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Oddziatywanie spermidyny na reakcje swietlne
fotosyntezy roslin rzepaku oraz podwyzszenie
ich odpornosci na stres wodny

Effect of spermidine on light reactions of photosynthesis in oilseed rape
plants and enhancement of their water stress resistance
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Badano wptyw dolistnie zaaplikowanej spermi-
dyny (10 mM) na przebieg reakcji fotosyntezy
w miodych lisciach rzepaku odmiany Marita.
W tym celu wyznaczono parametry indukcji
fluorescencji chlorofilu (Fo, Fy/Fq i Rfd) oraz
wspotczynnik wygaszania fotochemicznego (gP)
i catkowita wydajnos¢ kwantowa PSII (Y)
w lisciach rzepaku poddanych i nie poddanych
dziataniu spermidyny. Uzyskane wyniki wska-
zuja, ze W ten sposdb wprowadzona spermidyna
zmniejszyta od 2% do okoto 21% efektywnosé
badanych reakcji fazy swietlnej fotosyntezy.
Parametry te okreslono réwniez dla fragmentow
lisci poddanych odwodnieniu (RWC okoto 16%)
oraz po ich 24-godzinnej restytucji. Na podsta-
wie uzyskanych wynikdw mozna wnioskowac,
ze liscie wzbogacone w spermidyng, zaréwno
w warunkach silnego stresu wodnego, jak i po
fazie restytucji, wykazuja istotnie wyzsza efek-
tywnos¢ reakcji fazy swietlnej fotosyntezy w po-
réwnaniu z lisémi nie poddanymi dziataniu suszy.
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The study focused on the influence of spermidine
(10 mM) on light reactions of photosynthesis in
young leaves of oilseed rape cv. Marita. The
parameters of chlorophyll fluorescence induction

(Fo, Fv/Fy and Rfd), the coefficient of
photochemical quenching (gP) and total
quantum efficiency of the PSIl (Y) were

measured in leaves non-treated and treated with
spermidine. The results indicate that spermidine
decreased the efficiency of the studied reaction
in the light phase of photosynthesis by 2% to
about 21%. The fluorescence parameters were
also determined for dehydrated leaf fragments
(RWC approx. 16%) as well as after their
24-hour restitution. The results allow to conclude
that spermidine-enriched leaves have higher
photosynthesis efficiency both under heavy
water stress and after restitution in comparison
with the leaves that were not dehydrated.

Wstep

Poliaminy znajduja sie w komdrkach wszystkich zywych organizméw
spetniajac wiele funkcji o charakterze regulacyjnym oraz ochronnym (Tabor
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i Tabor 1984, Drolet i in. 1986, Niklas i in. 1998). Z tego tez wzgledu, mechanizmy
dziatania tych zwiazkéw w roslinach sa przedmiotem szeroko zakrojonych badan
przy uzyciu metod biochemicznych i genetycznych (Evans i Malmberg 1989,
Galston i Sawhney 1990, Bouchereau i in. 1999). Szczeg6lnie obiecujace sa wyniki
badan nad ochronna rola poliamin w komoérkach roslin poddanych dziataniu
roznorodnych czynnikéw stresowych, a takze nad rola tych zwiazkéw w akli-
matyzacji oraz adaptacji roslin do zmieniajacych sie warunkow srodowiska (Kubis
i Bandurska 1997, Bouchereau i in. 1999, Czerpak i Bajguz 1999). Spermidyna,
podobnie jak i inne poliaminy zwigksza stabilnos¢ bton biologicznych, a tym
samym podwyzsza odpornos¢ roslin na szereg streséw, niestety w wigkszych
stezeniach oddziatuje réwniez hamujaco na reakcje fazy S$wietlnej fotosyntezy
(Cohen i in. 1979, Floryszak-Wieczorek i in. 1992). W badaniach wplywu czyn-
nikdw stresowych na fotosynteze bardzo przydatne sa metody fluorymetryczne,
a szczegOlnie pomiary wygaszania fluorescencji oraz analiza krzywej indukcji
fluorescencji chlorofilu (Lichtenthaler i Rinderle 1988, Schapendonk i in. 1989,
Ogren 1990, Schreiber i in. 1994, Murkowski 1999).

Celem podjetej pracy byto zbadanie jak w warunkach stresu wodnego zmienia
sie efektywnos$¢ reakcji fotosyntezy w jej fazie swietlnej oraz w jakim stopniu
zaaplikowana dolistnie spermidyna chroni prawidtowe funkcje chloroplastow
w odwodnionych tkankach lisci rzepaku.

