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ODDZIALYWANIE KADMU | KWASU SALICYLOWEGO
NA AKTYWNO SC METABOLICZN A Lepidium sativum L.

EFFECT OF CADMIUM AND SALICYLIC ACID ON METABOLIC A CTIVITY
IN Lepidium sativum L.

Abstrakt: Kadm (Cd) jest metalem eikim, ktéry w wyniku dzialda czlowieka stat si gléwnym
zanieczyszczenierirodowiska. Charakteryzujeesivysolky toksyczndécia dla wszystkich organizmovywych.
Symptomem toksyczioi kadmu dla rélin sa przede wszystkim zmiany morfologiczne, ogranicegmiocesow
fotosyntezy oraz stres oksydacyjny. Efektegkgizenia odpornii na stres mma uzyska, stosujc rézne zwizki
egzogenne. Do takich zyzkéw naley miedzy innymi kwas salicylowy (SA). Celem niniejszeppy jest ocena
wplywu kwasu salicylowego na stres metaboliczny eppycy siewnejLepidium sativumwywotany
wzrastagcymi stzeniami kadmu. W ficiach pieprzycy siewnej oznaczanosdbbiatka, chlorofilu i produktéw
peroksydacji lipidow (TBARS) oraz aktywkoperoksydazy, jednego z enzymoOw charakterystyczajalstresu
oksydacyjnego. Wyniki badaujawnity, ze kadm w szeniu 200 mg/drf) zgodnie z oczekiwaniami, negatywnie
oddziatywat na wzrost i rozwoj pieprzycy siewnejddoczénie badania potwierdzity wplyw kwasu salicylowego
na zwekszenie odporniei na stres oksydacyjny u pieprzycy siewnej wywgtaadmem. Zastosowanie SA przed
moczeniem nasion w roztworze kadmu gwsizyto stzenie biatka w Kciach w poréwnaniu do préb traktowanych
wytacznie kadmem, clionie osigato stzenia jak w prébie kontrolnej. SA natomiast skutéezmosit ujemny
wptyw kadmu na zawar$o chlorofilu ai b. Ponadto zwgikszat aktywnéc¢ peroksydazy, chozastosowana dawka
(1 g/dn) nie byta w stanie catkowicie zahamaiyarocesu peroksydaciji lipidéw.

Stowa kluczowe:kadm, kwas salicylowy,epidium sativum

Wstep

Kadm jest pierwiastkiem nalgcym do grupy metali ekkich, stabo
rozpowszechnionym w skorupie ziemskiej. Nagciej wystpuje w mineratach rud cynku
i otowiu. W sposoéb naturalny kadm jest uwalnianyadmosfery podczas wietrzenia skat,
pozar6w lasow i erupcji wulkandéw [1]. W wyniku dziataczlowieka kadm stat i
gtownym zanieczyszczeniefrodowiska naturalnego. Szacuje,sie uwalnianie kadmu do
atmosfery siga 30 tys. ton rocznie. Sfpdd wielu antropogenicznycirédet kadmu do
najwazniejszych nalgg procesy spalania, cementownie, przemyst metalzngic
i wydobywczy. Wanym zrédtem kadmu w glebieggéwniez nawozy sztuczne [2].

Kadm jest powszechnie uznawany za metal pozbawigolf biologicznej
i jednoczénie toksyczny nawet w niewielkich #oiach dla wszystkich organizméw
zywych [3]. Jednak wwietle ostatnich doniesieokazato sj, ze jony kadmu mogpetnic
role kofaktora anhydrazy gglanowej u morskiej okrzemkihalassiosina weissflogiico
jest prawdopodobnie odpowiedzina ubogie zasoby jonéw metali w ekosystemach
oceandéw [4, 5].

Kadm jest pobierany przez stmy gtéwnie przez system korzeniowy i fatwo
transportowany do wgzych czsci roslin [6]. Symptomem toksyczrdoi kadmu § przede
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wszystkim zmiany morfologiczne, gst obserwuje si wyrazne zahamowanie wzrostu,
zmniejszenie powierzchni i chlorefisci, brazowienie i znieksztatcenie korzeni [7].

