazata, ze byt to
piasek gliniasty, o okoto 11% zawartosci frakcji o $Srednicy <
< 0.02 mm, wegla organicznego — 8.5 g-kg™' i pH(KCI) row-
nym 5.9. Do tak przygotowanych wazonéw wysiano po 20
jednakowych i pochodzacych z tego samego zrédta nasion
wybranych gatunkéw roslin. Przez caty okres prowadzenia
badan (14 dni) utrzymywano statg wilgotnos¢ podtoza (70%
ppw), statg temperature 20°C +2°C i state o$wietlenie na po-
ziomie 170 pmol-m~2-s™" w systemie 16 h dzier/8 h noc.

Jako wskaznik toksycznosci [Im-Men][BFs] postuzyto
okreslenie plonu $wiezej masy roslin oraz zahamowanie
wzrostu ich korzeni i czesci nadziemnych. Diugos$¢ czesci
nadziemnych i korzeni byta mierzona w sposéb opisany przez
Wang i wsp. [39]. Wspodtczynnik inhibicji obliczono jako (dtu-
gos¢/masa w grupie kontrolnej — diugo$é/masa w grupie trak-
towanej [Im-Men][BF4])/dlugo$¢/masa w grupie kontrolnej x
100%. Wyniki wyrazono jako % inhibicji plonu Swiezej masy,
dtugosci czesci nadziemnych i dtugosci korzeni w poréwnaniu
do kontroli oraz obliczono ECsy. Skuteczne stezenia (ECsp)
oszacowano za pomocg analizy regresji nieliniowej, korzysta-
jac z oprogramowania GraphPad Prism (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, USA).

W $wiezym materiale roslinnym okreslono ponadto zawar-
to$¢ wszystkich barwnikéw asymilacyjnych, dialdehydu malo-
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nowego i H,O, oraz aktywno$é dysmutazy ponadtlenkowe;j,
katalazy i peroksydazy. Obiekty, na ktérych zastosowano wy-
sokie stezenia CIL, nie zostaty uwzglednione w niektorych
analizach, poniewaz inhibicja wzrostu czesci nadziemnych
jeczmienia jarego i rzodkiewki byta tak duza, ze nie udato sie
zebra¢ materiatu roslinnego do badan.

2.3. Oznaczanie zawartosci barwnikow asymilacyjnych

Zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych oznaczano meto-
dg spektroskopowg zgodnie ze sposobem opisanym przez
Oren i wsp. [40]. W tym celu nawazke (0.2 g) $wiezej masy
lisci homogenizowano z dodatkiem 80% roztworu acetonu
schtodzonego do temp. 4°C, nastepnie odwirowano, a prze-
sacz uzupetniono do stalej objetosci 25 cm®. Zawartosé chlo-
rofilu a, chlorofilu b i karotenoidéw, oznaczono poprzez po-
miar absorbancji przy dtugosci fali 470 nm, 647 nm i 664 nm.
Zawartosé pigmentow fotosyntetycznych wyrazong w mg-g™'
Swiezej masy ($w.m.) obliczono z nastepujgcych wzoréw:

a= 1178 .A664 - 229 .A647 (1)
b = 2005 : A647 - 477 - A664 (2)
c=1000-Asp—327-a —104-b (3)
a
chla=25-(—) 4
b
chlb=25-(—) (5)
m
K _( 25-¢c ) 6
a=\229-m ©

gdzie m — ilo$¢ Swiezej masy materiatu roslinnego [mg].

2.4. Oznaczanie zawartosci dialdehydu malonowego
(MDA) i nadtlenku wodoru (H,0>)

Nawazke (0.5 g) s$wiezej masy lisci homogenizowano
z dodatkiem schtodzonego (4°C) 0.1% roztworu kwasu tri-
chlorooctowego, a po odwirowaniu uzyskany supernatant po-
stuzyt do oznaczenia zawartosci MDA i H,O,. Zawarto$¢ dial-
dehydu malonowego okreslono zgodnie z metoda opisang
przez Hodges i wsp. [41], wykorzystujgc jako substrat kwas
tiobarbiturowy. Zawartos¢ MDA oznaczono poprzez pomiar
absorbancji przy dtugosci fali 532 nm i 600 nm, nastepnie obli-
czono, wykorzystujgc wspétczynnik ekstynkcji rowny 155
nm-cm™, i wyrazono w pmol-g”' $w.m. Dla okreslenia za-
wartosci H,O, zmierzono absorbancje przy diugosci fali 390
nm mieszaniny reakcyjnej sktadajgcej sie z supernatantu, bu-
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Rysunek 1. Inhibicja dlugosci czesci nadziemnych ro$lin i ich korzeni oraz plonu $wiezej masy jeczmienia jarego i rzodkiewki

zwyczajnej.

foru fosforanowego o pH — 7.0 i jodku potasu [42]. Zawarto$¢
H20; obliczono, wykorzystujgc wspotczynnik ekstynkciji rowny
155 nm™"-ecm™, i wyrazono w pmol-g™" sw.m.

2.5. Okreslenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej,
katalazy i peroksydazy

Nawazke (0.5 g) swiezej masy lisci zhomogenizowano
z dodatkiem schtodzonej (4°C) mieszaniny ekstrakcyjnej za-
wierajgcej bufor fosforanowy o pH = 7.4, 1 mM roztwér EDTA
i 0.1% roztwor poliwinylopirolidonu (PVP). Po odwirowaniu
uzyskany supernatant postuzyt do oznaczenia aktywnos$ci ba-
danych enzymow i zawartosci biatka.