Material i metody

Rosliny rzepaku odmiany Marita rosty 15 dni w termoluminostacie na
podtozu piaskowym, podlewanym 50% roztworem pozywki z mikroelementami
wg Hoaglanda (Johnson i in. 1957), w temperaturze dnia i nocy 18°C/15°C i foto-
periodzie 12 h. Zrédlem swiatta byty lampy rteciowe LRFR 400 zapewniajace
PPFD (gestos¢ strumienia fotondéw fotosyntetycznie aktywnych) ok. 180 pmol
fotonéw m2.s™, co odpowiada okoto 40 W - m™ (PAR). Z pierwszych lisci o$miu
badanych roslin rzepaku pobrano 8 krazkdw o srednicy 9 mm, ktére poddano
dziataniu spermidyny. Z tych samych lisci pobrano réwniez 8 krazkéw stano-
wiacych probe kontrolna. Krazki przed pomiarami inkubowano przy umiar-
kowanym $wietle (PPFD 100 pmol fotonéw - m? - s) przez 20 godzin na powierzchni
10 mM roztworu spermidyny (oznaczone jako Spm) lub na powierzchni wody
(kontrola — K). Do badan uzyto spermidyny firmy Merck.

Przy pomocy uniwersalnego fluorymetru (wtasna konstrukcja) wykonano
pomiary indukcji fluorescencji chlorofilu a i wyznaczono parametry Fo, Fv/Fo i Rfd
(Lichtenthaler i Rinderle 1988, Murkowski 1999). Przy uzyciu fluorymetru
impulsowego PAM 200 firmy Walz wyznaczono maksymalna wydajnosé
kwantowa fotosystemu Il (F/Fy), wspbtczynnik wygaszania fotochemicznego
(gP), oraz catkowita wydajnos¢ kwantowa PSII (Y) — (Schreiber i in. 1994).
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Po wykonanych pomiarach (I cykl) krazki lisciowe byly powietrznie suszone
az do osiagniecia RWC okoto 16%, po czym wszystkie pomiary powtdérzono
(11 cykl). Nastepnie krazki poddano restytucji umieszczajac je na powierzchni wody
destylowanej (temperatura pokojowa, stabe rozproszone swiatto). Po 24 h krazki
osuszono i zwazono. Wszystkie one osiagnety mase zblizona do poczatkowej
(+8%, —12%). Nastepnie wykonano pomiary parametréw fluorescencji (111 cykl).

Pomiary wykonywano w 8 powtorzeniach, a wyniki przedstawiono w tabeli 1
i na diagramach jako wartosci $rednich arytmetycznych. Na podstawie analizy
wariancji poréwnano pary $rednich i przy pomocy testu t Studenta obliczono
najmniejsze réznice istotne, ktére oznaczono: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001

(***).

Tabela 1
Wartosci parametrow fluorescencji chlorofilu lisci kontrolnych (K) oraz wzbogaconych
w spermidyne (Spm) — Parameters of chlorophyll fluorescence of control leaves (K) and
spermidine-fed leaves (Spm)

Fv/Fum Fu/Fo gP Y Rfd

K 0,768 3,33 0,872 0,622 2,38

Spm 0,751 2,95 0,800 0,546 1,88
NIR — LSD 0,017* 0,22%* 0,051* 0,035** 0,26**

Wyniki i dyskusja

Na rys. 1A przedstawiono usrednione przebiegi indukcji fluorescencji
chlorofilu w krazkach lisciowych z grupy Spm (traktowanych spermidyna) oraz
K (bez spermidyny). Z poréwnania obu krzywych wynika, ze egzogennie wprowa-
dzona spermidyna nie zmniejszyta w sposob istotny efektywnosci przekazywania
energii wzbudzenia z obszaru chlorofilowej anteny energetycznej do centrum
reakcji PSII, bowiem wartosci fluorescencji zerowej (Fp) w obu seriach byty
zblizone. Wartosci pozostatych parametréw indukcji fluorescencji chlorofilu (Fv/Fg
i Rfd) oraz parametrow wyznaczonych technika impulséw nasycajacych (Fv/Fu, QP
i Y) przy uzyciu fluorymetru PAM 200 prod. firmy Walz, zestawiono w tabeli 1.
Z analizy tych danych wynika, ze spermidyna w niewielkim stopniu obnizyta
maksymalna wydajnos¢ kwantowa PSII (parametr F\/Fy), ale wyraznie obnizyta
efektywnos¢ reakcji rozktadu wody przez kompleks zlokalizowany na stronie
donorowej tego samego fotosystemu (parametr Fy/F,). Miato to z pewnoscia
wptyw na podobne kilkunastoprocentowe obnizenie catkowitej wydajnosci
kwantowej procesu konwersji energii w PSII (parametr Y).
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A — przed stresem wodnym — before water stress
B — po ich odwodnieniu — after dehydration of leaf discs

