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Skutecznaé zastosowania substancji biologicznie czynnych

w tagodzeniu stresu wywotanego przez fluorek sodu
na podstawie parametréw morfologicznych,
biochemicznych i fizjologicznych u pszenicy jarej

(Triticum aestivum L.) odmiany Bryza

Efficacy of the use of biologically active substaado relieve the stress
induced by sodium fluoride on the basis of morphial, biochemical
and physiological parameters in spring whaatticum aestivumL.) var. Bryza

StreszczenieRosliny w trakcie swojego wzrostu i rozwoju stalersaraone na wplyw czynnikéw
stresowych. Jednym z tych czynnikéw jest zanieazesziesrodowiska zwazkami fluoru. Fluor
jest pierwiastkiem wysoce toksycznym i dotychczeswykazano jego pozytywnego wplywu na
rosliny. Celem pracy byta ocena stopnia tagodzenisstreywotanego przez 10 mM NaF poprzez
zastosowanie thych substancji biologicznie czynnych (witamina Qutation, witamina PP,
witamina E, kwas salicylowy), na podstawie pomiardech morfologicznych (dtugé korzenia,
dhugas¢ siewki, sSwieza masa), biochemicznych (MDA, prolina) i fizjologitych (chlorofil catko-
wity, karotenoidy) w 10-dniowych siewkach pszenjasej odmiany Bryza w warunkach laborato-
ryjnych. Dodatek NaF do podia wykazat hamuagy wpltyw na wzrost wieza mag roslin oraz
podwyzszat parametry biochemicznedace wskanikiem stresu oksydacyjnego. Spad zasto-
sowanych substancji kwas askorbinowy (witaminao@pkoferol (witamina E) i kwas salicylowy
w najwiekszym stopniu tagodzity toksyczne oddziatywaniefku na siewki pszenicy.

Stowa kluczowe:fluor, substancje biologicznie czynne, parametrgsst oksydacyjnego

WSTEP

Fluor jest pierwiastkiem szeroko rozpowszechnionywmprzyrodzie. Wysfpuje
w powietrzu, wodzie, glebie, a takw organizmachywych [Gramowska i Siepak 2002,
Gautan i in. 2010]. Powietrzeslgce gtéwnym nénikiem zanieczyszcze rozprowadza
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zwiazki fluoru do wszystkich elementésvodowiska [Wedzisz 1994]. Z powietrza fluor
absorbowany jest przezstimy za pomog aparatéw szparkowych. Pobér fluorkéw przez
aparaty szparkowe w toku wymiany gazowej nasigawsiwyniku dziatania czynnikéw
abiotycznych, takich jak nastonecznienie, wysokapteratura i dza wilgotnag¢. Pobra-
ny przez korzenie #inne, transportowany jest dozmych czsci rosliny, a nasgpnie
odkladany w Kciach. Fluor wplywa negatywnie na kietkowanie i o&tr raglin oraz
powoduje powstawanie reaktywnych form tlenu, ktdsekadzaj poszczegdéline sktadni-
ki w komérkach [Gramowska i Siepak 2002].

W celu utrzymania wydajoi ekonomicznej kluczowe jest przeciwdziatanie stre
som rd@linnym oraz zw¢kszenie poziomu tolerancji $in w stosunku do ksenobioty-
kéw. Mozna to osigm¢ réznymi metodami chemicznymi, ktére mpgwickszy¢ wydaj-
nos¢ upraw poprzez zmniejszenie stresu wywotywanegezprczynniki abiotyczne. Eg-
zogenne stosowanie zekéw regulujcych wzrost rélin jest wydajnym i prostym spo-
sobem radzenia sobie ze szkodliwym wplywermgzidw fluoru [Chen i in 2009, Farooq
iin. 2009, 2012, Jazi i Oregani 2014, Son i inl40

Kwas askorbinowy (witamina C) jest jednym z najé&feliejszych antyoksydantéw
wystepujacych we wszystkich komorkach dmnych [Smirnoff i in. 2001, Ebrahim
2005]. Jest kofaktorem wielu enzymow, w tym ga@inych z syntegroslinnej sciany
komérkowej [Shalata i Neumann 2001, Smirnoff i WIlke®008, DolatabadianJoune-
ghani2009,Kostopoulou i in. 2015]. Bierze udziat w transperelektronéw oraz regu-
lacji i rozwoju komérek. Kwas askorbinowy chronirkérki roslinne przed szkodliwym
dziataniem reaktywnych form tlenu [Davey i in. 20@mirnoff 2000, Guo i in. 2005,
Athar i in 2008, Moghadam 2016]. Wiele badaykazato,ze kwas askorbinowy odgry-
wa istotry role w poprawie tolerancji &in na stres abiotyczny [Farooq i in. 2012, Ven-
katesh i Park 2014].

