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ABSTRACT

The task was to observe the influence of increased concentration (0,1, 1, 10 mg.l'l) of intact
(FLT) and photomodified fluoranthene (phFLT) and a time of exposition (12, 24 and 48 h) to
chosen parameters of chlorophyll fluorescence (Fo, Fyv/Fum, qn, @) of a pea plant (Pisum
sativum L.) on organ and subcellular levels was observed. The obtained results demonstrated
significant influence on primary processes of photosynthesis: - the significant changes in the
chlorophyll fluorescence parameters: the inhibition Fy/Fy and @y and the stimulation Fy and
qn - by the highest applied concentration (10 mg.I"") FLT and phFLT after 12 h of exposition.
More sensitive response for a presence of FLT and phFLT in environment was demonstrated
by their application on the separated leaves. By the short time exposition (48 h) was not
demonstrated the higher phytotoxicity of phFLT.
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ABSTRAKT

Byl sledovan vliv zvySujici se koncentrace (0,1, 1, 10 mgl"') intaktniho (FLT)
a fotomodifikovaného fluoranthenu (fFLT) a doby expozice (12, 24 a 48 h) na vybrané
parametry fluorescence chlorofylu (Fy, Fy/Fym, qn, @u) u hrachu setého (Pisum sativum L.),
a to na organové a subceluldrni Grovni. Ziskané vysledky dokladaji vyznamné ovlivnéni
primdrnich procesti fotosyntézy: - signifikantni zmény parametri fluorescence chlorofylu:
snizeni Fy/Fy a @ a zvySeni Fy a qn - nejvyssi aplikovanou koncentraci (10 mg.l'l) FLT
a fFLT a to jiz po 12 h expozice. Citlivéjsi odezva na ptitomnost FLT a fFLT v prostfedi byla
prokazana pti jejich aplikaci na oddé€lené listy. Pfi kratkodobé expozici (48 h) nebyla
prokazéana vyssi fytotoxicita fFLT.

Klicova slova: hrach sety (Pisum sativum L.), PAH, fluoranthen, fotosyntéza, fluorescence
chlorofylu, fotomodifikace



UvVoD

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs) jsou skupinou organickych latek
vyskytujicich se ve vSech slozkach Zivotniho prostiedi. Tyto perzistentni organické
sloueniny se dostavaji do potravniho fetézce a mohou plsobit jako latky toxické
s potencidlnimi karcinogennimi, mutagennimi a teratogennimi uc¢inky (Wilson a Jones, 1993).
Ptedstavuji nebezpeci jak pro Zijici organismy, tak i pro nasledné generace. PAHs vznikaji
zejména béhem piirodnich a antropogennich spalovacich procesti. V atmosféfe mohou byt
transportovany na zna¢né vzdalenosti a byly detekovany i v tak vzdalenych oblastech, jako je

Arktida a Antarktida. Atmosférickym spadem se dostévaji do vod, piid a sediment.

Vyznamnym zdrojem PAHs pro Zivocichy 1 ¢lov€ka jsou kulturni plodiny, tvofici
podstatnou slozku suchozemskych a vodnich ekosystémi, a maji schopnost tyto slouceniny
pfijimat, transformovat a akumulovat. Pfijem, translokace, metabolizace a akumulace PAHs
rostlinami jsou faktory urcujici fytotoxicitu téchto sloucenin. V zdvislosti na dobé a intenzité
pusobeni mohou polycyklické aromatické uhlovodiky v interakei s dal§imi environmentalnimi
faktory vyvolavat akutni, chronické a latentni poSkozeni rostlin. PAHs mohou ovliviiovat
biochemické a fyziologické procesy rostlin, rozhodujici kvantitativné 1 kvalitativné o tvorbé
biomasy (Lewis, 1995). Dlouhodobé plisobeni toxikantu mize mit vliv na diverzitu
rostlinnych druht, strukturu a funkci ekosystému.

Zakladnim piedpokladem pro hodnoceni bioakumulace, transformace a fytotoxicity je
studium piijmu xenobiotickych sloucenin v laboratornich i pfirodnich podminkach. Ziskané
informace jsou vyuzivany pii sestavovani testl fytotoxicity a matematickych modelt
vyuzivanych k predikci vlivu PAHs na vegetaci. Umoziiuji porozumét vztahu mezi expozici a
potencialnim ekologickym rizikem.