Toksyczne dziatanie kadmu usélia ujawnia s¢ gtdbwnie hamowaniem aktywsol
enzymoOw zaangawanych w biosyntezie chlorofilu, co w konsekwenpjowadzi do
zmniejszenia iléci barwnikow fotosyntetycznych w komoérkachslionych i ograniczenia
procesow fotosyntezy. Ponadto jony kadmu nagsilakomaérkach rélin stres oksydacyjny.
Zwigkszona produkcja reaktywnych form tlenu prowadzutlenienia biatek, lipidow oraz
kwasow nukleinowych. Efektem tych zmiam saburzenia przepuszczakoo bton
komorkowych i wyciek jondéw z komorki, zahamowaniktyavnosci enzymoéw, spadek
podziatow komérkowych i uszkodzenie DNA [7-9].

Jedn z najwaniejszych reakcji rdin na wplyw niekorzystnych czynnikéw oadym
charakterze jest zwkszenie zawartei w komoérkach sygnalnych ggteczek, jonéw, stres-
fitohormondéw i metabolitow. Nalg do nich aktywne formy tlenu (RFT), tlenek azotu
(NO), wam, kwasy salicylowy (SA) i abscysynowy (ABA), prolama, prolina i inne
zwigzki. Systemy sygnalizacyjne funkcjogujako jednolita si€ Najnowsze badania
sugeruj, ze podwyszony poziom kluczowych elementéw sygnalizacyjnyotoze
powodowad aktywacg catego systemu sygnatowego lub jego znaczngictzOznacza to,
ze efekt zwgkszenia odporni@i na stres mina uzyska za pomog réznych zwizkow
egzogennych, ktéregszdolne do aktywowania sieci sygnalizacyjnej, a samym reakc;ji
obronnej [10-15]. Stwarza to dodatkowe aiwosci wykorzystania adaptogendw
o szerokim spektrum dziatania. Do takich gzkiéw przede wszystkim nafg kwas
salicylowy. SA jest endogennym fitohormonem fenogjaw ktory jest zaangawany
w rézne procesy fizjologiczne. Jednoéme, SA chroni réliny przed czynnikami
abiotycznymi - ogranicza szkodliwy wptyw zasolerti@mnperatury i suszy oraz zmniejsza
akumulacg RFT, aktywuje dysmutgzponadtlenkow (SOD), peroksydazi inne drogi
obrony enzymatycznej i nieenzymatycznej [16, 17].

Celem niniejszej pracy jest ocena wptywu kwasucgldivego na stres metaboliczny
u pieprzycy siewnejepidium sativunwywotany wzrastajcymi stzeniami kadmu. Wplyw
na procesy metaboliczne u pieprzycy siewnej joné@dnku i SA wykazano poprzez
oznaczenie iléci biatka, chlorofilu, produktéw peroksydacji ligidr (TBA) oraz
aktywnaici peroksydazy, jednego z enzymoOw charakterystydznydla stresu
oksydacyjnego. NajeZciej w praktyce wykorzystuje i dwie metody stosowania
adaptogendw: przedposiewowe moczenie nasion i bpvgaie rosacych rdglin. Uwaza
si¢, ze przedposiewowa obrdbka nasion jest bardziej skote dlatego w niniejszej pracy
zastosowano moczenie nasion w roztworze SA przsigawaniem roztworéw kadmu.

Materiaty i metody badan

W celu oceny przeciw stresowego efektu SA pierwseyapem badabyto okrelenie
odziatywania jonéw kadmu na procesy metaboliczriimoNasiona moczono 12 godzin
w roztworach chlorku kadmu oeggeniach 25, 50, 100 i 200 mg/dnPréke kontrolm
stanowily nasiona moczone w wodzie demineralizoyvan&' drugim wariancie
doswiadczenia nasiona moczono w roztworze SA gestiu 1 g/dm, w trzecim z&
nasiono najpierw moczono 12 godzin w roztworze SAnastpnie po wysuszeniu
w roztworach kadmu.
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Po 2-tygodniowej uprawie pieprzycy siewnej dciach rdglin oznaczano zawardd
biatka zmodyfikowan metod, Lowry’ego [18], stosujc jako standard surowigzalbumirg
wotows, oraz chlorofilua i b metod, ekstrakcji acetonowej [19]. W celu oznaczeniasstre
oksydacyjnego w badanych slimach oznaczano produkty reaktywne z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS), metad Heath i Packer [20], uwane za nieenzymatyczne
markery procesu peroksydacji lipidéw. Aktywsdéoperoksydazy gwajakolowej oznaczano
w reakcji gwajakolu z nadtlenkiem wodoru [21].

