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ABSTRACT

Cadmium is a non-essential heavy metal that adversely
affects plant growth. Its growth retarding effect has been
revealed in different crops. The present research was devised
to evaluate the Cd effect on the wheat (Triticum aestivum
L.) cultivars NARC-11 and Galaxy in the hydroponic
system. The effect of three concentrations of CdCl,*5H,0
(150 uM, 200 uM and 250 uM) were evaluated on seed
germination and seedling growth. The study lasted 36 d
and Cd concentrations were applied after the interval of
7 d. The experimental design was completely randomized.
The results showed that Cd significantly reduced the seed
germination (20 % and 30 %), seedling fresh (32 % and
28 %) and dry weight (31 % and 30 %), shoot length
(13 % and 14 %), root length (12.5 % and 9.5 %), total
chlorophyll content (10 % in both), relative water content
(24 % and 36 %), and membrane stability (18.5 % and
27 %) in NARC-11 and Galaxy. A remarkable difference was

observed in both wheat cultivars.

Key words: Wheat, CdCl,*5H,0, hydroponics, chlorophyll

content.
INTRODUCTION

arious biotic and abiotic stresses adversely
affect the food productivity in the world,
and these under
changing climate is a major concern to optimize

reduction of losses
food security. Environmental abiotic stresses, such
as extreme temperature, cold or high salinity,
heavy metals and drought affect plant growth and
productivity (Anjum ez al., 2011). Growth and yield
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RESUMEN

El cadmio es un metal pesado no esencial que afecta adver-
samente el crecimiento de las plantas. Se ha encontrado un
efecto de demora en el crecimiento de distintos cultivos. Este
estudio se disefié para evaluar el efecto de Cd en los culti-
vares de trigo (Triticum aestivum L.) NARC-11 y Galaxy en
el sistema hidropénico. El efecto de tres concentraciones de
CdCl,*5H,0 (150 uM, 200 uM y 250 uM) en la germinacién
de semillas y el crecimiento de plantulas se evalué. El estudio
duré 36 d y las concentraciones de Cd se aplicaron después
de un intervalo de 7 d. El disefio experimental fue aleatorio.
Los resultados mostraron que el Cd redujo significativamente
germinacion de semillas (20 % y 30 %), peso fresco (32 % y
28 %) y seco (31 % y 30 %) de pldntulas, longitud del tallo
(13 % y 14 %) y de la raiz (12.5 % y 9.5 %), contenido to-
tal de clorofila (10 % en ambas), contenido relativo de agua
(24 % y 36 %), y estabilidad de las membranas (18.5 % y
27 %) en NARC-11 y Galaxy. Una diferencia notable se obser-

v6 en las dos variedades de trigo.

Palabras clave: Trigo, CdCl,*5H,0, hidroponia, contenido de

clorofila.
INTRODUCCION

iversos tipos de estrés bidticos y abidticos

afectan adversamente la productividad

de alimentos en el mundo, y la reduccién
de estas pérdidas bajo el cambio climdtico es una
preocupacién importante para optimizar la seguri-
dad alimentaria. El estrés abiético, como el que causa
la temperatura extrema, frio o salinidad alta, metales
pesados y sequia afecta el crecimiento y la productivi-
dad de la planta (Anjum ez al., 2011). El crecimiento
y el rendimiento de los cultivos anuales es limitado
hasta en 50 % a causa del estrés abiético. Bajo con-
diciones de estrés, las caracteristicas morfoldgicas y
fisiol6gicas son afectadas (Rodriguez ez al., 2005).
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of annual crops is limited up to 50 % due to abiotic
stresses. Under stress conditions morphological and
physiological charateristics are affected (Rodriguez
et al., 2005).

With increase in industrialization, the heavy
metal contents are also increasing adversely in soil.
The industrial waste has the mixture of various
organic, inorganic, radioactive and heavy metals
(Ahmad ez al., 2012). These heavy metals act as
essential micronutrients and play an important role
in plants, e.g. as cofactors of metabolic enzymes.
When their amount increases beyond the limits
in the soil, they become heavy metal stress in
plants (Stobrawa and Lorence-Plucinska, 2007;
Montenegro ez al., 2009; Bhatti ez al., 2013).

Cadmiun being a mobile heavy metal can be
taken up by roots actively and can be accumulated
in different plant parts (Ahmad ez a/., 2012). It
is more toxic due to its high mobility into water
(Pinto et al., 2004). The main sources by which
it may enters into the environment are mineral
fertilizers, metal-working industries, and mining
units (Schutzendubel ez a/., 2001; Hirve and Bafna,
2013). Cadmium induces oxidative stress in plants
either by increasing or decreasing antioxidative
molecules (Malecka et al., 2001), inhibits the
plumule and radical growth in rice (Jun-yu ez al.,
2008) and root growth is more affected than shoot
growth in wheat (An ez al., 2004). Plant membrane
is the first target of heavy metal toxicity, which
may directly affect the nucleus or react with the
hormones that are in aerial plants parts (Laspina ez
al., 2005; Hirva and Bafna, 2013).