Fotosynteticka aktivita rostlin je Casto pouzivana jako bioindikator kontaminace
prostiedi. Diky lipofilnimu charakteru mohou PAHs a jejich metabolity penetrovat do
tylakoidni membrany a ovlivnit primarni procesy fotosyntézy. Transport -elektrona
fotosystémem II (PSII) je jednim z nejcitlivéjSich indikéatort poskozeni (Huang et al., 1997).
Tyto biochemické zmény mohou byt detekovany na zakladé zmeén indukce fluorescence
chlorofylu diive nez zmény morfologické. Metoda indukované fluorescence chlorofylu je
vhodnou nedestruktivni metodou pro méteni zmén souvisejicich s fotosystémem II u rostlin
vystavenych piisobeni polutantt.

Dlouhou dobu se piedpokladalo, ze PAHs jsou v prostiedi perzistentni. Bylo vSak
zjisténo, Ze za urcitych podminek miize dojit k modifikaci struktury sloucenin. Zména
vlastnosti PAHs muze probihat abiotickymi (napf. fotochemicky) nebo biotickymi (napf.
monooxygenaci cytochromem P450) procesy (Huang et al., 1995). PAHs jsou schopny silné
absorbovat slune¢ni zareni v UV-A (320-400 nm) a v UV-B (290-320 nm) oblastech pomoci
vysoce konjugovaného systému m-orbitalti. Po absorpci fotonli piechazeji PAHs s vysokym
vytézkem do excitovaného tripletového stavu. To muize vést k tvorbé biologicky Skodlivého
singletového kysliku ('0,) a reaktivnich forem kysliku, které jsou pfi¢inou oxidativniho stresu
a nasledné toxicity. Absorpce fotonu polyaromaty vede krychlé fotomodifikaci (napf.



fotooxidaci nebo fotolyze). Fotomodifikaci jakékoliv  PAH vznikd smés vice nez 20
fotoproduktii, pifevazné se jedna o chinony, hydroxylované chinony a benzoové kyseliny,
biodostupnosti a reaktivit¢ (Ireland et al., 1996). V dasledku vyssi rozpustnosti ve vodé
mohou produkty fotomodifikace PAHs snadnéji migrovat do slozek prostfedi. Naptiklad
v pid¢€ mohou svymi toxickymi u€inky ovlivnit kli¢ivost semen a rtist kofene.

Cilem prace bylo rozsitit poznatky o ucincich polycyklické aromatické slouceniny
fluoranthenu na rostliny. Rostlinnym materialem byla zvolena pro Ceskou republiku
nejvyznamnéjsi luskovina, hrach sety (Pisum sativum L.). Byl posuzovan vliv intaktniho
(FLT) a fotomodifikovaného fluoranthenu (fFLT) na primarni procesy fotosyntézy hrachu
setého (Pisum sativum L.) vyuZzitim nedestruktivni metody méfeni fluorescence chlorofylu.
Byly porovnany dvé odlisSné expozi¢ni cesty: kofenovy a folidrni ptfijem PAH. V obou
ptipadech byl sledovéan kratkodoby vliv zvySujici se koncentrace FLT a fFLT a prodluzujici
se doby jejiho plisobeni. Odezva primarnich procest fotosyntézy na pritomnost FLT a fFLT
byla sledovana na urovni rostlinného organu, intaktniho listu, a na urovni subceluldrni,
izolovanych chloroplasta.

MATERIAL A METODIKA

Rostlinnym materidlem byl hrach sety
(Pisum sativum L.), kultivar Lantra.

Fluoranthen = (SUPELCO, USA) byl
rozpustén v acetonu (LABSCAN, Ireland) na
koncentraci 500 mg.l'. Aplikované koncentrace
intaktniho fluoranthenu (FLT) a
fotomodifikovaného fluoranthenu (fFLT) 0,1, 1 a 10
mg.I"! byly ptipraveny fedénim destilovanou vodou.
Pouzita koncentrace acetonu v testovacich roztocich

neovlivnila kli¢ivost semen a rlst klicnich rostlin

(Kummerova et al. 2001). Kontrolou byl Reid-  Obr. I Hrach setv (Pisum sativum L.)

