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ABSTRACT

The effect of increasing concentration (0.01 and 1 mg.l™") of fluoranthene (FLT) and the
duration of exposure (18 and 25 days) on the growth and photosynthetic processes in pea
plants (Pisum sativum L., cv. Garde) were investigated. FLT concentration in roots and shoot
of pea plants was also determined. The obtained results demonstrated that the higher
concentration of FLT (1 mg.l") significantly inhibited the growth, the content of
photosynthetic pigments (chlorophyll a, b and carotenoids) and the primary photochemical
processes of photosynthesis of the pea plants after 25 days of cultivation. In chlorophyll
fluorescence parameters, the significant increase of Fy values and the decrease of Fy/Fy and
@y values was recorded. Already after 18 days of cultivation of pea plants in nutrient solution
with FLT (0.01 and 1 mg.1"") an affection of Hill reaction activity was recorded. Its significant
inhibition was recorded after 25 days. The fluoranthene content in roots and shoot of pea
plants increased with increasing FLT concentration in the environment and the substantial
accumulation of FLT was observed in the roots.
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ABSTRAKT

Byl sledovan vliv zvy3ujici se koncentrace (0.01 and 1 mg.I") fluoranthenu (FLT) a doby
pusobeni (18 a 25 dnti) na rist a fotosyntetické procesy hrachu (Pisum sativum L., cv. Garde).
V kotenech a nadzemnich ¢astech rostlin byl detekovan obsah FLT. Po 25 dnech kultivace
koncentrace 1mgl' FLT vyznamné inhibovala rist, ovlivnila obsah fotosyntetickych
pigmenti (chlorofyl a, b a karotenoidy) a primarni procesy fotosyntézy. Fluoranthen ovlivnil
parametry fluorescence chlorofylu: vyznamné zvysil hodnoty Fy a vyznamné snizil hodnoty
Fy/Fy a @y Aktivita Hillovy reakce suspenze chloroplastii byla ovlivnéna jiz po 18 dnech
kultivace rostlin v zivném roztoku s FLT. Vyznamna inhibice aktivity Hillovy reakce byla
zjiSténa po 25 dnech. Obsah FLT se v nadzemnich ¢astech a zejména v kofenech zvySoval se
zvySujici se koncentraci v prostredi.
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UvVoD

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs) jsou skupinou vSudypiitomnych
organickych polutantii v prostiedi s potencidlnimi karcinogenimi, mutagenimi a teratogenimi
ucinky.

Rostliny, jako dominantni slozka terestrickych ekosystémt, jsou ovliviiovany celou
fadou latek typu PAHs (McCarthy et Tschaplinski, 1991). V zévislosti na délce a intenzité
pusobeni mohou PAHs vyvolavat akutni, chronické i latentni posSkozeni rostlin, zejména
v interakci s dal§imi environmentalnimi faktory. Dlouhodobé piisobeni toxikanti muize mit
vliv na strukturu a funkci ekosystému, diverzitu rostlinnych druhi, snizeni produkce biomasy,
sniZzeni produkce O, popfi. degradaci pfirodniho prostfedi (Wang et Freemark 1995).

PAHs a jejich metabolity mohou ovliviiovat struktury a funkce na celularni i
subcelularni urovni (Kolb et Harms, 2000). Prvnim mistem puasobeni téchto lipofilnich
sloucenin na bunécné urovni je plazmatickd membrana, kde jsou oxidovany membranové
lipidy (Chiang et al. 1996). NaruSeni plazmatické membrany a ostatnich subcelularnich
membran, zmény v aktivit¢ enzymi a zejména strukturni zmény nukleovych kyselin a
proteini vede k inhibici fotosyntetickych a respiranich procesit (Huang et al. 1996;
Kummerova et al. 1996; Duxbury et al. 1997).

Fotosyntéza predstavuje vyznamny anabolicky metabolismus rostlin, jehoz vysledkem
je produkce energeticky bohatych slouc¢enin nezbytnych pro rist a vyvoj rostlin. Elektronovy
transport fotosystému II (PSII) a aktivita Hillovy reakce mohou byt citlivymi indikatory
posSkozeni fotosysntetického aparatu (Krause et Weis, 1991). Parametry fluorescence
chlorofylu: zakladni fluorescence chlorofylu — Fy, potencidlni vytézek fotochemickych reakci
fotosystému II — Fy/Fy a efektivni kvantovy vytézek fotosystému II - @y jsou vyuzivany jako
indikatory stresem ovlivnénych fotochemickych reakci spojenych s absorbci svételné energie
(Krause et Weis, 1991; Branquinho et al. 1997). Fotosystém II katalyzuje oxidaci vody na
kyslik (kyslik-vyvijejici komplex, Hillova reakce) a umoziuje elektronovy transport (Geiken
et al. 1998).

Ze skupiny fytotoxickych organickych sloucenin je relativné dobte znam fyziologicky
vliv herbicid na fotosyntetické procesy. Bylo prokazano, ze Hillova reakce (produkce
kysliku) je inhibovana simazinem a n¢kolika dal$imi herbicidy (Hernandes-Terrones et al.
2003). Chemicka struktura PAHs (pf. fluoranthen) je podobna struktufe herbicidd a proto
mize byt jejich vliv na rostliny srovnévan s u¢inky herbicidi (Kummerova 2001).