Wheat is the second most important crop after
rice as it fulfills the protein and caloric requirement
of the world’s one third population (Skovmand
and Reynolds, 2000). During 2011-2012, 696
million Mg wheat were produced, but its yield is
stagnant during the last 50 years due to biotic and
abiotic stresses. According to Sial ez al (2009),
40 % more wheat would be required up to 2025 to
feed the rapidly growing population. In Pakistan,
studies were conducted on Cd toxicity in wheat
(Jiang ez al., 2001; Peralta-Videa ez al., 2002; Khan
et al., 2006), but still there is a need to check its
effects under several conditions. The present study
was aimed to evaluate the effects of cadmium toxicity
on germination and growth of two wheat cultivars
under hydroponics conditions.
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Con mayor industrializacién, los contenidos de
metales pesados también aumentan adversamente
en el suelo. El desecho industrial tiene una mezcla
de varios metales orgdnicos, inorgdnicos, radioacti-
vos y pesados (Ahmad ez al., 2012). Estos metales
pesados actian como micronutrientes esenciales y
tienen una funcién importante en las plantas, v.g.
como cofactores de las enzimas metabdlicas. Cuan-
do su cantidad aumenta mds alld de los limites en
el suelo, producen en estrés por metales pesados en
las plantas (Stobrawa y Lorence-Plucinska, 2007;
Montenegro et al., 2009; Bhatti ez al., 2013).

El Cd es un metal pesado mévil que puede ser
absorbido activamente por las raices y se acumulen
distintas partes de la planta (Ahmad ez 4/, 2012).
Es mds téxico debido a su movilidad alta en el agua
(Pinto et al., 2004). Las fuentes principales por las
que incorpora al ambiente son los fertilizantes mi-
nerales, las industrias que trabajan en metal, y las
unidades de mineria (Schutzendubel et 4/, 2001;
Hirve y Bafna, 2013). El Cd induce el estrés oxida-
tivo en las plantas, al aumentar o reducir las molé-
culas antioxidativas (Malecka ez /., 2001), inhibe el
crecimiento de la pldntula y la raiz en arroz (Jun-yu
et al., 2008) y el crecimiento radicular es mds afec-
tado que el crecimiento del tallo en trigo (An ez al.,
2004). La membrana de la planta es el sitio prin-
cipal de la toxicidad por metales pesados y puede
afectar directamente el nicleo o reaccionar con las
hormonas en las partes aéreas de las plantas (Laspi-
na et al., 2005; Hirva y Bafna, 2013).

El trigo es el segundo cultivo en importancia
después del arroz, y satisface los requerimientos
de proteina y calorias de un tercio de la pobla-
cién mundial (Skovmand y Reynolds, 2000). Du-
rante 2011-2012 se produjeron unas 696 millones
Mg de trigo, pero su rendimiento se detuvo des-
de hace 50 anos debido a estreses bidticos y abi-
ticos. Segin Sial ez al. (2009), se requerird 40 %
mids trigo hacia 2025 para alimentar a la poblacién
mundial en rdpido aumento. En Pakistin se han
realizado estudios sobre la toxicidad de Cd en tri-
go (Jiang et al., 2001; Peralta-Videa er al., 2002;
Khan ez al., 2006), pero todavia se debe revisar
sus efectos bajo varias condiciones. El objetivo del
presente estudio fue evaluar los efectos de la toxici-
dad por cadmio en la germinacién y el crecimien-
to de dos variedades de trigo bajo condiciones de
hidroponia.
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MATERIALS AND METHODS

The experiment was carried out at the Plant Physiology
laboratory, Department of Botany PMAS-Arid Agriculture
University Rawalpindi, Pakistan. Two wheat cultivars, Galaxy
and NARC-11 were selected to evaluate the effect of three
CdCl,*5H,0 concentrations on seed germination and seedling
growth.

Seeds of Galaxy and NARC-11 cultivars were obtained from
the National Agriculture Research Centre (NARC) Islamabad,
Pakistan. Before germination, viable and healthy seeds were
surface sterilized with 5 % sodium hypochloride for 3 min and
then rinse with distilled water for three times.

Cadmium chloride (CdCl,*5H,0) of high purity (98 %
Sigma-Aldrich). Concentrations of 150 uM, 200 uM and
250 uM were applied on wheat cultivars along with control
(0 Cd). The germination evaluation was conducted in autoclaved
Petri plates. Ten seeds of each wheat cultivar were utilized. Three
mL of each Cd concentration solution was added 1 d after
starting the experiment, and afterwards every 2 d for 7 d. The

following variables were calculated:

Germination:
Germination % =Total seed germinated/Total seed planted X100
Promptness index:

PI. = nd2 (1.00) +nd4 (0.75)+nd6 (0.5)+nd8 (0.25)

In this equation, nd2, nd4, nd6 and nd8 are the number of
seedlings emergence at 2, 4, 6 and 8 d.