Glutation (GSH) jest tripeptydem, zaangavanym gtéwnie w utrzymanie rownowa-
gi redoks w komérkach gbnnych [Mohanpuria i in. 2007]. W &tinach wystpuje
gtéwnie w postaci zredukowanej (GSH) oraz w postalgnionej (GSSG) [Hell 1997].
Glutation jest obecny w stosunkowo wysokictzehiach i wystpuje jako przeciwutle-
niacz we wszystkich komérkachstimnych [Dixon i in.1998, Noctor i in. 2012].

Amid kwasu nikotynowego (witamina PP) jest witamimmzpuszczalp w wodzie,
nalezaca do witamin z grupy B. Witamina PP jest skladnikieagnzymdw nikotynoami-
dowych (NAD, NADH i NADP*, NADPH), ktore uczestnigzw wielu enzymatycznych
reakcjach utleniania i redukcji w komérkagywych. Jest réwniekluczowym metaboli-
tem przemian pirydyny w komdrkach stmnych [Abdelhamid i in. 2013, Azooz
iin.2013].

a-tokoferol (witamina E) jest lipofilnym antyoksyd@m syntetyzowanym przez
wszystkie réliny. Jej poziom réni si¢ w zaleznosci od rodzaju tkanki i wahaegpodczas
rozwoju raliny, a take podczas odpowiedzi na czynniki stresowe. W badanegzo-
genne wprowadzenie-tokoferolu wplyrto na zwekszenie tolerancji u &in podda-
nych r&nym stresomsrodowiskowym [Smirnoff 2005, Srivastava i in 20@ybordi
2012, Kumar i in. 2012].

Kwas salicylowy (SA) naley do grupy zwazkéw fenolowych, ktére wyspuja po-
wszechnie w tkance §tinnej. Jako substancja podobna do hormonu pehingveole
w rozwoju ralin. Uczestniczy w regulacji waych procesow fizjologicznych §fin,
takich jak kietkowanie nasion, pobieranie i transgonow, przepuszczaldéd biony,
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metabolizm azotu, metabolizm proliny. Kwas salieyyozaangaowany jest w wywoty-
wanie specyficznych odpowiedzi na stresy biotyczabiotyczne — wywotluje wydziela-
nie biatek stresowych [Chen i in. 2009, Miura i 8ad2D14, Naser i in. 2014].

Pszenica jest jednym z najivaejszych zbé na calyméwiecie. W 2016 rswiatowa
produkcja pszenicy wyniosta 713 milionéw ton [Fagaan. 2012, Schmidt i in. 2016].

Postpujace zmiany klimatyczne oraz zanieczyszczenoglowiska m.in zwjzkami
fluoru powodug obnizenie plonowania oraz niszczenie upraw [Singh i @hany 2006].
Celem pracy byla ocena stopnia tagodzenia stresuotapego przez 10 mM NaF po-
przez zastosowanie mdych substancji biologicznie czynnych na podstapéeniaréw
cech morfologicznych (diugé korzenia, diug&e siewki, swieza masa), biochemicz-
nych (dialdehyd malonowy, prolina) i fizjologiczrty¢chlorofil catkowity, karotenoidy)
w 10-dniowych siewkach pszenicy jarej odmiany Bryzavarunkach laboratoryjnych.

MATERIALY | METODY

Doswiadczenie zostato zatone w kwietniu 2015 r. w laboratorium Katedry Fizjo
logii Roslin i Biochemii Zachodniopomorskiego Uniwersytetuechnologicznego
w Szczecinie. Materiat do ba@latanowity niezaprawione nasiona pszenicy j@rejti-
cum aestivum L.) odmiany Bryza.

Nasiona poddane byly ocenie pod vezigim wraliwosci na obecn@ 10 mM NaF
oraz stopnia niwelowania toksyczeotego pierwiastk@oprzez zastosowanie substancji
biologicznie czynnych: kwasu askorbinowego (1 mM i), glutationu (100 uM GSH),
amidu kwasu nikotynowego (50 uM wit. PR)tokoferolu (1 mM wit. E), kwasu salicy-
lowego (1 mM SA).

