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REAKCJA APARATU FOTOSYNTETYCZNEGO FASOLI
SZPARAGOWE] NA NADMIAR KOBALTU W PODLOZU

RESPONSE OF THE PHOTOSYNTHETIC APPARATUS OF STRING-BEAN
TO COBALT EXCESS IN THE SUBSTRATE

Abstrakt: Celem pracy bylo zbadanie wplywu nadmiaru kobaltu w podlozu na te parametry aparatu
fotosyntetycznego fasoli szparagowej odmiany Dakota, ktére w fizjologii stresu przyjmowane s3 jako miara stresu
abiotycznego. Uprawe fasoli przeprowadzono w kulturach wazonowych, w fitotronie. Kobalt zastosowano
w formie Co(NO3), - 6H,O w stezeniach 20, 40, 60 i 80 mg - kg™' gleby o pH 6,7. W poczatkowej fazie kwitnienia
ro$lin wykonano pomiary przewodnosci szparkowej, intensywnosci fotosyntezy netto oraz kinetyki indukcji
fluorescencji chlorofilu a w lisciach bedacych w stacjonarnej (koncowej) fazie wzrostu. Nastgpnie w lisciach tych
oznaczono zawarto$¢ chlorofilu. Wyniki badan wykazaty, ze kobalt w zastosowanych w do§wiadczeniu stezeniach
obniza zawarto$¢ chlorofilu w stopniu wigkszym chlorofilu a niz b. Ponadto, zmniejsza przewodno$¢ szparkowa
dla gazéw, sprawno$¢ fotochemiczng PSII (F\/F,,) i efektywno$¢ kompleksu wydzielania tlenu (F\/F;). Obniza
takze intensywno$¢ fotosyntezy netto oraz istotnie redukuje zaréwno plon biologiczny, jak i uzytkowy fasoli.
Kierunek zmian wszystkich oznaczanych parametréw aparatu fotosyntetycznego oraz redukcja plonu wskazywaty,
ze kobalt w zastosowanych stezeniach jest czynnikiem stresogennym dla roélin fasoli szparagowej odmiany
Dakota.

Stowa kluczowe: fluorescencja chlorofilu a, fotosynteza, rosliny straczkowe, przewodno$¢ szparkowa liscia,
toksyczno$¢ kobaltu

Wprowadzenie

Kobalt jest pierwiastkiem niezb¢dnym w rozwoju ro$lin motylkowatych [1-5].
Wchodzi on bowiem w sklad kobalaminy (witaminy Bj,), bedacej skladnikiem systemu
wigzania wolnego azotu. Ponadto, pierwiastek ten stymuluje infekcyjno$¢ i nodulacje
korzeni oraz sprawno$¢ wigzania N,. Kobalt korzystnie wptywa réwniez na sktad
chemiczny i sprawnos¢ fizjologiczng aparatu fotosyntetycznego [1-3, 6]. Stymuluje wzrost
oraz plonowanie roslin [4, 6].

Z dotychczasowych badan wiadomo, ze fizjologiczna aktywnos$¢ kobaltu uzalezniona
jest od jego stezenia w ro§linach; w st¢zeniach niskich pelni on rol¢ stymulatora proceséw
fizjologicznych, w tym procesu fotosyntezy, natomiast w st¢zeniach wysokich wykazuje
dzialanie toksyczne [4, 7]. Toksyczny wptyw kobaltu na aparat fotosyntetyczny roslin jest
wielokierunkowy [2, 4, 7-9]. Pierwiastek ten redukuje powierzchni¢ asymilacyjng
i dezintegruje struktur¢ aparatu fotosyntetycznego ro$lin, obniza zawarto$¢ barwnikéw
asymilacyjnych oraz zaburza przebieg reakcji fotochemicznych i biochemicznych
fotosyntezy. W konsekwencji zmniejsza intensywno$¢ tego procesu oraz produktywnosé
fotosyntetyczng i plonowanie roslin.

W niniejszej pracy przedstawiono wptyw nadmiaru kobaltu w podiozu na zawarto$é
chlorofilu oraz sprawnos$¢ fizjologiczna aparatu fotosyntetycznego fasoli szparagowej
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odmiany Dakota, ktéra oceniono na podstawie niektérych parametréw fluorescencji
chlorofilu a, przewodnosci szparkowej i intensywnosci fotosyntezy netto.

