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THE SENSITIVITY OF PISUM SATIVUM CV. OLIVIN TO SOME HEAVY METAL

IONS
Bedta Pirselova, Anna Gogoldakovd, Roman Kuna

ABSTRACT

Most crop plants are sensitive to higher concentrations of heavy metals (HM) in soils. Such contaminations can cause
serious damages in plants including poor growth, defects in respiration and photosynthesis and inactivation of enzymes.
Ability of crop plants to grow on contaminated soils or to accumulate metals in their tissue parts varies inter - as well as
intraspecifically. In this study the effect of selected metal (lead, cadmium and arsenic) ions on root length, shoot length and
photosynthetic rate of pea (Pisum sativum L., cv. Olivin) was monitored. Each of the metals caused significant though
various inhibition of root lengths (by 26,1 — 71,4 %). Influence of arsenic on selected chlorophyll fluorescence parameters
of Pisum sativum was measured by fluorescence spectrophotometry method. Arsenic caused significant increase in
minimum and maximum fluorescence (by 16,5 % and 8,3 % respectively). We also observed effect of arsenic on decrease
of photochemical effectiveness of PSII photosystem (by 2,5 %).
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UvoD

Tazké kovy patria medzi zakladné  skupiny
kontaminujucich latok, ktoré sa sleduju v roéznych
zlozkach zivotného prostredia. Ide o pomerne rozsiahlu
skupinu kontaminantov s variabilnymi vlastnostami,
uCinkami i zdrojmi svojho pdévodu a v mnohych
pripadoch aj meniacimi sa pristupmi a ndzormi odbornej
verejnosti na ich nebezpeCenstvo pre c¢loveka.
Predmetom svetového monitoringu si najmé prvky As,
Cd, Hg a Pb. Tieto sa vSeobecne povazuji za
najskodlivejiie pre Tudi a zvieratd (DurZa, 2003).
Toleranciu k tazkym kovom mozno definovat ako
schopnost’ istych rastlin prezit' v pddach toxickych pre
iné rastliny a prejavuje sa ako interakcia medzi
genotypom a jeho Zivotnym prostredim (Macnair et al.,
2000). Rastliny disponuju Sirokou Skalou potencialnych
mechanizmov, ktoré stvisia s procesmi detoxifikacie
atym i tolerancie ku stresu vyvolanym tazkymi kovmi.
Nie je vSak znama celkova rezistencia ale iba rezistencia
rastliny ur€itého genotypu. PoI'nohospodarske plodiny sa
vyrazne odliSuji v tolerancii k tazkym kovom.
Specifickd genetickd variabilita existuje tiez v ramci
bobovitych rastlin, avSak geneticky polymorfizmus
z hl'adiska ich tolerancie nie je dostato¢ne preskiimany.
Mnohé odrody fazule sa napriklad liSia toleranciou ku
kadmiu a zinku (Polson, Adams, 1970), odrody sodje
avigny sa liSia toleranciou k manganu (White et al.,
1979; Horst, 1983). Korene sdje prejavuju tiez rdznu
toleranciu k ionom kadmia a arzénu (Golovatiuk et al.,
2010). Bobovité rastliny vratane hrachu vykazuju podl'a
doterajSich poznatkov niZsiu toleranciu najmé ku kadmiu
ako obilniny a travy (Inohue et al., 1994). Belimov et
al. (2003) testovali variabilitu 99 odréd hrachu na
toleranciu ku kadmiu (5 pmol.I* CdCl,). Toleranény
index stanoveny na zaklade mnozstva biomasy sa
Statisticky vyznamne lisil medzi genotypmi v rozmedzi
35 - 90 % a 54 -100 % v pripade pestovania rastlin
v pode s obsahom kadmia 7 a 5 mg.kg™. Variabilitu vo
fyziologickej a biochemickej odpovedi réznych odrod
hrachu voéi kadmiu testovali aj Metwally et al. (2005).

