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I. УВОД 

Качеството на околната среда е подложено на рискове от различен характер. 

Между най-важните от тях са последиците от замърсяването с токсични отпадъци, 

биотичните стресови фактори и резките климатични промени. В допълнение към 

индустриалното замърсяване/тежки метали, пестициди, отпадъци от преработката на 

горива/, глобалното затопляне и настъпващата повсеместно суша, се считат като 

едни от най-силно увреждащите продукцията от растенията. Нарастването на 

антропогенното въздействие върху природата води до проблеми в селското 

стопанство. От друга страна, нарастването на населението на планетата повишава 

нуждите от по-високи растителни добиви. 

Тежките метали намират приложение в различни индустриални производста 

и са огромен източник на замърсяване на природата. Най-малко 20 метала са 

известни като токсични и повече от половината от тях, включително кадмий, мед, 

живак, никел, сребро и цинк, се отделят в околната среда в количества, които 

представляват риск за човешкото здраве. 

Замърсяване на почвите с тежки метали е сериозен световен проблем, 

включително и за България. Нашите почви съдържат значително високо ниво на 

кадмий и мед. По официални данни около 36000 хектара земи са замърсени в 

различна степен с тежки метали. Основен проблем за специалистите е да 

локализират  “горещите зони” с най-висока плътност на населението и развито 

селско стопанство.  

Същевременно трябва да се има предвид, че много от тежките метали се 

явяват като важни микроелементи в клетъчния метаболизъм и служат като 

структурни и каталитични компоненти на белтъци и ензими. Но натрупването им 

във високи концентрации влияе върху физиологичните процеси и води до 

намаляване на биомасата, листната площ, кореновото развитие, промени в азотния 

метаболизъм, инхибиция на фотосинтезата, на хлорофилния метаболизъм и на 

хлоропластната структура.  

Кадмият е един от най-агресивните замърсители на въздуха, водите и 

почвите. Той е високо токсичен за растенията, животните и хората. Той лесно се 

поглъща чрез кореновата система и чрез ксилема се транспортира до листата. 
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Високото съдържание на кадмий индуцира генетични и биохимични промени в 

растителния метаболизъм, които се проявяват като общи, но и специфични стресови 

отговори.  

За да балансират концентрациите на токсичните метали в клетките, всички 

организми за изградили защитни механизми, между които: биосинтез на 

нискомолекулни, богати на цистеин белтъци, известни като металотионини, 

мобилизащия на фитохелатините или обезвреждането на тежките метали при 

натрупването им във вакуолите или в трихомите. Друг тип стратегия на растенията е 

използването на различни сигнални молекули за преодоляване на стресовите 

въздействия. Преживяването на растенията в условия на стрес зависи от тяхната 

способност за различават въздействията , да генерират и пренасят сигнали и да 

индуцират биохимични промени, които да настройват метаболизма в съотвествие с 

тях. Ето защо, изследванията върху идентифицирането на сигнални молекули, които 

да медиират толерантност към различните видове стрес имат важно значение за по-

доброто разбиране на механизмите на адаптация. 

Азотният оксид е между малкото известни сигнални молекули, които са под 

формата на газ. Неговата висока реактивност и свободна дифузия през мембраните 

го прави идеален сигнал, който се предава между клетките и в самите клетки и 

опосредства връзката между стреса на околната среда и физиологичния отговор на 

растенията. Редица изследвания сочат, че той присъства в растенията и изпълнява 

разнообразни физиологични функции, като: влияние върху процесите на развитие и 

растеж, дихателен метаболизъм, зреене и стареене, а също и като медиатър между 

различни биотични и абитични стресове и отговорите на растенията към тях. 

Азотният оксид се класифицира като нетрадиционен фитохормон, който участва в 

регулацията на определини звена от генната експресия. Приложен екзогенно /под 

форма на  различни донори/, той индуцира физиологични промени идентични или 

много близки с характеристиките, предизвикани от определено стресово 

въздействие. Следователно, този подход се явява надежно средство за разкриване на 

някои страни от механизмите на хормоналната регулация на основни физиологични 

процеси и същевременно дава отговор и на основни механизми на 

приспособителните реакции на растенията към стреса на околната среда. В този 
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смисъл, насочването на нашето изследване към изясняване на някои страни на 

физиологичния отговор на граховите растения към действието на азотния оксид е 

актуално и теоретично значимо. Перспективите на нашето изследване могат да се 

разглеждат във фундаментален и приложен аспект. В една по-далечна перспектива, 

разкриването на някои от посочените закономерности би подпомогнало 

опознаването на защитните механизми на растенията към определени стресови 

въздействия и би създало възможност да се влияе за по-пълното им реализиране. 

 

II. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 

Целта на настоящия труд е да се изследва ролята на азотния оксид върху 

основни физиологични и биохимични показатели в грахови растения, да се установи 

дали този растежен регулатор е включен в индукцията на защитни отговори в 

условия на  кадмиев стрес и да се тества хипотезатa, че защитното действие на NO 

върху растежа и фотосинтезата е обусловено от действието му върху 

антиоксидантната защитна система. 

 

За реализиране на тази цел бяха поставени следните задачи: 

1. Да се изследват уврежданията на граховите растения, подложени на Сd  стрес. 

2. Да се изследват физиологичните и биохимични промени на граховите растения, 

третирани с  SNP като донор на NО. 

3. Да се изследва дали  NО има защитно действие срещу Сd  стрес и в тази връзка: 

 да се определят Сd-индуцираните нарушения в листата и възможната защитна 

роля на  NO 

  да се изследват промените в липидното пероксидиране, електролитно изтичане 

и в нивата на  Н2О2 и пролин, 

  да се изследва ефекта на  NО върху антиоксидантната ензимна защитa в 

условия на  Сd  стрес, 

  да се определят промените в съдържанието на  Сd в листата и корените на 

граховите растения, третирани c Cd и  SNP.  
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III. МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ 

Растителен материал и условия на отглеждане 

За обект на изследване беше използван грах (Pisum sativum L., сорт Ran), 

който се отличава с по-висока чувствителност към кадмиевия стрес. 

