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RESPONSE OF SOYBEAN ROOTS TO IONS OF CADMIUM AND ARSENIC.
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Jaroslav Michalko, Ildiko MatuSikova

ABSTRACT

Heavy metals are serious contaminants of the environment with negative impact on living organisms including plants.
These are considered as enter points for leaking into the food chain endangering animals and humans. A set of soybean
(Glycine max L.) genotypes, that are grown in Slovakia, Ukraine and Hungary, were screened for sensitivity/tolerance to
ions of cadmium and arsenic (both at concentrations of 5 mg.I™). Based on measurements of root growth there were two
genotypes with contrasting sensitivity to heavy metal exposure selected, the most sensitive Kyivska 98 and the relatively
tolerant Chernyatka. In both genotypes there was a significantly enhanced rate of lipid peroxidation observed that indicates
to membrane damage as consequence of the applied stress. Protein extracts from the roots of tested plants were separated on
polyacrylamide gels. The subsequent staining for chitinase activities revealed genotype specific chitinase accumulation as a
component of plant defense against heavy metal stress. The involvement of detected chitinase isoforms in metal

tolerance/sensitivity is becoming then evident and requires further investigations in future.
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UVOoD

Tazké kovy mozeme zaradit’ medzi hlavné kontaminanty
zivotného prostredia. Vacsina rastlin je citlivd na tazké
kovy, na ich toxicitu reaguju hlavne inhibiciou rastu
koretia a vyhonkov a znizenou produkciou biomasy
(Peralta et al., 2001). Tazké kovy reaguju zo zlozkami
membran, pricom mdézu menit ich permeabilitu,
membranovy potencial a enzymatickl  aktivitu.
Ovplyviluju aj prijem zivin a homeostazu a su casto
akumulované polnohospodarsky dolezitymi plodinami
(Sanita di Toppi, Gabrielli 1999). Rastliny vyvinuli
rozne obranné mechanizmy voci toxickym ucinkom
tazkych kovov. Tieto mechanizmy spoéivaju napriklad
v syntéze fytochelatinov a metalotioneinov, vo zvySeni
aktivity zloziek antioxidativneho systému (Sandalio et
al., 2001) av akumulacii tzv. PR bielkovin (z angl.
Pathogenesis Related proteins) obvykle akumulovanych
pri patogenéze. U&innym mechanizmom je tieZ zvysenie
hladiny i6énov vapnika v cytosole a zvySend aktivita
proteinov teplotného Soku (Poschenrieder et al., 2006).
Tolerancia rastlin k tazkym kovom je geneticky dana,
avsak jednotlivé rastlinné druhy resp. odrody prejavuju
velktl variabilitu v tolerancii k tazkym kovom
(Metwally et al., 2005). V tejto praci hodnotime
senzitivitu/toleranciu 10  odréd  sdje  fazulovej
pestovanych na Slovensku, Ukrajine a Mad’arsku voci
i6nom arzénu a kadmia.

MATERIAL A METODY

Semena 10 odrdd soje fazulovej (Glycine max L.) sme
ziskali z nasledovnych zdrojov: odrody Cordoba, Essor,
Merlin a Kent zo Saatbau Linz Slovensko; odrody
Chernyatka, Ustya, Kyivska 98 a Vorskla z PolIno-
hospodarskeho ustavu Ukrajinskej Pol'nohospodarske;j
Akadémie Vied; odrody Evans a Bordka z Boély Zrt.,
Mad’arsko. Semena sme sterilizovali 10 minut v 0,5%
roztoku chléornanu sodného a nakliCovali v Petriho
miskach na dvojitej vrstve navlhéeného filtracného
papiera v tme pri 23°C, kym korene dosiahli dizku 3-8
mm. Korene kli¢iacich semien sme nasledne vystavili
¢inkom idnov arzénu (5 mg.1I™ As*") a kadmia (5 mg.I™"
Cd*) vo forme roztokov: As,0; a Cd(NO3),.4H,0 po
dobu 48 hodin. Po inkubacii sme korene oddelili od

semien a odvazili ich hmotnost’ ¢erstvej hmoty. Toleranciu
koreniov k idbnom arzénu a kadmia sme vyjadrili tolerancnym
indexom (TT) podl'a Wilkinsa (1978).