Germination stress tolerance index:

G.S.T.I. = DI of stressed seeds / PI. of controlled seeds X100
Seedling vigour (S.V.L):

S.V.I. = Seedling length (mm) X germination percentage (%)

The experiment of hydroponics was arranged in complete
randomized design (CRD) with three replicates. Firstly,
20 surface sterilized seeds of both cultivars were sown in a
sand tray. Then at two leaf stage after 8 d of germination,
the seedlings were shifted into the Hoagland’s solution. The
pH of solution was maintained between 5.5-6.5. 150 uM,
200 uM and 250 uM CdCl,*5H,0 solution, about 150 mL,

were applied in each hydroponic container along with nutrients

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé en el laboratorio de Fisiologia
Vegetal, Departamento de Botdnica PMAS-Agricultura Arida,
Universidad de Rawalpindi, Pakistin. Dos variedades de trigo,
Galaxy y NARC-11, se seleccionaron para evaluar el efecto de
tres concentraciones de CdCl,*5H,O en la germinacién de
semillas y el crecimiento de plédntulas.

Las semillas de Galaxy y NARC-11 se obtuvieron del Cen-
tro Nacional de Investigacién en Agricultura (National Agri-
culture Research Centre, NARC), Islamabad, Pakistin. Antes
de la germinacidn, se esterilizaron las semillas viables y saluda-
bles con hipocloruro de sodio al 5 % por 3 min y se enjuagaron
con agua destilada tres veces.

El CdCl,*5H,0 fue de alta pureza (98 % Sigma-Aldrich).
Concentraciones de 150 #M, 200 uM y 250 uM se aplicaron
a las variedades de trigo, y al testigo (0 Cd). La evaluacién de
la germinacién se hizo en cajas petri esterilizadas en autoclave.
Diez semillas de cada variedad de trigo fueron usadas. Tres mL
de cada concentracién de Cd se anadieron 1 d después de em-
pezar el experimento y después cada 2 d por 7 d. Las siguientes

variables fueron calculadas:
Germinacién:

Germinacién % =Total semillas germinadas/

Total semillas plantadas X100
Indice de prontitud:
PI. = nd2 (1.00)+nd4 (0.75)+nd6 (0.5)+nd8 (0.25)

En esta ecuacién, nd2, nd4, nd6 y nd8 son el nimero de

emergencia de pldntulas a los 2, 4, 6y 8 d.

Indice de tolerancia al estrés en la germinacion:
G.S.T.I=PI. desemillas estresadas/PI. de semillas controladas X 100
Vigor de las pldntulas (S.V.I.):

S.V.I.=Largo de plintula (mm) X porcentaje de germinacién (%)

El experimento de hidroponia se establecié con un disefio
completamente al azar con tres réplicas. Primero se sembraron
en una charola con arena 20 semillas de cada variedad, esteri-
lizadas en su superficie. Después, en la etapa de dos hojas, 8 d

después de la germinacidn, las pléntulas se cambiaron a solucién

Hoagland. El pH de la solucién se mantuvo entre 5.5-6.5. En

IDREES ez al. 919
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every 7 d. The plants were kept in growth room at room 25 °C.
After 28 d plants were harvested and germination percentage,
seed vigour index, tolerance index, root and shoot length, fresh
and dry weight and turgid weight of the plant, chlorophyll
and carotenoid contents, and membrane stability index, were
measured. The shoot and root toxicity, and tolerance index

were calculated by the following formula:

Shoot length of control — Shoot

length of treatment
X100

Shoot toxicity (%)=
Shoot length of control

Root length of control — Root

length of treatment
Root toxicity (%)= X100

Root length of control

Mean root length in stress

. 0p)— %
Tolerance index (100 %) Mean root length in control 100

For relative water contents the leaves were weighed to get
fresh weight and were soaked in water for 24 h (turgid weight).
After that leaves were oven dried at 65 °C for 2 d to obtain dry
weight (Weatherly, 1950).

RWC = [(Fresh weight — Dry weight) / (Turgid weight
— Dry weight)] X 100

To measure the membrane stability index (M.S.I) the leaf
disc of the each plant sample was taken into 10 mL distilled
water and heated in water bath at 40 °C for 30 min and its
electrical conductivity (EC) was measured (Cl). Then the
same sample was heated at 100 °C for 10 min and its EC was
registered (C2). The M.S.I was calculated by the following

formula:

M.S.I = [1 — (C1/C2)] X 100

Chlorophyll a, b, total and carotenoids were measured

according to the following formulas:
Chlorophyll a = 12.7 (A633) — 2.7 (AG45)
Chlorophyll b = 22.9 (A645) — 4.7 (AG33)
Total chlorophyll = (A652 X 1000/34.5)
Carotenoids = A480 + 0.114 X AG33 — (0.638) X A645 mM

Data analysis was carried out by using Statistics software

9.0 versions. The experimental data was expressed as means
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cada contenedor hidropénico se aplicaron 150 uM, 200 uM y
250 uM de solucion CdCl,*5H,0, alrededor de 150 mL, junto
con nutrientes, cada 7 d. Las plantas se conservaron en una ha-
bitacién de crecimiento a 25 °C. Después de 28 d las plantas se
cosecharon y se midieron porcentaje de germinacion, indice de
vigor de la semilla, indice de tolerancia, largo de la raiz y el tallo,
peso fresco y seco y peso turgente de la planta, contenido de
clorofila y carotenoides, e indice de estabilidad de la membrana.
La toxicidad del tallo y raiz, y el indice de tolerancia se calcularon

con la siguiente férmula:

Largo del tallo testigo—Largo

1l i
Toxicidad del tallo (%)= de tallo tratamiento x100

Largo del tallo testigo

Largo de la raiz testigo—Largo

de la rafz tratamiento

Toxicidad de la raiz (%)= X100
Largo de la raiz testigo

Largo de la raiz en estrés

Indice de tolerancia (100 %)= Largo de la raiz promedio X100

en testigo

Para el contenido de agua relativo, las hojas se pesaron
para obtener el peso fresco, y se remojaron en agua por 24 h
(peso turgente). Después las hojas se secaron en estufa a 65 °C

por 2 d para obtener el peso seco (Weatherly, 1950).

CRA = [(Peso fresco — Peso seco) / (Peso turgente
— Peso seco)] X 100

Para medir el indice de estabilidad de la membrana (MSI),
el disco de muestra de hojas de cada planta se colocé en 10 mL
de agua destilada y se calenté en bafo Maria a 40 °C por 30
min y se midié la conductividad eléctrica (CE) (Cl). La misma
muestra se calentd a 100 °C por 10 min y se registr6 su CE (C2).

El MST se calculé con la siguiente férmula:
M.S.I=[1- (C1/C2)] X 100

Las clorofilas a, b, total y carotenoides se midieron de

acuerdo con las siguientes férmulas:

Clorofila a = 12.7 (A633) — 2.7 (A645)
Clorofila b = 22.9 (A645) — 4.7 (A633)

Clorofila total = (A652 X 1000/34.5)

Carotenoides = A480 + 0.114 X A633 — (0.638) X A645 mM
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and standard errors (SE) with three replicates. Mean significant

difference among treatment was detected by ANOVA.
REesuLrs AND Di1scussioN

Cadmiun phytotoxicity had a pronounced effect
on the germination and seedling growth of the 7
aestivum L. cv. NARC-11 and Galaxy. There was a
drastic effect on both cultivars as compared to the
control and response also varied with concentrations
in both cultivars. The inhibitory effect of Cd was
observed on seed germination of NARC-11 and
Galaxy which was dependent on the dose of heavy
metal.

Seed germinationwasreducedastheconcentration
of Cd increased. The maximum germination
inhibition (30 %) was observed in Galaxy at
250 uM Cd treatment, in contrast with NARC-11
it was 20 %. The 150 uM Cd treatment had similar
effect in both cultivars. NARC-11 showed more
tolerance than Galaxy in germination (Figure 1).
The inhibition of germination with increased Cd
concentration may be due to the hindrance of metal
ions in water absorption. Similar results were also
presented by Amirjani (2012) in wheat. The difference
in seed germination might be due to the genetic
variability in both cultivars. The same response was
observed in Pb rice stressed (Zhang ez al., 2005). The
stress tolerance at germination level was significantly
decreased at 250 uM Cd concentration (37 % and
41 % in NARC-11 and Galaxy). With 150 uM there
was maximum tolerance (83 % in NARC-11 and
82 % in Galaxy) (Figure 2). The same findings were
shown by Aydinalp and Marinova (2009).

The tolerance index was 83 %, 70 % and 50 %
in NARC-11, whereas in Galaxy it was 94 %, 84 %
and 52 %, for 150 uM, 200 uM and 250 uM.
The response of wheat cultivars varied with Cd
concentration (Figure 3). The reason of low
tolerance with increased Cd concentration may be
due to the physiological changes with growth stages
(Khan ez al., 2006). The higher tolerance index was
shown by Galaxy at 200 uM (84 %), as compared
to NARC-I1 (70 %), but with 250 uM there was
no significant difference between cultivars. A
same pattern of Cd effect on tolerance indices was
observed by Ahmad ez 4/. (2012) in wheat.

The results showed that the seed vigour of Galaxy
was more affected than NARC-11 by Cd 150 uM;

El andlisis de datos se realizé con Statistics version 9.0. Los
datos experimentales se expresaron como medias y errores es-
tindar (ES) con tres réplicas. La diferencia significativa prome-

dio entre los tratamientos se detecté con ANOVA.
RESULTADOS Y DISCUSION

La toxicidad del cadmio tuvo efecto pronuncia-
do en la germinacién y el crecimiento de la plintula
de T aestivum L. cv. NARC-11 y Galaxy. El efecto
fue drdstico en ambos cultivares, comparados con el
testigo, y la respuesta también vari6 con las concen-
traciones entre los cultivares. El efecto inhibitorio
del Cd se observé en la germinacién de las semillas
de NARC-11 y Galaxy que dependié de la dosis del
metal pesado.