Семената се поставяха за покълване върху влажна филтърна хартия на тъмно 

за 72 часа. Растенията се отглеждаха като водни култури в хранителна среда на 

Hogland-Arnon (1950) в климатична камера при условия: фотопериод 16/8 часа, 

интензитет на светлината 120 mol m-
2
 s

-1
, температура 22/18 

0
С (дневна/ нощна) и 

влажност на въздуха- между 50 и 60%. Постановката включваше 6 варианта: (I): 

контрола  (хранителен разтвор), (II): 500 μM SNP, (III): 1000 μM SNP, (IV): 25 μM Cd, 

(V): 500 μM SNP + 25 μM Cd, (VI): 1000 μM SNP + 25 μM Cd.  Кадмият и SNP се 

добавяха към хранителния разтвор. Растенията бяха отглеждани при посочените 

условия в продължение на 12 дни. 

Химикали: Кадмият беше под формата на CdCl2. SNP,  cPTIO и CdCl2 са 

продукти на фирмата Sigma-Aldrich (USA). 

Експериментални методи 

 Биометрични показатели- измерване на сухо тегло и дължина на корените и на 

надземната част на граховите растения  

 Микроскопски наблюдения върху листната структура и морфология на 

устичния апарат и на епидермалните клетки 

 Oпределяне на съдържанието на пигменти- по Arnon (1949) 

 Измерване на листния газообмен- с портативна фотосинтетична система LCрrо 

+ (ADC BioScientific Ltd., Hertfordshire, UK) 

 Определяне съдържанието на пероксиди- по Jessup et al. (1994) 

 Определяне степента на липидно пероксидиране- по Heath and Packer (1968) 

 Определяне съдържанието на свободен пролин- по Bates et al. (1973) 

 Определяне степента на електролитно изтичане- по Zhao et al. (2007) 

 Определяне съдържанието на разтворими белтъци- по Bradford (1976) 

 Определяне на активността на супероксиддисмутазa (SОD)- по Beauchamp and 

Fridovich (1971) 

 Определяне на активността на каталаза (CAT) - по Aeby (1984) 
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 Определяне на активността на гваякол пероксидаза (POD)- по Polle et al. 

(1994) 

 Определяне на активността на аскорбат пероксидаза (APX)-  по Nakano and 

Asada (1981) 

 Едномерна електрофореза в полиакриламиден гел при неденатуриращи 

условия и анализ на изоформите и относителната ензимна активност след 

субстратна реакция в гела 

 Изоформите и активността на SOD бяха онагледени по метода на Beauchamp 

and Fridovich (1971) 

 Каталазната активност беше определена по Clare et al. (1984) 

 Изоформите на APX бяха визуализирани съгласно Mittler and Zilinskas (1991) 

 Гваякол специфичната пероксидазна активност беше установена според 

Fielding and Hall (1978) 

 Определяне на съдържанието на Сd   в корени и листа- с помощта на атомно 

абсорбционен спектрометър  

 Статистическата обработка на резултатите включва определяне на средната 

стойност и оценка на стандартното отклонение. Достоверността на разликите е 

определяна по критерия t на Student при различни нива на значимост: (*) Р ≤ 0.05;  

(**) Р ≤ 0.01; (***) Р ≤ 0.001 

 

IV. РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

IV.1. Ефект на Cd и NO върху растежа и развитието на граховите растения 

Третираните с 25 μM Cd  грахови растения се отличават с много забавен 

растеж и силно инхибирано развитие на надземната и коренови системи (снимки 1 и 

2). Корените са удебелени и скъсени и без развити латерални разклонения, листното 

развитие е силно забавено (листните петури са дребни  и с много малка площ), 

силно е понижено натрупването на сухо вещество (прибилзително 2 пъти за 

прорастъците и 3 пъти за корените), (Таблица 1). Тези симптоми отсъстват при 

растенията, които са самостоятелно третирани с 500 и 1000 μM SNP. 

Едновременното присъствие на Cd и SNP преодолява частично негативния ефект на 

Cd, като действието е по-добре изразено при концентрация на SNP 1000 μM. 
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Снимка 1. Влияние на Cd и SNP върху растежа на граховите растения 

Варианти: (K): контрола; (2): 500 μM SNP; (3): 1000 μM SNP; (4): 25 μM Cd; (5): 500 μM SNP + 25 μM Cd; (6): 1000 μM SNP + 25 

μM Cd 

 

Таблица 1. Влияние на Cd and SNP върху растежа и съдържанието на разтворим белтък и листни пигменти 

Варианти 
Дължина (cm) Сухо тегло (g plant

-1
 ) 

Разтворим белтък 

(mg g
-1

 FW) 

Хлорофил   

(a + b)  

(mg dm
-2

) 

Каротеноиди 

(mg dm
-2

) 
Прорастък Корен Прорастък Корен Прорастък Корен 

Контрола 11.1±0.6 19.8±0.9 0.088±0.009 0.034±0.002 2.40±0.06 0.60±0.06 4.03±0.14 0.36±0.04 

500 μM SNP 12.1±0.6 16.9±0.9 0.086±0.007 0.040±0.005 1.35±0.02 1.31±0.05 4.03±0.14 0.34±0.01 

1000 μM SNP 11.0±0.3 15.2±1.2 0.094±0.010 0.046±0.004 2.95±0.03 0.75±0.02 4.18±0.04 0.35±0.04 