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) [EC
1.15.1.1] oznaczono spektrofotometrycznie poprzez pomiar
stopnia redukcji btekitu nitrotetrazoliowego (NBT) przez anio-
norodnik ponadtlenkowy powstaty w wyniku fotochemicznej
redukcji ryboflawiny na $wietle [43]. Forma utleniona NBT
(barwa zoétta) ulega redukcji przez O, do formy diformazano-
wej (barwa fioletowa). Reakcja redukcji NBT hamowana jest
przez SOD. Okreslajgc aktywnos¢é SOD, zmierzono absorban-
cje mieszaniny reakcyjnej przy dtugosci fali 560 nm. Aktyw-
no$é SOD wyrazono w jednostkach aktywnosci — U-mg™" biat-
ka. 1 [U] — jednostka aktywnosci, okresla takg ilos¢ enzymu
ktéra powoduje 50% inhibicje reakcji redukcji NBT.

Aktywnos¢ katalazy (CAT) [EC 1.11.1.6] oznaczono mia-
reczkowo, wykorzystujgc metode Kar i Mishra [44]. Aktywnosc¢
CAT zostata okreslona przez rozktad H,O, w czasie 15 min.
Pozostaty H,O, odmiareczkowano 0.01 N roztworem KMnQy,
az do uzyskania stabo fioletowego zabarwienia utrzymujgce-
go sie przez co najmniej 15 sekund. Aktywnos¢ katalazy wy-
razono jako U-mg ™" biatka-min~".

Aktywnos$¢ peroksydazy (POD) [EC 1.11.1.7] oznaczono
spektrofotometrycznie (pomiar absorbancji przy dtugosci fali
470 nm) poprzez okres$lenie szybkos$ci utleniania gwajakolu
w obecnosci H,O, przez enzym zawarty w okreslonej objetos-
ci prébki w czasie 1 min [45]. Aktywnos$c¢ peroksydazy wyrazo-
no jako U-mg™" biatka-min".

Zawarto$¢ biatka ogotem, potrzebng do przeliczenia ak-
tywnosci enzymatycznej SOD, CAT i POD okreslono metodg
Bradforda [46].

2.6. Analiza statystyczna

Wszystkie otrzymane wyniki badan poddano analizie sta-
tystycznej. Do okres$lenia istotnosci stwierdzonych roznic wy-
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korzystano jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA),
a wartosci NIR przy poziomie istotnosci p < 0.05 obliczono
testem Tukey’a. Prezentowane w tabelach i na rysunkach da-
ne sa $rednig + odchylenie standardowe z 3 powtorzen wyko-
nanych analiz dla kazdego stezenia zwigzku. W pracy przed-
stawiono réwniez korelacje pomiedzy aktywnoscig POD, a za-
wartoscig chlorofilu catkowitego w siewkach jeczmienia jarego
i lisciach rzodkiewki zwyczajnej uprawianych na glebie z do-
datkiem [Im-Men][BF4].

3. Wyniki i dyskusja
3.1. Inhibicja wzrostu roslin

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu wazonowego
okazato sie, ze tetrafluoroboran 3-[1R,2S,5R-(-)-mentoksy-
metylo]-1-metyloimidazoliowy [Im-Men][BF4] jest substancjg
toksyczna dla jeczmienia jarego. Swiadczy o tym wzrastajgca
inhibicja dtugosci korzeni, czesci nadziemnych oraz plonu
Swiezej masy tej rosliny, skorelowana ze zwiekszaniem sie
stezenia CIL w glebie (Rysunek 1). Wyliczone warto$ci ECsg
wynosity 218 mg, 227 mg i 177 mg/kg gleby, odpowiednio dla
inhibicji dtugosci korzeni, dlugosci czesci nadziemnych i Swie-
zej masy jeczmienia jarego. Rzodkiewka zwyczajna okazata
sie natomiast rosling o nieco wyzszej tolerancji na zastosowa-
ng w badaniach chiralng ciecz jonowa. Wartosci ECsy oszaco-
wane na podstawie wielkosci inhibicji dtugosci korzeni, czgsci
nadziemnych roslin i plonu swiezej masy byty wigksze, niz te
wyznaczone dla jeczmienia i wynosity odpowiednio 352 mg,
270 mg i 194 mg/kg suchej masy gleby.

Uzyskane w omawianym eksperymencie wazonowym wy-
niki badan znajdujg petne odzwierciedlenie w dostepnej litera-
turze [21,24-29,47-49]. W cytowanych pracach autorzy
stwierdzili, ze niskie stezenia ILs mogg nawet powodowac
stymulacje wzrostu roslin, dziatajgc podobnie, jak np. hormo-
ny wzrostu, podczas gdy wysokie stezenia tych substancji
prowadzg do niemalze liniowego spadku plonu, dtugosci pe-
dow roslin i ich korzeni. Za najbardziej istotny biomarker fito-
toksycznosci niektorzy badacze [50] uwazajg inhibicje dtugos-
ci korzeni, ze wzgledu na funkcje tych organéw, zwigzane
m.in. z trzymaniem rosliny w podiozu, pobieraniem wody
i sktadnikow pokarmowych oraz ich transportem. Prawidtowy
rozwoj i kondycja korzeni, warunkuje zatem optymalny wzrost
i rozwoj rosliny, co z kolei przektada sie na wielkos¢ i jakosc
plonu. Réznice w budowie korzeni pomiedzy roslinami jedno-
i dwulisciennymi sg ponadto odpowiedzialne za rézng toleran-
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cje tych roslin na wystepowanie w podtozu ILs [51]. W swoich
wczesniejszych badaniach [23,30,48] stwierdziliSmy réowniez
wyzszg tolerancje roslin dwulisciennych na zastosowane CSA
i ILs.

