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Effect of chill and intensity of light on the activity photosystem II
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W pracy przedstawiono wyniki badan wptywu
chlodu i zwigkszonego napromieniowania (4°C;
PPED 900 pmol'm>s™') na fluorescencje chlo-
rofilu w liSciach mtodych roslin rzepaku jarego.
Pomiary fluorescencji wykonywano przy uzyciu
fluorymetru PAM 1 wyznaczano parametry:
Fy/Fu, Y 1 Rfd. Pomiary wykonywano: w wa-
runkach wzrostu (18°C; PPFD 180 pm()l'm’z-s’l),
po 2 h ekspozycji roslin na niska temperaturg
(4°C) i silne napromieniowanie (PPFD 900
pmol'm s ™) oraz po 24 h regeneracji (18°C
w ciemnosci). Pomiary wykonano na dwutygod-
niowym lisciu I, a po 20 dniach — na lisciu II.
Podwyzszony poziom PAR przy obnizonej
temperaturze spowodowal znaczne obnizenie
wartos$ci wszystkich parametréw, a szczegdlnie
Rfd (wskaznika witalnosci). Po 24 godzinach
restytucji warto$ci parametrow osiagngty od
okoto 85 do 94% wartosci kontrolnych. Badania
wykazaly, ze w efekcie jednoczesnego oddziaty-
wania silnego $wiatla i niskiej temperatury na
badane liScie rzepaku jarego (ro$liny uznawanej
za tolerancyjna na chtdd) nastapito dos¢ powaz-
ne i dlugotrwale zakldcenie reakcji fotosynte-
tycznych w PS IL

in spring oilseed rape

chtéd, fluorescencja chlorofilu, fotoinhibicja, regeneracja

chill, chlorophyll fluorescence, photoinhibition, recovery

The paper presents the results of research of the
effect of chill (4°C under high light (PPFD
900 pmol'm *s ") on chlorophyll fluorescence in
leaves of young spring oilseed rape plants.
Fluorescence measurements were done with
a PAM fluorimeter Walz, and the following
parameters were estimated: Fy/Fy, Y and Rfd
(vitality index). The measurements were carried
out under control conditions (18°C, PPFD
180 pmol'm *s™'), after 2-hour plant exposure
to low temperature (4°C) and a high radiation
(PPFD 900 umol'm>s™"), and after 24-hour
regeneration (18°C, darkness). The measurements
were carried out on the 1st leaf after 14 days,
and on the 2nd leaf after 20 days. The strong
illumination in low temperature resulted in
considerable decrease in all the parameters,
particularly Rfd. After 24-hour regeneration, all
the parameters regained 85 to 94% of their
control values. The studies demonstrated that the
simultaneous activity of high light and low
temperature on leaves of spring oilseed rape
(a plant considered chill-tolerant) resulted in
severe and long-term disturbance of PS 1I
photosynthesis reactions.
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Wstep

Niekorzystne zmiany klimatu moga stanowi¢ jedna z przyczyn obnizenia
plondéw rzepaku w uprawach ozimych i jarych. Rzepak jary jest szczegdlnie
wrazliwy na niedobor wody w poczatkowych fazach wzrostu. Podobnie jak
w przypadku innych upraw jarych, warunkiem dobrych i terminowych zbiorow
rzepaku jest wczesny jego wysiew oraz szybki start wzrostu wegetatywnego.
W takich warunkach przy wiasciwej agrotechnice oraz intensywnej fotosyntezie
ros$liny moga szybko rozwina¢ system korzeniowy i wykorzysta¢ pozimowe zapasy
wody w glebie. Rzepak jary wysiany na przetomie marca i kwietnia jest nierzadko
narazony na nocne przymrozki i kilkugodzinne okresy chtodu przy wzglednie
duzym natg¢zeniu promieniowania fotosyntetycznie czynnego (PAR). Rzepak jary
toleruje umiarkowanie niska temperature i jej spadek do —4°C podczas wschoddow,
a w fazie rozwinigtych liscieni nawet przymrozki do —7°C nie wywotuja trwatych
uszkodzen (Watkowski 2000). Gdy jednak obnizonej temperaturze towarzyszyc
bedzie zwigkszone natgzenie PAR (np. stoneczny chtodny ranek), moze miec
miejsce efekt niskotemperaturowej fotoinhibicji. Nastepuje to wtedy, gdy zielone
tkanki roslin pochtong wigcej energii PAR niz sa w stanie przetworzy¢ na energi¢
chemiczna w procesie fotosyntezy. Fotoinhibicje¢ moze wywota¢ nagly wzrost
napromieniowania, kilkakrotnie przewyzszajacy dotychczasowy jego poziom lub
nawet umiarkowane natgzenie PAR, przy jednoczesnym oddziatywaniu czynnikow
stresowych ograniczajacych szybkos¢ asymilacji CO, w fazie ciemnej fotosyntezy
(Baker i in. 1988; Starck 1995; Hall i Rao 1999). W naszych warunkach klima-
tycznych czgsto takim czynnikiem jest niska dodatnia temperatura (chtod).