Yorkiv zivny roztok s pfislusnym mnozstvim acetonu. Fotomodifikace fluoranthenu (fFLT)
byla provedena UV-lampou (MPK Tesla 125 W) expozici zafenim o A>280 nm po dobu 120
minut. Po fotomodifikaci byl podil intaktniho FLT niz8i nez 5%. Koncentrace fluoranthenu
v acetonu (500 mg.l"), aplikované koncentrace fluoranthenu 0,1, 1 a 10 mg.l" a podil
intaktniho fluoranthenu po fotomodifikaci byl stanoven chromatograficky (HPLC, Hewlett
Packard). Produkty vzniklé¢ fotomodifikaci intaktniho fluranthenu fluorenon, hydroxy-
fluorenon, fenantrendion a hydroxy-fenanthren byly stanoveny plynovou chromatografii (GC-
FID, Hewlett Packard) s kapilarni kolonou HP-5.

Kli¢ni rostliny s dostate¢né vyvinutym kofenem (cca 3 cm) byly zasazeny do
kultivacnich nadobek, zasypany granulovanym polyetylénem a umistény do kultivacnich van
s 2,5 1 Reid-Yorkova zivného roztoku. Rostliny byly kultivovany pfi pfirozeném osvétleni ve



skleniku Katedry fyziologie a anatomie rostlin. Zivny roztok byl pravidelné provzdus$iiovan a
vymeénovan po 48 -72 hodinach.

Po 18 dnech kultivace byly rostliny hrachu ptevedeny z kultiva¢nich van do kadinek
s Reid-Yorkovym Zivnym roztokem s ptisluSnym mnozstvim acetonu (kontrola), intaktniho
FLT (0,1 a 1 mgl") a fotomodifikovaného FLT (0,1 a 1 mgl'). Vybrané parametry
fluorescence chlorofylu (Fo, Fyv/Fum, qn, ®n) byly méfeny po 12, 24 a 48 hodinach expozice
FLT a fFLT.

Z 18 dennich rostlin hrachu byly v tésné blizkosti stonku oddé€leny tteti a Ctvrté listy
(od baze stonku), které byly po 16 umistény na filtracni papir do Petriho misek (pramér 120
mm). Disk filtraéniho papiru byl navlhéen 8 ml kontrolniho roztoku, roztokem s intaktnim
FLT (0,1, 1 a 10 mg.I") a roztokem s fotomodifikovanym FLT (0,1, 1 a 10 mg.I""). Vybrané
parametry fluorescence chlorofylu (Fo, Fyv/Fum, qn, @) byly méteny po 12, 24 a 48 hodinach
expozice FLT a fFLT.

Chloroplasty byly izolovany ze 4. listu upravenou metodou podle Makovce (1979,
nepublikovéano). Izolacni médium bylo obohaceno o kyselinu askorbovou, resuspendaéni
0 K;3[Fe(CN) 4]. Obé média byla upravena na hodnotu pH 7. Do suspenze chloroplastii byla
pridana ptislusna koncentrace FLT a fFLT. Poté byly méfeny vybrané parametry fluorescence
chlorofylu (Fo, Fv/Fum, qn, @n).

Vliv intaktniho fluoranthenu (FLT) a fotomodifikovaného fluoranthneu (fFLT) na
primarni procesy fotosyntézy byl sledovan analyzou pomalé (Kautského) indukéni kinetiky
fluorescence chlorofylu doplnéné o analyzu zhaSecich mechanismui. Pribéh kinetiky byl
zaznamenavan modulovanym fluorometrem PAM 2000 (Walz, Némecko). Udaje byly
zpracovavany ovladacim programem na piipojeném pocitaci. Analyzou indukéni kinetiky
byly ziskany hodnoty parametrti fluorescence chlorofylu: zdkladni fluorescence chlorofylu
(Fo), zakladni fluorescenéni pomér (Fy/Fu), nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu
(qn) a kvantovy vytézek elektronového transportu PS 11 (®p).

