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Wstep

Zdcecydowana wiekszo$¢ ro$lin wyzszych to organizmy aerobowe. Tlen jest
niezbedny do oddychania i wielu proceséw oksydacyjnych. Ograniczenic poziomu
tlenu lub caltkowity jego brak moze prowadzi¢ do wielu zmian w metabolizmie
komérki. W warunkach naturalnych czasami mozemy si¢ spotkaé z ogranicze-
nicm w dostgpie tlenu (hipoksja) lub calkowitym jego brakiem (anoksja) [DREW
1997}. Organizmy roélinne wyksztalcily pewne cechy, ktére powoduja, ze wystepu-
je u nich okresowa tolerancja na warunki anareobowe [SEDBROOK i in. 1996], ktore
wigzg si¢ z wicloma zmianami w metabolizmic komérki. Biochemiczne mecha-
nizmy reakcji na ograniczony dostgp tlenu sg powigzane gléwnie z procesami
przcmian weglowodandw podczas oddychania [GALINA i in. 1995]. Indukcja zmian
w metabolizmic komérki wywotana niedoborem tlenu lub calkowitym jego bra-
kiem zwigzana jest z produkcjg ATP i regeneracja zredukowanych ekwiwalentéw
[KaTo-NogucHt 1999]. Konsckwencja braku tlenu, jako kofcowego akceptora
clektronéw w mitochondrialnym oddychaniu, jest wzmozenie proceséw fermenta-
cyjnych. Koficowymi produktami tych proceséw sa etanol lub kwas mlekowy,
ktére moga stanowié¢ zagrozenic dla normalnego funkcjonowania komorki
[CHANG i in. 2000].

Wigkszo$¢ dotychezasowych badafn nad wptywem deficytu tlenu na ro§liny
wigze si¢ ze zrozumialych wzgledéw gidwnie z systemem korzeniowym ro§lin.
System korzeniowy ro$lin lgdowych jest narazony czesto na okresowy brak tlenu
zwiazany z zalaniem woda. Uzyte do do$wiadczen gametofory Polytrichum
commune L. w naturalnych warunkach podlegaja, w caloSci razem z organami
asymilacyjnymi, okresowemu zalaniu wodg pochodzaeg z opadéw atmosferycz-
nych.

Cclem podjgtych badan bylo okreslenic reakeji tych egzystujgeych w specy-
ficznych warunkach ro§lin na ograniczony dostgp tlenu spowodowany odcigciem
dostgpu powictrza przez wode. Zastosowanic wody destylowanej zawicrajgec)
jony Ca*? wigze si¢ z ich roly jako transduktora syyml(’)w dla proceséw transkry-
pL]l i trdnslaql Pozywka MENON i LAL [1974] rdwnicz zawiera w swoim skladzie
jony wapnm obok innych skladnikéw. Jej zastosowanie do do$wiadczen wydaje sig
by¢ réwnicz intercsujace z punktu widzenia reakeji mchéw na anoksje oraz hipo-
ksjg.
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Materiat i metody

Gametofory Polytrichum commune L. zebrane z naturalnego sicdliska
zostaly umieszczone w komorach klimatyzacyjnych o statych warunkach tempera-
tury (15°C=2°C) i 12 godz. odwictlcniu. Natgzenie strumienia $wictlnego (Swiet-
16wki ,,Flora Osram”) wynosilo 70 umol'm-2s-'. Po 2 micsigcach adaptacji w tych
warunkach odcinano 1,5 cm odcinki todyzki i umieszezano je w otworach plytek
wykonanych z pleksiglasu. Plytki z réwnomiernic rozmieszczonymi gametoforami
umieszczano w naczyniach o objgtosci okoto 1 dem?, a nastgpnic zalewano: woda
destylowang, pozywka Menon i Lal {MENON, LAL 1974] lub wodg destylowang
zawierajgca 0,1 mmol CaCl,dm-? po czym umieszczano w komorach klimatyza-
cyjnych. Po réznym czasic od momentu zalania gametoforéw dokonano pomia-
réw oddychania ciemniowego w powietrzu zawierajacym 21% tlenu (R,)) tub w
argonic (Ry).