Material i metody

Dos$wiadczenia przeprowadzono w kulturach wazonowych na czystym chemicznie,
gruboziarnistym piasku (3 kg/wazon), do ktérego dodano pozywki Tolley-Henry i Rappera
bez azotu [10]. Nasiona fasoli szparagowej odmiany Dakota przed wysiewem zaprawiano
nitraging uzyskang z Katedry Mikrobiologii IUNG w Putawach. Kobalt zastosowano
doglebowo w postaci Co(NOs), - 6H,0 w dawkach 20, 40, 60 i 80 mg - kg™ gleby. Odczyn
gleby utrzymano na poziomie pH 6,7, a pojemno$¢ wodng na poziomie 65% ppw.
Doswiadczenia przeprowadzono w fitotronie (temp. 20°C, W = 75%, intensywno$¢ $wiatta
w zakresie FAR = 170 pumol - m - s7).

W poczatkowym okresie kwitnienia roslin zmierzono przewodno$¢ szparkowa lisci dla
gazOw oraz intensywnos$¢ fotosyntezy netto przy udziale aparatu LI-COR model LI-6200.
Nastepnie zmierzono niektére parametry indukowanej fluorescencji chlorofilu a przy
uzyciu fluorymetru PAM 2000. Oznaczono Fy, F,, F,, F,/F, i F,/F,, czyli odpowiednio
fluorescencje poczatkowa, maksymalng, zmienng, wskaznik sprawnos$ci fotochemicznej
PSII oraz wskaznik efektywnos$ci kompleksu wydzielania tlenu. Definicje oraz wzory tych
parametréw i wskaznikéw fluorescencji chlorofilu a szczegélowo s3 przedstawione
w publikacjach autorstwa équist i Wass [11], Baker i in. [12] oraz Lawson i in. [13].
Wszystkie pomiary wykonano w stacjonarej (koncowej) fazie wzrostu liScia. Nastgpnie
liscie te zebrano i oznaczono w nich zawarto$¢ chlorofilu wedtug metody Arnona [14].
W okresie dojrzatosci konsumpcyjnej badanej odmiany fasoli oznaczono metoda wagowa
plon §wiezej masy strakow, a metoda suszarkowo-wagowa plon suchej masy catych roslin.

Wyniki pomiaréw poddano analizie statystycznej, a w przypadku stwierdzenia
istotnych réznic obliczono warto$¢ pétprzedziatu ufnosci Tukeya okreslong w pracy jako
najmniejsza istotna réznica (NIR).

Wiyniki i dyskusja

W warunkach nadmiaru kobaltu w podlozu zanotowano istotne zmiany parametréw
indukowanej fluorescencji chlorofilu a w liSciach fasoli szparagowej odmiany Dakota
(tab. 1), ktére wskazuja na zaklécenie fotosyntezy na etapie reakcji pierwotnych tego
procesu. Wedlug Karuse i Weis [15], parametry indukcji fluorescencji chlorofilu a
pozwalaja okresli¢ prawidlowo$¢ i sprawno$¢ przebiegu pierwotnych reakcji fotosyntezy
in vivo [16]. Pozwalaja takze na bezinwazyjne badania wptywu czynnikéw stresowych,
w tym metali cigzkich, na przebieg fotosyntezy [16-19].

Wraz ze wzrostem stgzenia kobaltu w podlozu sukcesywnie zwigkszaly si¢ wartosci
fluorescencji zerowej (poczatkowej) Fy (tab. 1). Z literatury wiadomo, ze F) jest zwigzana
z wydajnos$cig przekazywania energii z barwnikowo-biatkowego kompleksu antenowego
zbierajacego $wiatto do centrum reakcji PSII [12, 13, 15]. Wzrost wartosci tego parametru,
wywolany najczesciej czynnikami stresowymi, §wiadczy o obnizeniu tej wydajnosci.