25 μM Cd 4.3±0.3 4.5±0.7 0.048±0.007 0.012±0.002 5.25±0.03 1.28±0.02 5.41±0.18 0.41±0.03 

500 μM SNP + 25 μM Cd 4.1±0.4 4.1±0.2 0.042±0.007 0.012±0.002 4.95±0.01 1.28±0.01 5.54±0.03 0.40±0.01 

1000 μM SNP+ 25 μM Cd 5.4±0.3 8.3±0.8 0.056±0.007 0.022±0.002 4.95±0.03 1.35±0.03 5.59±0.10 0.36±0.08 

Данните са средни стойности от 4 независими експеримента  ± SD 



7 

 

 
Снимка 2. Наблюдение върху корените и надземните органи 

Варианти: (I): контрола; (II): 500 μM SNP; (III): 1000 μM SNP; (IV): 25 μM Cd; (V): 

500 μM SNP + 25 μM Cd; (VI): 1000 μM SNP + 25 μM Cd 

 

Докато ефектът от кадмиевия стрес е добре документиран в литературата, 

данните за влиянието на SNP върху растежа и развитието на растенията са оскъдни. 

Сочи се двупосочно поведение върху растежа (инхибиция или стимулиране), 

(Leshem and Haramaty, 1996), както и концентрационно изразена зависимост 

(Anderson and Mansfield, 1979). Подобни зависимости се откриват и по отношение на 

влиянието на SNP върху съдържанието на пигменти и белтък. Липсват данни 

относно защитната роля на NO върху процесите на растеж в условия на Cd -

индуциран стрес. 

IV. 2. Ефект на SNP и Cd върху анатомията на листата и морфологията на 

устичния апарат  

Листна площ 

Листният размер се разглежда като един от важните параметри при 

характеризиране на процесите на растеж и развитие. В нашите експерименти 
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стойностите на този показател са най-ниски в третираните с 25 M Cd грахови 

растения (Fig. 1A и B). Негативният ефект на Cd върху този показател е частично 

преодолян при вариантите с присъствие на 1000 μM SNP. 

 

 

 

Фигура 1. Листна площ (A) and изглед (B) на листа от грах, третирани с Cd  в 

присъствие или в отсъствие на SNP 

Варианти: (I): контрола; (II): 500 μM SNP; (III): 1000 μM SNP; (IV): 25 μM Cd; (V): 

500 μM SNP + 25 μM Cd; (VI): 1000 μM SNP + 25 μM Cd.  Бара по скалата = 5 cm.  

Резултатите са осреднени стойности ± SD (n = 4).  Със (*) – значимост на разликите 

спрямо контролата (P ≤ 0.05) според t-test 

 

Структурни наблюдения 

Граховите листа притежават дорзивентрална и амфистоматична структура с 

добре развит горен и долен епидермис, компактно подредени цилиндрични клетки и 

мезофил. Непосредствено над долния епидермис е разположен гъбчестия мезофил, 

състоящ се от 5-6 слоя рехаво подрени клетки, които обграждат големи 

междуклетъчни пространства (Фиг. 2A). Значими структурни различия се 

наблюдават в листата на третираните с Cd грахови растения. Средната дебелина на 

петурата намалява, също и дебелината на мезофилния слой, междуклетъчните 

пространства са приблизитително двукратно редуцирани (Фиг. 2D)  Третираните с 

500 и 1000 μM SNP растения имат сходна на контролите листна структура  (Фиг. 2B 

и C). Един съществен резултат в тези изследвания е наблюдаваното пълно 

възстановяване на листната структура от присъствието на 1000 μM SNP (Фиг. 2F). 
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Фигура 2. Напречни срези на листа от грах, третирани с Сd със или без SNP 

Вариантите (A-F) са както на фигура 1. (BS): проводящи снопчета; (UE): горен 

епидермис; (PM): палисаден мезофилl; (SM): гъбчест мезофил; (LE): долен 

епидермис. Бар = 100 μM 

 

Кадмият оказва влияние и върху морфологията на устичния апарат. 

Морфометричният анализ сочи, че стойностите за дължина, ширина и периметър на 

устичните клетки са сравнително по-ниски спрямо контролата, но най-значимо 

(приблизително двукратно повишение) се наблюдава върху броя на устицата за 

единица площ (Фиг. 3). Сходни, но по-слабо изразени, тези характеристики се 

запазват и при вариантите с комбинирано присъствие на  Cd и SNP. 

Кадмият оказва негативно влияние и върху параметрите на епидермалните 

клетки. Наблюдава се силно понижение на плoщта и периметъра на клетките на 

горния и долен епидермис. Едновременното третиране с Cd и SNP възстановява в 

голяма степен стойностите на тези показатели, без обаче да се достигнат 

контролните нива  (Фиг. 4А-В) 
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Фигура 3. Размер нa устичните клетки и плътност на устицата на грахови 

растения, третирани с Cd в присъствие или в отсъствие на SNP 

Варианти: (I - VI) както на фигура 1. UE: горен; LE: долен епидермис. Даннитe са средни ± 

SD (n = 10). Със (*) – значимост на разликите спрямо контролата (P ≤ 0.01) според t-test 

 

  

Фигура 4.  Размер (A) и периметър (B) на епидермалните клетки от горния и 

долен епидермис на грахови растения, третирани с  Cd в присъствие или в 

отсъствие на 500 и 1000 µM SNP 

Варианти: (I - VI): както на фигура 1. Даннитe са средни ± SD (n = 5-10). Със (*) – 

значимост на разликите спрямо контролата (P ≤ 0.01) според t-test 
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В обобщение, резултатите показват, че третирането с Cd индуцира 

намаляване на листната площ и свиване на епидермалния, палисаден и гъбчест 

паренхим. Тези данни потвърждават други известни резултати (Barcelo et al., 1988; 

Fiskesjö, 1988; Liu et al., 1992) и дават основание да се допусне, че наблюдаваната 

загуба на един мезофилен слой се дължи на инхибиторния ефект на Cd върху 

клетъчното делене по време на най-началното листното развитие. Известно е, че 

нарастването на листната площ корелира с нарастването на размера на 

епидермалните клетки,  което е основание да обясним и наблюдавания от нас ефект 

на Cd върху тези показатели. Обаче инхибиторният ефект на Cd върху размера на 

епидермалните клетки е по-слабо изразен отколкото върху листната площ, и това ни 

позволява да предположим, че по-малката листна площ се дължи не само на 

клетъчното уголемяване, но и на клетъчното делене. 