Stgzenie CO, wynoszace 300—400 lub 1300-1400 umol CO,molt uzyski-
wano poprzez dodanie odpowiednicj ilodci tego gazu do uktadu zamknigtego.
Objetosé catego uktadu, sktadajgcego si¢ z komory z ptaszczem wodnym, systcmu
nawilzajgcego powietrze, wynosita 0,644 dem® i byla polaczona z analizatorem
gazowym ADC-225-MK-3. Ilo§¢ wydzielonego dwutlenku wggla micrzono w tem-
peraturze 25°C (£1°C) i przeliczono na jednostke suchej masy po zakoriczeniu
catego doswiadczenia. Wartosci $rednie 1 warto$¢ standardowego odchylenia (SD)
wyliczono z 3-5 powtdrzen. Do statystycznego opracowania danych wykorzystano
program ,Statistica”.

Wryniki i dyskusja

Natgzenie oddychania ciemniowego (R,,) gamctoforéw Polytrichum com-
mune hodowanych w komorach klimatyzacyjnych, mierzone w powietrzu zawiera-
jacym 21% tlenu i 300—400 umol CO,mol-!, wynosi §rednio 23 umol CO, g sm:
h-!. Podwyzszenie st¢zenia dwutlenku wegla do 1300400 wmolmol-! nicznacznie
obniza ilo§¢ wydzielonego CO,. Zatopienic gametoforéw w wodzic destylowanc;j
poczatkowo (1-3 dzief) powoduje bardzo wyrazny wzrost intcnsywnoSci bada-
nego procesu (rys. 1).

Ilos¢ wydzielonego dwutlenku weggla mierzona w atmosferze zawierajgcej
300—400 umol CO,mol! w pierwszym dniu hodowli jest wyzsza od wartosci przed
zalaniem gametoforéw woda. Jednak po 3 dobach przetrzymywania todyzek pod
wodg warto$¢ R,, obniza si¢ do wartoSci poczatkowej przyjete] jako kontrolna.
Przediuzenie czasu ekspozycji prowadzi do obnizenia iloSci wydzwloncgo CO,.
Umieszczenie gametoforéw w pozywce powoduje poczatkowo mniejsze zmiany w
ilosci wydzielonego CO,. Po 3 dobach hodowli w tych warunkach warto§é R,
przez nast¢gpne 5 dni jest $rednio o 10% nizsza od intensywnoSci oddychania
przyjetej jako kontrolna i stopniowo obniza si¢ do zakoficzenia eksperymentu.
Jednak ostatecznie ilo§é wydzielonego CO, jest tylko o 36% nizsza od wartosci
poczatkowej. Podobnic jak w przypadku zatopienia mchéw w pozywce, stres wy-
wolany zanurzeniem gametofor6w w wodzic destylowanej z dodatkiem jondw
wapnia jest wigkszy niz spowodowany woda destylowang (rys. 1).

Juz po 2 dobach, nat¢zenie oddychania ciemniowego gamctoforéw spada
do poziomu kontrolnego przed ckspozycja. Przez nastgpne 5 dni utrzymuje si¢ na
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poziomie 80-90% pierwotnej wartosci i ostatecznie po 29 dobach hodowli w tych
warunkach jest o 41 % nizsze.
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Gametofory przed pomiarem byly przykryte; Gametophores before measurements werc covered with:
B wodg destylowang; distilled water
4 pozywka; nutrient
© woda destylowang z CaCl,; distilled water with CaCl,
Rys. 1. Natg¢zenie oddychania ciemniowego gametoforéw Polytrichum commune L.

wyrazone w procentach wartosci kontrolnej mierzone w atmosferze 21% tlenu
(R;) i stgzeniu 300-400 umol CO,mol-!