3.2. Wptyw [Im-Men][BF4] na zawartos¢ barwnikéw
asymilacyjnych

Wszystkie rosliny zielone, zdolne do prowadzenia procesu
fotosyntezy sg wyposazone w system barwnikdw asymilacyj-
nych, odpowiedzialnych m.in. za absorpcje $wiatta. Barwniki
asymilacyjne to niskoczgsteczkowe substancje, wystepujgce
w btonach tylakoidéw w potgczeniu z biatkami. Do najwazniej-
szych barwnikéw asymilacyjnych zaliczy¢é mozna chlorofile
i karotenoidy, réznigce sie miedzy sobg nie tylko budowg che-
miczna, ale réwniez petnionymi funkcjami. Jedynym barwni-
kiem, ktory jest zdolny do prowadzenia reakcji fotochemicznej
jest chlorofil a i to tylko te czasteczki, ktére umieszczone sg
w centrach fotouktadéow PSI i PSIl. Pozostate barwniki
(chlorofil b i karotenoidy) nazywane sg barwnikami antenowy-
mi, poniewaz ich rolg jest wychwytywanie energii i przekazy-
wanie jej do centrum reakgji. Karotenoidy (karoteny i ksantofi-
le) oprécz funkcji antenowej petnig takze funkcje ochronng,
polegajacg na rozpraszaniu w postaci ciepta nadmiaru energii
dostarczanej do centréw fotouktadéw [10,52,53].

Chloroplasty sg organellami komérkowymi, ktére sg wyjat-
kowo podatne na produkcje RFT, co zwigzane jest z duzg
iloscig energii pochtanianej przez barwniki asymilacyjne.
W momencie kiedy mechanizmy fotoochronne sg niewystar-
czajgce, wzbudzony chlorofil reaguje z tlenem dajgc tlen sin-

gletowy 'O, i inne rodniki, pochodne wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych. Powstate RFT utleniajg i uszkadzajg
biatka wystepujgce w PSII, zaburzajgc jego normalne funkcjo-
nowanie. Obniza to wydajnos¢ fotosyntezy, ograniczajgc tym
samym wzrost i rozwdj roslin. Do takich wnioskéw doszli auto-
rzy, ktorzy dokonali oceny wptywu stresu oksydacyjnego wy-
wotanego przez rézne czynniki zewnetrzne na funkcjonowa-
nie systemow PSI i PSII oraz mechanizmy rozpraszania nad-
miaru energii [2,7,10,54].

Z uwagi na powyzsze wnioski, w wielu pracach dotycza-
cych oddziatywania réznych czynnikow stresogennych na
zmiany fizjologiczne roslin, oznacza sie zawarto$¢ barwnikéw
asymilacyjnych [8,37,52,55]. Coraz czesciej, réwniez w pra-
cach dotyczacych okreslenia fitotoksycznosci CSA i ILs ozna-
cza sie zmiany poziomu chlorofili i karotenoidéw, jako jednego
z objawdw stresu oksydacyjnego [24,26-30,39,53]. Niektorzy
badacze [24,29] dowodzg ponadto, ze chlorofil jest najwaz-
niejszym biomarkerem stresu oksydacyjnego, ktérego zmiany
sg Scisle skorelowane m.in. z zahamowaniem wzrostu roslin.
Islam i wsp. [56] uwazajg réwniez, ze zawartos¢ chlorofilu jest
dobrym wskaznikiem zdrowotnosci lisci roslin.

Analiza wynikéw dotyczgcych oddziatywania [Im-Men]
[BF4] na zawartos¢ barwnikow asymilacyjnych w siewkach
jeczmienia jarego i lisciach rzodkiewki zwyczajnej jedno-
znacznie dowodzi o inhibitujgcym wptywie tej soli na poziom
chlorofili i karotenoidéw. W omawianym eksperymencie zasto-
sowana CIL prowadzita do systematycznego obnizania sie za-
wartosci tych barwnikéw w obu roslinach, co byto skorelowa-
ne ze wzrostem stezenia [Im-Men][BFs] w glebie (Tabela 2).

Tabela 2. Zawartos¢ barwnikdéw asymilacyjnych w siewkach jeczmienia jarego i lisciach rzodkiewki zwyczajnej uprawianych na

glebie z dodatkiem [Im-Men][BF 4] ($rednia + odch. stand., n = 3).