Wspétczynnik F,/F,, jest miarg wydajnosci utylizacji $wiatla w pierwotnych reakcjach
fotosyntezy, a jego warto$¢ jest proporcjonalna do wydajnosci kwantowej reakcji
fotochemicznych PSII [12, 13]. Dla zdrowych lisci wigkszosci gatunkéw roslin
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naczyniowych warto$¢ wspétczynnika F,/F,, wynosi ok. 0,832 [20]. Obnizenie tej wartosci
(proporcjonalnie do wydajnosci kwantowej) §wiadczy o obnizeniu sprawnosci PSIIL.
Zanotowana warto$¢ wspotczynnika F,/F,, w liSciach roslin fasoli szparagowej odmiany
Dakota z obiektu kontrolnego mniej wigcej odpowiadata wartosci podanej przez Bjorkmana
i Demmig [20] i wynosila 0,811. Wartosci tego wspoétczynnika na obiektach
do$wiadczalnych sukcesywnie zmniejszaly si¢ wraz ze wzrostem stezenia kobaltu
w podtozu (tab. 1). Wyniki te wskazywaty na wzrost liczby uszkodzen fotoinhibicyjnych
w roslinach badanej odmiany fasoli poddanych dziataniu kobaltu.

Tabela 1
Zmiany parametréw aparatu fotosyntetycznego fasoli szparagowej w warunkach nadmiaru kobaltu w podtozu

Table 1
The changes of photosynthetic apparatus parameters of string-bean under cobalt excess in the substrate

Dawka kobaltu [mg - kg™ gleby]

Parametr T . NIR 40,05
Parameter Cobalt dose [mg - kg™ of soil] LSD e
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
Fon(fluorescencja maksymalna) | 1715 | 19190 | 23013 | 21080 | 21577 | 514
F,, (fluorescence max)
Fo (fluorescencja zerowa) 378,7 3893 670,0 694,3 685,7 10,06
Fy (fluorescence 0)
F\/F,, (potencjalna efektywnos¢
PSI)
F,/F,, (potentiale efficiency of 03811 0.757 0,708 0,681 0,669 0,03
PSII)
F,/F, (efektywno$¢ kompleksu
wydzielania O,) 0,0025 0,0017 0,0010 0,0007 0,0005 0,0001

F\/F, (complex evolution of O,)
Fotosynteza netto
Net photosynthesis 3,18 3,03 2,76 2,71 2,69 0,135
[umol CO, - m?2- s
Przewodnos¢ szparkowa
Stomatal conductance 0,03 0,03 0,03 0,02 0,01 0,005
[mol H,0 - m™ - s7']
Chlorofil a (mg - g' §é.m.]

Chlorophyll @ [neg - & F-W.] 1,29 1,02 0,96 0,53 0,80 0,05
Chlorofil b (mg - g”' §$.m.]

Chlorophyll b [ - ¢ FW.] 124 0,56 0,50 0,28 0,70 0,11

Chiorofil (a+b) [mg - g $.m.] 2,53 1,58 1,46 1,49 0,81 0,07

Chlorophyll (a+b) [mg - g' FW.]

Wedlug Krause i Somersalo [21], warto$¢ wspotczynnika F,/F,, zmniejsza si¢
proporcjonalnie do redukcji szybkosci asymilacji CO,. Zalezno$¢ ta wystapita takze
w przeprowadzonych badaniach, gdzie obliczony wspdtczynnik korelacji miedzy F,/F,,
i asymilacjg CO, (fotosynteza netto) byt istotny statystycznie i wynosit R = 0,87.

Nalezy podkresli¢, ze intensywno$¢ fotosyntezy netto ro$lin fasoli szparagowej
odmiany Dakota, oceniona na podstawie asymilacji CO,, zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem
stezenia tego metalu w podlozu (tab. 1). Jak wykazano, jednym z czynnikéw
ograniczajacych asymilacje CO, bylo zmniejszenie przewodnosci szparkowej lisci dla
gazéw, przy czym redukcje przewodnosci szparkowej lisci fasoli zanotowano tylko
w obecnosci kobaltu o stezeniach 60 i 80 mg - kg ' gleby (tab. 1).
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Kobalt wprowadzony do gleby w nadmiarze obnizat takze efektywno$¢ kompleksu
wydzielania tlenu, ktéra oceniono na podstawie wspdtczynnika F\/Fy. Jak przedstawiono
w tabeli 1, warto$¢ wspoétczynnika F,/F) istotnie zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem stgzenia
kobaltu w podlozu i w warunkach najwigkszego stezenia tego metalu byla az 5-krotnie
mniejsza w stosunku do warto$ci zanotowanej na obiekcie kontrolnym. Sugeruje sig, ze
kompleks wydzielania tlenu jest najbardziej wrazliwym miejscem w tancuchu
fotosyntetycznego transportu elektrondw na dziatanie czynnikéw stresowych [16]. Hipotez¢
te¢ potwierdzity przeprowadzone pomiary fluorescencji chlorofilu a w lisciach fasoli
szparagowej odmiany Dakota, wedlug ktérych zanotowany poziom zmniejszenia warto$ci
wspoétczynnika F,/F, w warunkach nadmiaru kobaltu byt znacznie wigkszy niz innych
parametréw indukowanej fluorescencji chlorofilu a.