Fig. 1. Intensity of CO2 evolution in gametophytes of Polytrichum commune L.
expressed in % of initial value measured in 21% of oxygen (R,,) and 300-400
pmol CO;mol!

Umieszczenie gamctoforéw w wodzie destylowanej lub pozywce, a nastep-
nie pomiar ilosci wydzielonego CO, w atmosferze pozbawionej tlenu (R,) i
zawierajacej 300—400 umol CO, mol-! pokazuje, Ze natgzenie proceséw prowadza-
cych do produkcji CO, wyraZnie wzrasta przez pierwsze 3 doby (1ys. 2).

Po tym czasic nastgpuje dos$¢ fagodny spadek iloSci wydzielonego CO, do
16 doby hodowli. Ostatccznie po 29 dobach hodowli ilo§¢ wydzielonego CO, mie-
rzona w atmosferze beztlenowej jest o 31% nizsza od wartodei kontrolnej.
Poczatkowy wzrost intensywnosci wydzielania CO, mierzony w atmosferze argonu
stwicrdzono réwniez dla gmectoforéw zalanych pozywka, a dalszy przebieg tego
procesu jest podobny do opisanego powyzej.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze w warunkach tych ma micjsce uruchomienie
proceséw fermentacyjnych, ktére w miarg przedtuzania si¢ stresu ulegaja zaha-
mowaniu. Poczatkowo ilo§é wydzielonego CO, w poréwnaniu do wartodci kon-
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trolnej jest mniejsza niz tych, ktére byly zalane woda destylowana. Nie stwier-
dzono natomiast poczgtkowych szokowych zmian w iloci wydziclonego CO,
jezeli gametofory zostaly zalanc woda z chlorkiem wapnia (rys. 2).
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Gametofory przed pomiarem byly przykryte; Gametophores belore measurements were covered with:
B wodj destylowang; distilled water

A pozywka; nutrient

© wodg destylowana z CaCl,; distilled water with CaCl,

Rys. 2. Natg¢zenie wydzielania dwutlenku wegla przez gametofory Polytricluun com-
mune wyrazone w % wartosci kontrolnej. Pomiar w atmosferze argonu (0%
tlenu (R,)) przeprowadzono przy stezeniu 300400 wmol CO, mol-

Fig. 2. Intensity of CO, evolution in gamctophytes of Polytrichum commune expressed
in % of control. Mcasurcments in argon (0% oxygen) and CO, concentration
300-400 wmol-mol-

Jednak po 29 dobach hodowli gametoforéw w tych warunkach ilo$¢ wydzie-
lonego CO, jest o 44% nizsza od poczatkowej. Podobne zmiany stwicrdzono
jezeli pomiar wydzielania CO, mierzono w atmosferze beztlenowej, ale zawiera-
jacej 1300-1400 pmol CO,mol-l. W tych warunkach jedynic gamctofory, ktére
zalano woda destylowang z jonami Ca*? wydziclaja az o 64% mnicj CO, po 29
dobach hodowli.

Zestawicnie danych dotyczacych bczwzglednych iloSci wydziclonego CO,
przez gametofory hodowane w réznych pozywkach pokazujg, ze zmiany w znacz-
nie wigkszym stopniu dotyczg gléwnic natgzenia procesdw micrzonych w warun-
kach tlenowych. Natomiast poczatkowy wzrost ilodci wytworzonego CO, micrzo-
nego w atmosferze beztlenowej przez gamctofory hodowane w wodzie z dodat-
kicm jonéw wapniowych jest prawie niewidoczny. Mozna przypuszezad, ze obec-
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noé¢ jonéw Ca++ hamuje intensyfikacj¢ proceséw fermentacyjnych. Powyzsze
wyniki wskazujg w oczywisty sposéb, ze stres wywolany ograniczonym dostgpem
tlenu powoduje znacznie wigksze zmiany w oddychaniu tlenowym niz beztleno-
wym. Prawdopodobnie wzrost poziomu kwasu mlekowego lub alkoholu w komér-
kach jest zwigzany z brakiem tlenu jako koncowego akceptora elektronéw oddy-
chania mitochondrialnego. Adaptacja roélin do warunkéw anerobowych wigze si¢
z uruchomieniem mechanizméw detoksykacji powstalych metabolitéw. Mecha-
nizm reakcji na stres braku dostgpu tlenu jest wige zwigzany z réznym poziomem
organizacji i funkcjonowaniem rosliny.