La germinacién de las semillas se redujo al au-
mentar la concentracién de Cd. La inhibicién méxi-
ma de la germinacién (30 %) se observé en Galaxy
con 250 uM Cd, en contraste con NARC-11 fue
20 %. El tratamiento de 150 uM Cd tuvo un efecto
similar en ambas variedades. NARC-11 mostré mds
tolerancia que Galaxy en la germinacién (Figura 1).
La inhibicién de la germinacién con mayor concen-
tracién de Cd puede deberse al impedimento cau-
sado por los iones de Cd en la absorcién de agua.
Amirjani (2012) encontré resultados similares en tri-
go. La diferencia en la germinacién de semillas puede
deberse a la variabilidad genética en ambas varieda-
des. La misma respuesta se observé en arroz estresado
con Pb (Zhang et al., 2005). La tolerancia al estrés
en la germinacién disminuyé significativamente con
250 uM Cd (37 % en NARC-11 y 41 % en Galaxy).
Con 150 uM hubo una tolerancia méxima (83 % en
NARC-11y 82 % en Galaxy) (Figura 2). Aydinalp y
Marinova (2009) presentaron los mismos resultados.

El indice de tolerancia fue 83 %, 70 % y 50 %
en NARC-11, mientras que en Galaxy fue 94 %,
84 % y 52 %, para 150 uM, 200 uM y 250 uM. La
respuesta de las variedades de trigo vari6 con la con-
centracién de Cd (Figura 3). La tolerancia menor
con mayor concentracién de Cd puede deberse a los
cambios fisiolégicos con las etapas de crecimiento
(Khan ez al., 2006). Galaxy mostré indice mayor
de tolerancia a 200 uM (84 %) respecto a NARC-
11 (70 %), pero con 250 uM no hubo diferencia
significativa entre los cultivares. El mismo patrén
del efecto de Cd sobre los indices de tolerancia fue
observado por Ahmad ez /. (2012) en trigo.

IDREES et al. 921
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100
== NARC-11
90 1 I Galaxy

80 - i

70 I
60
50
40
30
20
10

Germination %

T1 T2 T3

Treatments

Figure 1. Effect of Cd concentrations on the seed
germination of NARC-11 and Galaxy wheat
cultivars (T1: 150, T2: 200, and T3:250 uM
CdCl,*5H,0).

Figura 1. Efecto de las concentraciones de Cd en la
germinacién de semillas de cultivares de trigo

NARC-11 y Galaxy (T1: 150, T2: 200, and T3:250

uM CdCl,*5H,0).
120
- NAlRC—Il
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100
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Figure 3. Effect of Cd concentrations on the tolerance index
of two wheat cultivars (T1, T2 and T3: 150, 200
and 250 uM CdCl,*5H,0).

Figura 3. Efecto de concentraciones de Cd en el indice de
tolerancia de dos cultivares de trigo (T1, T2 y T3:
150, 200 y 250 uM CdCl,*5H,0).

but with Cd 250 uM the maximum dedrease was for
Galaxy (30.15 %) than for NARC-11 (23.8 %) (Figure
4). Similar results of Cd effect were reported by Shaikh
et al. (2013). The seed vigour and germination may
decrease due to the increased breakdown of reserved
food in embryo. These findings were reported
by Titov ez al. (1996), Jun-yu et al. (2008), and
Raziuddin ez /. (2011). The PI. decreased as the Cd
concentration increased. Maximum PI. was shown

at 150 #M (14 and 13.25 in NARC-11 and Galaxy).
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Figure 2. Effect of Cd concentrations on seed germination of
two wheat cultivars (G.S.T.I: tolerance index; T1,
T2 and T3: 150, 200 and 250 uM CdCl,*5H,0).

Figura 2. Efecto de las concentraciones de Cd en la ger-
minacién de semillas de dos cultivares de trigo
(G.S.T.I: indice de tolerancia, T1, T2 y T3: 150,
200y 250 uM CdCl,*5H,0).

45
m= NARC-11
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Figure 4. Effect of Cd concentrations on seed vigour of two
wheat cultivars (T1, T2 and T3: 150, 200 and 250
uM CdCl,*5H,0).

Figura 4. Efecto de distintas concentraciones de Cd en el
vigor de las semillas de dos cultivares de trigo (T1,
T2y T3:150, 200 y 250 uM CdCl,*5H,0).

Los resultados mostraron que el vigor de la semi-
lla de Galaxy fue mds afectado que el de NARC-11,
por el Cd 150 M; pero con Cd 250 uM la reduccién
méxima fue para Galaxy (30.15 %) y para NARC-11
(23.8 %) (Figura 4). Shaikh er al. (2013) reportan
resultados similares del efecto del Cd. El vigor de la
semilla y la germinacién puede disminuir debido a
la mayor digestién del alimento de reserva en el em-
brién. Estos hallazgos fueron reportados por Titov
et al. (1996), Jun-yu et al. (2008) y Raziuddin ez al.
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At 250 mM the PI. of Galaxy was more negatively
affected (9.0) than NARC-11 (10.0) (Figure 5).

Shoot and root growth was adversely affected
by the increased Cd concentrations in medium.
Shoot toxicity was more pronounced in Galaxy
(35 %, 19 % and 13.55 % at 250, 200 and 150 uM)
than in NARC-11 (32 %, 15 % and 13 %) (Figure 6
and 7). The results show that the roots of NARC-
11 show more resistance to Cd than Galaxy. These
findings are similar with those obtained by Shaikh
et al. (2013).