Barwniki asymilacyjne

Stezenie CIL mg/g $w.m.
mg/lgg-m- Chla Chib Car Chl a+b Chl a/Chl b Chl a+b/Car
g Jeczmien jary
0 9.402 +0.064 2.783 +0.064 2.523 £0.010 12.185 +0.119 3.378 £0.049 4.830 +0.054
8.759 +0.048 2.636 +0.026 2.390 +0.034 11.394 +0.032 3.322 +0.047 4.767 +0.042
10 9.017 +0.056 2.672 +0.043 2.430 +0.051 11.689 +0.086 3.374 +0.048 4.810 £0.074
50 7.605 +0.055 2.293 +0.027 2.405 +0.157 9.899 +0.036 3.317 £0.062 4.116 £0.102
100 7.696 +0.153 2.419 +0.089 2.390 +0.022 10.115 +£0.239 3.183 +0.061 4.232 +0.044
400 5.068 +0.245 1.564 +0.086 1.607 +0.039 6.632 +0.331 3.140 +0.031 4.127 +0.059
700 - - - - - -
1000 - - - - - -
NIRo.05 0.153 0.080 0.086 0.216 0.062 0.079
Rzodkiewka zwyczajna
0 9.341 +0.178 3.573 +0.094 2.544 +0.015 12.914 +0.271 2.614 +0.032 5.076 +0.067
8.645 +0.086 3.221 +0.036 2.406 +0.049 11.866 +0.121 2.684 +0.012 4.932 +0.028
10 8.623 +0.064 3.363 +0.119 2.345 +0.065 11.986 +0.229 2.546 +0.140 5.111 +0.078
50 7.229 +0.065 2.873 +0.062 2.063 +0.036 10.162 +0.128 2.537 +0.055 4.926 +0.037
100 6.808 +0.025 2.552 +0.077 1.884 £0.002 9.359 +0.083 2.667 +£0.141 4.968 +0.046
400 5.204 +0.017 1.964 +0.023 1.545 +0.005 7.168 +0.033 2.650 +0.077 4.639 +0.101
700 4.227 £0.095 1.610 £0.044 1.599 +0.031 5.837 £0.137 2.625 +0.053 3.650 +0.050
1000 2.844 +0.006 1.371 £0.017 1.258 +0.006 4.217 £0.014 2.074 £0.095 3.352 +0.048
NIRo.05 0.276 0.081 0.035 0.156 0.083 0.114
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W przypadku jeczmienia jarego udato sie dokonac¢ analizy
barwnikéw asymilacyjnych do stezenia 400 mg CIL na kg gle-
by, obserwowany wéwczas spadek poziomu chlorofilu catko-
witego (Chl a+b) i karotenoidéw wynosit odpowiednio 46%
i 36% w poréwnaniu do kontroli. Analize zawartosci barwni-
kéw asymilacyjnych w lisciach rzodkiewki zwyczajnej dokona-
no w catym zakresie zastosowanych stezen, a na obiektach
0 najwyzszej koncentracji CIL (1000 mg/kg gleby) stwierdzo-
no okoto 67% obnizenie sie zawartosci chlorofilu catkowitego
i okoto 51% spadek poziomu karotenoidéw w odniesieniu do
kontroli.

Oprécz zawarto$ci barwnikéw asymilacyjnych, bardzo
waznym wskaznikiem oceny zmian fizjologicznych jest okres-
lenie wzajemnego stosunku chlorofilu a do chlorofilu b (Chl a
/Chl b). Wiadomo bowiem, ze wzrost wartosci Chl a/Chl b trak-
towany jest jako niezawodny wskaznik stresu. Obnizenie sie
natomiast wartosci tego wskaznika ma dwojakie znaczenie.
Jezeli wynika tylko ze wzrostu zawartosci Chl b, to jest to
symptom korzystnych zmian poziomu barwnikéw asymilacyj-
nych, decydujgcych o odpowiednim poziomie wychwytywania
Swiatta. Spadek stosunku Chl a/Chl b wynikajacy ze spadku
poziomu Chl a $wiadczy natomiast o duzych uszkodzeniach
fotosysteméw i idgca za tym fotoinhibicjg [13,55]. W przypad-
ku badan witasnych, w jeczmieniu jarym stwierdzone zmiany
wartosci Chl a/Chl b byly niewielkie, wyraznie wida¢ natomiast
tendencje spadkowg tego wskaznika w obiektach na ktérych
zastosowano stezenia CIL rowne 100 i 400 mg/kg gleby.
W przypadku rzodkiewki zwyczajnej, statystycznie istotny
spadek wartosci stosunku Chl a/Chl b stwierdzono jedynie po
zastosowaniu najwyzszego stezenia CIL (Tabela 2). W litera-
turze [39] istnieje poglad, ze obnizenie syntezy barwnikow
asymilacyjnych na skutek oddziatywania ILs dotyczy gtéwnie
Chl a, stad wynika obserwowany takze w naszej pracy spadek
stosunku wartos$ci Chl a/Chl b w w/w przypadkach.

Innym istotnym wskaznikiem decydujgcym o wielkoSci
stresu oksydacyjnego w roslinach jest stosunek zawartosci
Chl a+b do zawartosci karotenoidéw (Chl a+b/Car) [37,55].
Spadek wartosci tego stosunku jest niezbitym dowodem ist-
nienia stresu oksydacyjnego w roslinach, a jednoczesnie
wskazuje na prébe obrony, poprzez zwiekszenie zawartosci
karotenoidéw, bo jak wiadomo barwniki te sg skutecznymi
zmiataczami RFT [8,9,53]. Zarébwno w przypadku jeczmienia
jarego, jak i rzodkiewki zwyczajnej, stwierdzono wyrazny spa-
dek wartosci Chl a+b/Car, co zwigzane jest ze zwigkszeniem
sie poziomu karotenoidéw, w stosunku do zawartosci chlorofi-
lu catkowitego. Swiadczyé to moze o skutecznej obronie anty-
oksydacyjnej w obu badanych roslinach.