Известно е, че промените в гъстотата на устичните клетки е един от 

адаптивните отговори на растенията към многообразни стресови въздействия. 

Съгласно de Melo (2007), повишеният брой на устицата, заедно с намаленият им 

размер, е адаптивен механизъм за поддържане на притока на CO2 за фотосинтезата, 

без да се допускат излишни загуби на вода. Друг важен фактор, който подобрява 

функцията на листата е добре развитата система на мезофилни пространства в 

мезофилната тъкан, което води до оптимален листен обмен. Констатираното 

възстановяване на мезофилната структура от присъствието на 1000 μM SNP  е 

индикация за реорганизация на междуклетъчните мезофилни пространства, като по 

този начин се подобрява пропускливостта за асимилация на СО2. 

В обобщение на по-горе изложените разултати, може да се твърди че NO има 

защитен ефект върху листната структура и морфологията на устичния апарат и на 

епидермиса. Едновременното третиране с SNP и Cd преодолява Cd- индуцираните 

нарушения в листното развитие,  което води до по-добро функциониране на листата, 

а чрез това- и до повишаване на толерантността на организмово ниво. 

IV.3. Влияние на Cd и NO върху листния газообмен 

Фотосинтезата е процес, който се уврежда много чувствително от Cd стрес.  

Нашите данни сочат приблизително двукратно понижение на скоростта на 

асимилация на СО2. Слаб, но положителен ефект се констатира при самостоятелно 
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въздействие с 500 и 1000 μM SNP. Екзогенното прилагане на SNP към третираните с 

Cd растения възстановява във висока степен скоростта на фотосинтезата. Сходни 

резултати се констатират и по отношение на транспирацията и устичната 

проводимост за СО2  (Фиг. 5). 

 
 

 

 

Фигура 5. Промени в параметрите на листния газообмен в грахови растения, 

третирани с Cd и SNP 

(A): скорост на CO2 асимилация; (B): устична проводимост; (C): транспирация; (D): 

ефективност на използване на водата (WUE). Варианти: (I- VI)- както на фигура 1. 

Даннитe са средни ± SD (n = 6). Със (*) – значимост на разликите спрямо контролата 

(P ≤ 0.01) според t-test 

 

Литературните данни по отношение на ролята на NO върху процесите 

фотосинтеза и транспирация са оскъдни и противоречиви- от стимулиране до 

инхибиция. Разнообразието в резултатите се дължи до голяма степен от 

експерименталните системи, възраст на растенията и използваните форми и 

концентрации на донора на NO. 
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Наблюдаваният защитен ефект на NO върху параметрите на листния 

газообен (и по-значимо за изследването- върху процеса фотосинтеза) отдаваме на 

възстановената листна структура и функция на устичния апарат. Не без значение са 

едни бъдещи по-подробни изследвания относно ролята на азотния оксид върху 

първичните фотосинтетчни реакции и на биохимичния фотосинтетичен 

метаболизъм. Друго съществено допускане е, че NO участва в засилване на 

антиоксидантните защитни системи в растенията, с което спомага за намаляване на 

увреждащотото действие на Cd. 

 

IV.4. Окислителен стрес и антиоксидантна защита. Роля на NO 

IV.4.1. Неензимни характеристики на окислителния стрес 

Една от най-интригуващите  характеристики на NO в растенията е неговата 

двойствена роля- силен оксидант и ефективен антиоксидант. Това проявление 

зависи от прилаганите концентрации, възрастта на растенията и от промените в 

околната среда. 

Окислителният стрес е най-типичен резултат от действието на редица 

абиотични и биотични стресови фактори и най-общото му проявление се изразява в 

свръх продукция на АКФ, които атакуват клетъчните структури и в по-късен етап 

увреждат основни физиологични функции на растенията. 

Нашите данни показват, че продължителното третиране на граховите 

растения с Cd предизвиква окислителен стрес, за който се съди по промените в 

съдържанието на водородния пероксид, степента на липидно пероксидиране, 

електролитно изтичане и по съдържанието на един по-неспецифичен индикатор- 

иминокиселината пролин. 

Третирането на граховите растения с Cd повишава нивото на всички 

посочени показатели, с изключение на електролитното изтичане –Таблица 2. 

Подобни данни се съобщават от редица изследователи за различни 

растителни представители, като: прорастъци от краставица (Gonçalves et al., 2007), 

корени от пшеница (Singh et al., 2008), включително и за корени и листа от грах 

(Sandalio et al., 2001; Rodríguez-Serrano et al., 2006; Popova et al., 2009).  
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Самостоятелното третиране с SNР не оказва съществено влияние върху 

съдържанието на МДА и пролин, но понижава степента на електролитното изтичане 

спрямо нетретираната контрола. Комбинираното действие на SNР и Cd няма 

еднопосочен характер- не се наблюдава преодоляване на ефекта на Cd върху нивото 

на Н2О2 и МДА, но скоростите на изтичане на електролити и на акумулиране на 

пролин са понижени спрямо ефекта от Cd. Наблюдаваните промени в тези 

показатели не следват стриктна концентрационна зависимост и вероятно са 

свързани в вътрешния хомеостазис на клетките при комбинацията на двата фактора. 