Wyniki i ich oméwienie
W wyniku moczenia nasion w roztworach kadmu o zardowanym s{zeniu
(25-200 mg/drf) zaobserwowano zaley od stzenia Cd spadektenia biatek w Eciach

2-tygodniowej pieprzycy siewnej. Wraz ze wzrostdanienia CdC) stwierdzono mniejsze
stezenie biatka w badanych prébkach w odniesieniu duradi (rys. 1).
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Rys. 1. Zawart& biatka w léciach pieprzycy po zastosowaniu soli kadmu (wykprgedstawiasredni
+ odchylenie standardowe), *** - poziom istoticop < 0,001 (test Studenta)

Fig. 1. The protein content in the leaves of gardress after use of cadmium salt (graph reptesee mean
+ standard deviation), *** - significance levek 0.001 (Student's test)

W prébach poddanych dziataniu najkézego stzenia jondw kadm200 mg/dni)
odnotowano najmbze sgzenie biatka (500,72 + 1,52 pg/dmprzy stzeniu kadmu od
25-100 mg/drh nie wykazano istotniej statystycznezmicy miedzy kontroh a badanymi
probami.

Zastosowanie roztworéw kadmu podczas przedposiegowenoczenia nasion
niekorzystnie wptywato na syntezhlorofiluai b (rys. 2).
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Rys. 2. Zawart& chlorofilu w lisciach pieprzycy siewnej po zastosowaniu soli kadimu:poziom istotnéci
p < 0,05 (test Studenta), ** - poziom istofebp < 0,01 (test Studenta), *** - poziom istotwdp < 0,001
(test Studenta)

Fig. 2. The chlorophyll content in leaves of gardesss after use of cadmium salt: * - significateselp < 0.05
(Student's test), ** - significance level < 0.01 (Student's test), *** - significance level< 0.001

(Student's test)
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Rys. 3. Zawart& produktéw peroksydacii lipidow (TBARS) wstiiach pieprzycy siewnej po zastosowaniu soli
kadmu, * - poziom istotriei p < 0,05 (test Studenta)

Fig. 3. The lipid peroxidation products (TBARS) iraves of garden cress after use of cadmium salt,
* - significance level op < 0.05 (Student's test)



Oddziatywanie kadmu i kwasu salicylowego na aktyé¢rmetaboliczg Lepidium sativunt. 383

Wyniki badan wykazup istotne statystyczniep(< 0,001) obnienie zawartéci
zarowno chlorofilua, jak ib, jednak wzrost stosunku pogdizy a/b wraz ze zwgkszeniem
stezenia kadmu wskazuje nagksze hamowanie syntezy chloroftu

Wiadomo, ze sole metali eizkich mog inicjowat procesy wolnorodnikowe
w roslinach i innych obiektach biologicznych. Te procesydukup zaburzenie
metabolizmu komérkowego, m.in. rdwnowagi oksydaoy@mtyoksydacyjnej, co skutkuje
zmianami w strukturze gsteczek biologicznych - biatek, lipidow, eglowodanow
i kwasow nukleinowych. Uszkodzenia oksydacyjne vmgj@ sie poprzez peroksydagi
lipidow oraz urat integralndci blony komérkowej [7, 9, 22]. Analizg§¢ proces
peroksydacji lipidow pod wptywem traktowania nasi@znymi stzeniami soli kadmu,
zauwaono, ze zawarté¢ TBARS w liciach jest znacznie vigza w probach badanych
w porownaniu z kontrgli wzrastata wraz ze gteniem CdC] (rys. 3).

Peroksydaza glutationowa (POX) (E.C.1.11.1.9.) ayadld tak zwanej ,enzymatycznej
triady”, zabezpieczagej komork przez procesami wolnorodnikowymi. W ngstym
etapie bada oceniano zmiap aktywndci peroksydazy w dciach pieprzycy siewnej pod
wptywem jonéw kadmu. Miar aktywndaci peroksydazy byla zmiana szyldko procesu
enzymatycznego. Wyniki badgrzedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Aktywnos¢ peroksydazy w fciachLepidium sativunpo zastosowaniu soli kadmu
Table 1
Peroxidase activity in the leaveslafpidium sativunafter use of cadmium salt
Préba V [uM/min]
kontrola 41,16 £0,72
kadm 25 mg/dm 33,39 + 0,61
kadm 50 mg/ drh 17,80 £ 1,76
kadm 100 mg/dr 15,04 + 0,49
kadm 200 mg/dr 7,60 + 0,14

Z danych zawartych w tabeli 1 wynikze jony kadmu powodugjinhibicje badanych
procesdw enzymatycznych. Analiza statystyczna damgkazata istotny wplyw jondw
kadmu na szybkd procesu katalizowanego przez peroksyda®Przy najwyszej
zastosowanej dawce kadmu aktywhieenzymu spada 5-krotnie w stosunku do préby
kontrolnej. Z analizy wariancji jednoczynnikowej mika, ze sita wplywu badanego
czynnika wynosi 97%. Zammos¢ zmiany sSzybkéci procesu enzymatycznego
prowadzonego przez peroksydaad stzenia stosowanego kadmu jest wprost liniowa
(rys. 4).