W warunkach nadmiaru kobaltu w podlozu zanotowano redukcje zwartosci chlorofilu
w lisciach badanej odmiany fasoli, przy czym poziom redukcji chlorofilu b byt wigkszy niz
chlorofilu a (tab. 1). Podobne wyniki byly rejestrowane we wcze$niejszych badaniach
innych autoréw, przeprowadzonych m.in. na innych odmianach fasoli zwyczajnej [22, 23],
fasoli wielokwiatowej [24] i innych gatunkéw roslin naczyniowych [25-29] oraz na glonach
[18]. Niekorzystny wptyw nadmiaru kobaltu na zawarto$¢ chlorofilu wigzany jest gléwnie
z niedoborem zelaza w liSciach, wynikajagcym z antagonizmu mi¢dzy Co—Fe [4, 26,
28-30].

Nalezy zauwazy¢, ze w przeprowadzonych badaniach wraz ze wzrostem stgzenia
kobaltu w zakresie stezen 20-60 mg - kg™ gleby zawarto$¢ chlorofilu w lisciach badanej
odmiany fasoli sukcesywnie si¢ zmniejszala, po czym w obecnosci kobaltu w stezeniu
kolejno wyzszym, czyli 80 mg - kg™ gleby, zawarto$é tego barwnika zwickszyla sie,
chociaz byla mniejsza anizeli w ro$linach kontrolnych. Wedlug Baszynskiego [31], wzrost
stezenia chlorofilu w liSciach w warunkach silnego stresu powodowanego przez metale
cigzkie nie jest wynikiem wzmozonej jego biosyntezy, lecz wynikiem wolniejszej inhibicji
syntezy tego barwnika anizeli redukcji powierzchni lisci. Jest to wigc efekt
tzw. ,,mniejszego rozcienczenia” sktadnika.

Plonowanie roslin zalezy od wielu czynnikéw natury endogennej i $rodowiskowej,
przy czym jednym z gléwnych czynnikéw jest intensywnosci fotosyntezy [32]. Wyniki
przeprowadzonych badah wykazaty, ze wraz ze wzrostem kobaltu w podiozu zmniejszat si¢
zar6wno plon biologiczny, jak i uzytkowy fasoli szparagowej odmiany Dakota (tab. 2).
Poziom redukcji plonu fasoli byt zintegrowany z obnizeniem intensywnos$ci fotosyntezy
netto oraz zmianami parametréw fluorescencji chlorofilu a, okre$lajacymi natgzenie stresu
powodowanego przez kobalt (tab. 11 2).

Jak przedstawia tabela 2, kobalt zastosowany we wszystkich czterech dawkach
zmniejszal plon suchej masy caltych ro$lin oraz plon §wiezej masy strakéw, przy czym
zastosowany w najwyzszej dawce, tj. 80 mg - kg gleby, wylaczat z rozwoju faze
generatywna. W dawkach 20 i 40 mg - kg™ gleby zmniejszat plon suchej masy roslin
odpowiednio o 13,2 i 25%, natomiast zastosowany w dawkach 60 i 80 mg - kg™ gleby
redukowat plon o 27,1 i 41,6%. Metal ten dodany do gleby w dawce najwyzszej
(80 mg Co - kg™ gleby) powodowat spadek plonu suchej masy catych roslin prawie o 50%
w stosunku do plonu suchej masy ro$lin z obiektu kontrolnego.