Analyzam sme podrobili najmenej 50 korenov kli¢encov z
kazdej odrody nakliCovanych v troch nezavislych
opakovaniach experimentu.

Hladinu peroxidacie lipidov sme stanovili meranim
mnozstva malondialdehydu (MDA) podl'a Dhindsa et al.,
(1981).

Proteiny izolované podl'a Hurkman, Tanaka (1986) sme
separovali pomocou SDS-PAGE (Laemli 1970) a farbili na
chitinazovu aktivitu podl'a Pan et al., (1991). Obrazky gélov
sme analyzovali softvérom Scion Image.

Udaje sme tatisticky vyhodnotili Studentovym t-testom

z 3-6 nezavislych opakovani kazdého experimentu.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Aplikované davky tazkych kovov spodsobili inhibiciu rastu
korenov vSetkych genotypov sdje (obrazok 1).
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Obrazok 1 Tolerancia korenov roéznych odrod soje
fazulovej voci i6nom kadmia (A) aarzénu (B) pri
testovanych davkach: 5 mgl? Cd** a 5 mg.I* As*.
Hodnoty zodpovedaju aritmetickym priemerom hodnot
TI £ SD z troch nezavislych opakovani experimentu.
Toleranné indexy pritom naznacuju, Ze jednotlivé
odrody soje prejavili variabilitu v tolerancii voci
testovanym kovom.

Vnutrodruhova variabilita v odpovedi na iény tazkych
kovov bola popisana aj inymi autormi (Belimov et al.,
2003, Metwally et al., 2005). Arzén prejavil vyssiu
toxicitu ako kadmium u vaésiny genotypov a spdsobil
takmer 50 %-nG inhibiciu rastu korefiov v pripade
odrody Kyivska 98. Korene tohto genotypu prejavili
najvyssiu citlivost vo¢i obom testovanym kovom,
naopak relativne najtolerantnejsie boli korene odrody
Chernyatka. Korene tychto dvoch odrdd sme podrobili
d’al$im analyzam.

Zvysenie hladiny MDA ako signdl zvysenej
peroxidacie lipidov a nasledného poskodenia membran
sme zaznamenali vo vSetkych koretioch vystavenych
ucinkom kovov oboch studovanych odrdd (obrazok 2).
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Obrazok 2 Relativna miera peroxidacie lipidov

Vv korefioch najsenzitivnejsej testovanej odrody Kyivska
98 a relativne najtolerantnej$ej odrody Chernyatka
vplyvom aplikovanych davok arzénu (As) a kadmia (Cd)
vzhl'adom ku kontrole (K). Chybové usecky znazoruji
Standardnt  odchylku hodnét z 3-6 opakovani
experimentu. Hladiny vyznamnosti rozdielov: ** P<0,01;
**% P<0,001.

Statisticky vyznamné zvySenie miery peroxidacie lipidov
v porovnani s kontrolou sme zaznamenali v korefioch
odrody Chernyatka vplyvom Cd** (pri p<0,001) aj As®**
(p<0,01), ako aj v koretioch odrody Kyivska 98 vplyvom
arzénu (p<0,01). ZvySenu peroxidaciu lipidov vplyvom
tazkych kovov pozorovali aj Metwally et al., (2005),
ktori podobné rozdiely pripisovali r6znym schopnostiam
niektorych odrdd vyrovnat’ sa s nasledkami oxidativneho
stresu.

Vystavenie korefiov &inku ionov As** a Cd** viedlo
k Statisticky vyznamnému zvySeniu obsahu bielkovin
v korefioch v porovnani s kontrolnymi vzorkami (pri
p<0,05), ¢o mdze naznacovat zvySeni syntézu

obrannych proteinov. Na druhej strane tento jav moze byt aj
dosledkom dehydratacie pletiva, ¢o je Casto pozorovanym
prejavom toxicity tazkych kovov.

Zmeny v profiloch celkovych proteinov zo stresovanych
koreniov sme po separacii na polyakrylamidovych géloch
nezaznamenali. Nasledne sme pomocou Specifického
enzymového substratu v géloch detekovali aktivity
jednotlivych izoforiem chitindz. Identifikovali sme celkovo
tri izoformy chitinaz (obrazok 3).