Otrzymane wyniki bada pozwolity na przeprowadzenie kolejnych wariantéw
doswiadczenia - oceny przeciwstresowego efektu kwaalicydowego. Jedynie kadm
w skzeniu 200 mg/ drhwykazat istotne statystycznie zmiany w procesaekatolicznych
roslin, dlatego dalej ocenie poddano tylko wzajemndziatywanie SA w stzeniu 1g/dn
i kadmu 200 mg/drh

Traktowanie nasion SA powodowato stymuéagroceséw kietkowania i wzrostu
siewek w poréwnaniu do préb, ktérych nasiona moozaanvodzie i roztworach Cdglco
moze byt zwigzane z szybkim procesem kumulacji SA w nasiona6h 17].
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Rys. 4. Zalenos¢ szybkdci procesu katalizowanego przez peroksydat stzenia zastosowanej soli kadmu
Fig. 4. Speed ratio process catalyzed by peroxittetfee according to concentration of the cadmiafh s
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Rys. 5. Sgzenie biatka w Eciach pieprzycy po zastosowaniu kwasu salicylowd§@) i kadmu (Cd),
*** - poziom istotnaici p < 0,001 (test Studenta)

Fig. 5. The protein concentration in the leaf ofdgm cress after use of salicylic acid (SA) andnuach (Cd),
*** _ significance levelp < 0.001 (Student’ test)

SA powodowat wzrost ki biatka w poréwnaniu z kontrgpl(p < 0,001), jednak
wstepne traktowanie nasion roztworem kwasu salicylowgmprzedzajce moczenie
w roztworze kadmu nie wykazalo istotnego wpltywu deny parametr. §tenie biatka
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byto nizsze ni w probie kontrolnej, ale jednocee statystycznie wiarygodnie wyze po
zastosowaniu tylko kadmu (rys. 5).
Kwas salicylowy wptygt réwniez na zawartéc w lisciach chlorofilu (rys. 6).
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Rys. 6. S§zenie chlorofilu w liciach pieprzycy po zastosowaniu kwasu salicylowé88) i kadmu (Cd):
* - poziom istotnéci p < 0,05, *** - poziom istotnéci p < 0,001

Fig. 6. The chlorophyll concentration in the ledfgarden cress after use of salicylic acid (SA) aadmium
(Cd): * - significance levep < 0.05, *** - significance levep < 0.001
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Rys. 7. Zawart& reaktywnych produktéw peroksydacji lipidéw (TBARS) lisciach pieprzycy siewnej po
zastosowaniu kwasu salicylowego (SA) i kadmu (Cd): poziom istotnéci p < 0,05, ** - poziom
istotnasci p < 0,01

Fig. 7. The lipid peroxidation products (TBARS)time leaf of garden cress after use of salicylic 48A) and
cadmium (Cd): * - significance levpl< 0.05, ** - significance levegh < 0.001
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Srednia zawart@& chlorofilu a w probie poddanej dziataniu SA byta analogiczna do
ilosci, ktora zawierata proba kontrolna, jednak sidochlorofilu b nieznaczne spadia
(p < 0,05). W stosunku do zawagtd chlorofilu po traktowaniu nasion kadmem wzeniu
200 mg/dm SA skuteczne znosi wplyw kadmu, aktywaisyntez chlorofiluai b (rys. 6).

Kwas salicylowy nie wplyst na proces peroksydaciji lipidow w poréwnaniu z kpré
kontrolrg. Obnizenie zawartéci TBARS w lisciach pod wplywem SA (rys. 7) byto
nieistotne statystyczne. Proba poddana dziataniaskwsalicylowego, a naghie kadmu
wykazuje statystycznie wiarygodny wzrostzstnia reaktywnych produktow z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS) w stosunku do kontroli i Sfednak istotnie obha poziom
w poréwnaniu z nasionami potraktowanych kadmem.