Po dezynfekcji nasiona umieszczono w szalkachdgtr{d 10 cm) wylzonych pa-
pierem filtracyjnym. Nagpnie do kadej szalki dodano 25 chodpowiednich roztwo-
réw. W ddwiadczeniu uwzgldniono nasfpujagce kombinacje: 1) woda destylowana
(kontrola), 2) 10 mM NaF, 3) wit. C, 4) wit. C + NRa5) GSH, 6) GSH + NaF, 7) wit.
PP, 8) wit. PP + NaF 9) wit. E, 10) wit E + NaF) B, 12) SA + NaF. Daviadczenie
zalazono w széciu powtdrzeniach, po 10 iin w powtGrzeniu.

Piytki inkubowano w temperaturze 21°C w ciedwiqrzez 72 godzin, po czym ob-
liczono liczke kietkujacych nasion i zmierzono diugiokorzeni. Z obu wartei obliczo-
no indeks kietkowania (IG%) ze wzoru podanego p&agbero i in. 2001 %GI = 100 x
(GS x LS)/(GC x LC), gdzie: GS i GC — liczba wykiglvanych nasion odpowiednio
w badanej probie i kontroli, LS i LC — dtuge korzeni (mm) w badanej prébie i kontroli.

Po uptywie 72 godzin piytki z gtinami przeniesiono do fitotronu daisle kontro-
lowanych warunkéw termicznych (25°C) oréaamietinych (okoto 100 pEn>s™). Foto-
periodyzm podczas daiadczenia ustawiony byt na 16/8h.

Po 10 dniach hodowli okfno skuteczn& tagodzenia stresu wywotanego przez
10 mM NaF poprzez zastosowanigmgch substancii biologicznie czynnych, oznagzaj
parametry morfologiczne (dtugb korzenia, dug& siewki, swieza mag), biochemiczne
(dialdehyd malonowy, proly) i fizjologiczne (chlorofil catkowity i karotenoyd. Dialde-
hyd malonowy (MDA) oznaczono metp&udhakara i in. [2001], prokregodnie z metag
Batesa [1973], natomiast chlorofil catkowity i k@ooidy metod Arnona i in. [1956]
w modyfikacji Lichtenthalera i Wellburna [1983] wdiach 10-dniowych siewek pszenicy
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(Triticum aestivum L.) odmiany Bryza. Istotrig réznic okr&lono za pomog jednoczynni-
kowej analizy wariancji i na poziomie istotmoa = 0,05.

WYNIKI | DYSKUSJA

W tabeli 1 przedstawiono dane dotyce wptywu 10 mM fluorku sodu oraz sub-
stancji biologicznie czynnych na indeks kietkowardéugas¢ korzenia, diugée siewki
oraz s$wiezg mag 10-dniowych siewek pszenicy. Zawaitol0 mM NaF fluorku sodu
w podiazu spowodowat obuaenie indeksu kietkowania 0 62,2% w poréwnaniu zbpré
kontrolrg. Pozostale oznaczone parametry biometryczne wwandiu z préh kontrol-
ng réwniez sie zmniejszyly. Wraliwos¢ pszenicy na fluorek sodu w swoich badaniach
wykazali réwnie Sudhakar i in. [2008] i Bhargava i Bhardwaj [2010]

Tabela 1. Wpltyw 10 mM NaF oraz substancji biologiezczynnych na wybrane parametry
biometryczne 10-dniowych siewek pszenicy jarej ahmiBryza
Table 1. Effect of BAS on the germination, morphatafjparameters of 10-days wheat seeds var
Bryza exposed to 10 mM NaF stress in the laboratory

Indeks Dlugos¢ Diugosc siewki | Swieza masa
Dawka kle’rko_war_ua korzeni Seedling length Fresh
Dose G_ermlnatlon Root lenght (cm) weight (g)
index (%) (cm)
Kontrola/ Control - 10,73 0,46 12,87 0,35 0,82 +0,33
NaF 37,80 2,23 0,64 3,81 +0,36 0,49 +0,25
wit./vit. C 115 12,31 +0,36 16,42 +0,45 0,83 +0,88
wit./vit. C + NaF 84,05 6,87 0,21 9,37 0,61 0,21
GSH 90,01 10,62 %0,35 16,63 0,41 0,87 +0,1p
GSH + NaF 78,12 7,01 0,36 7,53 0,45 0,55 +0,21
wit./vit. PP 107,14 12,83 £0,65 15,63 +0,51 0,82140
wit./vit. PP + NaF 61,97 6,67 0,21 8,87 +0,35 09115
wit./vit. E 117,14 13,61 0,37 17,98 £0,27| 0,8909,
wit./vit. E + NaF 52,86 6,52 +0,35 9,41 +0,37 048410
SA 97,14 6,67 0,37 14,17 0,31 0,83 0,08
SA + NaF 87,14 3,37+0,12 7,47 0,35 0,52 +0,20
fngs - 0578 0,247 0,112