indukovaného stresu u Cd-senzitivnych genotypov.
Geneticky aparat kontrolujici toleranciu k iénom
tazkych kovov a ich akumulécia rastlinou st do urcitej
miery nezavislé. Z hladiska pestovania odrdéd hrachu
v mierne kontaminovanych pddach je dolezity vyber
odrody s vysokou toleranciou k tazkym kovom a ich
nizkou koncentraciou v rastlinach. Cielom nasich analyz
bolo charakterizovat’ odrodu hrachu (Pisum sativum cv.
Olivin) z hl'adiska tolerancie voc¢i iébnom olova, kadmia
a arzénu na zaklade beznych ukazovatel'ov rastu (Cerstva
hmotnost, dizka korefiov a vyhonkov) a tiez na zaklade
zmien v parametroch  fluorescencie  chlorofylu
asimilacnych listov.

MATERIAL A METODIKA
Analyza citlivosti korefiov hrachu siateho voci idnom
olova, kadmia a arzénu

Semena hrachu siateho (Pisum sativum L., cv.
Olivin) boli sterilizované 5 minat v 75 % etanole,
nasledne 10 minat v1 % roztoku chlérnanu sodného
a preplachnuté destilovanou vodou. Po premyti boli
semena naklicované v Petriho miskach s navlhéenym
filtracnym papierom v termostate pri 25 °C, kym
korienky nedosiahli dizku 6 — 8 mm (Rucinska et al.,
2004). Naklicené semena boli nasledne prenesené do
Petriho misiek s filtraénym papierom navlhéenym
roztokom kontaminantu (300 a 500 mg.I" Pb*"; 100
2300 mg.I* Cd** a 50 a 100 mg.I" As®*). Tazké kovy
boli aplikované vo forme roztokov Pb(NOs),.4H,0,
Cd(NO3), a As,0Os. Semena kontrolného variantu boli
zaliate destilovanou vodou. Po Styroch dnoch inkubacie
klicencov v roztokoch kovov bola stanovena Cerstva
hmotnost’ korefiov kontrolnych i stresovanych rastlin
pomocou digitalnich analytickych vah (Explorer Pro EP
114 CM). Tolerancia voci i6onom tazkych kovov bola
stanovena toleranénym indexom podl'a Wilkinsa (1978).

Analyza citlivosti hrachu siateho voci iénom arzénu
vV podmienkach nadobového pokusu

Predklicené semena hrachu siateho s diZkou

Korelacie zistené medzi rastovymi parametrami korefiov 6 — 8 c¢m boli zasadené do zmesi raselinovej
a metabolickou odpoved'ou (aktivita antioxidativnych zeminy BORA (pH 7,5) a perlitu v pomere 4:1.
enzymov, chitindz) naznac¢ili vySSiu mieru Cd Nadobové pokusy boli uskutoénené v klimaboxe, kde
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boli zabezpefené konStantné podmienky pocas celého
trvania pokusu (teplota 20 °C, vlhkost’ vzduchu 60 — 70
%, svetelna peridda 12 hod. svetlo/12 hod. tma, intenzita
Ziarenia maximilne 800 pmolm?2s?, v rannych
a veernych hodinach sa cca na 1 hodinu intenzita
ziarenia znizovala na polovi¢nu hodnotu). Rastliny boli
pestované do $tadia vytvorenia prvych asimilaénych
listov. Nasledne boli zaliate roztokom As>* (As,03) (50
mg.kg™ pody) alebo destilovanou vodou (rastliny
kontrolného variantu). Zalievky v dalSich Stadiach
pokusu uz neobsahovali kov. Pocas celého experimentu
boli pozorované morfologické zmeny na rastlinach
spdsobené arzénom. Po 15 diioch rastu v kontaminovanej
pode bola odmerana dizka korefiov a vyhonkov a taktieZ
cerstva hmotnost’ kontrolnych i stresovanych rastlin.
Listy boli pouzité na meranie fluorescencie chlorofylu.