Badanie aktywn@i peroksydazy po dziataniu SA nie wykazato istptn&nicy
w poréwnaniu z kontrgl (rys. 8). Préba poddana dziataniu SA, a ¢mse kadmu
wykazuje aktywné¢ peroksydazy na wysokim poziomie. Otrzymany wyiikiadczy
o tym, ze kwas salicylowy zwkszyt aktywnd¢é enzymu po zatruciu nasion roztworem
kadmu.
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Rys. 8. Aktywnaé¢ peroksydazy w ficiachLepidium sativunpo zastosowaniu kwasu salicylowego (SA) i kadmu
(Cd): ** - poziom istotnéci p < 0,01, *** - poziom istotnéci p < 0,001

Fig. 8. Peroxidase activity in the leavesLepidium sativumafter use of salicylic acid (SA) and cadmium (Cd):
** . significance levep < 0.01, *** - significance levep < 0.001

Podsumowanie i wnioski

W prezentowanych badaniach oceniano wplyw przeép@sivego moczenia nasion
w roztworze kwasu salicylowego na stres metabolicanpieprzycy siewnelepidium
sativumwywotany wzrastajcymi stzeniami kadmu. Badania przeprowadzono w trzech
wariantach; w pierwszym nasiona pieprzycy siewn&cmono jedynie w roztworach
chlorku kadmu, w drugim tylko w roztworze SA, naiast w trzecim zastosowano
moczenie zaréwno w roztworze SA, jak i w roztwockéorku kadmu.

Wyniki bada ujawnity, ze kadm, zgodnie z oczekiwaniami, negatywnie odywiat
na aktywné¢ metabolicza u pieprzycy siewnej. Stwierdzono istotne statyatye
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zmniejszenie w ficiach pieprzycy iléci biatka, chlorofilua i b, a take spadek aktywrii
peroksydazy i jednoczeie wzrost produktow peroksydacii lipidéw.

Przeprowadzone badania potwierdzity wptyw kwasucgkdwego na zwgkszenie
odporndci na stres oksydacyjny u pieprzycy siewnej wywgtkadmem. Zastosowanie
SA przed moczeniem nasion w roztworze kadmu istastatystycznie zwkszylo stzenie
biatka w lisciach w poréwnaniu do préb traktowanych gognie kadmem, clionie znosito
catkowicie negatywnego wptywu kadmu. SA natomidsttecznie znosit ujemny wplyw
kadmu na zawarté chlorofilu a i b. Kwas salicylowy chronit réwnie rosliny przed
stresem oksydacyjnym wywotanym kadmem. gkgizat istotnie statystycznie aktywigo
peroksydazy, pierwszego mechanizmu obronnego kdmoémzez czynnikami
stresogennymi, clio zastosowana dawka (1 g/@mnie byla w stanie catkowicie
zahamowa procesu peroksydaciji lipidow.
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EFFECT OF CADMIUM AND SALICYLIC ACID
ON METABOLIC ACTIVITY IN  Lepidium sativum L.

Chair of Biotechnology and Molecular Biology, Unisiy of Opole

Abstract: Cadmium (Cd) is a heavy metal, which due to hunaivides has become a major environmental
pollution. It has high toxicity for all living orgasms. The symptoms of toxicity of cadmium in ptarre
primarily morphological changes, reduction of plegtthesis and oxidative stress. The effect of emirey the
stress resistance can be obtained using a vafietyogenous compounds. Such compounds include/balacid
(SA). The aim of this study is to evaluate the effef salicylic acid on metabolic stress with gardeess
Lepidium sativuntaused by increasing concentrations of cadmiurthdrieaves of garden cress were determined
the protein and the chlorophyll concentration, dngount of lipid peroxidation products (TBARS) aretqxidase
activity, one of the enzymes characteristic for daxive stress. The results revealed that the cadmiu
concentration of 200 mg/dinas expected, adversely affected the growth auelafgment of garden cress. At the
same time our studies confirmed the effect of gidiacid to increase the resistance to oxidativess in garden
cress caused by cadmium. The use of SA before rspatkie seeds in a solution of cadmium increased
concentration of the protein in the leaves as coethtb samples treated only cadmium but could eaidhieved

as the concentrations in the control. On the ofiz@d SA effective endured negative effect of cadman the
content of chlorophylh andb. In addition, SA increased peroxidase activitthaligh the dose (1 g/dimwvas not
able to completely stop the process of lipid petation.

Keywords: cadmium, salicylic acid.epidium sativum