Obr. 2 Pomala indukéni kinetika fluorescence chlorofylu zaznamenané in vivo fluorometrem
PAM 2000 na semenaccich smrku (Picea abies). Prevzato od Rohacka (2002).
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Uvedené vysledky jsou pruméry 6 (intaktni list) a 4 (suspenze chloroplast) hodnot
v kazdé varianté. Pfi statistickém srovnani hodnot parametrii kazdé varianty byla nejprve
testovana normalita rozlozeni dat a homogenita rozptyli. Po prokdzani normality rozlozeni
a homogenity byla pouZita jednocestna analyza rozptylu (one-way ANOVA, Schéffe test). Pti
nesplnéni vstupnich predpokladi bylo srovnéni provedeno neparametrickymi testy (Mann-
Whitney, Kruskall-Wallis, Tukey test). Hodnota statistické vyznamnosti byla ve vsSech
ptipadech a <0,05.

VYSLEDKY A DISKUZE

V soucasné dobé€ jsou studovéana kritéria pro v€asnou diagnostiku vlivu toxikantd na
rostliny. Jsou studovany takové znaky a vlastnosti (biomarkery) rostlinného organismu, které
by spolehlivé odraZely vztah expozice a potencidlniho ekologického rizika. Vyzkum je vSak
velmi obtizny, protoze v pfirozenych podminkach jsou rostlinné organismy vystaveny
spolupiisobeni fady environmentalnich faktorti, které mohou vyvolévat podstatné nespecifické
reakce organismu. Proto se pozornost zaméfuje na zmény v biochemickych a fyziologickych
procesech, které mohou piedchazet vizualnimu poSkozeni rostlin. Aplikovany fluoranthen byl
vybran proto, Ze patii k nejCastéji se vyskytujicim PAHs v prostiedi a je oznaCovan jako
indikéator vyskytu ostatnich PAHs. Je latkou toxickou bez pifimych mutagennich ucinki.
Pouzité koncentrace fluoranthenu 0,1 a 1 mg.I" simuluji mirm& zvySené zatiZzeni prostiedi.
Nejvyssi aplikovana koncentrace 10 mg.I" pfedstavuje silng kontaminované prostiedi. Jedna
se napt. o odpadni vody v pramyslu, srazky v primyslovych oblastech, které obsahuji vysoké
koncentrace PAHs vazané na pevné Castice, a odtokové vody ze silnic (Edwards, 1983).

Jak jiz bylo zminéno, k u€inkiim vétSiny environmentéalnich kontaminantii na rostliny
patfi inhibice fotosyntézy, a proto je fotosynteticka aktivita ¢asto vyuzivana jako bioindikator
vlivu kontaminantii. Z tohoto diivodu byla metoda indukované fluorescence chlorofylu
vyuzita pro posouzeni vlivu FLT a fFLT na rostliny hrachu.

Z mnozstvi ziskanych vysledkii prezentujeme pouze nékteré. Byl vybran vliv FLT
a fFLT, o koncentraci 1 mg.1”, ktera byla aplikovana do Zivného roztoku, na odd&lené listy
a do suspenze chloroplasti. U oddélenych listli prezentujeme také nami nejvyssi pouzitou
koncentraci (10 mg.I™).

Koncentrace fFLT (1 mg.1") v prosttedi (v Zivném roztoku) zpiisobila jak po 24, tak
1 po 48 (Tab.1) hodindch expozice zmény hodnot parametri fluorescence chlorofylu.
Vyznamné zvySeni hodnot Fy 1 vyznamné snizeni Fy/Fy; oproti hodnotam zjisténym u rostlin
kontrolni varianty a rostlin vystavenych ucinku intaktni formy FLT je dokladem vyssi
ucinnosti, fytotoxicity, fotomodifikované formy FLT. Ziskané vysledky se shoduji se zavéry
Jan¢arové (2003), ktera neprokazala ovlivnéni primérnich procest fotosyntézy hrachu
intaktnim fluoranthenem o koncentraci 1 mg.1™.

Ovlivnéni parametra fluorescence chlorofylu FLT je dokladem, jak pfijmu kofenovym
systémem, tak 1 naslednym akropetalnim transportem do nadzemnich casti rostlin hrachu.



Tato skutecnost byla prokdzana Kummerovou et al. (1997) u rostlin je¢mene a Koptikovou
(2000) u rostlin bobu, slunec¢nice a kukufice.