Merania fluorescencie chlorofylu boli uskutocnené
pomocou kinetickej fluorescenénej kamery GFPCam
(Photon Systems Instruments, Brno, Ceska republika) na
fyziologicky  dospelych listoch  hrachu siateho.
Experiment zahiiial 2 varianty: variant K — kontrolné
rastliny, variant A - rastliny oSetrené arzénom
(50 mg.kg? pody As®). Merania fluorescencie
chlorofylu na intaktnych listoch hrachu siateho sme
opakovali minimalne 5 krat v obidvoch variantoch. Po
svetelnej adaptacii rastlinného materialu caa 5 minut sme
pristrojom  zaznamenavali  nasledujiice = parametre
fluorescencie chlorofylu: FO — minimalna fluorescencia,
Fm — maximalna fluorescencia, Fv — variabilna
fluorescencia, Fv/Fy — maximalny kvantovy vytazok
fluorescencie. Fluorescencia chlorofylu bola indukovana
Is impulzom excitacného ziarenia (A = 650 nm, 120
pumolm?s™) na list rastliny. Okamzité zmeny
chlorofylovej fluorescencie pocas indukovanej kinetiky
fluorescencie  chlorofylu  (Kautského efekt) boli
zaznamenavané s Casovym  rozliSenim  0,04s
a uchovavané prostrednictvom imaginarneho softvéru
FluorCam verzia 6 s rozligenim 0,1 mm?1 pixel. Uroven
maximalnej fluorescencie bola merana pridanim
hypersaturaéného  pulzu (> 5000 pmol.m?2s™).
Frekvencia a dizka pulzu je stimulovand kontrolnou
jednotkou P.A.M., ktora automaticky zabezpecuje zmeny
frekvencie modulacie podas dizky pulzu na 100 kHz
(Trtilek et al., 1997).

Spracovanie a vyhodnotenie vysledkov

Morfologické parametre boli vyhodnotené Studentovym
t-testom preukaznosti rozdielov v po¢itaovom programe
EXCEL. Vybrané parametre fluorescencie chlorofylu
boli statisticky vyhodnotené analyzou rozptylu ANOVA
pomocou programu SigmaStat 2.03.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po 96 hodinach inkubécie klicencov v roztokoch
kovov sme zaznamenali Statisticky vyznamné zmeny (P
< 0,001) verstvej hmotnosti korenov. Najvyssiu
toleranciu prejavili korene k ionom Pb**, ktoré v davkach
300 a 500 mg.I™ sposobili 25,80 a 30,85 % inhibiciu
rastu. Chaudhry a Rasheed (2003) pozorovali skratenie
koretiov hrachu o 33 % a vyhonkov o 39 % oproti
kontrole uz vplyvom 50 mg.I"* Pb?*.

Davky Cd*" (100 a 300 mg.I"") a As** (50 a 100 mg.I™)
inhibovali rast koretiov o 44,30 a 71,40 % resp. 53,9
a 66,8 % (obrazok 1).

Obrazok 1 Cerstva biomasa korefiov hrachu v 4. deii
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Statisticky vyznamné pri P < 0,001.

Citlivost vybranej odrody hrachu vocéi i6nom
arzénu sme testovali aj v podmienkach nadobového
pokusu. Pri zvolenej davke arzénu (50 mg.kg™ pody)
sme po 15 dioch rastu v kontaminovanej pdde
zaznamenali Statisticky vyznamné zmeny v rastovych
parametroch (obrazok 2), pricom toxicky ucinok arzénu
sa V najvacsej miere prejavil v pripade Cerstvej hmotnosti
koreniov.