Таблица 2.  Влияние на Cd и NO върху съдържанието на водороден 

пероксид, МДА, пролин и изтичане на електролити 

 

Варианти 

Съдържание 

на пероксиди 

(µmol g
-1

 FW) 

Съдържание 

на МДА  

(µmol g
-1

 FW) 

Електролитно 

изтичане (%) 

Съдържание 

на пролин 

(µg g
-1

 FW) 

Контрола 0.758 ± 0.001 0.012 ± 0.002 41.3 88.0 ± 1.9 

500 µM SNP 1.204 ± 0.009 0.016 ± 0.002 27.5 84.3 ± 2.7 

1000 µM SNP 1.314 ± 0.007 0.017 ± 0.001 25.1 100.3 ± 2.7 

25 µM Cd 1.314 ± 0.001 0.046 ± 0.001 37.3 512.3 ± 10.7 

500 µM SNP + 25 µM Cd 1.264 ± 0.008 0.059 ± 0.002 33.2 416.3 ± 10.7 

1000 µM SNP + 25 µM Cd 1.531 ± 0.018 0.048 ± 0.001 24.8 504.0 ± 16.0 

Данните са средни стойности от 4 независими експеримента  ± SD 

 

IV.4.2. Антиоксидантни ензими 

За предпазване от високото натрупване на АКФ растителните организми 

притежават широк спектър от защитни механизми, който включва антиоксидантни 

ензими и неензимни антиоксиданти. Към последните се отнасят токофероли, 

флавоноиди, алкалоиди и каротеноиди. Ензимната защитна система включва 

ензимите SOD, CAT, POD и ензими от аскорбат-глутатионовия цикъл и глутатион-

пероксидазния цикъл (Apel and Hirt, 2004). 

SOD е сред първите ензими в защита срещу повишената продукция на АКФ, 

дисмутирайки супероксидния радикал до H2O2. 
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Анализирайки изоформите на SОD посредством неденатурираща PAGE бяха 

идентифицирани в листата три основни изоформи с SOD активност. В корените 

също бяха визуализирани три изоформи, но само две от тях биха определили 

активността на ензима (Фиг. 6С-D). Не се наблюдават различия в активността на 

изоензимите на SOD в листата при всички варианти. За корените е характерно едно 

по-значимо нарастване на активността на двете основни изоформи при варианта 25 

μМ Cd  + 1000   μM SNP (Фиг. 6D). 

Измерванията върху общата относителна активност на SOD в листата 

показват по-ниски стойности при всички варианти спрямо нетретираните растения. 

Защитен ефект от  SNP върху активността на  SOD се наблюдава само в корените   

(Фиг. 6В). 

  

 
 

Фигура 6.  Обща активност и изоензимен профил на SOD в листа и и корени на 

грахови растения, третирани с Cd и SNP 

(A): обща активност на SOD в листа; (B): обща активност на SOD в корени ; (C): 

нативна PAGE на SOD от листа;  (D): нативна PAGE на SOD от корени. Варианти:  

(I-VI): както на фигура 1. Средни стойности ± SD (n=4). Със (*) – значимост на 

разликите спрямо контролата (P ≤ 0.01) според t-test 

 

Данните в литературата относно влиянието на Cd върху активността на SOD 

са твърде противоречиви- от инхибиране в пшеница (Milone et al., 2003),  грах 

(Sandalio et al., 2001), фасул (Cardinaels et al., 1984)- до стимулиране в слънчоглед 
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(Laspina et al., 2005), царевица  (Krantev et al., 2008) или в корени на репички (Vitória 

et al., 2001). 

За защитен ефект на NO2  срещу Cd стрес се съобщава от Kopyra et al., (2006) 

в клетъчни култури от соя и от Kopyra and Gwóźdź (2003) в корени от лупина. 

В растенията за обезвреждането на Н2О2 работят ензимите каталаза, аскорбат 

пероксидаза и различните форми на пероксидазите.  

При нашите опити електрофоретичните профили на САТ показват две 

отчетливи изоформи с САТ активност в листата и една в корените. Както при 

вариантите с Cd, така и при SNP + Cd, се наблюдава по-висока активност на 

изоформата на САТ2, докато в корените отчетливо е по-висока активността на тази 

изоформа при вариантите с  SNP + Cd (Фиг. 7С-D). 

 

 
 

  

Фигура 7.  Обща активност и изоензимен профил на CAT в листа и корени на 

грахови растения, третирани с Cd и SNP 

(A): обща активност на CAT в листа; (B): обща активност на CAT в корени; (C): 

нативна PAGE на CAT от листа; (D): нативна PAGE на CAT от корени. Варианти:  

(I-VI): както на фигура 1. Средни стойности ± SD (n=4). Със (*) – значимост на 

разликите спрямо контролата (P ≤ 0.01) според t-test 
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Общата относителна активност на САТ е три пъти по-висока в листата 

спрямо корените. Активността и в двата органа намаляма при вариантите, които са 

третирани само с Cd. Самостоятелното третиране с SNP повишава приблизително с 

70% ензимната активност в листата, но показва негативен ефект в корените. При 

комбинираното третиране (+ Cd + SNP) по-значим е защитният ефект на SNP върху 

кореновата САТ  (Фиг. 7B). 

Kopyra and Gwozdz (2003), Laspina et al. (2005), Krantev et al. (2008) 

съобщават за инхибиращ ефект на Cd върху активността на САТ. За защитна роля на 

NO срещу хербициден стрес намираме в изследванията на Beligni and Lamattina 

(2002) и на Laspina et al. (2005). 

