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Wstep

Micdz nalezy do  pierwiastkow niczbodnyeh do normalnego  rozwoju
i wzrostu roslin. Zaréwno nicdobdr, jak 1 nadmiar tego picrwiastka nmoze spowo-
dowa¢ zaburzenia biochemicznych 1 fizjologicznych procesow w roslinic [LIryNski
1971; KABATA-PENDIAS, PENDIAS 1999]. MAKSYMIC [1997) podaje, z¢ nadmicrue ilos-
¢i miedzi uszkadzaja m.in. DNA oraz ograniczajg proces folosyntezy, co w ctek-
cle ogranicza wzrost 1 rozwdj rodlin. Zbyt duza zawarto$¢ micdzi przyczyna sig
do generowania znacznego nadmiaru rcaktywnych form tlenu w tkankach roslhin-
nych, co prowadzi do stresu oksydacyjnego w komodrkach [{Groeea i in. 2001
WANG 1 in. 2004]. Ochrong przed toksycznym 1 mutagennym dzialanicm aktywnych
form tlenu pelnta enzymatyczne i nicenzymatyezne antyoksydanty. Zalicza sic do
nich m.in. katalaze¢, peroksydaze 1 dysmutaz¢ ponadtlenkowa, jak rowniez barwni-
ki fotosyntetyczne [MOSTOWSKA, GWOZDZ 1995].

Celem pracy jest okreslenic aktywno$ci enzymow stresu oksydacyjnego (ka-
talazy 1 peroksydazy), zawartosci barwnikow asymilacyjnych oraz nat¢zenia proce-
su asymilacji CO, i transpiracji w r0znych tazach rozwojowych pszenicy rosnace)
w glebie z dodatkiem roznych iloset solil miedzi.

Materiat i metody

Doswiadezenic wazonowe zostalo przeprowadzone w 2005 roku. Rosling
testowa byla pszenica jara odmiany Alba. W doswiadcezeniu uzyto glebe pobrana
z warstwy ornoprochnicznej, o sktadzie gliny lekkiej pylastej 1 zawartosci wegla
organicznego 1,29, zaliczancj do 2 kompleksu pszennego dobrego.

W schemacic modelowym doswiadezenia zalozonego w 3 powtdrzeniach,
uwzglcdniono nastgpujgee obiekty: 1 — obickt kontrolny — gleba, 2 - oleba
+ NPK, 3 - gleba + 1 st¢zenie Cu (3.2 mg jonoéw Cutkg' glcby) + NPK. 4 -
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glehba + 2 stgzenic Cu (32 mg) + NPK, 5 — gleba + 3 stezenie Cu (320 mg)
+ NPK, 6 — glcba + 1 st¢zenic Cu, 7 — g,lubd + 2 stgzenie Cu, 8 — gleba + 3 ste-
zenie Cu. Micdz wprowadzona zostata do gleby w formie wodnego roztworu soli
Cu(NO,),-3 11,0, natomiast nawozy w formie wodnych roztwordéw, zgodnic
7 zaleceniami dla gleb kompleksu 2 pszennego dobrego. Przyjeto nastgpujace wa-
runki w doSwiadezeniu: wilgotno$¢ gleby 60% m.pw., temperaturg 19-20°C
(dzicn 1 noc), natgzenic Swiatta: 100 wE-m=-s-, fotoperiodyzm 12/12 godz.

Od momentu wystapienia fazy rozwojowej dwoch liscient w odstepach ty-
godniowych pobierano prdobki roslinne 1 prowadzono analizy biochemiczne 1 fizjo-
logiczne. Reakeje biochemiczng rodlin badano poprzez pomiar aktywnosSci enzy-
mow: katalazy 1 peroksydazy, natomiast fizjologiczng poprzez pomiar intensyw-
nosct asymilacpp CO, 1 tranzpiracyi oraz zawarto$ci harwnikéw asymilacyjnych
(chlorofil a. b, I\amlumldy)