Tab. 1 Hodnoty zakladni fluorescence chlorofylu (F,), zakladniho fluorescenéniho poméru
(FW/Fun), koeficientu nefotochemického zhaSeni fluorescence chlorofylu (qn) a kvantového
vytézku elektronového transportu PS Il (®,) hrachu seteho (Pisum sativum L.) po 48
hodinové kultivaci v Zivném roztoku s fluoranthenem (FLT) a fotomodifikovanym
fluoranthenem (fFLT).

Parametr Koncentrace Intaktni list
fluorescence Varianta FLT, fFLT o

chlorofylu (mg.1™ prumer S.D.
Fy [mV] kontrola 0 0,260 2 0,003
FLT 1 0,263 a 0,007
fFLT 1 0,269 b 0,006
Fv/Fu kontrola 0 0,764 a 0,002
FLT 1 0,762 a 0,003
fFLT 1 0,760 b 0,002
qn kontrola 0 0,336 a 0,032
FLT 1 0,342 a 0,016
fFLT 1 0,357 a 0,039
Dy kontrola 0 0,559 a 0,016
FLT 1 0,554 a 0,018
fFLT 1 0,546 a 0,037

Hodnoty oznacené stejnym pismenem (horni index) se statisticky vyznamné nelisi.

Hlavni cestou pifijmu PAHs rostlinami v pfirozeném prostfedi je penetrace do
epikutikularni vrstvy listii nebo prinik do mezofylu ptes praduchy. Neni vSak doposud zndm
procentudlni podil obou téchto cest na piijmu PAHs listy. Pies uvedenou skute¢nost jsme se
dle moznosti snazili vyjadiit k otdzce ptijmu FLT a fFLT nadzemnimi ¢astmi rostlin hrachu.
Vysledky ziskané s oddélenymi listy vystavenymi kratkodobé (12, 24 a 48 hodin) ucinku
FLT a fFLT jsou dokladem vyznamného ovlivnéni fotosyntetického aparatu, a to jiz aplikaci
nejniz§i koncentrace (0,1 mg.I"). Toxicita sloutenin je zavisla na koncentraci dané latky,
fyzikéalné-chemickych vlastnostech a na dob¢ jejiho piisobeni. Signifikantni snizeni (Fo, qn)
nebo zvyseni (®y) hodnot parametri fluorescence chlorofylu prokazané po 12 hodinach
expozice nejvyssi aplikovanou koncentraci (10 mg.I") fotomodifikovaného FLT je rovndz
dokladem vcasnéjsi ti€innosti fotomodifikované formy FLT.



Tab. 2 Hodnoty zakladni fluorescence chlorofylu (F,), zakladniho fluorescenéniho poméru
(FW/Fun), koeficientu nefotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu (qn) a kvantového
vytézku elektronového transportu PS Il (®,) hrachu seteho (Pisum sativum L.) po 48
hodinové expozici oddélenych listi v prostfedi s fluoranthenem (FLT) a fotomodifikovanym
fluoranthenem (fFLT).

Parametr Koncentrace Intaktni list
fluorescence Varianta FLT, fFLT o

chlorofylu (mg.1™ prumer 5.D.
Fy [mV] kontrola 0 0,274 *? 0,011
FLT 1 0,279 * 0,011
fFLT 1 0,280 *? 0,022
Fv/Fu kontrola 0 0,731 *? 0,012
FLT 1 0,732 * 0,015
fFLT 1 0,730 * 0,024
qn kontrola 0 0,149 *? 0,018
FLT 1 0,160 * 0,029
fFLT 1 0,171 @ 0,017
Dy kontrola 0 0,641 *? 0,012
FLT 1 0,636 * 0,019
fFLT 1 0,641 * 0,007

Hodnoty oznacené stejnym pismenem (horni index) se statisticky vyznamné nelisi.