POD, подобно на APX, обезврежда H2O2 to H2O, но използва голям набор от 

донори на електрони, като аскорбат, глутатион и много вторични метаболити. Тази 

особеност характеризира наблюдавания голям брой на изоензими на POD и 

частично обяснява разнообразието в отговорите на растенията към Cd стрес (Eshdat 

et al., 1997). 

След нативна PAGE ние определихме в листата 6 изоформи с POD активност, 

две от които (POD5 и POD6) са слабо изявени. Третирането с Cd силно понижава /до 

изчезване/ на слабо подвижната изоформа POD2, докато при 500 и 1000 μM SNP 

активността на този изоензим е по-висока по отношение на останалите варианти. 

Едновременното третиране с Cd и SNP показва сходен ефект върху индивидуалните 

изоформи по отношение на нетретираната контрола и самостоятелното действие на 

SNP (Фиг. 8C). 

В корените също са констатирани 6 изоформи с активност на POD. 

Третирането с Cd понижава активността на всяка една от тях по отношение на 

контролата. В присъствие на SNP (+SNP +Cd) се наблюдава преодоляване на 

инхибиращото действие на  Cd. Друг наблюдаван резултат е, че самостоятелното 

третиране с SNP повишава акумулирането на POD4 и POD6 както спрямо 

контролата, така и при варианта с Cd  (Фиг. 8D). 

По отношение на общата относителна активност на POD е характерно 

няколкократно по-високата активност в корените спрямо листата. Известно защитно 
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действие на SNP спрямо Cd се наблюдава в листата, но липсва при корените (Фиг. 

8A-B). 

  

  

Фигура 8.  Обща активност и изоензимен профил на POD в листа и корени на 

грахови растения, третирани с Cd и SNP 

(A): обща активност на POD в листа; (B): обща активност на POD в корени; (C): 

нативна PAGE на POD от листа; (D): нативна PAGE на POD от корени. Варианти:  

(I-VI): както на фигура 1. Средни стойности ± SD (n=4). Със (*) – значимост на 

разликите спрямо контролата (P ≤ 0.01) според t-test 

 

За ефективна защита срещу високите нива на АКФ растенията притежават 

аскорбат-глутатионовия цикъл. Аскорбат пероксидазите са основно локализирани в 

хлоропластите и цитозола на растителните клетки.  

След електрофоретично разделяне ние открихме по една изоформа с APX 

активност в листата и корените. С известна уговорка /поради недоброто оцветяване/ 

може да се каже, че SNP, приложен самостоятелно или в комбинация с Cd повишава 
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ензимната активност и в двата органа (Фиг. 9С-D). Не се констатират промени в 

общата относителна активност на APX в листата, докато в корените активността на 

ензима е по-ниска при третиране с Cd или при вариантите с SNP (Фиг. 9А-B). 

  

 
 

  

Фигура 9.  Обща активност и изоензимен профил на APX в листа и  корени на 

грахови растения, третирани с Cd и SNP 

(A): обща активност на APX в листа; (B): обща активност на APX в корени; (C): 

нативна PAGE на APX от листа; (D): нативна PAGE на APX от корени. Варианти:  

(I-VI): както на фигура 1. Средни стойности ± SD (n=4). Със (*) – значимост на 

разликите спрямо контролата (P ≤ 0.01) според t-test 

 

В литературата данните за ефекта на Cd върху активността на APX са твърде 

противоречиви- от инхибиция при краставици (Zhang et al., 2002) и в клетъчни 

култури от кафе (Gomes-Junior et al., 2006)- до  стимулиране при ориз (Hsu and Kao, 

2004) и сънчоглед (Dixit and Parvizi, 2001). За защитен ефект на NO върху 
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активността на APX в условия на кадмиев стрес се съобщава от Laspina et al. 

(Laspina et al., 2005). 

Обикновено се очаква при възникване на стрес от различен характер 

активностите на антиоксидантните ензими да нарастват и това е индикация за 

ефективно обезвреждане на свръхпродукцията на АКФ. Понижението в 

активностите на ензимите е указание за силен окислителен стрес, който може би 

засяга ензимния биосинтез и комплектовката на ензимните субединици (Singh et al., 

2006). 

Нашите резултати сочат, че съществува непълно обезвреждане на O2
•-
 и H2O2, 

които са в състояние да генерират повече свободни хидроксилни радикали и/или 

други деструктивни форми, като липидни пероксиди. Независимо, че от високото 

съдържание на АКФ се активират редица деструктивни процеси, те също възбуждат 

различни сигнални пътища и поддържането на  подходящо ниво на тези реактивни 

форми би представлявало един отговор за преживяване. 

IV.5. Ефект на NO върху натрупването на Cd в корени и листа от грах 

Съдържанието на Cd в контролните растения (-Cd and –SNP) е много ниско. 

Тези резултати са в потвърждение на предишни наши данни (Popova et al., 2009) за 

същия растителен обект. Третирането с SNP променя незначително съдържанието 

на Cd в листата, но то е по- високо в корените. Много повишено акумулиране  се 

наблюдава в  Cd– третираните растения- над 100 пъти нарастване в листата и над 

200 пъти в корените. Тези резултати не са изненадващи,  поради обстоятелството, че 

корените влизат първи в съприкосновение с почвените замърсители. Комбинираното 

присъствие на Cd и SNP (+Cd +SNP) рязко повишава съдържанието на Cd в 

корените. И в листата то е много по-високо спрямо нетретираните растения, но 

приблизително два до три пъти по-ниско от това при варианта с Cd  (Таблица 3). 

Третирането с Cd води до неговото значително натрупване в растителните 

тъкани. По-голямата част от Cd се задържа в корените и по-малко в надземните 

органи. Такива данни се съобщават от редица автори (Sandalio et al., 2001; Dixit and 

Parvizi, 2001; Krantev et al., 2008). 