Plon uzytkowy fasoli, czyli plon §wiezej masy strgkéw w obecnosci kobaltu w stezeniu
20 mg - kg™ gleby, byt o 25,5% mniejszy niz na obiekcie kontrolnym, a przy dawce 40
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i 60 mg - kg gleby byt mniejszy odpowiednio o 60,5 i 76,9%. Wyniki te wskazuja, ze
nadmiar kobaltu w podlozu w wigkszym stopniu negatywnie wptywa na faz¢ generatywna
niz na faze wegetatywna fasoli szparagowej odmiany Dakota.

Tabela 2
Plon biologiczny i uzytkowy fasoli szparagowej odmiany Dakota
Table 2
The biological and usable crop of string-bean of Dakota cultivar
Dawka kobaltu [mg - kg™ gleby]
;’:;::r:l;t; Cobalt dose [mg - kg™ of soil] E;g po,05
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 -
Plon suchej masy catych
P plant €ty (100) (86.8) (5) (72,9) (584) ’
mass
[g per pot]
Plon §wiezej masy strakow
[g/wazon]
16,75 11,97 6,02 3,87 0,0
Crop of bean pod fresh (100) (74.5) (39.5) 23.1) 0.0) 2,17
mass
[g per pot]
Podsumowanie

Kobalt zastosowany doglebowo w dawkach 20, 40, 60 i 80 mg - kg™ gleby powodowat
zmiany parametréw indukowanej fluorescencji chlorofilu a (Fy, F,, F, F,/F, 1 F,/Fy) lisci
fasoli szparagowej odmiany Dakota. Kierunek zmian tych parametréw wskazywat, ze metal
ten zmniejszal wydajno$¢ przekazywania energii z barwnikowo-biatkowego kompleksu
antenowego, zbierajacego $wiatlo do centrum reakcji PSII, obnizal sprawno$¢
fotochemiczna PSII oraz efektywno$¢ kompleksu wydzielania tlenu. Ponadto, zmniejszat
przewodnos$¢ szparkowa lisci dla gazéw oraz zawarto$¢ chlorofilu w liSciach, w stopniu
wigkszym chlorofilu b niz chlorofilu a. Redukowal takze intensywno$¢ fotosyntezy netto.
Wyniki te wskazuja, Ze negatywny wplyw nadmiaru kobaltu w podlozu na aparat
fotosyntetyczny fasoli szparagowej odmiany Dakota jest wielokierunkowy, a obnizenie
jego sprawnosci fizjologicznej jest jednym z gtéwnych czynnikéw ograniczajacych
plonowanie tej ro$liny.
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RESPONSE OF THE PHOTOSYNTHETIC APPARATUS OF STRING-BEAN
TO COBALT EXCESS IN THE SUBSTRATE

Department of Plant Biology, Faculty of Agricultural Sciences in Zamo$¢, University of Life Sciences in Lublin

Abstract: The aim of the study was to examine the effect of cobalt excess in the substrate on these parameters of
the photosynthetic apparatus of string-bean cv. Dakota which are assumed to be a measure of abiotic stress in
stress physiology. String-bean was grown in pot cultures in a greenhouse. Cobalt was applied as Co(NO3), - 6H,O
in concentrations of 20, 40, 60 and 80 mg - kg™ of soil of pH 6.7. At the initial stage of plant blooming stomatal
conductance was measured as well as net photosynthesis intensity and kinetics of induction of chlorophyll a
fluorescence in leaves at the stationary (final) stage of growth. Then the content of chlorophyll in leaves was
determined. Results of the study showed that cobalt concentrations used in the experiment decreased the content of
chlorophyll » more than that of chlorophyll a. It reduced stomatal conductance of gases, photochemical efficiency
PSII (F,/F,,) and the efficiency of oxygen evolution complex (F,/Fy). It also decreased net photosynthesis intensity
and reduced significantly both the biological and usable crop of string-bean. The direction of changes in all the
parameters of the photosynthetic apparatus and crop reduction suggested that used in the applied concentrations
cobalt is a stress-generating factor for string-bean cv. Dakota.

Keywords: chlorophyll a fluorescence, cobalt toxicity, leaf stomatal conductance, leguminous plants,
photosynthesis