Cilem prace bylo posoudit vliv koncentrace a doby pusobeni fluoranthenu (FLT) na
rist a fotosyntetické procesy rostlin hrachu. Fluoranthen, vybrany ze skupiny PAHs,
je nejastéji se vyskytujicim polycyklickym aromatickym uhlovodikem v prostiedi Ceské
republiky (Holoubek 2000). Neméné vyznamnym cilem prace bylo posoudit citlivost metody
indukovan¢ fluorescence chlorofylu a aktivity Hillovy reakce pro v¢asnou detekei vlivua FLT
na primdrni procesy fotosyntézy.



MATERIAL A METODIKA

Rostlinnym materidlem byly 18 a 25 denni rostliny hrachu seté¢ho (Pisum sativum L.,
cv. Garde). Fluoranthen (FLT) (Supelco, USA) byl aplikovan v koncentracich 0.01 and
1 mg.I"! do Zivného roztoku. Obsah fotosyntetickych pigmentil (chlorofyl a a b, karotenoidy)
byl stanoven spektrofotometricky (UV-VIS Spektrofotometr, Shimadzu, Japonsko). Pigmenty
byly extrahovany z listh hrachu 100% acetonem a vypocet byl proveden dle Holma (Holm
1954). Parametry fluorescence chlorofylu (Fy, Fy/Fy, @y; pro upfesnéni viz Rohacek et
Bartak 1999) byly urCeny z pomalé¢ (Kautsky) indukéni kiivky fluorescence chlorofylu
pomoci fluorometru PAM-2000 (Walz, Némecko). Aktivita Hillovy reakce byla stanovena
spektrofotometricky pfi 630 nm jako mnozstvi redukce DCIP (2,6-dichlorofenol-indofenol)
suspenzi chloroplasti pii ozafenosti 400 pmol.m™?.s” PAR. Vysledky byly statisticky
zpracovany programem STATISTICA 6 (StatSoft, Inc.®). Ziskané vysledky piedstavuiji
primér nejméné 6 opakovani. Vyznamnost rozdilli primérnych hodnot jednotlivych variant
byla hodnocena jednocestnou analyzou rozptylu (ANOVA, P = 0.05) po ovéteni normality dat
a homogenity jejich rozptyll, nebo neparametrickym Kruskal-Wallis testem. Pro porovnani
praméri byl vyuzit Scheffé test.

VYSLEDKY A DISKUZE

> Fluoranthen (0.01 mg.I"") inhiboval rist kofenti a nadzemni &asti rostlin hrachu jiz po
18 dnech kultivace v zivném roztoku (Tabulka 1)

Vliv obou koncentraci FLT (0.01 a 1 mg.l") se prohluboval s délkou kultivace
(25 dni)

Tab. 1 SuSina rostlin hrachu kultivovanych v Zivném roztoku se zvyS$ujici se koncentraci
fluoranthenu

Doba kultivace ~ Koncentrace Susina (g)

(dny) FLT (mg.l'l) Kofen Nadzemni ¢ast

0 0.054 + 0.006" 0.166 + 0.023

18 0.01 0.049 = 0.003" 0.112 + 0.007°

1 0.036 + 0.003° 0.079 + 0.006°

0 0.062 = 0.006° 0.259 + 0.025

25 0.01 0.061 = 0.006° 0211 + 0.024°

1 0.043 + 0.006° 0.141 + 0.016°

Hodnoty oznacené riiznymi pismeny jsou statisticky vyznamné rozdilné (P=0.05).



» Obsah fotosyntetickych pigmentt (chlorofyl a, b a karotenoidil) byl snizen obéma
aplikovanymi koncentracemi FLT (0.01 a 1 mg.l'l) (Tabulka 2)

Tab. 2 Obsah fotosyntetickych pigmentu v listech rostlin hrachu kultivovanych v Zivném
roztoku se zvySujici se koncentraci fluoranthenu

Fotosyntetické pigmnety

Doba kultivace  Koncentrace (mg.g'susiny)

(dny) FLT (mg.I) Chlorofyl a Chlorofyl b Karotenoidy

0 12.94 £+ 0.19* 5.06 £0.11% 4.49 £ 0.09°

18 0.01 12.42 +0.31° 478 +0.13* 434 +0.09°

1 9.43 +0.57° 3.92 +0.17° 3.59 +0.14°

0 13.00 + 0.57* 541 + 0.35% 449 +0.17°

25 0.01 14.26 £ 0.36" 563 £0.17% 4.78 £ 0.08"

1 8.02 + 0.39° 3.88 +0.17° 2.90 +0.13°

Hodnoty oznacené riiznymi pismeny jsou statisticky vyznamné rozdilné (P=0.05).