Predpokladame, v souladu s Duxburym (1997), Ze vcasngj§Si  uCinnost
fotomodifikovaného FLT je déna vys$Si polaritou, rozpustnosti ve vodé a vyssi toxicitou
produktt fotomodifikace. Vyznamné zmény hodnot Fy, Fy/Fy, qn a @y zjisténé jiz po 24 a 48
(Tab.3) hodindch expozice intaktnim FLT a fotomodifikovanym FLT jsou dokladem
ucinnosti obou forem FLT. Vyznamné zvySeni hodnot Fy je v souladu s Ren et al. (1996)
a vypovidd o mozném ovlivnéni antén PSII, at’ jiz fluoranthenem nebo jeho metabolickymi
produkty, napi. FLU-trans-2,3-dihydrodiol. Pomér Fvy/Fy se Casto pouziva jako indikator
stresu. Se zvySujici se koncentraci FLT se tento pomér sniZzoval, tzn. ze rostliny byly
stresovany pusobenim jednoho zenvironmentdlnich faktori, organickym polutantem
fluoranthenem.



Tab. 3 Hodnoty zakladni fluorescence chlorofylu (F,), zakladniho fluorescenéniho poméru
(FW/Fv), koeficientu  nefotochemického  zhaSeni  fluorescence  chlorofylu  (qn)
a kvantového vytézku elektronového transportu PS Il (®,) hrachu setého (Pisum sativum L.)
po 48 hodinové expozici oddélenych listi v prostredi s fluoranthenem  (FLT)
a fotomodifikovanym fluoranthenem (fFLT).

Parametr Koncentrace Intaktni list
fluorescence Varianta FLT, fFLT o

chlorofylu (mg.1™ prumet 5.D.
Fy [mV] kontrola 0 0,299 ° 0,010
FLT 10 0,529 ° 0,028
fFLT 10 0,520 ° 0,072
Fv/Fu kontrola 0 0,724 *? 0,008
FLT 10 0,571 ° 0,042
fFLT 10 0,566 ° 0,054
qn kontrola 0 0,229 *? 0,028
FLT 10 0,352 ° 0,071
fFLT 10 0,339 ° 0,061
Dy kontrola 0 0,552 * 0,005
FLT 10 0,407 ° 0,046
fFLT 10 0,415 ° 0,058

Hodnoty oznacené stejnym pismenem (horni index) se statisticky vyznamné nelisi.

Statisticky vyznamné zmény hodnot parametrii fluorescence chlorofylu u suspenze
chloroplasti vlivem FLT a fFLT nebyly zjiStény u zZadné z aplikovanych koncentraci 0,1, 1
(Tab.4-7) a 10 mg.1"". Tato skutenost je v souladu se zavéry Jancarové (2003), ktera rovnéz
neprokézala jednozna¢ny a setrvaly inhibi¢ni nebo stimulac¢ni vliv FLT na primarni procesy
fotosyntézy izolovanych chloroplastt.

Vyznamné zvySeni hodnot F, (tab. 4) a sniZzeni hodnot ostatnich parametri
fluorescence chlorofylu Fy/Fy (Tab.5), qn (Tab.6) a @y (Tab.7), u kontroly a vSech
aplikovanych koncentraci FLT a fFLT (0,1, 1 a 10 mgl"), ukazuje na rychly pokles
fotosyntetické aktivity suspenze chloroplastt, a to jiz po 15 minutach expozice. Zaznamenany
navaznost na jiné bunéné kompartmenty, jejimz diasledkem muize byt hromadéni asimilati.
Dlivodem muze byt také omezeny piisun CO,, nebo déle trvajici zatemnéni. Vliv senescence



chloroplasti byl ve vSech nasledujicich pokusech eliminovan méfenim fluorescence
chlorofylu ihned po izolaci chloroplastt.

Tab. 4 Viiv doby expozice a koncentrace fluoranthenu (FLT) a fotomodifikovaného
fluoranthenu (fFLT) na zakladni fluorescenci chlorofylu (F,) suspenze chloroplastt hrachu
setého (Pisum sativum L.).

Doba Koncentrace Fo [mV]
expozice Varianta FLT, fFLT ] statistick4
(min) (mglhy ~ Prameér 5D yznamnost
kontrola 0 0,073 * 0,010 a
15 FLT 1 0,093 ° 0,008 a
fFLT 1 0,089 ° 0,007 a
kontrola 0 0,079 * 0,010 a
60 FLT 1 0,099 *° 0,017 a
fFLT 1 0,093 *° 0,009 a
kontrola 0 0,088 * 0,008 a
105 FLT 1 0,100 *° 0,016 a
fFLT 1 0,101 *° 0,009 a
kontrola 0 0.089 * 0,012 a
150 FLT 1 0,106 *° 0,012 a
fFLT 1 0,103 *° 0,009 a

Hodnoty parametru po stejné dobé expozice oznacené stejnym pismenem (horni index) se statisticky vyznamné
nelisi. Hodnoty parametru stejné varianty oznacené stejnym pismenem (statistickd vyznamnost) se statisticky

vyznamné nelii.