W efekcie niskotemperaturowej fotoinhibicji w chloroplastach roslin chtodo-
wrazliwych (pomidor, ogorek, kukurydza) nastgpuje spowolnienie fotosyntetycz-
nego transportu elektronow w PS II, ograniczenie fotofosforylacji i generowane sa
aktywne formy tlenu (Smillie i in. 1988; Peeler i Naylor 1988; Kratsch i Wise
2000). Szczegolnie niebezpieczna jest blokada transportu elektronow sprzyjajaca
przeksztatcaniu uwalnianego O, w wysoko aktywna formg tlenu singletowego
('0,) majacego zdolnoéé utleniania chlorofilu w centrum reakcji PS II, a w dalszej
kolejnosci takze i innych barwnikow w antenach energetycznych (LHC, LHC II),
doprowadzajac do destrukcji tych anten (Hendrich 1995; Hall i Rao 1999). Innym
groznym efektem wywolanym przez aktywne formy tlenu w PS II jest denaturacja
D1 — kluczowego biatka w tym makrokompleksie (Saczynska 1993; Krause 1994;
Hendrich 1995).

Mozna przypuszczaé, ze niskotemperaturowa fotoinhibicja staje si¢ powaz-
nym zagrozeniem dla wzrostu i plonowania wszystkich roslin, gdy w warunkach
chtodu i silnego napromieniowania PAR przestaja wystarcza¢ mechanizmy rozpra-
szania nadmiaru energii wzbudzenia (np. poprzez cykl ksantofilowy, cykliczny
i pseudocykliczny transport elektronéow), a systemy przeciwutleniajace nie sa
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w stanie uchroni¢ komorek roslinnych przed szkodliwym dziataniem aktywnych
form tlenu (Foyer i in. 1994; Gruszecki 1995; Huner i in. 1996). Mechanizmy
i skutki stresu chtodowego, a zwtaszcza wplywu niskotemperaturowe;j fotoinhibicji
na funkcje aparatu fotosyntetycznego mozna bada¢ przy pomocy metod lumines-
cencyjnych np.: indukcji fluorescencji chlorofilu, opdznionej luminescencji chloro-
filu, ultrastabej biochemiluminescencji (Lichtenthaler i Rinderle 1988; Skorska
i Murkowski 1988; Krause i in. 1990; Viesielovskij i Viesielova 1990; Schapendonk i
in. 1992; Bolhar-Nordenkampf i Oquist 1993; Murkowski i Skérska 1997).

Material i metody

Rosliny rzepaku jarego roslty w termoluminostacie na podlozu piaskowym,
podlewane pozywka Hoaglanda (50%), przy os$wietleniu lampami rt¢ciowymi
LRFR 400 (PPFD 180 umol'm s, fotoperiod 12 h), w temperaturze 18°C/15°C,
odpowiednio: dzien/noc. Do badan pobierano krazki o $rednicy 9 mm wycigte
z pierwszego liscia — I (po 14 dniach) i liscia drugiego — II (po 20 dniach
wzrostu roslin). W kazdej serii bylo 8 krazkéw pobranych z lisci nalezacych do
8 roslin. Krazki umieszczano na powierzchni wody w szalkach, a nastgpnie inkubo-
wano w termoluminostacie (18°, PPFD 180 pmol'm *s ). Po 2 godzinach inkubacji
wykonywano pierwsza seri¢ pomiaré6w (kontrolnych). Pomiary fluorescencji chlorofilu
(FL) wykonywano przy uzyciu fluorymetru PAM 200 (prod. Walz, Niemcy) wyzna-
czajac parametry:

Fv/Fy  maksymalna efektywnos$é reakcji fotochemicznej w PS II wyznaczona po
adaptacji ciemniowej 1 po calkowitej redukcji akceptorow w PS II (Bolhar-
Nordenkampf i Oquist 1993),

Y maksymalna wydajno$¢ konwersji energii fotonow PAR na energig
chemiczna w danych warunkach $wietlnych (Schreiber 1997),

Rfd  wskaznik witalnosci informujacy o wspotdziataniu reakcji fazy $wietlnej
z reakcjami fazy ciemnej i okreslajacy potencjalng aktywnos$¢ fotosyntetyczna
(Lichtenthaler i Rinderle 1988),

Fv fluorescencja zmienna (w warunkach ciemniowych),

Fm fluorescencja maksymalna (w warunkach ciemniowych).

Po wyznaczeniu parametrow kontrolnych szalki z krazkami przenoszono do
innego termoluminostatu (4°C, PPFD 900 umol'm *s "), gdzie warunki sprzyjaty
niskotemperaturowej fotoinhibicji. Po 2 godzinach wykonywano druga seri¢ po-
miar6wW wyznaczajac te same parametry FL. Po pomiarach odstawiano szalki
z badanymi krazkami do zaciemnionej kamery (temp. ok. 18°C) w celu regeneracji
powstatych uszkodzen. Po 24 godz. wykonywano trzecia seri¢ pomiarow. Taka
samga procedurg stosowano przy pomiarach FL chlorofilu w lisciach I oraz II.
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Wyniki pomiaréw kontrolnych (srednie arytmetyczne) przedstawiono w tabeli 1.
W tabelach 2 i 3 przedstawiono wzgledne wartosci (kontrola 100%) usrednionych
wartoséci parametréw dla krazkow z lisci I i II w kolejnych seriach pomiarowych.
Poréwnano wyniki pomiaréw parametréw FL dla lisci 1 i Il przy pomocy testu
t-Studenta, oznaczajac gwiazdkami $rednie rozniace si¢ istotnie na okre§lonym
poziomie istotnosci.

Wyniki i dyskusja

W warunkach kontrolnych wyznaczone parametry fluorescencji chlorofilu dla
lisci 11 byly wyzsze niz dla I, z wyjatkiem Fy/Fy;, dla ktérego roéznica nie byta
istotna (tab. 1).

Tabela 1
Wartosci parametréw fluorescencji chlorofilu w lisciach rzepaku wyznaczone w warunkach
kontrolnych — Chlorophyll fluorescence parameters in the leaves of oilseed rape grown
under control conditions

Fy/Fy Y Rfd
11i§¢ — 1st leaf 0,715+ 0,036 0,583 £0,013 1,82+0,10
T 1is¢ — 2nd leaf 0,735 +0,017 0,606 + 0,008 1,98 +0,12
br ok sk

Rodznice istotne na poziomie istotnosci 0,01 oznaczono **, b.r. — brak réznicy istotnej na poziomie 0,05
Difference significant at the significance level 0.01 marked as **, b.r. — difference not significant
at 0.05 level

Po 2 godzinach jednoczesnego oddzialywania silnego $wiatla (pigciokrotnie
przewyzszajacego poziom PAR podczas wzrostu) i niskiej temperatury (4°C)
warto§ci wyznaczanych parametréw ulegly znacznemu obnizeniu, co $wiadczy
o niskotemperaturowej fotoinhibicji procesu fotosyntezy (Krause 1994; Murkowski
i Skorska 1997; Hall i Rao 1999). Pod wplywem wywotanego stresu znacznie
zmniejszyly si¢ $rednie wartosci wskaznika witalno$ci Rfd, natomiast w stopniu
stosunkowo mniejszym nastapilo obnizenie wartoSci parametréw Fy/Fy 1 Y, ktore
charakteryzuja wydajno$¢ reakceji fotochemicznych w PS 11 (tab. 2).