Gradual decrease in the plant root and shoot
length with Cd concentration was observed. Galaxy
seedling growth exhibited more susceptibility to Cd
then NARC-11. The results showed that Cd (250 uM)
significantly reduced the shoot length up to 13 % and
9 % in NARC-11 and Galaxy (Figure 8), whereas
NARC-11 and Galaxy showed a decrease of 12.5 %
and 9.5 %, respectively, in root length, as compared
to control (Figure 9). According to the Rascio ez al.
(2008), root length was reduced under Cd stress
because it changes the morphogenesis of root. Similar
results were reported by Ahmad er 4/. (2012) and
Amirjani (2012) in wheat. Root, shoot and seedling
length are the most sensitive morphology of plants
and are directly correlated to the effect of heavy metal
(Correa et al., 2006; Ahmad ez al., 2008; Jun-yu ez al.,
2008). Roots are more affected by Cd; however Liu ez
al. (2005) reported that root and shoot are similarly
affected but since Cd is absorbed first by roots,
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Figure 5. Effect of Cd concentrations on promptness index
in wheat cultivars (C: control; T1, T2 and T3: 150,
200 and 250 ©M CdCl,*5H,0).

Figura 5. Efecto de la concentracién de Cd en el indice de
prontitud en cultivares de trigo (C: testigo; T1, T2
y T3: 150, 200 y 250 uM CdCl,*5H,0).

(2011). El PI. disminuy6 conforme la concentracién
de Cd aumenté. El méximo PI. se observé a 150 uM
(14 y 13.25 en NARC-11 y Galaxy). A 250 uM el PI.
de Galaxy fue mds afectado negativamente (9.0) que
NARC-11 (10.0) (Figura 5).

El crecimiento del tallo y la raiz fue afectado ad-
versamente por mayores concentraciones de Cd en
el medio. La toxicidad del tallo fue mayor en Galaxy
(35 %, 19 % y 13.55 % a 250, 200 y 150 M) que en
NARC-11 (32 %, 15 % y 13 %) (Figura 6y 7). Los re-
sultados muestran que las raices de NARC-11 tienen
mis resistencia al Cd que Galaxy. Estos hallazgos son
similares a los obtenidos por Shaikh ez /. (2013).

Hubo una disminucién gradual en el largo de la
raiz y el tallo de la planta con la concentracién de
Cd. El crecimiento de la plantula de Galaxy fue mds
susceptible al Cd que NARC-11. Los resultados mos-
traron que el Cd (250 M) redujo significativamente
el largo del tallo en hasta 13 % y 9 % en NARC-11y
Galaxy (Figura 8), mientras que NARC-11 y Galaxy
disminuyeron 12.5 % y 9.5 %, respectivamente, en el
largo de la raiz a 250 uM, comparados con el testigo
(Figura 9). Segtin Rascio ez al. (2008), el largo de la
raiz se retrasé bajo estrés por Cd porque cambia la
morfogénesis de la raiz. Ahmad ez a/. (2012) y Amir-
jani (2012) reportaron resultados similares en trigo.
La longitud de la raiz, el tallo y la pldntula es lo mds
sensible de la morfologfa de las plantas y estd direc-
tamente correlacionado con el efecto de los metales

pesados (Correa et al., 2006; Ahmad ez al., 2008;

40
== NARC-11
35 A Galaxy I
. 30+
g 2
El
Q
g 20 - I
*g 154 -+
510
5,
0+
T1 T2 T3

Treatments

Figure 6. Effect of Cd concentrations on the shoot
phytotoxicity of wheat cultivars (T1, T2 and T3:
150, 200 and 250 uM CdCl,*5H,0).

Figura 6. Efecto dela concentracién de Cd enlafitotoxicidad
del tallo de cultivares de trigo (T1, T2 y T3: 150,
200 y 250 M CdCl,*5H,0).
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Figure 7. Effect of Cd concentrations on the root toxicity
in wheat cultivars (T1, T2 and T3: 150, 200 and
250 uM CdCl,*5H,0).

Figura 7. Efecto de las concentraciones de Cd en la toxicidad
de la raiz en cultivares de trigo (T1, T2 y T3: 150,
200 y 250 uM CdCLe5H,0).
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Figure 9. Effect of Cd concentrations on the root length of
the wheat cultivars (T1, T2 and T3: 150, 200 and
250 uM CdCl,*5H,0).

Figura 9. Efecto de las concentraciones de Cd en la longitud
de las raices de las cultivares de trigo (T1, T2 y T3:
150, 200 y 250 uM CdCl,*5H,0).

they showed more retardation. Similar results were
reported by Krantev ez a/. (2008), Yadav (2010) and
Rascio and Navari-Izzo (2011), who stated that the Cd
stress inhibits the lateral root formation, decrease root
and shoot length and also cause chlorosis.

The results showed that high Cd concentrations
decreased seedling fresh and dry weights, as
compared to the control (Figure 10). Similar
findings were reported by Ashraf ez /. (2011) and
Ahmad ez /. (2012). The decrease in the fresh and
dry weight was due to the decreased metabolism
because of the Cd interaction with enzymes and
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Figure 8. Effect of Cd concentrations on the shoot length
on the wheat cultivars (C: control; T1, T2 and T3:
150, 200 and 250 uM CdCl,*5H,0).