Tab. 5 Viiv doby expozice a koncentrace fluoranthenu (FLT) a fotomodifikovaného
fluoranthenu (fFLT) na zakladni fluorescencni pomér (F\/Fy) suspenze chloroplastu hrachu
setého (Pisum sativum L.).

Doba Koncentrace Fv/Fy
expozice Varianta FLT, fFLT . statisticka
(min) (mglhy ~ Prameér 5D znamnost
kontrola 0 0,671 ? 0,003 a
15 FLT 1 0,589 *° 0,106 a
fFLT 1 0,609 *° 0,083 a
kontrola 0 0,531 * 0,029 b
60 FLT 1 0,457 *° 0,116 ab

fFLT 1 0,479 * 0,080 ab




kontrola 0 0,424 * 0,040 c

105 FLT 1 0,375 * 0,133 ab
fFLT 1 0,416 * 0,069 b
kontrola 0 0,383 * 0,015 c
150 FLT 1 0,327 * 0,116 b
fFLT 1 0,367 * 0,070 b

Hodnoty parametru po stejné dobé expozice oznacené stejnym pismenem (horni index) se statisticky vyznamné
nelis§i. Hodnoty parametru stejné varianty oznacené stejnym pismenem (statistickd vyznamnost) se statisticky

vyznamn¢ nelisi.

Tab. 6 Viiv doby expozice a koncentrace fluoranthenu (FLT) a fotomodifikovaného
fluoranthenu (fFLT) na koeficient nefotochemického zhaseni fluorescence chlorofylu (qy)
suspenze chloroplastt hrachu setého (Pisum sativum L.).

Doba Koncentrace qn
expozice Varianta FLT, fFLT statisticka
(min) (mg.1") primer 5.D. vyznamnost
kontrola 0 0,149 * 0,016 a
15 FLT 1 0,125 *° 0,023 a
fFLT 1 0,120 *° 0,025 a
kontrola 0 0,126 * 0,052 a
60 FLT 1 0,126 *° 0,035 a
fFLT 1 0,128 *° 0,027 a
kontrola 0 0,008 * 0,030 a
105 FLT 1 0,111 *° 0,056 a
fFLT 1 0,120 *° 0,061 a
kontrola 0 0,001 * 0,007 a
150 FLT 1 0,088 *° 0,035 a
fFLT 1 0,132 *° 0,060 a

Hodnoty parametru po stejné dobé expozice oznacené stejnym pismenem (horni index) se statisticky vyznamné
nelis§i. Hodnoty parametru stejné varianty oznacené stejnym pismenem (statistickd vyznamnost) se statisticky

vyznamn¢ nelisi.



Tab. 7 Viiv doby expozice a koncentrace fluoranthenu (FLT) a fotomodifikovaného
fluoranthenu (fFLT) na kvantovy vytéZek elektronového transportu PS Il (®,) suspenze
chloroplasti hrachu setého (Pisum sativum L.).

Doba Koncentrace Dy
expozice Varianta FLT, fFLT . statisticka
(min) (mglhy ~ Prameér 5D yznamnost
kontrola 0 0,418 * 0,026 a
15 FLT 1 0,316 * 0,056 a
fFLT 1 0,334 ° 0,065 a
kontrola 0 0,326 * 0,017 b
60 FLT 1 0,280 * 0,066 a
fFLT 1 0,297 ? 0,034 ac
kontrola 0 0,221 * 0,033 c
105 FLT 1 0,237 * 0,021 ab
fFLT 1 0,209 *° 0,044 be
kontrola 0 0,164 * 0,027 d
150 FLT 1 0,156 *° 0,052 b
fFLT 1 0,182 * 0,025 b

Hodnoty parametru po stejné dobé expozice oznacené stejnym pismenem (horni index) se statisticky vyznamné
nelisi. Hodnoty parametru stejné varianty oznacené stejnym pismenem (statistickd vyznamnost) se statisticky

vyznamné nelisi.