Aktywnos¢ peroksydazy oznaczano spektrofotometrycznie stosujac roztwo.
pirogalollu 0,02 mol-dm= jako substrat przy dtugosc fali 430 nm wg metody
CHANCE T MACHTLY [1955]. Aktywnoéé katalazy vznaczano w UV A = 240 nm wed-
lug metody LUCKa [1963], micrzac spadek absorbangi roztworu 0,0125 mol
H.O-dm™ wczasic 60 s. Zawarto$¢ barwnikéw asymilacyjnych oznaczono za
pomoca metody LICHTENTHALERA 1 WELLBURNA [1983]. Za ARNONEM 1 1n.
[1956} obliczono zawarto$¢ chlorofilu a i b oraz karotenoidéw w materiale ros-
linnym. Pomiar nat¢zenia fotosyntezy (umol-m=2s1) 1 transpiracii (mmol-m-=-s1)
wykonano przy uzyciu gazoanalizatora LCA-4.

Wyniki i dyskusja

Uzyskane wyniki wykazaly duze zréznicowanic badanych paramctrow bio-
chemicznyeh 1 fizjologicznych w zaleznodel od dawki soli micdzi. nawozenia NPK
oraz pomiaru (rys. =2, tab. 1).

Nawozenie mineralne NPK niecznacznie zmienialo aktywno$¢ katalazy, na-
tomiast wyraznicj zwickszato aktywnos¢ peroksydazy, zwhaszeza przy 1 pomiarze,
gdzic aktywacja siggata 17% (rys. 1A). Stymulujacy wplyw nawozenia NPK na
aklywnodc katalazy i peroksydazy obserwowali PODSIADLO i in. [2003]. Wprowadze-
nic do gleby réznveh stezen soli micdzi spowodowato wzrost aktywnosci katalazy
we wszystkich terminach analiz. W miar¢ wzrostu stezenia soli miedzi w glebic
aktywnos¢ enzymu zwickszala si¢. Najwyzsza stymulacje odnotowano przy 11 po-
miarze, gdzic aklywnos$¢ cnzymu w pszenicy rosngceej w glebie kontrolnej wynosita
0,34 mg H,O, ¢! sw.am.min!, natomiast w glebic z dawka 320 mg Cu** siggata
0,35 mg 1LO, g ' $w.m.min!, co stanowilo wzrost rzedu 65% (rys. 1A).

Bardzo wyrazny wzrost aktywnosci peroksydazy pod wplywem wszystkich
zastosowanych stgzent soli miedzi wprowadzonych do gleby z nawozem 1 bez na-
wozenia obserwowano przy [ 1 1T pomiarze (rys. 1B). Tak wysoki wzrost aktyw-
nosci obu cnzymow $wiadezy¢ moze, ze nawozenie i zastosowane stgzenia soli
micdzi stanowiy istotny czynnik wplywajgcy na pojawienic si¢ reaktywnych form
tlenu. ktore prowadza do stresu oksydacyjnego w komoree. Znaczacy wzrost ak-
tywnosci peroksydazy pod wplywem réznych dawcek micdzi odnotowali Mocouot
P [1996]). W dalszej czesel do$wiadezenia przy Hl i IV pomiarze obserwowano
spadek aktywnosci peroksydazy pod wplywem wszystkich zastosowanych stezen
soli miedzi.
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be:
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Rys. L. A - Zmiany aktywnosci katalazy w pszenicy tosnace) woglebic 2 rdznymi
dawkami soll miedzi. B — Zmiany aktywnosci peroksydazy w pszenicy rosnace)
w glebic z réznymi dawkami soli micdzi
Fig. 1. A — Changes of catalase activity in wheat caused by various doses of coppe:
salts. B — Changes of peroxidase activity in wheat caused by various doses of
copper «alts

Aktywno$¢ peroksydazy w roSlinach rosngeych w glebic 2 nawozeniem
i odpowicdnig dawka miedzi byla wyzsza w poréwnaniu z aklywnoscia enzymu
w pszenicy rosnacej w glebie z dodatkiem tej samcj dawki, ale bez nawozenia.
M7, WILKE [1992] podaja, ze¢ dobre zaopatrzenic roslin w skiadniki pokarmowe,
zwlaszeza w azot, przyczynia si¢ do wigkszego pobicrania metali cigzkich.