W indukgcji tych zmian poSredniczy¢ mogg réwniez jony wapniowe, ktdrych
st¢zenic w cytozolu wzrasta, jezeli ograniczy si¢ dostep tlenu do komérki roflin-
nej [VARTAPETIAN, JACKSON 1997]. Waph stanowi¢ moze transduktor sygnatu dla
proccsOw transkrypcji i translacji [CHANG i in. 2000]. Po krétkim okresie przetrzy-
mywania ro$lin w warunkach ograniczonego dostgpu tlenu wzrasta poziom bialek,
ktdre okrcsla sig jako biatka aneorobowe [Fox i in. 1995].

Eksponowanie gamctoforéw Polytrichum commune w warunkach hipoksji
wywotuje stres, ktdry jednak nie wywotuje drastycznych zmian w natg¢zeniu oddy-
chania ciemniowego i prowadzi do przediuzenia aktywnosci roéliny przez diuzszy
czas dziatania tego czynnika co §wiadczy o duzych zdolnosciach adaptacyjnych.
Mozna spodziewad sig, ze dochodzi do wzrostu poziomu transkrypcji dehydroge-
nazy alkoholowej, dekarboksylazy pirogronianowej oraz aldolazy i enolazy [FEE-
NOY, BAILEY-SERRES 1995 ].

Mechanizmy adaptacyjne tych rodlin wynikaja prawdopodobnie z faktu
aktywacji gendw anoksji o czym $wiadczy reakcja gametofordw Polytrichum com-
mune na zalanie wodg destylowang zawierajacg jony wapnia. Warunki hipoksji
pomniejszajg réwniez pule ATP ktéry w przypadku roflin zielonych moze byé
uzupetniana w wyniku fosforylacji fotosyntetycznej, co niewatpliwie obniza skutki
stresu wywolane dostgpem tlenu [FEENOY, BAILEY-SERRES 1995]. Istotnym dla
funkcjonowania tych rodlin w warunkach hipoksji jest wysoki udzial oddychania
beztlenowego przy pelnym dostgpie tlenu oddychania beztlenowego. Jest to spe-
cyficzna cecha tych roslin co przy istnicniu innych mechanizméw adaptacyjnych
wyjasnia mozliwo$¢ przetrwania przy ograniczonym dostepie tlenu.

Whioski

1. Natezenie proceséw oddechowych jest silnie zmienione w warunkach hypo-
ksji.

2. Stres wywolany ograniczonym dost¢pem tlenu powoduje znacznie wigksze
zmiany w oddychaniu tlenowym niz beztlenowym.

3. Obnizenic st¢zenia tlenu jest silnym czynnikiem stresowym dla gametofo-
rOw Polytrichum commune L.
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Stowa kluczowe:  Polytrichum commune L., hypoksja, anoksja, oddychanic, ste-
zenic CO,, gametofory mchéw

Streszczenie

Rodliny ladowe s3 zazwyczaj organizmami aerobowymi. Okresowo moze
pojawi¢ si¢ ograniczenie w dostgpie tlenu (hipoksja) lub calkowity jego brak
(anoksja). Przyczyng tych zmian jest czgste zalanie wodg calych roélin lub syste-
mu korzeniowego. Tolerancja na okresowe anarcobowe warunki wiaze si¢ z wic-
loma zmianami w metabolizmie komérki. Przypuszeza sig, ze obnizenic poziomu
tlenu powodowaé mozc aktywacje gendw specyficznych dla hipoksji czy anoksji.
Celem podjctych badan bylo okre§lenie reakgji tych roslin na ograniczony dostep
tlenu spowodowany zalaniem wodg. Natgzenic oddychania cicmniowego mic
rzono w powietrzu zawierajagcym 21% tlenu oraz w argonic pod nicobecnosé
tlenu.