100
9
80
70
60
50
40
30
20
10

Tolerancny index (%)

dizka dizka  hmotnost hmotnost’
korenfiov vyhonkov korefiov vyhonkov

kontrola

Obrazok 2 Rastové parametre hrachu siateho (Pisum
sativum cv. Olivin) po 15 diioch aplikicie roztoku
arzénu vdavke 50 mg (As).kg? pddy. Hodnoty
toleranénych indexov sii uvedené nad stipcami grafu.
VSetky zmeny su Statisticky vyznamné pri P <0,01.

Okrem inhibicie rastu sme nepozorovali Ziadne vizualne
symptomy toxicity kovu. K rovnakym zaverom dospeli
Sandalio et al. (2001) pri pestovani hrachu (Pisum
sativum L. cv. Lincoln) v poéde kontaminovanej davkou
50 umol.I* CdCl,. V pripade inych rastlinnych druhov
vSak uvedené davky tazkych kovov vyvolali vyrazné
chlorozy (Ouzounidou et al., 1997). Z testovanych
bobovitych rastlin (hrach, bdb, soéja) prejavila dana
odroda hrachu najvysSiu toleranciu voci arzénu, Soja
fazul'ova (cv. Kordoba) pri uvedenej davke hynie uz po
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24 hodinach aplikacie do
(Békésiova, 2008).

Analyza rozptylu potvrdila Statisticky preukazny vplyv
arzénu aj na minimalnu fluorescenciu (FO) rastlin hrachu.
Hodnoty FO rastlin ovplyvnenych arzénom boli vyssie
priemerne o 16,5 % (tabulka 1). Vassilev et al. (1995)
zistil po osetreni jaCmenia kadmiom zvySenie hodnot FO.
Poukazuje to na UCinok kadmia na Struktiru
fotosyntetickych jednotiek a elektronového transportu,
ktory zodpoveda za zistené ulraStrukturdlne poruchy
v chloroplastoch. Aplikacia arzénu spdsobila zvySenie
maximalnej fluorescencie (Fy) oSetrenych rastlin, ¢o
dokazuje aj Statisticky preukazny rozdiel medzi
oSetrenymi a kontrolnymi rastlinami. Maximalnu
fluorescenciu rastlin ovplyvnenych arzénom sme zistili
priemerne o 8,3 % vyssiu v porovnani s Fy, kontrolnych
rastlin (tabul’ka 1).

Prochazka et al. (1998) uvadzaju, Ze vSetky stresové
vplyvy znizujice rychlost fotosyntézy budi zaroven
zvySovat’ intenzitu fluorescencie.

Tento vztah je podkladom pre intenzivne Stadium
fluorescencie, ktoré umoziuje poznat  mnohé

kontaminantu pody

fotochemické deje odohravajice sa
V pigmentoproteinovych komplexoch pri absorpcii
aprenose ziarenia. Analyza rozptylu ANOVA

nepotvrdila vplyv arzénu na variabilni fluorescenciu
(Fv) skiimanych rastlin, ¢o potvrdzuje aj nepreukazny
rozdiel medzi oSetrenymi a neoSetrenymi rastlinami
(tabul’ka 1).

Priemernd hodnota Fv rastlin ovplyvnenych arzénom
bola vysSia o 6,4 %. Vizualizdciu minimalnej
a maximalnej fluorescencie oSetrenych a kontrolnych
rastlin Pisum sativum dokumentuje obrazok 3. Hoci
analyza rozptylu nepotvrdila Statisticky preukazny vplyv
arzénu na maximalny kvantovy vytazok fluorescencie
(FVv/Fy), vysledky merani Fv/Fy rastlin ovplyvnenych
arzénom vSak poukazuji na jeho inhibi¢ny vplyv.
Maximalny kvantovy vytazok fluorescencie rastlin
ovplyvnenych arzénom bol nizsi priemerne o 2,5 %.
Minimalnu hodnotu Fv/Fy oSetrenych rastlin sme
namerali 0,67, pri kontrolnych rastlindich minimalna
hodnota FviFy bola vysSia 0,72.