Rys. 1. Usrednione krzywe fluorescencji chlorofilu w lisciach rzepaku bez spermidyny (K — grupa
kontrolna) i po zaaplikowaniu spermidyny (Spm) — Averaged chlorophyll fluorescence curves
of oilseed rape leaves without spermidine (control — K) and after spermidine application (Spm)
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Rys. 2. Poréwnanie wzglednych wartosci parametréw fluorescencji wyznaczonych dla lisci rzepaku
bez spermidyny (grupa kontrolna — K) i po dolistnym zaaplikowaniu spermidyny (Spm), w warunkach
odwodnienia (Stres) oraz po jednodobowej restytucji (Restytucja) — Comparison of relative values
of fluorescence parameters estimated for oilseed rape leaves without spermidine (control — K) and
after spermidine application (Spm), under dehydration stress (Stress) and after 24-hour restitution
(Restitution)
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Niewielki spadek wartosci wspotczynnika wygaszania fotochemicznego (qP)
jest skutkiem nieco spowolnionego utleniania pierwotnego chinonowego akceptora
elektronu (Qa) w PSII przez plastochinon. Pod wptywem spermidyny w najwigk-
szym stopniu obnizyta si¢ wartos¢ wskaznika witalnosci (Rfd), bedacego mier-
nikiem zréwnowazonego wspotdziatania reakcji fotochemicznych z enzymatycz-
nymi reakcjami fazy ciemnej — cyklem Calvina (Lichtenthaler i Rinderle 1988).
Mozna przypuszczaé, ze oprécz umiarkowanego spowolnienia reakcji w obszarze
PSII, nastapito rowniez zaktdcenie w produkcji czynnika redukujacego NADPH
przez PSI. Potwierdzitoby to wyniki wczesniejszych prac dotyczacych negatyw-
nego wptywu spermidyny oraz innych poliamin na aktywnos¢ fotochemiczna PSI
w chloroplastach jeczmienia (Cohen i in. 1979, Popovic i in. 1979), a takze obni-
zenie o okoto 15% wartosci Rfd w lisciach pszenicy poddanych przez 24 godziny
dziataniu 4 mM roztworu spermidyny (Floryszak-Wieczorek i in. 1992).

Po odwodnieniu badanych krazkéw lisciowych do RWC okoto 16%, relacje
miedzy wartosciami parametréw préb Spm i K zmienity sie w spos6b zasadniczy
(rys. 1 i rys. 2). Dehydratacja spowodowata w obu przypadkach wzrost wartosci
parametru Fo, spowodowany wzrostem strat podczas przekazywania energii
z chlorofilowej anteny do centrum reakcji PSII. Gdy jednak $redni wzrost wartosci
Fo obliczony dla préby Spm (w poréwnaniu z odpowiednia wartoscia obliczona dla
krazkéw przed odwodnieniem) byt wyzszy o 53%, to dla kontroli przyrost ten
wyniost az 90%. Przyrosty te mozna oszacowaé poréwnujac krzywe fluorescencji
na rys.1A i 2B, dane liczbowe nie zostaty na rysunkach uwzglednione. Diagramy
w gornej czgsci rysunku 2, oznaczone ,,Stres”, przedstawiaja wzgledne obnizenie
wartosci wszystkich wyznaczonych uprzednio parametrow. Wartos¢ danego para-
metru uzyskana dla krazka lisciowego po odwodnieniu (Il cykl) dzielono przez
wartos¢ tego samego parametru wyznaczonego przed odwodnieniem (I cykl),
a otrzymany iloraz mnozono przez 100%. Takie wyliczenia dokonano dla
wszystkich krazkow, nastepnie obliczono $rednie arytmetyczne ilorazéw (osobno
dla grupy K i Spm) oraz statystycznie istotne réznice miedzy srednimi. Diagramy
zacienione przedstawiaja usrednione wartosci dla grupy K, a diagramy jasne dla
Spm. W analogiczny sposéb obliczono i przedstawiono wzgledne wartosci
parametrow wyznaczonych dla tych samych badanych krazkéw lisciowych po
jednodobowej restytucji (wartosci parametrow |1l cyklu dzielono przez wartosci
I cyklu x 100%) — dolna czes¢ rysunku 2 ,,Restytucja”.