Mozna stad wnioskowaé, ze czynniki stresowe w powaznym stopniu zmniej-
szyly efektywno$¢ reakcji fazy ciemnej fotosyntezy (Lichtenthaler i Rinderle 1988;
Croxdale i Omasa 1990).W warunkach $wietlnych aktywnos$¢ reakcji fotosyntezy
okresla parametr Y (Schreiber 1997). W lisciach I warto$¢ tego parametru ulegta
obnizeniu o ponad 77% natomiast w liSciach II utrzymata si¢ na poziomie ok. 43%
wartosci kontrolnych (tab. 2). Krazki lisciowe poddano nastgpnie regeneracji, aby
oceni¢ zdolno$¢ aparatu fotosyntetycznego badanych roslin do przezwycigzenia
negatywnych efektow niskotemperaturowej fotoinhibicji (Smillie 1988). W tabeli 3
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przedstawiono wzgledne wartosci (kontrola 100%) wyznaczonych parametrow dla
krazkow z lisci I i II. Po 24 godzinach regeneracji wartosci wszystkich parametréw
zdecydowanie wzrosty, a poczatkowe rdéznice pomigdzy lisémi I i II praktycznie
zanikty.

Tabela 2
Wzgledne wartosci parametréow fluorescencji chlorofilu w lisciach rzepaku wyznaczone
po dziataniu chlodu i $wiatta — Relative values of the chlorophyll fluorescence parameters
in the leaves of oilseed rape determined after chill and high light stress

Fy/Fyp [%] Y [%] Rfd [%]

I 1i§¢ — 1st leaf 43,1+ 4,4 32,5+ 4,4 25,8+32

11 1i$¢ — 2nd leaf 454+ 2,5 42 8+ 2,1 26,7£2,9
b.r. Hkok b.r.

Roéznice istotne na poziomie istotno$ci 0,001 oznaczono ***  b.r. — brak rdznicy na poziomie
istotnosci 0,05 — Difference significant at the significance level 0.001 marked as ***, b.r. — difference
not significant at 0.05 level

Tabela 3
Wzgledne wartosci parametrow fluorescencji chlorofilu w lisciach rzepaku wyznaczone
po 24 godzinach regeneracji — Relative values of the chlorophyll fluorescence parameters

in the leaves of oilseed rape determined after 24 h recovery

Fy/Fyp [%] Y [%] Rfd [%]
I 1is¢ — 1st leaf 91,0+2,7 85,5+4.2 86,3 +8,3
11 1i$¢ — 2nd leaf 94,0 +3,9 84,5+3,6 85,1+ 8,8
b.r. b.r. b.r.

b.r. — brak roznicy przy poziomie istotnosci 0,05 — difference not significant at the level of 0.05

Warto zauwazy¢, ze po okresie regeneracji, zarowno wydajno$¢ przemiany
energii PAR na energie¢ chemiczna (Y), jak i wskaznik witalnosci (Rfd) pozosta-
waty wciaz jeszcze o ok. 15% nizsze od warto$ci kontrolnych. Ten utrwalony efekt
niskotemperaturowe;j inhibicji moze by¢ jedna z przyczyn spowolnionego wzrostu
1 niestabilnego plonowania rzepaku jarego w niesprzyjajacych warunkach klima-
tycznych.

Podsumowanie

1. Chtoéd i duze natezenie promieniowania PAR spowodowaty znaczne (chociaz
nierdwnomierne) obnizenie warto§ci wszystkich wyznaczonych parametrow
fluorescencji chlorofilu, co $wiadczy o silnej inhibicji reakcji fazy swietlnej
fotosyntezy w lisciach rzepaku jarego.
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2. Wyniki pomiaréw wykonanych na pierwszych i drugich liciach rzepaku nie
wykazywaly istotnych roznic, z wyjatkiem wydajnosci reakcji fotochemicznej
PSII w warunkach $wietlnych, ktéra w warunkach niskotemperaturowej
fotoinhibicji pozostawala znaczaco wyzsza w chloroplastach lisci drugich.

3.  Po 24 h regeneracji, warto§ci wyznaczanych parametrow znacznie wzrosty,
zarowno w lisciach pierwszych, jak i drugich, chociaz nie osiagngty wartosci
otrzymanych dla kontroli.

Conclusions

1. Chill and high PAR intensity resulted in considerable (though uneven) decrease
in the values of all the parameters, which demonstrates a strong inhibition
of light-phase photosynthesis.

2. The values recorded for younger leaves did not differ significantly from those
obtained for older leaves, except for the light-phase photochemical
reaction efficiency in the PS II, which remained significantly higher in the
older plants under low temperature — photoinhibition stress.

3. After the recovery, the values of the parameters considerably increased in both
younger and older plants, however without regaining the control levels.
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