Ziskané vysledky ndm neumoziuji dat jednoznacnou odpovéd’ na to, zda je ovlivnéni
primarnich procestt fotosyntézy hrachu disledkem vlivu fluoranthenu nebo jeho
metabolickych produkti. Dle Foota (1991) maji PAHs schopnost vyznamné podpofit
v pfitomnosti svétla tvorbu singletového kysliku, ktery poSkozuje biologické systémy, a maji
tedy schopnost vyvoldvat oxidativni stres. Toxické ucinky FLT mohou zplsobit poskozeni
membran nasledkem oxidace lipidi (Foote, 1991), zmény fotosyntetickych pigmentl
a transportu elektroni mezi PSII a PSI (Huang et al., 1997). Lze tedy ptfedpokladat, ze nami
prokazané zmény fluorescence chlorofylu jsou dokladem vcasnéjSiho ovlivnéni ucinnosti
fotosyntetického aparatu fotomodifikovanym FLT a reakci probihajicich na urovni
thylakoidni membrany chloroplastu. McConkey et al. (1997) ptedpoklada, a naSe vysledky
tento predpoklad potvrzuji, ze zména hodnot parametrii fluorescence chlorofylu muize byt
ovlivnéna pfitomnosti chinond, tj. hlavnich produktli metabolizace FLT. Tyto slouceniny
mohou mit funkci akceptorti nebo donorti elektronit a ovliviiovat tak elektronovy transport
mezi obéma fotosystémy v membrané chloroplastu. Jednotlivé rostlinné druhy se lisi
v citlivosti na pritomnost PAHs v prostiedi. Dionisio-Sese a Tobita (1998) prokazali u rostlin
hrachu, ve srovnani s jinymi rostlinnymi druhy, vyssi specifickou aktivitu antioxidacnich



enzymu. Potvrzeni tohoto poznatku by mohlo vysvétlit vyssi citlivost primdrnich procest
fotosyntézy rostlin bobu, slune¢nice a kukufice, ve srovnani s hrachem, na piitomnost FLT
v prosttedi (Koptikova, 2000), ktera rovnéz pouzivala metodu indukované fluorescence
chlorofylu. Ziskané vysledky dokladaji ti¢inek vysokého zatizeni prostfedi, a to jiz po velmi
kratké dob¢ expozice. A to zejména pii pusobeni téchto xenobiotickych latek na nadzemni
¢asti rostlin, které byly vystaveny vlivu intaktnich a fotomodifikovanych forem PAHs.

ZAVER

Cilem préce bylo studium vlivu zvy3ujici se koncentrace (0,1, 1 a 10 mg.I"") intaktniho
(FLT) a fotomodifikovaného fluoranthenu (fFLT) a doby jejiho plisobeni (12, 24 a 48 hodin)
na primarni procesy fotosyntézy hrachu setého (Pisum sativum L.). Soucasné byly
posuzovany dvé rozdilné cesty zatizeni rostlin; plisobeni intaktniho a fotomodifikovaného
fluoranthenu byl kratkodobé vystaven kofenovy systém a oddélené listy. Parametry
fluorescence chlorofylu (Fo, Fv/Fum, qn, @) byly méfeny na organové urovni, tzn. na listu,
ktery nebyl oddélen od stonku i na oddéleném listu a na subceluldrni trovni, tzn. na suspenzi
chloroplasti.

Ziskané vysledky dokladaji nevyznamné ovlivnéni parametrii fluorescence chlorofylu
(Fo, Fv/Fm, qn, @pn) pii kratkodobém (12, 24 a 48 hodin) plsobeni intaktnim
fluoranthenem (0,1 a 1 mg.1™"), ktery byl aplikovan do Zivného roztoku a na odd&lené listy.
Byly prokazany vyznamné zmény hodnot fluorescence chlorofylu (Fy, Fyv/Fum, gn, @n)
oddé€lenych lista: zvySeni hodnot Fy a qy a sniZzeni hodnot Fy/Fy a @y, nejvyssi aplikovanou
koncentraci intaktniho a fotomodifikovaného fluoranthenu (10 mg.I™"), a to jiZ po 12 hodinach
expozice.
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