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ABSTRACT

The effect of increasing concentration (0.1, 1 and 5 mg.I'") of fluoranthene (FLT) and the
duration of exposure (7, 14 and 21 days) on the growth and net photosynthesis rate in pea
plants (Pisum sativum L., cv. Garde) cultivated in vitro was investigated. The obtained results
demonstrated significant influence of dry weight and shoot length of plants by higher
concentration of FLT (1 and 5 mg.l"). The lowest applied concentration 0.1 mg.l" of FLT
significantly increased both growth parameters. The net photosynthesis rate was significantly
decreased by increasing concentration of FLT (0.1, 1 a 5 mg.I") in the environment.
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ABSTRAKT

Byl sledovan vliv zvy3ujici se koncentrace (0.1, 1 a 5 mg.I"") fluoranthenu (FLT) a doby
expozice (7, 14 a 21 dni) na rhst a rychlost Cisté fotosyntézy u hrachu seté¢ho (Pisum
sativum L., cv. Garde) kultivovaného v in vitro podminkach. Ziskané vysledky dokladaji
vyznamné sniZeni suSiny a délky nadzemni ¢asti rostlin vys$S§imi koncentracemi FLT (1 a 5
mg.1"). Nejnizi aplikovana koncentrace 0.1 mg.l" FLT oba riistové parametry vyznamnd
zvysila. Se snizujici se koncentraci FLT (0.1, 1 a 5 mg.I") v prostiedi se rychlost &isté

fotosyntézy vyznamné sniZovala.
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UVOoD

V modernim ekosystému se mnozstvi polycyklickych aromatickych uhlovodika
(PAHSs, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) neustale zvySuje (Bryselbout et al., 2000). PAHs
jsou znac¢n€ heterogenni skupinou persistentnich organickych polutanti (POPs, Persistent
Organic Pullutants) s environmentalné vyznamnymi vlastnostmi (odolnost vic¢i degradaci,
schopnost bioakumulace v lipidovych slozkach zivych organismii a toxicita). Tyto lipofilni
slouceniny jsou pfitomny v prosttedi ve vSech slozkach — ve vzduchu, ve vodé



i v sedimentech. Jejich zastoupeni v jednotlivych slozkach vSak neni rovnomérné. Dulezitou
roli v kolobéhu PAHs v prostiedi hraje terestricka vegetace, kterd pokryva asi 80% povrchu
Zemé (Kocourek et al., 2003). Rostliny disponuji schopnosti tyto latky z prostfedi pfijimat,
pricemz ke kontaminaci mtze dojit tfemi dil¢imi mechanismy — plynnou depozici, depozici
¢astic a mokrou depozici rozpusténych latek (Kocourek et al., 2003). Dale jsou schopny tyto
slouceniny translokovat, transformovat a akumulovat.

Ze studii, které se v minulosti zabyvaly osudem xenobiotik v rostlinném organismu,
vyplyva, ze PAHs mohou byt v rostlinach translokovany akropetalné (Kolb and Harms, 2000)
i bazipetaln¢ (Trapp et al., 1990). Transport PAHs je limitovan pfedevsim jejich hydrofobnimi
vlastnostmi a hodnotou Kow (rozdélovaci koeficient oktanol/voda) (Kummerova, 1997).

PAHs mohou v zavislosti na délce expozice a dosazené koncentraci vyvolat akutni,
chronické nebo latentni poSkozeni rostlin, zvlast¢ v kombinaci s jinymi environmentalnimi
faktory (Kmentova, 2003). PAHs ovliviiuji vSechna stadia rtstu rostlin, od kliceni az po
reprodukeci (Kummerova, 1997). Kritickymi etapami vyvoje jsou predevsim rand stadia
ontogeneze, tj. kliceni semen a elongace kotfene (Baud-Grasset et al., 1993). Pravé schopnost
semene vykli¢it mize byt dilezitym znakem pro posouzeni fytotoxicity dané latky, coz mtze
mit za nésledek rozsifeni dané¢ho druhu v ptirod¢ (Kmentova, 2003).