Figura 8. Efecto de las concentraciones de Cd en la longi-
tud del tallo de en cultivares de trigo (C: control;
T1, T2 y T3: 150, 200 y 250 uM CdCl,*5H,0).

Jun-yu et al., 2008). Las raices son mds afectadas
por el Cd; sin embargo Liu ez a/. (2005) reportaron
que la raiz y el tallo, son afectados de manera similar
pero dado que el Cd es absorbido primero por las
raices, las mismas mostraron mayor atraso. Krantev
et al. (2008), Yadav (2010) y Rascio y Navari-Izzo
(2011) reportaron resultados similares, sefialando que
el estrés por Cd inhibe la formacién lateral de raices,
disminuye lalongitud de la raiz y del tallo, y también
causa clorosis.

Los resultados mostraron que concentraciones
altas de Cd disminuyeron los pesos fresco y seco de
las pldntulas, en comparacién con el testigo (Figura
10). Ashraf ez al. (2011) y Ahmad ez al. (2012) repor-
taron hallazgos similares. La disminucién en peso
fresco y seco se explica por el metabolismo dismi-
nuido debido a la interaccién del Cd con enzimas y
reacciones bioquimicas. El crecimiento general de la
planta se redujo con el Cd (Oncel ez al., 2000; Shafi
et al., 2010).

Los resultados del estrés por Cd en los conteni-
dos de clorofila mostraron disminucién significati-
va en ambos cultivares de trigo, comparada con el
testigo. Los contenidos de clorofila disminuyeron al
aumentar el nivel de Cd. Las clorofilas a, b y total
disminuyeron drdsticamente en Galaxy con mayor
concentracion de Cd, comparado con el testigo (Fi-
guras 11-13). Con la concentracién mdxima de Cd,
el contenido total de clorofila disminuyé al mismo
nivel en ambos cultivares (10 %), comparado con



ASSESSMENT OF CADMIUM ON WHEAT (7riticum aestivum L.) IN HYDROPONICS MEDIUM

biochemical reactions. Overall plant growth was
decreased with Cd (Oncel ez 4l., 2000; Shafi et al.,
2010).

Results of Cd stress on chlorophyll contents
showed a significant decrease in both wheat
varieties, as compared to the control. The
chlorophyll contents decreased as the Cd level
increased. The chlorophyll a, b and total chlorophyll
drastically decreased in Galaxy with the higher
Cd concentration, as compared to the control
(Figure 11-13). At maximum Cd concentration,
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Figure 10. Effect of Cd concentrations on the fresh weight
of seedling of two wheat cultivars (C: control; T1,
T2 and T3: 150, 200 and 250 uM CdCl,*5H,0).
Figura 10. Efecto de las concentraciones de Cd en el peso
fresco de pldntulas de dos cultivares de trigo
(C: control; T1, T2 y T3: 150, 200 y 250 uM

CdCl,*5H,0).
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Figure 12. Effect of Cd concentrations on the chlorophyll b
(ug L™Y on two wheat cultivars (C: control; T1,
T2 and T3: 150, 200 and 250 uM CdCl,*5H,0).

Figura 12. Efecto de las concentraciones de Cd en la clorofila
b (ug LY en dos cultivares de trigo (C: controls
T1, T2 y T3: 150, 200 y 250 uM CdCl,*5H,0).

el testigo. En trigo, la exposicién de corto y largo
plazo al Cd tiene efecto inhibidor en la fotosinte-
sis (Moussa y El-Gamal, 2010). El Cd a 200 uM
y 250 uM causé clorosis de las hojas. Stiborova ez
al. (1986), Oncel et al. (2000), Muthuchelian et 4.
(2001), Wu ez al. (2003), Amirjani (2012) y Bhee-
mareddy (2013) reportaron hallazgos similares.
Este efecto fue mds pronunciado en Galaxy que en
NARC-I1. El tratamiento afecté mds pigmentos en
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Figure 11. Effect of Cd concentrations on the chlorophyll a
(ug L) on two wheat cultivars (C: control; T1,
T2 and T3: 150, 200 and 250 «M CdCl,*5H,0).
Figura 11. Efecto de las concentraciones de Cd en la
clorofila a (ug L™") en dos cultivares de trigo
(C: control; T1, T2 y T3: 150, 200 y 250 uM

CdCl,*5H,0).
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Figure 13. The effect of Cd concentrations on the total
chlorophyll (ug L") content in two wheat
cultivars (C: control; T1, T2 and T3: 150, 200 and
250 uM CdCl,*5H,0).