3.3. Wptyw CIL na poziom peroksydacji lipidow
i akumulacje H,0,

Stopien peroksydacji lipidow w roslinach okreslany jest za
pomocg zawartosci nadtlenkéw lipidow (LOOH) lub lotnego
dialdehydu malonowego (MDA). Dialdehyd malonowy jest
produktem rozktadu wielonienasyconych kwasoéw ttuszczo-
wych obecnych w btonach biatkowo-lipidowych, gtdéwnie kwa-
su linolowego. Wzrost zawartosci MDA w komérkach roslin-
nych jest niepodwazalnym wskaznikiem panujgcego stresu
oksydacyjnego i posrednio odzwierciedla réwniez stopien usz-
kodzenia komorki. Dlatego poziom MDA jest jednym z flago-
wych wskaznikéw, okreslanych zawsze w przypadku badan
wielkosci stresu oksydacyjnego w roslinach poddanych réz-
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Rysunek 2. Wplyw [Im-Men][BF.] na zawartos¢ dialdehydu
malonowego w siewkach jeczmienia jarego i lisciach rzod-
kiewki zwyczajnej (Srednia + odch. stand., n = 3).

nym stresogennym czynnikom biotycznym i abiotycznym [4,
10,13,25,57,58].

W omawianej pracy, siewki jeczmienia jarego uprawiane
na glebie zawierajgcej wzrastajgce ilosci [Im-Men][BF4] nie
akumulowaty zwiekszonych ilosci MDA. W lisciach rzodkiewki
zwyczajnej, poczatkowo zaobserwowano niewielki wzrost,
a nastepnie poczgwszy od stezenia 400 mg CIL/kg gleby,
Srednio okoto 25% obnizenie sie zawartosci dialdehydu malo-
nowego w odniesieniu do kontroli (Rysunek 2). Taki trend
zmian analizowanego biomarkera stresu oksydacyjnego moze
sugerowac, ze w obu roslinach poprawnie funkcjonuje obrona
antyoksydacyjna.

W literaturze naukowej, dotyczgcej oddziatywania ILs na
zmiany biochemiczno-fizjologiczne w roslinach dominuje po-
glad, ze zastosowane zwigzki prowadzg do wyraznego wzro-
stu zawartosci MDA, ktory z reguty jest skorelowany ze steze-
niem soli w pozywce [24-26,28,53]. Obserwowang tendencje
zmian zawartosci MDA badacze ttumaczg faktem, ze wysokie
stezenia ILs generujg tak duzy stopien stresu oksydacyjnego,
z ktérym mechanizmy obronne roslin nie sg juz w stanie sobie
poradzi¢. Istniejg jednakze prace naukowe [29,30] wskazuja-
ce na fakt, ze wielko$¢ akumulacji MDA jest w bardzo duzym
stopniu uzalezniona réwniez od cech gatunkowych roslin.

Kolejnym biomarkerem, $wiadczacym o zaistniatym stre-
sie oksydacyjnym jest obserwowana w komorkach roslinnych
akumulacja nadtlenku wodoru. Wzrost poziomu tej reaktywnej
formy tlenu w roslinach zachodzi zawsze wtedy, gdy stwier-
dza sie w komérkach wzmozong detoksykacje anionorodnika
ponadtlenkowego (O,") prowadzong przez dysmutaze ponad-
tlenkowg (SOD) oraz wtedy, gdy zawodzg w roslinach enzy-
matyczne mechanizmy detoksykacji H.O, [6,12,24,27,59,60].
H,O; jest ponadto najbardziej stabilng czasteczkg chemiczng
sposrod wszystkich RFT, zdolng do szybkiego przenikania
przez wszystkie btony komoérkowe [7]. Zhang i wsp. [53], Liu
i wsp. [26] i Biczak [29] uzalezniajg ponadto akumulacje H20-
od stezenia ILs w $srodowisku wegetacji roslin, co zaobserwo-
wali odpowiednio dla rzesy wodnej, siewek pszenicy i jecz-
mienia jarego oraz rzodkiewki zwyczajne;.

W badaniach wiasnych stwierdzono, ze rzodkiewka zwy-
czajna akumulowata w swoich komoérkach H»O,, a obserwo-
wany wzrost byt dodatnio skorelowany ze stezeniem zastoso-
wanej soli. Najwigkszy, okoto 23%-30% wzrost zawartosci
nadtlenku wodoru w lisciach rzodkiewki zwyczajnej w poréw-
naniu do kontroli, zaobserwowano w roslinach uprawianych
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Rysunek 3. Wptyw [Im-Men][BF4] na zawarto$¢ H.O, w siew-
kach jeczmienia jarego i lisciach rzodkiewki zwyczajnej ($red-
nia £ odch. stand., n = 3).

na glebie z zawartoscig CIL od 100 mg do 1000 mg/kg gleby.
Zupetnie inaczej prezentujg sie zmiany zawartosci H,O-
w siewkach jeczmienia jarego. Do stezenia 50 mg/kg s.m. gle-
by nie stwierdzono istotnych réznic w zawartosci tej formy
RFT w siewkach jeczmienia jarego, podczas, gdy dalsze
zwiekszanie koncentracji tej soli w glebie spowodowaty okoto
50% redukcje zawarto$ci H,O, w poréwnaniu do kontroli
(Rysunek 3). Zaistniata sytuacja moze wigzac¢ si¢ ze zréznico-
wang aktywnoscig enzymoéw detoksykujacych H,O, w jecz-
mieniu jarym i rzodkiewce zwyczajnej, co zostato opisane
w Rozdziale 3.4. niniejszej pracy.

Nalezy jednoczesnie pamieta¢, ze H,O; nie jest catkowi-
cie usuwany z komorek przez enzymy, poniewaz w niskich
zawartosciach, w warunkach stresu, petni on funkcje sygnali-
zacyjna [55].