Tabul’ka 1 Analyza rozptylu a $tatistické charakteristiky vybranych parametrov fluorescencie chlorofylu Pisum

sativum.
Parameter
fluorescencie | Variant | Priemer Max Min Med 25% 75% So Sch P
K 73,45 78,49 70,94 72,16 71,85 74,77 2,96 1,32
Fo As 85,72 107,53 78,43 81,55 79,17 88,15 12,26 5,49 0,016
K 291,53 312,53 274,58 293,33 281,54 298,13 14,08 6,30
Fu As 315,83 330,90 301,13 319,21 303,80 325,15 12,58 5,63 0,021
K 218,07 241,59 201,04 221,18 204,29 226,28 15,10 7,16
Fv As 232,11 249,35 215,72 232,70 221,18 242,18 13,31 5,95 0,170
K 0,744 0,770 0,720 0,750 0,728 0,755 0,019 0,008
Fuv/Fu As 0,725 0,750 0,670 0,740 0,700 0,750 0,038 0,019 0,359

Vysvetlivky: Hodnoty jednotlivych parametrov si uvedené v relativnych jednotkach, FO — minimalna fluorescencia, Fy —
maximalna fluorescencia, Fv — variabilna fluorescencia, Fv/Fy — maximalny kvantovy vytazok, K — kontrolné rastliny,
A — oSetrené rastliny, Max — maximum , Min — minimum, Med — median, So — smerodajna odchylka, Sch — $tandardna

chyba, P — hladina preukaznosti.

kontrola

Obrazok 3 Minimalna fluorescencia (Fy) a maximalna
fluorescencia (Fy) listov Pisum sativum.

Rozdiel sme zistili aj pri porovnani maximalnych hodnot
Fv/Fy skumanych rastlin, kontrolnym rastlinAm sme
namerali vyS$8iu hodnotu 0,77, zatial ¢o rastlinam
ovplyvnenych arzénom 0,75 (tabul’ka 1).

Parametre chlorofylovej fluorescencie st indikatormi
fotochemickych procesov vo fotosystéme II (PSII), ktory
je viac citlivy na stres ako fotosystém I (PSI). Prejavuje
sa to najmd zniZovanim Fv/Fy stresovanych rastlin
(Bjorkman, Demming 1987). Znizenie maximalneho
kvantového vytazku ja¢mena siateho vplyvom arzénu
zistili aj Stoeva a Bineva (2003). Podobne aj Barraza
a Carballeira (1999) zaznamenali niz$ie hodnoty Fv/Fy
sledovanim u¢inku kadmia na riasu Ulva rigida.

ZAVER
Korene kli¢encov hrachu inkubovanych v roztokoch
tazkych kovov prejavili najvyssiu toleranciu k ionom

cvwe
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vy$§im davkam kadmia a arzénu (Tlgg300=28,60;
Tlas100=33,20). V podmienkach nadobového pokusu
doslo vplyvom id6nov arzénu najmé k znizeniu Cerstvej
hmotnosti koretiov (o 86 %), pricom okrem inhibicie
rastu sme nepozorovali ziadne vizudlne symptomy
toxicity kovu. Vplyvom i6nov As®* doslo ku zvyseniu
minimalnej fluorescencie o 16,5 % a k  zniZeniu
maximalneho kvantového vytazku fluorescencie 0 2,5 %
oproti kontrole, ¢im doSlo k zniZeniu fotochemickej
efektivnosti fototosystému PSII. Poznatky o toleranci
rastlin k tazkym kovom st vyznamné nielen pre Stadium
mechanizmov interakcii rastlina-tazky kov, ale aj pre ich
potencidlne vyuzitie v programoch zameranych na
zvySenie  tolerancie  polnohospodarskych  plodin
k tazkym kovom resp. na zniZzenie akumulacie tychto

kovov v rastlinach.
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