Най-често за обезвреждането на Cd участват различни хелатори, като 

фитохелатини, металотионини и органични киселини. Бързо натрупване на 
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фитохелатини в корените е установено от редица автори, включително и от наши 

изследвания (Szalai et al., 2013). 

Таблица 3. Съдържание на Cd в грахови растения, третирани с Cd и SNP 

Варианти  Листа (mg Kg
-1

 DW) Корени (mg Kg
-1

 DW) 

Контрол 0.843 1.263 

500 µM SNP 0.451 20.581 

1000 µM SNP 1.189 6.522 

25 µM Cd 100.262 259.776 

500 µM SNP + 25 µM Cd 51.639 2101.587 

1000 µM SNP + 25 µM Cd 36.000 2178.808 

 

 

V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Настоящото изследване е опит да се изяснят някои страни от механизмите на 

действие  на азотния оксид върху определени физиологични процеси и да се тества 

хипотезата за защитната му роля спрямо Cd- индуциран стрес 

Следвайки получените резултати, ние може да ги обобщим в три 

направления: увреждащото действие на Cd, влияние на азотния оксид върху 

определени физиологични процеси и роля на NO в преодоляване на кадмиевия стрес. 

Ние показахме, че третирането на граховите растения с 25 μM Cd понижава 

растежа на корените и листата и натрупването на биомаса в тях. Корените на 

третираните растения показват визуални изменения, като: скъсяване, удебеляване, 

промяна на цвета и липса на латерални разклонения. При листата се наблюдава 

забавяне на развитието на петурите, което понижава размера им, листната площ и 

дебелината на листа са също по-малки, а междуклетъчни пространства в мезофила 

са силно редуцирани. Епидермалните клетки са с по-малки размери, но с по-висок 

брой на устица за единица площ. Промените в тези параметри се съпровождат от 

занижени скорости на асимилация на СО2 и на транспирация. Стойностите на 

устичната проводимост са по-ниски спрямо контролата, който факт ние считаме 

като една от причините за понижения листен газообмен. Третирането с Cd повишава 



22 

 

нивата на Н2О2, МДА и пролин, което е указание за наличие на окислителен стрес. 

Анализираните от нас антиокислителни ензими CAT, SOD и APX , с изключение на 

POD, показват понижена активност в листата и корените на третираните растения, 

което е индикация за ограничена защита срещу окислителния стрес. Вероятна 

причина би могла да бъде инхибиране на определени ензими, към каталичните 

групи на които се свързва кадмия (Mittler, 2002). 

Известно е, че POD участва в биосинтеза на лигнина и в омрежването на 

клетъчните стени, което би могло да създава физическа бариера срещу поглъщането 

на Cd. 

Независимо, че при възникване на стрес от различен характер, растенията 

мобилизират защитните си механизми, те не винаги са достатъчни да намалят или да 

ограничат силата на стреса. Това определя ролята на сигналните молекули, които се 

явяват посредници между растенията и стреса на околната среда. Изучаването на 

тяхното действие е важна стъпка към разбирането на толерантността и на 

адаптацията на растенията към околната среда. 

Азотният оксид е такава сигнална молекула, която участва във индуцирането 

на защитни реакции в клетките спрямо разнообразни стресови въздействия /за 

справка-литературния обзор от дисертацията/. 

В обобщение на получените резултати, ние показахме че 500 и 1000 μM SNP 

са подходящо подбрани концентрации за проведените физиологични изследвания, 

тъй като при продължително третиране на граха с тях (до 15 дни) те не предизвикват 

видими увреждания, като повяхване, забавяне на растежните процеси или 

инхибиция върху фотосинтезата и транспирацията. Третираните растения имат 

сходна на контролните листна структура по отношение на всички изследвани 

параметри. Самостоятелното третиране с SNP показва нееднопосочно действие 

върху параметрите свързани със стреса- от повишаване на съдържанието на 

пероксиди, до намаляване на степента на електролитното изтичане и до 

незначителни изменения в съдържанието на МДА и пролин. Активностите на 

антиоксидантните ензими се повлияват различно в корените и листата.  

Активностите на SOD, POD и APX в листата показват сходни стойности спрямо 
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нетретираните контроли, докато активността на CAT е силно повишена. В корените 

всички изследвани ензими имат по-ниска активност спрямо контролата. 

Получените резултати потвърждават, че приложените от нас концентрации 

на SNP от 500 and 1000 μM не предизвикват стрес и увреждания на граховите 

растения. Данните също сочат за известна специфичност в действието на SNP в 

корените и листата. 

Фокусът на това изследване беше да се докаже предположението, че NO 

проявява защитно действие спрямо кадмиевия стрес Нашите основания в подкрепа 

на това твърдение са следните: 1) при третирането на граховите растения с SNP в 

присъствие на Cd се преодолява до значителна степен инхибиращия ефект на Cd  

върху параметрите на растеж на корените и листата. Резултатите са по-добре 

изразени при концентрация на SNP 1000 μM. 2) Получените от нас резултати 

показват, че азотният оксид има стабилизиращ ефект върху листната структура и 

морфология на устичния апарат и до голяма степен преодолява негативния ефект на 

Cd върху тези показатели. Третирането на граховите растения с донора на NO (SNP) 