Analiza dwuczynnikowej wariancji wykazata istotny wplyw terminu pomia-
ru, dawki soli micdzi na natezenic procesu fotosyntezy i transpiracji oraz istot-
no$¢ interakeji (tab. 1). Najwigksza intensywnoS¢ asymilacji CO, stwicrdzono
w drugim terminic badafi we wszystkich obicktach. Znaczne obnizenic mtensyw-
nosci badanych proceséw w pszenicy rosnacej wglebic z dodatkiem soli micdzi
zanotowano przy 111 pomiarze. Istotny spadek natezenia asymilacji CO, 1 transpi-
racji stwierdzono przy dawee 320 mg Cukg™ gleby. Intensywnosc procesu foto-
syntezy spadta o 54%, za§ transpiracji o 80% w stosunku do kontrol. Tifcktyw-
no$¢ wykorzystania wody dla procesu asymilacji CO, malata wraz ze wzrostem



Tabela 1; Table 1
Zmiany w intensywnosci procesu asymilacji CO,, transpiracji oraz wskaznika wykorzystania wody w pszenicy rosnacej w glebie
z réznymi dawkami soli miedzi

Changes in the intensity of CO, assimilation, transpiration and the water use photosyntetic efficiency in wheat growing
on soil supplied with different doses of copper salt

Pomiar Asymilacja CO, (umol'm-s-1); CO, assimilation (umol-m-2-s-1)
Assay kontrola NPK NPK + 1 stez. | NPK + 1 stez. NPK + 3 stez, 1 stgz. 2 stgz. 3 stez.
control NPK + conc. 1 | NPK + conc. 2 | NPK + conc. 3 conc. 1 conc. 2 conc. 3
I 7,49% 7,96 6,87 6,27 6,03 6,15 6,12 5,91
11 7,52 7,85 7,15 6,21 6,20 6,45 6,19 6,03
I11 722 7,11 6,04 6,06 4,26 5,93 4,73 333
v 6,83 6,51 5,82 5,03 4,11 5,19 4,03 3,15
NIR s pomiar (1) = 0,307 dawka (IT) = 0,515 interakcja I x I = 1,030 interakcja II x I = 0,870
LSDy s assay (1) = 0.307 dose (II) = 0.515 interaction 1 x 11 = 1.030 interaction Il x 1 = 0.870
Transpiracja (mmol-m-2s7'); Transpiration (mmol-m=>s')
Pomiar kontrola NPK NPK + 1stgz. | NPK + 2 stgz. | NPK + 3 stez. 1 stgz. - 2 stez. 3 stgz.
Assay control NPK NPK + conc. 1 | NPK + conc. 2 | NPK + conc. 3 conc. 1 conc. 2 conc. 3
I 2,15% 2,20 1,84 143 1,40 123 1,12 1,04
I1 232 2,51 2,03 1,40 1,05 1,10 0,86 0,67
111 2,01 1,96 1,27 1,15 1,10 0,96 0,82 042
v 1,12 1,23 1,22 1,03 0,89 0,85 0,78 0,35
NIR s pomiar (1) = 0,050 dawka (II) = 0,083 interakcja I x I = 1,030 interakga II x I = 0,141
o assay (1) = 0.050 dose (I1I) = 0.083 interaction [ x II = 1.030 interaction 1l x 1 = 0.141
Wskaznik wykorzystania wody (umol'mmol-'); Water use photosyntetic efficiency (umol-mmol-)
Pomiar kontrola NPK NPK + [ stez. | NPK + 2 stgz. | NPK + 3 stez. I stez. 2 Stgz. 3 stgz.
Assay control NPK NPK + conc. 1 | NPK + conc. 2 | NPK + conc. 3 conc. 1 conc. 2 conc. 3
1 5,34 5,76 5,03 4,84 4,63 492 5,00 4,87
n 5,20 5,34 5,12 481 5,15 5,35 5,33 5,36
I11 5,21 5,15 4,87 4,74 3,16 4,97 391 291
v 5,71 523 4,60 4,00 322 4,34 3,25 2,80