Kyivska 98 Chernyatka
K Cd As K Cd As

-

Obrazok 3 Izoformy chitindz v proteinovom extrakte
koreniov z dvoch testovanych genotypov séje. Izolované
proteiny z korenov kontrolnych rastlin (K) a z koreniov
vystavenych i6nom kadmia (Cd) a arzénu (As) boli
separované¢ na polyakrylamidovych géloch a nasledne
detekované pomocou $pecifického enzymového substratu.

Zmeny V akumulacii jednotlivych izoforiem chitindz sme
vyjadrili ako nasobky kontroly (tabul’ka 1). Po kvantifikécii
aktivit jednotlivych izoforiem sme tdaje podrobili
Statistickym analyzam. Nase vysledky naznacili, Ze niektoré
chitinazy (21 kDa) neprejavili zavislost na pritomnosti
kovu. Naopak, akumulécia inych izoforiem (66 a 42 kDa)
bola zrejme ovplyvnena stresom vyvolanym kovom (tabulka
1).

Tabul’ka 1 Akumulécia izoforiem chitindz v proteinovom
extrakte korenov soje fazulove;.
Udaje zodpovedaji relativnym hodnotdm aritmetického

Testovana| Molekulova o 4 3 1
odroda [ hmotnost’ (kDa) Cd™ (B mgl) | As™(5mg.")
Kyivska 98 66 0,81+ 0,09 ** 084+0,11*
42 150+0,37* 1,25+0,18
21 1,30 + 0,25 0,87 +0,11
Chernatka 66 1,10£0,15 0,99+0,23
42 1,78 £0,60 1,56+0,35*
21 1,08+0,16 1,00+ 0,06

priemeru = SD (n = 3), kontrola =1. Hladiny vyznamnosti
rozdielov: * P<0,05; ** P<0,01.
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nedetekovali. NajvyraznejSie zmeny sme zaznamenali
v pripade izoformy s velkostou 42 kDa, ktora sa
akumulovala v korefioch oboch odréd ako désledok
vplyvu kadmia a arzénu (obrazok 3, tabul’ka 1).

Medziodrodové rozdiely v akumulacii  chitinaz
poukazuju na mozné medziodrodové rozdiely v obrane
rastlin voci i6nom tazkych kovov. Zmeny v akumulacii
izoforiem chitindz vplyvom kovov boli zaznamenané aj
Vv pletivach inych rastlin (Margis-Pinheiro et al., 1994;
Jung et al., 1995; Rivera-Becerril et al., 2005). Navyse
Békésiova et al., (2008) poukdzali aj na rozdiely
v akumulacii  tychto  enzymov v zavislosti  od
aplikovaného typu kovu. Hoci v sucasnosti nie je mozné
vyslovit' jednoznac¢né zavery o tlohe chitinaz v procese
obrany rastlin vo¢i kovom, vysledky doterajsich
pozorovani naznacuju, Ze chitinazy su stabilnou zlozkou
obranného systému rastlin voéi kovom, modzu vsak
zohravat' aj ovela S$pecifickejsiu tlohu ako sa doteraz
predpokladalo.

ZAVER

Testované odrody sbje prejavili variabilitu v citlivosti
k ionom arzénu a kadmia. Tolerancia korenov
testovanych odroéd voc¢i ionom kadmia sa pohybovala
v rozmedzi 80-94 % a voci ionom arzénu v rozmedzi 54-
75 %. Najvyssiu toleranciu vo¢i obom tazkym kovom
prejavili korene odrody Kyivska 98 a najvyssiu korene
odrody Chernyatka. Rozdiely v citlivosti korefiov
testovanych genotypov sa prejavili aj v miere poSkodenia
bunkovych membran avakumulacii jednotlivych
izoforiem chitindz. NaSe vysledky potvrdzuju, ze
chitinazy su aktivnou zlozkou obrannych mechanizmov
rastlin vystavenych t¢inkom tazkych kovov. Ich uloha
a mechanizmus posobenia v rastlinnych bunkach vsak
stale nie sG zname. Daliie analyzy tychto molekul
umoznia nielen pochopit’ obranné mechanizmy rastlin
resp. niektoré aspekty toxicity/tolerancie, ale pomdzu
tiez identifikovat’" proteinové markéry pre konkrétne
environmentalne stresy vratane tazkych kovov.
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