PAHs mohou ovliviiovat biochemické a fyziologické procesy rostlin, rozhodujici
kvalitativn€ 1 kvantitativné¢ o tvorbé biomasy (Lewis, 1995). Rostliny, jako fotoautotrofni
organismy, jsou schopny ziskavat veskerou energii pro své metabolické procesy ze slunecniho
zafeni a uhlik z anorganické slouc¢eniny CO,. Fotosyntetickd asimilace CO; je intenzivné
studovana na trovni listd, celych rostlin ¢i celych porosti (Gloser, 1998). Hlavni pozornost
pfi tomto studiu neni obvykle zaméfena na poznani vlastni podstaty asimila¢nich procest, ale
spiSe na hleddni vnitfnich a vnéjSich faktorti omezujicich rychlost fotosyntézy intaktnich
rostlin v pfirozeném prostfedi. Je obtizné stanovit vztah mezi fotosyntézou listl
a produktivitou rostlin. Mnozstvi suSiny pravdépodobné odrdzi efektivitu fotosyntetickych
procesu rostlin (Delgado et al., 1992). Nejcastéji je fotosyntéza sledovdna pomoci méteni
rychlosti ptijmu CO; do listli. Odhad rychlosti fotosyntézy z méfeni rychlosti vymény plyn
(gazometrick¢é metody) je komplikovan respiraénimi procesy v mitochondriich, které
probihaji i na svétle a jsou téZ spojeny s vymeénou plynt. Pomoci gazometrie nemtizeme mefit
skute¢nou rychlost fixace CO; v chloroplastech (hruba fotosyntéza), ale pouze rychlost ¢isté
fotosyntézy, coz je rychlost hrubé fotosyntézy zmenSend o rychlost soucasné probihajicich
respiracnich procest spojenych s vydejem CO, a s ptijmem kysliku.

Na pocatku vyvoje rostlina jeste nedisponuje dostatecnymi detoxika¢nimi schopnostmi
a dochézi vlivem zvySenych nutricnich pozadavka k vysokému zatizeni t€émito slou¢eninami.
Z tohoto divodu jsme se zabyvali posouzenim toxikologické vyznamnosti kratkodobého
pusobeni PAHs (FLT) na rostlinny organismus na po¢atku ontogeneze.

Ristové a diferenciaéni pochody rostlin jsou primarné koordinovany systémem
ptirozenych endogennich regulatort rstu. Informace o vztahu PAHs a rastovych regulatort
jsou pouze ojedin€lé. Vysledky publikované v tomto ptispeévku (ristové parametry a méfeni



rychlosti Cisté fotosyntézy) jsou soucasti obsahlejsiho pokusu, ktery je zaméfen pravé na
posouzeni vztahu mezi xenobiotiky a ristovymi regulatory.

MATERIAL A METODIKA

Pouzitym rostlinnym materidlem byl hrach sety (Pisum sativum L., cv. Garde)
kultivovany v in vitro podminkach.

Fluoranthen (FLT; Supelco, USA) byl rozpustén v acetonu (Labscan, Ireland) na
koncentraci 500 mg/L. Zasobni roztok FLT byl pfidan do MS kultivacniho média (Murashige
and Skoog, 1962) v poméru 1:100 (v/v). Vysledna koncentrace FLT v médiu byla 0.1, 1 a 5
mg/L. Kultivaéni médium obsahovalo rastové regulatory, kyselinu indolyl-3-maselnou
(TAA, 0.1 mg/L) a nebo kombinaci IAA (0.1 mg/L) a Ng¢-benzylaminopurinu (BA,
0.1 mg/L). Médium bylo upraveno na pH 5.5-5.7. Kontrolni rostliny byly kultivovany na
stejném médiu (IAA nebo IAA+BA) bez ptitomnosti FLT. Pouzita koncentrace acetonu, jako
rozpoustédla, neovlivnila kli¢eni semen, rtst klicnich rostlin a dalsi fyziologické parametry
(primarni procesy fotosyntézy) (Kummerova a Kmentova, 2004).

Kli¢eni semen hrachu probihalo ve sterilnich nadobach ve tmé, pfi teploté 18+0.5°C.
Apikalni segmenty byly odfiznuty ze 7-1 dennich kli¢nich rostlin. Tyto segmenty byly
umistény po Sesti do 175 ml sklenénych nadob (Magenta, Sigma) obsahujici 20 ml
prislusného kultivaéniho média. Experimentalni varianty byly IAA a IAA+BA (kontroly),
IAA+FLT (0.1, 1 a 5 mg/L) a IAA+BA+FLT (0.1, 1 a 5 mg/L). Kultury byly péstovany pii
ozéfenosti 40 pmol.m™.s™', fotoperiods 16/8 a teplot& 25+1°C.