3.4. Wptyw CIL na zmiany aktywnosci enzyméw
antyoksydacyjnych

Chcac zapobiec skutkom stresu oksydacyjnego, rosliny
w drodze ewolucji wyksztatcity system przeciwutleniaczy.
Oprécz niskoczgsteczkowych zwigzkéw chemicznych, rosliny
dysponujg specyficznym uktadem enzymoéw, do ktérych zali-
czy¢ mozna m.in. dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), katalaze
(CAT), peroksydazy (POD) i reduktaze glutationowg (GR).
Dziatanie tych enzymow jest wzajemnie skorelowane, ponie-
waz kolejno przeksztatcajg one wygenerowane w komorkach
roslinnych RFT do zwigzkow nietoksycznych [2,6,8,12].

Pierwszg linie obrony przed RFT stanowi SOD, ktéra roz-
ktada anionorodnik ponadtlenkowy (O,") do H,0, i O,. SOD
to ogdlna nazwa catej rodziny metaloenzyméw, ktére prowa-
dzg dysmutacje O, w réznych organellach komdrkowych,
a mianowicie: Mn-SOD w mitochondriach, Fe-SOD w plasty-
dach, Cu/Zn-SOD w cytozolu i chloroplastach [2,61]. SOD eli-
minujgc O, zapobiega tym samym peroksydacji lipidow, dla-
tego aktywnos$¢ tego enzymu jest jedng z pierwszych, jakg oz-
nacza sie w pracach naukowych dotyczgcych okreslenia od-
dziatywania stresu oksydacyjnego na zmiany biochemiczno-
fizjologiczne w roslinach [25,27,29,30,53,55]. Wyniki prezen-
towanych w literaturze badan nie pozwalajg jednak na wy-
ciggniecie jednoznacznych wnioskéw, co do kierunku zmian
aktywnosci SOD w roslinach poddanych warunkom stresu
oksydacyjnego. Wzrost aktywnos$ci SOD pod wptywem ILs
obecnych w podtozu obserwowali w sadzonkach ryzu Liu
i wsp. [25] i Liu i wsp. [28], w siewkach pszenicy Liu i wsp.
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[26] i jeczmienia Cvjetko Bubalo i wsp. [24] czy roslinach bobu
Liu i wsp. [27]. Wielko$¢ zmian aktywnosci SOD autorzy uza-
lezniajg od gatunku rosliny oraz stezenia ILs. Jednak w dos-
tepnej literaturze mozna znalez¢ réwniez prace [14] dowodzg-
ce, ze np. stres oksydacyjny zwigzany z fumigacjg ozonem
nie miat zadnego wptywu na aktywnos¢ SOD w kapuscie.

Analiza wynikéw badan prezentowanych w niniejszej pra-
cy pokazata, ze zarbwno w siewkach jeczmienia jarego, jak
i lisciach rzodkiewki zwyczajnej nie stwierdzono statystycznie
istotnych zmian aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej po-
miedzy kontrolg, a roslinami uprawianymi na glebie z dodat-
kiem [Im-Men][BF4]. W obu roslinach zaobserwowano jednak
niewielkie obnizenie sie aktywnosci tego enzymu po zastoso-
waniu niskich stezen CIL, przy wyzszych stezeniach tego
zwigzku aktywnos$¢ enzymu wzrastata (Tabela 3). Warto jed-
noczesnie zaznaczy¢, ze zmiany aktywnosci SOD w obu rosli-
nach byty powigzane z zawartoscig w nich MDA.

Powstaty w wyniku reakcji dysmutacji anionorodnika po-
nadtlenkowego H,O; jest bardzo stabilng czasteczka i jak juz
wspomniano na tamach niniejszej pracy, zdolng do przenika-
nia przez wszystkie btony komérkowe. W zwigzku z tym rosli-
ny dysponujg systemem enzymow zajmujgcych sie detoksy-
kacjg H2O,. Jednym z nich jest katalaza (CAT), enzym zlokali-
zowany gtéwnie w peroksysomach i glioksysomach, ktéry po-
woduje rozktad H,O, bezposrednio do H,O i O,. Peroksydaza,
bedgca zas$ zbiorem izoenzyméw wystepujgcych w wielu or-
ganellach komdérkowych, jest odpowiedzialna za rozktad H,O-
przy udziale zwigzkow fenolowych (pirogalol, benzydyna,
gwajakol) lub niektorych antyoksydantéw (kwas askorbinowy)
[2,62,64].

Prezentowane w dostepnej literaturze zmiany aktywnosci
CAT, wskutek zaistniatego stresu oksydacyjnego, nie pozwa-
lajg na wyciggniecie jednoznacznych wnioskéw co do ich kie-
runku. Niektérzy autorzy prac [2,8,11,24] o reakcji roslin na
wystepowanie w $rodowisku czynnikéw stresogennych, ob-
serwowali wzrost aktywnosci wszystkich enzyméw antyoksy-
dacyjnych, w tym takze CAT. Podobnie w naszych badaniach,
w siewkach jeczmienia jarego uprawianego na glebie zawie-
rajagcej najwieksze ilosci [Im-Men][BF 4] stwierdzono wzrost ak-
tywnosci CAT o 24% w poréwnaniu do kontroli (Tabela 3). Ta-
ki kierunek zmian aktywnosci CAT ttumaczy niejako opisane
juz wczesniej obnizenie sie poziomu H,O, w komdrkach jecz-
mienia jarego, co moze by¢ zwigzane z faktem, ze jak podajg
Anjaneyulu i wsp. [2] oraz Chen i wsp. [55], rolg CAT jest usu-
wanie H,0,, podczas gdy rola POD ogranicza sie do regulaciji
ilosci tej RFT w komorkach.