W warunkach sprowokowanego stresu wodnego wartosci wszystkich niemal
parametrow dla serii K (z wyjatkiem F\/Fy) ulegly drastycznemu obnizeniu.
Swiadczy to o zakldceniach w przebiegu podstawowych funkcji chloroplastow,
a szczegOlnie procesu enzymatycznej redukcji CO, (spadek wartosci Rfd o 93%).
Jednoczesnie okazato sig, ze stabilizujace oddziatywanie spermidyny na btony
biologiczne, w warunkach stresu wodnego z nawiazka skompensowato jej
uprzednio negatywny wplyw na przebieg reakcji fotosyntezy. Egzogennie
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zaaplikowana spermidyna pozwolita utrzyma¢ na dosy¢ wysokim poziomie,
catkowita wydajnos¢ kwantowa fotosystemu Il (wartos¢ parametru Y okoto 60%
wartosci z | cyklu) oraz na dostatecznym poziomie (okoto 40% z | cyklu) wartos¢
wskaznika witalnosci Rfd.

Znaczny wzrost wzglednych wartosci parametréw po okresie restytucji (rys. 2
»Restytucja”) wskazuje, ze silne zaktocenia reakcji fotochemicznych w grupie
kontrolnej K, okazaty si¢ w dos¢ duzym stopniu odwracalne. Jedynie wartosé¢
wskaznika Rfd, zwiazanego z prawidtowym przebiegiem reakcji w ciemnej fazie
fotosyntezy, osiagneta zaledwie 33% wartosci poczatkowej. Wynik ten zdaje sig
potwierdza¢ wczesniejsze spostrzezenia dotyczace wplywu dehydratacji na obni-
zenie aktywnosci enzymatycznej karboksylazy RuBP w chloroplastach (Castrillo
i Calcagno 1989). W grupie Spm efekt restytucji byt dla wszystkich parametréw
w istotnym stopniu lepszy niz dla analogicznych parametrow grupy K, jednak
i tutaj srednia wartos¢ wskaznika Rfd osiagneta tylko 64% wartosci poczatkowej.

Niewatpliwie znaczace dziatanie ochronne spermidyny na prawidtowy
przebieg reakcji fotosyntezy w warunkach silnej dehydratacji lisci rzepaku oraz
ewidentna poprawa efektow restytucji moze by¢ wskazéwka przy hodowli
odpornosciowej. Ogromne, potencjalne mozliwosci, jakimi dysponuje inzynieria
genetyczna, pozwalaja przewidywac, ze juz w bliskiej przysztosci nastapi wielo-
kierunkowe ulepszanie genomow roslin uprawnych. Nalezatoby rozwazy¢, czy
powigkszenie na tej drodze ilosci endogennych poliamin w roslinach mogtoby
podwyzszy¢ ich naturalna odpornos¢ na réznorodne stresy srodowiska.

Whioski

1. Zastosowana dolistnie spermidyna w stezeniu 10 mM w niewielkim, ale
istotnym stopniu obnizyla wartosci wyznaczonych parametrow fluorescencji,
co jest zwiazane ze zmniejszona efektywnoscia reakcji fazy swietlnej foto-
syntezy w badanych lisciach rzepaku.

2. W warunkach deficytu wody wartosci wszystkich parametrow fluorescencji
ulegty obnizeniu, jednakze w lisciach wzbogaconych w spermidyne obnizenie
to byto zdecydowanie mniejsze niz w lisciach kontrolnych, co swiadczy¢ moze
o stabilizujacym oddziatywaniu spermidyny na fotosyntetyczna aktywnosé
chloroplastéw podczas stresu suszy.

3. Wzbogacenie lisci w spermidyng zwigksza istotnie efektywnos¢ swietlnej fazy
fotosyntezy po stresie suszy i jednodobowej restytucji, w poréwnaniu do lisci
kontrolnych.
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