Figura 13. Efecto de las concentraciones de Cd en la
clorofila total (g L") en dos cultivares de trigo
(C: control, T1, T2 y T3: 150, 200 y 250 uM
CdCl*5H,0).
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total chlorophyll content decreased at same level
in both cultivars (10 %), as compared to control.
In wheat, long and short term Cd exposure have
inhibitory effect on the photosynthesis (Moussa
and El-Gamal, 2010). The Cd at 200 uM and
250 uM caused leave chlorosis. Similar findings
were reported by Stiborova ez al. (1986), Oncel er
al. (2000), Muthuchelian ez 2. (2001), Wu et al.
(2003), Amirjani (2012), and Bheemareddy (2013).
This effect was more pronounced in Galaxy than
NARC-11. The treatment affected more pigments
on leaf surface than in the mesophyll. In leaves, Cd
ions cause hindrance and division of chloroplast
(Baryla ez al., 2001). The negative effect of Cd ions
on the structure and functioning of chloroplast in
1. aestivum L. was also reported by Atal ez al. (1991).
Besides, Cd have drastic effect on the PSII specially
electron transport chain and on the oxygen evolving
complex (OEC) because it replace the Ca*/Mn
bonding in OEC (Sigfridsson ez al., 2004).

In our study, a gradual increase in carotenoids
content was observed with rise of Cd concentrations.
There was more appearance of carotenoid pigments
in Galaxy cultivar than the NARC-11. The
maximum carotene content was found at 250 uM
(Figure 14). These findings contrasted with results
of Amirjani (2012). But these findings are similar
to those of Bhatti ez a/. (2013) showing the increase
in carotenoids as Pb concentration increased. The
carotenoid pigment is a secondary metabolite and
a light-harvesting pigment which prevents the
cellular structures from damage and also protects
the membranes destabilization due to reactive
oxygen species (ROS) damage. So, as the Cd level
increased, plants produce more carotenoids to cope
up with the Cd stress (Singh ez al., 20006).

Our results showed that high Cd concentration
significantly affects the membrane stability.
The membrane stability drastically decreased
as the Cd concentration increased in NARC-
11 (35 % and 28 %) as compared to Galaxy
(44 % and 41 %) at 200 uM and 250 uM. Besides,
membrane stability index decreased 18.5 % and
27 % at 250 uM as compared to control (Figure 15).
Popova ez al. (2008) also showed that the Cd stress
significantly changes the membrane stability and it’s
functioning.

The relative water content decreased as the Cd
level increased. No significant effect on relative
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la superficie de la hoja que en el meséfilo. En hojas,
los iones de Cd causan impedimentos y divisién del
cloroplasto (Baryla ez al., 2001). El efecto negativo
de los iones de Cd en la estructura y el funciona-
miento del cloroplasto en 7. aestivum L. también
fue reportado por Atal ez al. (1991). También, Cd
tiene efecto dréstico en el PSII, principalmente en
la cadena de transporte de electrones y en el com-
plejo de evolucién de oxigeno (OEC) porque reem-
plaza el enlace Ca*/Mn en el OEC (Sigfridsson ez
al., 2004).

En nuestro estudio hubo un aumento gradual en
el contenido de carotenoides con la concentracién
de Cd. La presencia de pigmentos de carotenoides
fue mayor en el cultivar Galaxy que en NACR-11.
El contenido mdximo de carotenoides se encontrd
a 250 uM (Figura 14). Estos hallazgos contrastaron
con los resultados de Amirjani (2012), pero fueron
similares a los de Bhatti e a/. (2013) quienes mos-
traron el aumento en carotenoides al aumentar la
concentraciéon de Pb. El pigmento de carotenoide
es un metabolito secundario y un pigmento que ab-
sorbe luz, lo cual evita que las estructuras celulares
se dafien y también protege a las membranas de la
desestabilizacién a causa del dafio por especies de
oxigeno reactivas (ROS). Asi, conforme el nivel de
Cd aumenta, las plantas producen mds carotenoi-
des para lidiar con el estrés por Cd (Singh ez al.,
20006).
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Figure 14. Effect of Cd concentrations on the carotenoid
content in two wheat cultivars (C: control; T1,
T2 and T3: 150, 200 and 250 uM CdCl,*5H,0).

Figura 14. Efecto de las concentraciones de Cd en el
contenido de carotenoides en dos cultivares de
trigo (C: control; T1, T2 y T3: 150, 200 y 250 uM
CdCl,*5H,0).
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Figure 15. Effect of Cd concentrations on membrane
stability index of two wheat cultivars (C:
control; T1, T2 and T3: 150, 200 and 250 uM
CdCl,*5H,0).

Figura 15. Efecto de las concentraciones de Cd en el indice
de estabilidad de la membrane de dos cultivares
de trigo (C: control; T1, T2 y T3: 150, 200 y 250
uM CdCl,*5H,0).

water contents was observed with 150 uM, as
compared with controls (Figure 16). These results
are contrary to those presented by Malar er al.
(2014) with Pb on wheat. This might be due to the
fact that there was less water absorption by roots
due to the interference of Cd ions in root zone.
Besides, roots also prevent the Cd ions movement
into the leaves to protect the phytotoxicity.

CONCLUSION

Results of this research showed cadmium dose
dependent inhibition of seed germination and
seedling growth. Gradual decrease in root length,
shoot length and seedling growth was observed at
different concentrations of Cd on cultivars NARC-
11 and Galaxy under hydroponic conditions.
Cadmium adversely affects morphological and
physiological characters of wheat. Cultivar NARC-
11 shows more tolerance than Galaxy.
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