смегчава индуцираните от Cd разстройства в листното развитие и структура и също 

защитава от увреждания устичните клетки, и като резултат подобрява функциите на 

листата. Резултатите потвърждават, че екзогенният донор на NО ефективно 

способства за по-доброто листно оструктуряване, като по този начин подобрява 

толерантността на граха към Cd стрес. 3) Екзогенното прилагане на SNP към 

третираните с Cd растения възстановява в голяма степен скоростта на асимилация 

на СО2, на траспирацията и подобрява устичната проводимост. 4) SNP проявява 

двойствен ефект върху съдържанието на стрес-индуцираните маркери- от липса на 

преодоляване на повишените нива на пероксиди и MДA- до понижение в степента 

на електролитното изтичане и в съдържанието на пролин.  5) Положителен ефект на 

SNP върху антиоксидантните ензими се констатира за листната CAT и POD и върху 

кореновата SOD и CAT. Тези данни са в подкрепа на изказаното от други автори  

поведение на азотния оксид- като антиоксидант и прооксидант. 6) Другото наше 

предположение за защитнито действие на NO се отнася до възможното му 

взаимодействие с Cd
2+

.  Като сигнална молекула NO има за действие широк обхват 

от клетъчни мишени. Дали кадмиевите йони са една от тези мишени е все още 
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ненапълно известно. Поради обстоятелството, че NO е високо активен и 

същевременно нестабилен свободен радикал, допускането че той би могъл да 

образува стабилен комплекс с Cd
2+

 е твърде вероятно. 

 

VI. ИЗВОДИ 

1. Третирането на грахови растения с 25  μМ Сd инхибира растежа на надземната 

и коренова системи, натрупването на сухо вешество и  забавя нарастването и 

развитието на листата. Скоростите на фтосинтезата и траспирацията са силно 

понижени вследствие на нарушената функция на устичния апарат и силно 

намалената устична проводимост. 

2. Кадмият предизвиква структурни нарушения в листната анатомия на граховите 

растения. Дебелината на петурата и междуклетъчните пространства в мезофила 

намаляват, епидермалните клетки са по-дребни и с малък периметър, увеличава 

се броят на устичните клетки на единица площ, но те са с намалени размери 

3. Кадмият предизвиква окислителни увреждания, за които се съди по промените 

в някои неензимни и ензимни характеристики. Установено е двукратно 

повишение в нивото на пероксидите, над четири и повече пъти нарастване на 

съдържанието на МДА и пролин. Активностите на ензимите 

супероксидисмутаза, каталаза, аскорбатпероксидаза в листата и корените са 

инхибирани, което показва, че антиоксидантната система не е в състояние за 

защити граховите растения от кадмиевия стрес 

4. Третирането на грахови растения 12 дни с 500 и 1000 μМ  нитропрусид /SNP/, 

донор на NO, не предизвиква увреждания на листата и корените и в 

натрупването на сухо вещество в тях. Листната структура и морфология на 

епидермалните и устични клетки са близки до контролите.  Параметрите на 

листния газообмен /асимилация на СО2, транспирация и устична проводимост/ 

са близки до контролните, което е указание, че използваните концентрации на 

SNP не предизвикват стрес в граховите растения 

5. SNP проявява нееднопосочно действие върху параметрите на окислителния 

стрес- от повишаване на нивото на пероксидите- до намаляване на скоростта на 

електролитното изтичане и до незначителни промени в съдържанието на МДА 
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и пролин. Промени в активностите на антиоксидантните ензими 

супероксидисмутаза, каталаза и гваякол-пероксидаза не се установяват в 

листата, докато активността на САТ е силно повишена. В корените 

активностите на изследваните ензими  са  по-ниски спрямо нетретираните 

растения , което е указание за двойственото поведение на  NО в двата 

растителни органа. 

6. Третирането на граховите растения с SNP в присъствието на Сd проявява 

защитно действие върху растежа, фотосинтезата, транспирацията и устичната 

проводимост. Защитният ефект е по-добре изразен при 1000 μМ SNP.  

7. Екзогенното прилагане на SNP едновременно с Сd има благоприятен ефект 

върху листната структура и морфологията на епидермалните клетки и на 

устичния апарат. Резултатите показват, че азотният оксид ефективно защитава 

листата от структурни увреждания и подобрява толерантността на граховите 

растения към Сd стрес 

8. Азотният оксид има двупосочно действие върху параметрите на окислителния 

стрес- не се наблюдава понижение в нивата на пероксидите и на МДА, но се 

установява възстановяване на мембранната пропускливост и понижение на 

нивото на пролин. Положителен ефект на SNP върху антиоксидантните ензими 

се констатира за листната каталаза и пероксидаза и върху кореновата 

супероксидисмутаза и каталаза. Това показва, че защитното действие на 

азотния оксид не е единствено върху антиоксидантната система, а се включват 

допълнителни ефективни механизми за повишаване на устойчивостта на 

граховите растения към кадмиевия стрес. 

9. Третирането на грахови растения с Cd (25 μm) води  до  значително повишаване 

на ендогенното му съдържанние в корените и в листата. Третирането с SNP в 

присъствие на Cd предизвиква рязко повишаване на съдържанието на Cd в 

корените. Предполага се, че това е част от стратегията на граховите растения за 

преодоляване на вредното въздействие на Cd. 
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VII. СПРАВКА ЗА НАУЧНИТЕ ПРИНОСИ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 

1. Установено е, че третирането на граховите растения с SNP в присъствие на Cd 

преодолява в значителна степен инхибиращия ефект на кадмия  върху растежа 

на корените и листата и натрупването на биомаса в тях.  

2. Азотният оксид има защитен ефект върху развитието на листата и преодолява 

уврежданията върху листната им структура в условия на кадмиев стрес.  

3. Показано е, че азотният оксид има защитно действие спрямо Cd- 

индуцираните нарушения върху морфологията на устичните и епидермални 

клетки и подобрява функциите на листата. 

4. Екзогенното прилагане на SNP към третираните с Cd растения възстановява в 

голяма степен скоростта на асимилация на СО2, на траспирацията и подобрява 

устичната проводимост. 
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