Gametofory zalanec wodg destylowang przez pierwsze 2 dni wykazuja oddy-
chanie 0 64% wyzsze od tych na poczatku eksperymentu, gdy pomiar wykonano
w atmosferze 21% tlenu. Natomiast w atmosferze argonu jest tylko o 25% wyz-
sze. Po tym czasie nast¢puje stopniowy spadek ilodci wydzicloncgo CO,. Po 30
dniach przetrzymywania gamctoforéw w tych warunkach oddychanic jest tylko o
35% nizsze od wyjsciowego. Dodanic jonéw Ca*2 do wody ogranicza szok spowo-
dowany ograniczonym dost¢pem tlenu. Intensywnos¢ tego procesu micrzona po
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1 dniu w atmosferze 21% tlenu jest o 20% wyzsza od wyjéciowe] wartosci oddy-
chania. Podobnic jak w przypadku z wodg destylowang przedtuzenie czasu ekspo-
zycji prowadzi do spadku oddychania tak tlenowego jak i beztlenowego, ktére po
30 dniach jest o 41% nizsze od poczatkowego.

Zalanic gamectoforéw pozywka powoduje podobne zmiany jak w przetrzy-
mywanych w wodzic z jonami wapnia. Po 30 dniach intensywno$¢ oddychania
mitochondrialnego jest tylko okolo 20% nizsza od poczatkowego.

Umieszczenie gametofordw Polytrichum commune L. w warunkach hipoksji
wywoluje stres, ktéry nie prowadzi do drastycznych zmian w oddychaniu ciemnio-
wym, a zdolnodci przetrwania tych roélin do warunkéw hipoksji wykazuja jeszcze
ro§liny po 30 dniach eksperymentu.

THE INFLUENCE OF ANAEROBIC CONDITIONS
ON THE DARK RESPIRATION OF MOSS GAMETOPHYTES
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Institute of Biology, Pedagogical Academy, Krakéw
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Summary

Land plants are generally aerobic organisms. Periodically, limitation of the
access to oxygen (hypoxia) or total lack of it (anoxia) can occur. The changes are
caused by flooding of the whole plants or the root system. Periodic tolerance of
anaerobic conditions is connected with numerous changes in cell metabolism.
Oxygen deficit causes activation of genes which code specific polypeptides.

Even typical land mosses undergo total flooding with rainwater or dew.
The research aimed at cstimation of these plants’ reaction to limited access to
oxygen causcd by flooding with water. The intensity of dark respiration was mea-
sured in the air containing 21% of oxygen and in argon with 0% oxygen concen-
tration.

The gamctophores flooded with distilled water demonstrate — for the first
two days — respiration by 64% higher than those at the beginning of the experi-
ment, when the measurement was done in the atmosphere containing 21% of
oxygen, whereas in the atmosphere of argon it is higher by only 25%. After this
period therc is a gradual drop in the amount of evolution of carbon dioxide.
After 30 days of storing gamctophores under these conditions, respiration is only
by 35% lower than initially. The addition of Ca+? ions to water limits the shock
causcd by limited access to oxygen. The intensity of the process measured after 1
day in the atmosphcre containing 21% of oxygen is by 20% higher than the ori-
ginal respiration valuc. As it is in the case of distilled water, extension of the
flooding period leads to a drop in respiration — both aerobic and anaerobic, and
after 30 days it is by 41% lower than initially.

Flooding gametophores with culture medium causes changes similar to
those occurring when they arc kept in water containing calcium ions. After 30
days, the intensity of mitochondrial respiration is only by about 20% lower than
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at the beginning.

Polytrichum commune gametophores under the hypoxia conditions are sub-
jected to stress, which does not lead to drastic changes in dark respiration. The
fact that they stay alive for 30 days is a proof of their adaptiveness.
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