stezenie: 1, 2, 3, pomiary: [, I1, III, IV — objadnienia jak w rys. 1; concentration: 1, 2, 3, assay: I, II, III, IV — explanataions see Fig. |
* warto$¢ srednia z trzech pomiaréw; the average for 3 assays
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Rys. 2. Srednia zawarto§¢ barwnikéw w pszenicy rosnacej w glebie z roznymi dawkami soli miedzi
Fig. 2. The average content of assimilation dyes in wheat growing on soil supplied with different doses of copper salt
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koncentragji soli miedzi w glebie (tab. 1). Spadek intensywnosel asynulacji CO.
I transpiracji prawdopodobnic  spowodowany jest toksycznym oddziatywaniem
micdzi na te procesy. Nadmierne ilosci miedzi w rolinie ograniczaja proces foto-
syntezy poprzez zahamowanice transportu clektrondéw. Ponadto micdZz wplywa na
mctabolizm blon komdrkowych poprzez zwickszenie wydziclania jonéw K+, po-
garszajac gospodarke wodna roélin i przyczyniajac si¢ do spadku procesu transpi-
racit [MAKSYMIEC 1997 KABATA-PENDIAS, PENDIAS 1999; KUPPER i in. 2002]. WOZNY
[1995) podaje, z¢ metale cigzkic, w tym takze nadmiar micdzi w rodlinic, ograni-
czajac uwodnienie tkanck roslinnych, moze obnizy¢ potencjal wody w lisciach
iw ten sposob takze hamowad transpiracje.

Dodatek do gleby soli miedzi w dawee 32 1 320 mgkg! spowodowal wzrost
zawartoscr chlorofilu a i b w I'i Il terminie badan (rys. 2). Fizjologiczna rola mic-
dzi jest $cisle zwigzana z procesami powstawania chlorofilu 1 chroni go przed roz-
Kladem. MicdZ uaktywnia biatkowo-barwnikowy kompleks plastydow lisci,
w wyniku czego proces tworzenia si¢ chlorofilu ulega nasileniu [SZKOLNIK 1980;
KABATA-PENDIAS, PENDIAS 1999]. Toksyczne oddziatywanie soli miedzt na bada-
ne parametry fizjologiczne stwicrdzono dopiero przy Il pomiarze. Stwierdzono
bowiem, Ze oprocz obnizenia intensywnoS$ci asymilacji CO, 1 transpiracji nastgpil
znaczny spadek zawartosel chlorofilu a i b oraz nieznaczny wzrost zawartosci ka-
rotenoiddw (rys. 2). Spadek zawartoscl chlorofilu a 1b u kukurydzy pod wplywem
duzych dawck miedzi obserwowali JASIEWICZ i in. [2004]. Przyczyna takicj rcakeji
fizjologiczne pszenicy na dzialanic soli miedzi zwigzana jest z rola korzent w dys-
trybucji 1 akumulagji niiedzi przez rosliny. W warunkach nadmiaru miedz w gle-
bic picrwiastek ten jest gromadzony w duzej ilosci w korzeniach. Réwniez trans-
port Cu do czgSci nadziemnych roslin jest powolny z powodu wystgpowania silnej
baricry w przewodzeniu tego pierwiastka z korzeni do pedu [PIOTROWSKA 1 in.
1992: JURKOWSKA 1 in. 1996; MCBIRDL;, MARTINEM 2000; MCBIRDE: 2001). Hamowanie
syntezy chlorofilu jest przejawem oddziatywania roznych metali cigzkich, w tym
takze nadmiaru micdzi w ro§linic. W szlaku syntcezy chlorofilu istnicjg enzymy
wrazliwe na jony micdzi [Wo7zNy 1995]. Zdaniem STIBOROVA i in. [1986} nadmierna
zawartos¢ Cu w roslinic hamuje synteze barwnikéw asymilacyjnych 1 obniza ich
poziomr w komdrkach fotosyntetyzujacych. Dotyczy to zwlaszcza chlorofilu a 1 b.
Wzrost zawartoScel karotenoidéw w 1 terminie badan przy dawee 32 1 320 mg
Cu>kg! glcby moze byé cfektem nagromadzenia w roSlinie nadmiaru reaktyw-
nych tform tlenu [MOSTOWSKA, GWOZDZ 1995].

Nawozenic NPK wplynglo na wzrost zawartosei barwnikow asymilacyjnych
w pszenicy oraz na intensywno$¢ transpiracji w stosunku do kontroli i wariantow
z samym dodatkicm micdzi do gleby, niezaleznie od terminu badafn. Réwniez
PODSIADLO i in. [2003] obserwowali istotny wzrost koncentracji barwnikéw pod
wplywem nawozenia mineralnego.