» Obsah FLT v rostlinnych organech se zvySoval sjeho zvySujici se koncentraci v
prostiedi. Vyssi obsah FLT byl detekovan v kotenech (Tabulka 3)

Tab. 3 Obsah fluoranthenu (mg.kg”') v susiné rostlin hrachu kultivovanych 25 dni v Zivném
roztoku se zvysujici se koncentraci FLT a biokoncentracni faktor (BCF) pro FLT pfepocCitany
na Cerstvou hmotnost

Obsah FLT Biokoncentraéni faktor
Koncentrace (mg kg 'susiny) (BCF)
FLT (mg.I")
Kofren Nadzemni ¢ast Kofen Nadzemni ¢ast
0 n.d. n.d. - -
0.01 2.25 0.06 9.00 0.43
1 137.69 0.76 5.50 0.05

Hodnoty jsou priméry dvou opakovani.



» Fluoranthen (1 mg.l'l) zpusobil vyznamné zvyseni Fy a snizeni Fy/Fy a @y jiz po 18

dnech kultivace rostlin v Zivném roztoku (Obrazek 1)

Obr. 1 Vliv zvy8ujici se koncentrace fluoranthenu na parametry fluorescence chlorofylu
rostlin hrachu po 18 a 25 dnech; F, — bazalni fluorescence chlorofylu; F/F\ — potencialni
vytéZek fotochemickych reakci fotosystému Il a &, — efektivni kvantovy vytéZek fotosystému
Il. Smérodatna odchylka je indikovana chybovymi useCkami. Hodnoty oznacené riznymi
pismeny jsou statisticky vyznamné rozdilné (P=0.05).
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» Vysledky, prezentované vobrazku 2 a 3 ukazuji, ze aktivita Hillovy reakce
izolovanych chloroplastl rostlin hrachu byla vyznamné ovlivnéna ptitomnosti FLT
(0.01 a1 mg.l™)

Obr. 2 Rychlost fotoredukce DCIP (v % béhem 4-6 minut inkubace se suspenzi chloroplastt)
v zavislosti na dobé kultivace rostlin hrachu v Zivném roztoku se zvysujici se koncentraci
fluoranthenu. Smérodatna odchylka je indikovana chybovymi tuseCkami. Hodnoty oznacené

riznymi pismeny jsou statisticky vyznamné rozdilné (P=0.05).
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Obr. 3 Rychlost fotoredukce DCIP (umol DCIP.mg"' Chl.h”) suspenzi chloroplastti rostlin
hrachu kultivovanych v Zivhém roztoku se zvyS$ujici se koncentraci fluoranthenu. Smérodatna
odchylka je indikovana chybovymi tseckami. Hodnoty oznadené riznymi pismeny jsou
statisticky vyznamné rozdilné (P=0.05).
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Piijjem organickych polutanti rostlinami muaze ovlivnit fadu biochemickych a
fyziologickych procesti spojenych s celkovou rychlosti ristu. Doba expozice a zvySujici se
koncentrace FLT v prostfedi, a nasledné v rostlinnych organech, zpiisobila pokles biomasy
kotenil a nadzemnich casti (Tabulka 1). Z obsahu FLT i hodnot biokoncentra¢niho faktoru
(BCF) je ziejmé, ze chronickd expozice nizkymi davkami fluoranthenu muze vést
k vyznamné akumulaci v rostlinach.

Je znamo, Ze chloroplasty jsou prvnim mistem piisobeni mnoha abiotickych stresort
(Alsher et al. 1998). Zmény v obsahu fotosyntetickych pigmentli mohou souviset nejen
s ovlivnénim pfijmu, distribuce a vyuziti zivin v disledku poskozeni kotfent zatizenych FLT
(Kummerova 2001). Ale také ptimym vlivem FLT, ktery byl detekovany v nadzemnich
¢astech rostlin hrachu. SniZeni obsahu fotosyntetickych pigmenti mize byt bud’ vysledkem
vlivu FLT na jejich biosyntézu, nebo FLT indukovanou destrukci molekul pigmentt.
Vyznamnd inhibice fotosyntetického aparatu rostlin hrachu zatizenych fluoranthenem byla
detekovéna in vivo metodou indukované fluorescence chlorofylu (Obrazek 1). Inhibice
pravdépodobné spociva v poklesu efektivity prenosu svételné energie ze svétlosbérnych
komplexti do reakéniho centra PSII a také ve zvySeni hodnoty zékladni fluorescence
chlorofylu (Fy) (Krause et Weis, 1991). Rozpad molekul fotosyntetickych pigmentti mtize byt
dal$im mechanismem zodpovédnym za zvyseni Fy u rostlin exponovanych PAHs (Gensemer

et al. 1996, Huang et al. 1996).

ZAVER

Vysledky nasich experimentil prokazaly, ze FLT (0.01 a 1 mg.I") ovlivnil obsah
fotosyntetickych pigmenti, parametry fluorescence chlorofylu a aktivitu Hillovy reakce.
Nejvyznamnéji byla ovlivnéna aktivita Hillovy reakce. Po 25 dnech kultivace byla
zaznamenana az 25% inhibice.

Zaznamenané¢ zmény Vv biochemickych a fyziologickych procesech se nesporné
podileji i na sniZzeni biomasy rostlin, které byly vystaveny G¢inku FLT.
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