Hmotnost suSiny nadzemni Casti a kalusu a délka nadzemni Casti rostlin hrachu byla
hodnocena, jako primér ze Sesti opakovani kazdé varianty, po 7, 14 a 21 dnech kultivace.
Rostliny byly zméfeny, rozdéleny na nadzemni ¢ast a kalus a nésledné suSeny pfi teploté
80°C po dobu 2 hodin. Poté byla zvazena hmotnost susiny.

Rychlost Cisté fotosyntézy byla vypoctena z méfeni vymény CO,. Pii méfeni byl
pouzit otevieny systém s infracervenym plynovym analyzatorem. Vztah mezi rychlosti Cisté
fotosyntézy a ozafenosti (PPFD; pumol.m™.s™) byl méfen ve sklenénych kultivatnich
nadobach. Rostliny hrachu kultivované in vitro mély malé listy, a proto byla rychlost Cisté
fotosyntézy métena na celé nadzemni Casti. Nadoby byly prubézné provzdusiovany a byla
kontrolovana teplota (24+£2°C) a ozafenost (Li-190, Licor, USA). Vzduch vstupujici do
nadobek byl piijiméan z venkovniho prostiedi s relativni vlhkosti 80%. Mnozstvi vstupujiciho
CO; bylo prubézné¢ sledovano. Zdrojem zatreni byla 1kW halogenova lampa. Negativni vliv
infracerveného zafeni byl eliminovan 10 cm vrstvou vodniho filtru. Vysledky méfeni jsou
praméry ze Sesti nadobek z kazdé varianty.

Pro statistické zhodnoceni vysledkil byl pouzit program Statistica 6 (StatSoft, Inc.”,
USA). Pti statistickém srovnani hodnot parametrii kazdé varianty byla nejprve testovana
normalita rozlozeni dat a homogenita rozptyld. Po prokazdni normality rozlozeni
a homogenity byla pouzita jednocestnd analyza rozptylu (ANOVA, P=0.05, Tukey nebo



Scheffé test). Pii  nesplnéni vstupnich pfedpokladi bylo srovnani provedeno
neparametrickymi testy (Kruskal-Wallis test).

VYSLEDKY A DISKUZE

V laboratornich 1 polnich studiich byly prokazany negativni vlivy PAHs jak na
zivocisnych, tak 1 na rostlinnych organismech. Proto jsou tyto latky povazovéany za
(potencidln¢) Skodlivé pro zdravy vyvoj ekosystému a jejich dlouhodobé neregulovana
produkce do zivotniho prostiedi se povazuje za neslucitelnou s konceptem trvale udrzitelného
rozvoje.

V soucasné dob¢ jsou studovana kritéria pro v€asnou diagnostiku vlivu toxikantii na
rostliny. Pozornost se zaméfuje na zmény v biochemickych a fyziologickych procesech, které
mohou predchazet vizudlnimu posSkozeni rostlin. Jak jiz bylo zminéno v tvodu, k G¢inkiim
vétSiny environmentalnich polutanti patii inhibice fotosyntézy, a proto je fotosynteticka
aktivita Casto vyuzivana jako bioindikator vlivu kontaminantii. Z tohoto divodu byla
gazometrickd metoda méteni rychlosti Cisté fotosyntézy vyuzita pro posouzeni vlivu FLT na
rostliny hrachu.

Fluoranthen patii k nejCastéji se vyskytujicim PAHs v prostiedi a je oznaCovan jako
indikator vyskytu ostatnich PAHs. Je latkou toxickou bez pfimych mutagennich ucinkd.
Pouzitd koncentrace FLT 0.1 a 1 mg/L simuluje mirné¢ zvySené zatizeni prostiedi. Nejvyssi
aplikovana koncentrace 5 mg/L pfedstavuje silné kontaminované prostiedi.

Kultivaéni médium
kontrolnich variant
obsahovalo 0.1 mg/L TAA
nebo kombinaci 0.1 mg/L
IAA a 0.1 mg/L BA.
V médiu bez BA se vytvari
men$i kalus, znéhoz se
regeneruji adventivni
koteny. V ptitomnosti BA
se vytvari veétsi  kalus
1 nadzemni ¢ést a netvofi se

koteny (obr. 1).
Obr. 1 Kontrolni rostliny kultivované na médiu s IAA (vlevo) a
IAA+BA (vpravo).