Whioski

L. Podczas wszystkich pomiaréw stwicrdzono wyraZznie stymulujacy wptyw
zastosowanych dawck miedzi na aktywno$¢ katalazy.

[

W fazic rozwojowcj dwéch lidel pszenicy wykazano stymulujacy wplyw zas-
tosowanych dawck micdzi na aktywno$¢ peroksydazy, a w miar¢ wzrostu
rosliny obscrwowano spadek aktywno$ci tego cnzymu.
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3. Nawozenie NPK wplynelo na wzrost zawartoSci barwnikow asymilacynych
w pszenicy, intensywnoS$¢é transpiracji oraz aktywnosé peroksydazy w stosun-
ku do pozostatych obiektéw.

4. Stwierdzono istotny wplyw soli micdzi oraz terminu pomiaru na intensyw-
nos$¢ asymilacji CO, 1 transpiracji pszenicy.

5. Znaczny spadek zawarto$ci chlorofilu a 1 b oraz badanych procesow fizjolo-
gicznych stwierdzono przy Il pomiarze po zastosowaniu najwyzszej dawki
micdzi - 320 mg Cu?+-kg! gleby.
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Streszczenie

Okreslono aktywnosé enzymoOw Katalazy 1 peroksydazy. zawarto$¢ barwni-
kow asymilacyjnych oraz natezenic procesu asymilacii CO, i transpiracjl w réz-
nych fazach rozwojowyeh pszenicy rosnacej w glebie z dodatkicm réznych ilosc
soli micdzi oraz dodatkiem nawozenia NPK.

Uzyskane wyniki wykazaly duze zréznicowanic badanych parametrow bio-
chemicznych i tiziologiczuyeh w zalezno$el od dawki soli miedzi, nawozenia NPK
oraz terminu pomiaru. W opicrwszej czeSel dodwiadezenia obserwowano wyraznic
styniulujacy wplyw wszystkich zastosowanych dawek miedzi na aktywnos¢ Katalazy
i peroksydazy. a podezas T IV pomiaru spadek aktywnosci peroksydazy. Miedz
spowodowata w T 1 H terminic badani wzrost zawartoscei chlorofilu a 1 b, natomiast
w dalszyeh termmach badan spadek zawartoscei oznaczanych parametrow fizjolo-
gicznych. Nawozenic NPK wplynglo na wzrost zawartosci barwnikow asymilacyi-
nych w pszenicy, na intensywnosé transpiracji oraz aktywnos¢ peroksydazy wsto-
sunku do pozostatych obicktow badawcezych.



WPLYW ROZNYCH DAWEK METALI CIEZKICH NA AKTYWNOSC .. CZ. 1 ... 379

INFLUENCE OF DIFFERENT HEAVY METAL DOSES ON ACTIVITY
OF OXIDATIVE STRESS ENZYMES AND PHYSIOLOGICAL FACTORS
OF SPRING WHEAT

PART |
INFLUENCE OF COPPER

Beata Smolik I, Katarzyna Malinowska ?
I'Department of Biochemistry, Agricultural University, Szczeein
?Department of Plant Physiology, Agricultural University, Szezecin

Kcey words:  copper, catalase, peroxidase, assimilation dyces. transpiration, €O,
assimilation

Summary

Authors investigated enzymatic activity of catalase and peroxidase, contents
of assimilatory pigments and intensity of CO, assimilation and transpiration at
diffcrent development stages of wheat, grown on the soil with various copper salt
addition and NPK fertilization. Obtained results showed large differcntiation of
cxamined biochemical and physiological paramcters depending on copper salt
dose, NPK fertilization and plant developmerst stage. In the first part of expern-
ment all used copper doses showed stimulatory effect on catalasc and peroxidase
activity, but at 3rd and 4th measurcments a decrease of peroxidase activily was
obscrved. At first part of experiment Cu caused an increase of chlorophyll @ and
b, but at the rest of experiment it decreased the physiological parameters.
Applicd NPK fertilization increased the content of assimilatory pigments, con-
tent, transpiration intensity and peroxidase activity in wheat, as compared to
other experimental objects.
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