NIR — najmniejsza istotna #nica przy poziomie istotrfoi o < 0,05; + odchylenie standardowe
LSD - least significant difference, significantliffdrenta < 0.05; + standard deviation
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Dodatek substancji biologicznie czynnych wplydagodzco na stres wywotany
10 mM NaF. Najbardziej efektywnymi substancjamildxicznie czynnymi byly kolejno
glutation, kwas salicylowy oraz kwas askorbinowydatek tych substancji wplyhko-
rzystnie na omawiane parametry. Eraslan i in. [20@/kazali,ze dodanie kwasu salicylo-
wego (0,05 mmol) zwkszyto kietkowanie nasion i wzrost siewek marchiagcus caro-
taL. odm. Nantes) rogeej w warunkach stresu solnego. Natomiast Shal&taumann
[2001] wykazali tagodgcy wptyw kwasu askorbinowego (0,5 mmol) wobec siewemi-
dora (ycopersicon esculentum Mill. cv. M82) rosmcego w warunkach stresu wywota-
nego 300 mmol NacCl.

W tabeli 2 zestawiono wyniki oznaczonych parameti@ochemicznych (prolina,
MDA) oraz fizjologicznych (chlorofil catkowity i katenoidy). Dodatek 10 mM NaF
wplyngt na zwkkszenie zawart@i wolnej proliny oraz dialdehydu malonowego
w 10-dniowych siewkach pszenicy. Podsgona zawarté tych zwihzkéw wskazuje na
toksyczny wplyw tego pierwiastka na tkantoslinng. Zastosowanie substancji biologicznie
czynnych, a w szczegolém amidu kwasu nikotynowega;tokoferol oraz kwasu salicylowe-
go wplyreto istotnie na obienie zawartéci wolnej proliny w siewkach. W przypadku dial-

dehydu malonowego — wskaka stopnia utlenienia lipidéw, substancje biatagie czynne,
aw szczegéln@i kwas salicylowy, wplydy na obnienie zawarteci tego zwizku
w 10-dniowych siewkach pszenicy poddanej stresioarfowemu.

Tabela 2. Wptyw 10 mM NaF oraz substancji biologiezczynnych na zawagéd MDA, proliny,
chlorofilu catkowitego oraz karotenoidéw w 10-dnigh siewkach pszenicy jarej odmiany Bryza
Table 2. Effect of BAS on contents of the MDA, pngj total chlorophyll and carotenoids
of 10-days wheat seeds var Bryza exposed to 10 miMdiass in the laboratory

Prolina Chlorofil catkowity | Karotenoid
D;c\)/\;kea (nn:/cl)?pil, m) Proline Total chroIophyIIy Carotenoid);
gsm. (umol-g’.m.) (ngrgtés.m.) (ngrgts.m.)
Kontrola/ Control 38,93 +2,60 1,92 +0,19 634,54 #0,5| 82,41 +3,33
NaF 74,47 0,49 17,43 0,59 354,21 +0,64 49,1992|5
wit./vit. C 21,13 +0,58 3,21 +0,02 679,76 £7,11 839,88
wit./vit. C + NaF 50,80 10,73 8,31 +0,04 458,65 81,7 | 52,26 £1,16
GSH 25,60 +0,40 2,85 10,01 635,13 +2,50 87,58 +1{17
GSH + NaF 43,28 0,61 8,43 +0,06 488,76 +1,7¢ 55312
wit. /vit. PP 25,27 0,50 2,61 +0,05 651,13 +1,81f 2,59 +1,14
wit./vit. PP + NaF 43,01 +0,67 4,53 +0,07 453,178 51,35 +1,53
wit./vit. E 23,82 +£0,51 3,25 +0,03 667,76 +1,56 ,B9+0,96
wit./vit. E + NaF 43,28 £ 0,56 5,10 +0,03 502,1258 54,30 £1,04
SA 36,07 £0,82 4,60 +0,14 671,3 £3,53 83,59 +0,84
SA + NaF 37,09 £0,91 4,93 +0,06 484,13 +1,57 522105
NIR 05
LSDy oc 0,928 0,736 57,691 14,451