Produkce susiny je spolehlivym vnéj§im ukazatelem vnitfniho ovlivnéni jednotlivych
rostlinnych organii. Zmény v délce nadzemni Casti a suSiny kalusu a nadzemni ¢asti rostlin,
zjisténé v nasem experimentu, zavisi na koncentraci FLT a délce kultivace v MS médiu.
Redukovana délka nadzemni ¢asti a snizeni jeji hmotnosti po 14 a 21 dnech kultivace
v prostifedi s 1 mg/L a zejména s 5 mg/L FLT jsou dokladem negativniho vlivu této PAH
slouCeniny na rast rostlin. Negativni vliv PAHs byl prokazan in vivo fadou jinych autort



(Duxbury et al., 1997; Henner et al., 1999). Lze ptedpokladat, Ze vyznamné snizeni hmotnosti

kalusu, oproti nadzemni casti, zjisténé jiz po 7 dnech kultivace v zivném médiu s FLT (1 a 5

mg/L), souvisi s bezprosttednim vlivem FLT na jeho utvafeni. Stimula¢ni vliv nizkych

koncentraci xenobiotik, prokazany i dalSimi autory (Wild a Jones, 1992; Kummerova et al.,

1995), je patrny z vyznamného zvySeni hmotnosti susiny kalusu i nadzemni ¢asti hrachu
kultivovaného in vitro s 0.1 mg/L FLT (tab. 1).

Tab. 1 Hmotnost suSiny nadzemni Casti a kalusu a délka nadzemni ¢asti rostlin hrachu

kultivovanych in vitro.

Doba kultivace Varianta Hmotnost susiny (mg) Délka
(dny) Nadzemni ¢ast Kalus (mm)

IAA 3,929+0,372 * 1,889 + 0,265 2
IAA+FLT (0.1) 4,450 + 0,345 ®°  2,050+0,105
IAA+FLT (1) 3,800 £ 0,469 #°  1,333+0,121 °

7 IAA+FLT (5) 3,300+ 0,219 ° 1,233 +0,163 ° no detected
IAA+BA 3,750 £ 0,420 *° 2,894 £ 0,380 °
IAA+BA+FLT (0.1)  4,317+0,319 ° 3,383+0,387 °
IAA+BA+FLT (1) 3,350+ 0,418 ° 1,850 + 0,321 *°
IAA+BA+FLT (5) 3,417 £0,422 1,900 + 0,063 °
IAA 3,844 + 0,243 ° 2,178 +0,418 2394+111 *®
IAA+FLT (0.1) 4,683 +0,376 ° 2,695+0,195 25,50 + 2,66 °
IAA+FLT (1) 4,217 +0,431 1,433 £0,175 °© 26,83+0,98 °©

14 IAA+FLT (5) 3,817 +0,133 ° 1,333+£0,151 © 22,17 +0,98 *
IAA+BA 4,533+0,329 ° 3,506 + 0,499 26,28+0,83 °©
IAA+BA+FLT (0.1) 4,650 +0,187 ° 4,067 +0,175 ° 29,83 +2,48 °
IAA+BA+FLT (1) 4,483+ 0,454 ° 3,050 £ 0,451 ®° 29,33+0,52 °
IAA+BA+FLT (5) 3,667 + 0,459 ° 2,300+ 0,374 *® 20,50+ 0,84 °©
IAA 5,022 + 0,778 ° 2,292 + 0,365 *° 35,56 + 1,82 °
IAA+FLT (0.1) 6,167 + 0,186 ° 3,040 + 0,258 ° 37,50 £2,07 ®
IAA+FLT (1) 5,133 + 0,468 ° 1,767 £ 0,137 *¢ 32,33+ 1,03 «

21 IAA+FLT (5) 4,150 + 0,308 1,533+ 0,234 °© 26,17 +£0,98 °
IAA+BA 5,022 + 0,449 ° 3,849 £ 0,563 ° 33,28 £1,56 °
IAA+BA+FLT (0.1)  5,683+0,319 * 4,797 + 0,377 ° 34,33+3,61 ™
IAA+BA+FLT (1) 4,733+0,432 * 3,233+0,207 ° 29,67 +0,82 °©
IAA+BA+FLT (5) 3,483+0,232 ° 3,050 +0,214 *® 26,00+0,89 °

Hodnoty experimentdlnich variant po stejné dob& expozice oznacné stejnym pismenem (horni indexy) se statisticky

vyznamné nelisi.