Dokonujac przegladu literaturowego mozna znalez¢ jed-
nak prace, ktére wyraznie dowodzg obnizania sie aktywnosci
CAT w roslinach poddanych warunkom stresu [6,26,58,62].
Do jeszcze innych wnioskéw doszli Liu i wsp. [25], Liu i wsp.
[28], Liu i wsp. [27] oraz Biczak [29], ktérzy w sadzonkach ry-
zu i bobu, siewkach jeczmienia i roslinach rzodkiewki uzalez-
niajg kierunek zmian aktywnosci CAT od czasu trwania stresu
oksydacyjnego i stezenia CSA i ILs w podtozu. Autorzy obser-
wowali bowiem, przy nizszych stezeniach badanego kseno-
biotyku wzrost aktywnosci CAT, podczas gdy wysokie steze-
nia soli wyraznie prowadzity do redukcji aktywnosci tego en-
zymu. W omawianym eksperymencie nie stwierdzono jednak
zadnych istotnych zmian aktywnosci tego enzymu w lisciach
rzodkiewki zwyczajnej, stgd najprawdopodobniej wynikata ob-
serwowana akumulacja H,O, w lisciach tej rosliny rosngcej na
glebie z wysokg zawartoscig [Im-Men][BF4] (Tabela 3). Taki
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Tabela 3. Zmiany aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych (SOD, POX, CAT) w siewkach jeczmienia jarego i lisciach rzodkiew-
ki zwyczajnej uprawianych na glebie z dodatkiem [Im-Men][BF] ($rednia + odch. stand., n = 3).

Aktywno$¢ enzymatyczna

Stezenie CIL Dysmutaza ponadtlenkowa Katalaza Peroksydaza
mg/kg s.m. gleby U/mg biatka U/mg biatka:min U/mg biatka-min
Jeczmien jary

0 10.239 +0.712 0.0272 +0.0014 10.055 +0.140

9.654 +0.340 0.0288 +0.0014 10.223 +0.376

10 9.340 +0.190 0.0257 £0.0017 9.917 +0.400

50 9.449 +0.218 0.0247 £0.0013 10.336 +0.293

100 10.391 +0.381 0.0280 +£0.0032 12.508 +0.399

400 10.403 +0.704 0.0336 +0.0023 17.749 +0.040

700 - - -
1000 - - -
NIRg 05 0.373 0.0024 0.575
Rzodkiewka zwyczajna

0 10.239 +0.712 0.0250 +0.0042 0.486 +0.032

9.654 +0.340 0.0274 +0.0015 0.523 +0.017

10 9.340 +0.190 0.0238 +0.0000 0.590 +0.022

50 9.449 +0.218 0.0249 +0.0000 0.634 +0.010

100 10.391 +0.381 0.0237 +0.0009 0.780 +0.016

400 10.403 +0.704 0.0247 +0.0013 0.967 +0.024

700 10.391 +0.381 0.0235 +0.0000 1.418 £0.130

1000 10.403 +0.704 0.0235 +0.0009 3.769 +0.137
NIRo 05 0.072 0.0028 0.426

kierunek zmian aktywnosci katalazy moze by¢ zwigzany z bu-
dowg tego enzymu [63]. Inaktywacja katalazy nastepuje bo-
wiem po przylgczeniu sie substancji chemicznej do miejsca
aktywnego enzymu, do ktérego prowadzi bardzo waski kanat.
Dlatego duze czgsteczki ILs nie zawsze sg w stanie pokona¢
tej bariery przestrzennej. Z tego wzgledu katalaza jest dos¢
odpornym enzymem na inhibitujgce dziatanie cieczy jono-
wych. Brak jednoznacznosci co do kierunku zmian aktywnosci
CAT pod wptywem roznych czynnikow zewnetrznych, upo-
waznia ponadto do stwierdzenia, ze aktywno$¢ tego enzymu,
podobnie jak aktywnos¢ SOD, nie moze by¢ traktowana jako
wiarygodny marker istnienia stresu oksydacyjnego w roslinie
[1].

Zupetnie inaczej prezentuje sie opinia wielu naukowcow,
dotyczgca zmian aktywnosci POD w wyniku zaistniatego stre-
su oksydacyjnego. Praktycznie wszyscy autorzy sg zgodni, ze
nadmiar H;O, jest bodzcem, ktéry natychmiast powoduje
wzrost aktywnosci tego enzymu, bez wzgledu na przyczyne
stresu [2,11,25,29,30,58]. Niektérzy badacze [9,53], wbrew
istniejacym opiniom o jedynie regulujgcej roli POD, wnioskujg
o0 duzo wiekszym powinowactwie tego enzymu do H,O, niz
w przypadku CAT. Jak bardzo istotng jest rola POD w detok-
sykacji H,O, mogg $wiadczy¢ obserwacje Wang i wsp. [39],
ktorzy uwazajg, ze wzrost aktywnosci POD bedzie nastgpo-
wat zawsze, gdy tylko czynniki stresogenne bedg oddziatywac
na rosline i tak dtugo, jak bedzie ona zdolna prowadzi¢ swojg
wegetacje w tych warunkach.