NIR — najmniejsza istotna #nica przy poziomie istotrfoi o. < 0,05; + odchylenie standardowe
LSD - least significant difference, significantliffdrenta < 0.05; + standard deviation
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Zhang i Kirkham [1996] zaobserwowali podobne dzisahamujce egzogennego
kwasu askorbinowego na peroksya@dgyidéw w sadzonkach stonecznika naraych na
stres wodny. Natomiast Baghizadeh i Hajmohammaedid2811] oraz Kadioglu i in.
[2010] wykazali,ze kwas askorbinowy oraz kwas salicylowy zmniejsz#utki i uszko-
dzenia tkanek w wyniku stresu suszy wob#biscus esculents L. oraz Ctenanthe seto-
sa. Rowniez w badaniach Abdelhamida i in. [2013] stwierdzoagddzacy wptyw amidu
kwasu nikotynowego wobeédicia faba rosmcego w warunkach stresu solnego. Wykaza-
no, ze zawarté¢ proliny oraz dialdehydu malonowego byta mniejszarébach z dodat-
kiem tej substancji biologicznie czynne;j.

W niniejszej pracy fluorek sodu wphnréwniez na obnkenie zawartéci chlorofilu
catkowitego oraz karotenoidéw (tab. 2). Elloumni [2005] wyjdniaja, ze jest to spo-
wodowane tymze jony magnezu stanoygie element budowy chlorofilu w celu zmniej-
szenia toksyczrigi fluoru tworz z nim kompleksy w formie Mgk W wyniku tego
dalsza synteza chlorofilu a i b oraz innych bandmikw tym karotenoidéw, nie jest
mozliwa [Gadi i in. 2012, Kartick i in. 2012]. Guptain. 2009 podaj, ze zawarté¢
barwnikéw w léciach mae obniy¢ sie nawet o 80%. Wykazanae dodatek substancji
biologicznie czynnych wphu istotnie na zwgkszenie ich zawartoi w siewkach ross
cych w szalkach z dodatkiem fluorku sodu, co wsjeana tagodzcy wptyw substanciji
biologicznie czynnych. Cai i in. [2010] po dodarglutationu réwnie zaobserwowali
wzrost zawartéci barwnikéw asymilacyjnych w siewkachzry rosrmcych z dodatkiem
5i50 uM Cd. Dodanie kwasu salicylowego (0,05 mmolvniez spowodowato zvek-
szenie zawartei tych substancji w siewkach marchwi w badaniaciisian i in. [2007].
Dodanie kwasu askorbinowego takskutkowato podwiszeniem zawartai chlorofilu
catkowitego oraz karotenoidéw wémach poddanych dziataniu stresu solnego w bada-
niach Bybordiego [2012] u kukurydzyda mays L.) oraz w badaniach Kostopolou i in.
[2015] u pomaraczy gorzkiej Citrus aurantiumL.).

PODSUMOWANIE

Substancje biologicznie czynne, a w szczegdinkwas askorbinowy, kwas salicy-
lowy oraz o-tokoferol, powoduj zmniejszenie toksycz&oi 10 mM fluorku sodu dla
pszenicy jarej odmiany Bryza w warunkach in vitWdszystkie zastosowane substancje
biologicznie czynne wphgly na popraw oznaczanych parametréw morfologicznych,
fizjologicznych i biochemicznych w poréwnaniu zélinami z kombinacji kontrolnej
siewek pszenicy, co me $wiadczy o tagodzeniu stresu oksydacyjnego wywotanego
przez fluorek sodu.
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Summary. Plants throughout their lives are constantly egpa® the abiotic stress. One of these
factors is the pollution of the environment witlhudtine compounds. Fluoride is a highly toxic
element and has not yet been shown to have aymosifiect on plants. The aim of this study was
to assess if some biologically active substancéanin C, glutathione, vitamin PP, vitamin E,
salicylic acid) applied to medium may enhance plalgrance to oxidative stress induced with
10 mM NaF. To evaluate this, various morphologicabt length, seedling length, fresh weight),
biochemical (MDA, proline) and physiological chaexistics (total chlorophyll, carotenoids) of
10-day-old spring wheat seedlings var. Bryza werasueed. Addition of NaF to the substrate had
an inhibitory effect on growth and fresh weightpddints and increased biochemical parameters as
an indicator of oxidative stress. Of the substancesl ascorbic acid (vitamin Gj;tocopherol
(vitamin E) and salicylic acid most mitigated tlogit effects of fluoride on wheat seedlings.

Key words: fluoride, biologically active substances, paramseté oxidative stress

Otrzymano/ Received: 19.07.2017
Zaakceptowano/ Accepted: 4.10.2017