Délka nadzemni ¢asti rostlin hrachu byla hodnocena po 14 a 21 dnech kultivace. Ze
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mg/L FLT. Koncentrace 1 mg/L FLT po 14 dnech kultivace délku nadzemni ¢asti vyznamné

stimulovala, avSak po 21 dnech vyznamné inhibovala. Nejvyssi aplikovana koncentrace 5

mg/L FLT po 14 a 21 dnech kultivace rostlin délku nadzemni ¢asti vyznamné inhibovala

(tab. 1).



Vliv FLT (0.1, 1 a 5 mg/L) na rychlost ¢isté fotosyntézy byl hodnocen po 21 dnech
kultivace. Se zvySujici se ozafenosti (100, 300, 600 a 1200 pmol.m™.s™) se rychlost &isté
fotosyntézy (umolCO,.g'dw.s'1) rostlin viech pokusnych variant (IAA, IAA+FLT 0.1,
IAA+FLT 1, IAA+FLT 5, IAA+BA+FLT 0.1, ITAA+BA+FLT 1, IAA+BA+FLT 5) zvysSovala
(graf'1, 2). U rostlin ovlivnénych FLT (0.1, 1 a 5 mg/L) byly zjiStény vyznamné nizs§i hodnoty
svételné kiivky fotosyntézy. Se zvysSujici se koncentraci FLT v prostiedi se rychlost ¢isté
fotosyntézy vyznamné snizovala. Toto sniZeni bylo patrné po celou dobu méteni.

Graf 1 Rychlost Cisté fotosyntézy rostlin hrachu péstovanych v médiu s IAA (kontrola) a
IAA+FLT (0.1, 1 a 5 mg/L).
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Graf 2 Rychlost Cisté fotosyntézy rostlin hrachu péstovanych v médiu s IAA+BA(kontrola) a
IAA+BA+FLT (0.1, 1 a 5 mg/L).
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Rychlost fotosyntézy pii vzestupu ozaienosti nad kompenzacni uroven se zpocatku
zvySovala téméft linedrn€, pozdé€ji se vSak zpomalovala a déle jiz nevzrustala. Pocatek kiivky
lezi u takové hodnoty ozarenosti, pii které rychlost hrubé fotosyntézy je pravé dostatecna na
kompenzaci soucasné probihajici respirace. Tato hodnota je oznaCovana jako kompenzacni
ozafenost (svételny kompenzacni bod). Hodnota ozéatenosti, pfi které doSlo k nasyceni
fotosyntézy zaifenim, je nazyvana saturacni ozafenost (Gloser, 1998). V nasem experimentu
hodnota satura&ni ozafenosti dosahla 600 pumol.m™.s™ (graf 1, 2).

Ze ziskanych vysledkii jednoznacné vyplyva, ze se zvySujici se koncentraci FLT
v prostiedi se rychlost Cisté fotosyntézy rostlin hrachu vyznamné snizovala. Zjistény pokles
rychlosti ¢isté fotosyntézy souvisi s jiz diive prokdzanym vlivem FLT na primarni procesy
fotosyntézy, snizenim obsahu fotosyntetickych pigmenti (Kummerova et al., 2001), zménami
hodnot parametrii fluorescence chlorofylu (Kummerova et al., 2006a) a zménou aktivity
Hillovy reakce (Kummerova et al., 2006b).

ZAVER
Cilem prace bylo posouzeni vlivu zvySujici se koncentrace (0.1, 1 a 5 mg/L)
fluoranthenu a doby jejitho plsobeni na riistové parametry a rychlost Cisté fotosyntézy
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aplikované koncentrace 0.1 mg/LL FLT na produkci biomasy a délku nadzemni ¢asti. Nejvyssi
aplikovana koncentrace 5 mg/LL FLT zplsobila vyznamnou inhibici obou sledovanych
rustovych parametri. Bylo prokazéno, ze se zvysujici se koncentraci FLT v prostiedi se
rychlost Cisté fotosyntézy rostlin hrachu vyznamné snizovala.
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