Wyniki badan wtasnych niezbicie dowodzg, ze zastosowa-
na w eksperymencie CIL spowodowata wzrost aktywnosci
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POD, zaréwno w siewkach jeczmienia jarego, jak i roslinach
rzodkiewki zwyczajnej (Tabela 3). Obserwowane zwigkszenie
sie aktywnosci omawianego enzymu byto dodatnio skorelowa-
ne ze wzrostem stezenia [Im-Men][BF4] w glebie. Warto jed-
noczesnie zaznaczy¢, ze w siewkach jeczmienia jarego ak-
tywnos¢ POD byta zasadniczo wieksza, niz stwierdzona w lis-
ciach rzodkiewki zwyczajnej, co znalazto odbicie w poziomie
H>O, w komorkach tych roslin. Prezentujgc wyniki badan do-
tyczacych aktywnosci POD w jeczmieniu jarym i rzodkiewce
zwyczajnej, mozna wnioskowac, ze zmiany aktywnosci tego
enzymu, podobnie jak zawarto$¢ barwnikéw asymilacyjnych,
sg bardzo dobrym biomarkerem istnienia stresu oksydacyjne-
go w tych roslinach. Do podobnych wnioskéw doszli wczes-
niej Zhang i wsp. [53] oraz Liu i wsp. [26] analizujgc zmiany
aktywnosci POD w rzesie wodnej i siewkach pszenicy pod
wptywem imidazoliowych cieczy jonowych. W naszych wczes$-
niejszych badaniach [29] rowniez sugerowalismy, ze aktyw-
no$¢ POD w lisciach rzodkiewki zwyczajnej i siewkach jecz-
mienia jarego byta doskonatym wskaznikiem skazenia gleby
QAS z anionami BF4 . Warto takze zaznaczy¢, ze obserwo-
wany wzrost aktywnosci POD, czesto skorelowany ze spad-
kiem zawartosci barwnikéw, to wyrazny symptom swiadczacy
o przedwczesnym starzeniu sie rosliny [29,64].

W przegladzie literaturowym, coraz czesciej zwraca sie
jednak uwage na fakt, ze wzrost aktywnosci enzymoéw antyok-
sydacyjnych nie jest jednak do konca korzystny dla organiz-
mow roslinnych. Enzymy te bowiem nie tylko zmiatajg szkodli-
we RFT, ale moga uposledza¢ metabolizm roslin poprzez
usuwanie takze tych czgsteczek RFT, ktére sg odpowiedzial-
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Rysunek 4. Korelacja pomiedzy aktywnoscig POD, a zawartoscig chlorofilu catkowitego w siewkach jeczmienia jarego i lisciach
rzodkiewki zwyczajnej uprawianych na glebie z dodatkiem [Im-Men][BF.] (p < 0.05).

ne za sygnalizacje komoérkowg [1]. Wang i wsp. [39] podaje
ponadto, ze wysoki poziom aktywnosci POD odpowiada za
uszkodzenia chlorofilu w siewkach pszenicy. W omawianym
eksperymencie stwierdziliSmy réwniez ujemng korelacje po-
miedzy wzrostem aktywnosci POD, a obnizeniem sig¢ zawar-
tosci chlorofilu catkowitego (Rysunek 4).

Stwierdzona zaleznos$¢ $wiadczy¢ moze o sytuacji, w kto-
rej obserwowany spadek zawartosci chlorofilu catkowitego
wynikat nie tylko bezposrednio ze wzrostu w glebie stezenia
CIL, ale réwniez byt rezultatem zaistniatego, niekontrolowane-
go wzrostu aktywnosci POD w obu roslinach eksperymental-
nych.

4. Wnioski

Przeprowadzone badania dotyczace okreslenia wptywu
[Im-Men][BF4] na wzrost oraz rozwdj jeczmienia jarego i rzod-
kiewki zwyczajnej niezbicie pokazaty, ze zastosowana CIL
charakteryzowata sie fitotoksycznoscig. Wielkos¢ toksyczne-
go oddziatywania uzalezniona byta gtéwnie od stezenia i od
gatunku rosliny. Roslina jednoliscienna — jeczmien jary — byta
bardziej wrazliwa niz rzodkiewka zwyczajna (roslina dwulis-
cienna) na zastosowang w badaniach wazonowych ciecz jo-
nowa. Swiadczy o tym m.in. procent inhibicji diugosci czesci
nadziemnych, dlugosci korzeni i plonu Swiezej masy.

Zastosowany w eksperymencie wazonowym [Im-Men]
[BF4] spowodowat spadek zawarto$ci barwnikéw asymilacyj-
nych w siewkach jeczmienia jarego i lisciach rzodkiewki zwy-
czajnej, co w konsekwencji znalazto odzwierciedlenie we
wspomnianym juz spadku $wiezej masy tych roslin. CIL pro-
wadzita jednoczesnie do wystgpienia w obu roslinach oznak
stresu oksydacyjnego, o czym moze swiadczy¢ wzrost aktyw-
nosci peroksydazy, bedgcej jednoczesnie najczulszym bio-
markerem zaistniatego stresu oksydacyjnego.

Uzyskane w badaniach wyniki mogg by¢ przydatne do
oceny potencjalnego zagrozenia skazenia srodowiska natural-
nego cieczami jonowymi. Uzyskana za$ wiedza dotyczaca
zmian fizjologiczno-biochemicznych w siewkach jeczmienia
jarego i rzodkiewki zwyczajnej, moze by¢ bardzo pomocna
w zrozumieniu samego mechanizmu fitotoksycznosci ILs dla
lgdowych roslin wyzszych. Efekty naszych badan mogg byc¢
takze wykorzystane w doborze takich gatunkéw i odmian ros-
lin uprawnych, ktére na glebach zanieczyszczonych ILs bedg
lepiej radzi¢ sobie ze stresem oksydacyjnym, co w praktyce
spowoduje uzyskanie odpowiedniej wielkosci i jakosci plondw.
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