ZESZYTY PROBLEMOWE POSTQPéW NAUK ROLNICZYCH 1984 z. 271

FOTOSYNTETYCZNY TRANSPORT ELEKTRONOW W CHLOROPLASTACH LISCI
POMIDOROW PODDANYCH DZIALANIU KADMU

Tadeusz Baszynski, Lucyna Wajda™, Maria Krél, Danuta Woliriska
Zbigniew Krupa, Anna Tukendorf

Instytut Biologii, Uniwersytet Marii Curie-Sklodowskiej,
20-033 Lublin, ul. Akademicka 19

Wigksze stezenia kadmu wystepujace w $rodowisku naturalnym
moga byé dla rodlin toksyczne [3]. Kadm jest inhibitorem metabo-
lizmu roslin, a szczegdlnie procesu fotosyntezy u roslin wyzszych
(8] . Stwierdzona przez Bazzaza i in. (3, 4] oraz Huanga i in. (9]
zaleznoé¢ miedzy fotosynteza netto a transpiracja sugeruje, 1z
dziatanie kadmu w procesie fotosyntezy mogioby sie sprowadzac¢ do
zamykania szparek. Podobne sugestie wysuwaja Lamoreaux i in, (10].
W ostatnich latach ukazaly sie takze doniesienia, iz kadm w izo-
lowanych chloroplastach roslin wyzszych hamuje fotosyntetyczny
transport elektronéw w obrebie II ukladu fotosyntezy [5]. W roku
1975 Van Duijvendijk-Matteoli i Desmet (6] wykazali, ze kadm usz-
kadza uktad rozszczepiajacy wode w miejscu dziatania manganopro-
teidu. Z drugiej strony Li i Miles (11 ] uwazaja, 2e kadm  dziaia
bezpodrednio na chlorofil w centrum reakcji II uktadu fotosyntezy.
Wedtug Lucero i in. [12] kadm uzyty w niskich stezeniach hamuje
réwniez fotofosforylacje lisci szpinaku.

Wiekszoéé pomiaréw fotosyntezy netto przeprowadzano na lis-
ciach odcietych roslin zanurzonych na krotki okres w roztworze o
réznym stezeniu kadmu. Aktywnosci fotochemiczne mierzono nato-
miast w izolowanych chloroplastach inkubowanych w roztworze kadmu.
W pracy niniejszej badano aktywnosci fotosyntetyczne chloroplas-
téw rodlin uprawianych na pozywce zawierajacej jony kadmu. Zwré-
cono takze uwage na ochronne dziatanie jonow manganu przed ihibu=~
jacym wplywem kadmu na swietlna faze fotosyntezy.

*zaktad Fizjologii Ro$lin, PAN, Krakow.
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MATERIAL I METODY

Nasiona pomidora (Lycopersicum esculentum Mill. odm. Money-
maker) sterylizowano w 70% alkoholu przez 5 min. nastepnie moczo-
ro przez 2-3 godz. w wodzie destylowanej, wreszcie kiektkowano
przez 5 dni w ciemnod$ci w temperaturze 27°C na bibule filtracyj-
neje. Siewki umieszczano w wazonach zawierajacych pozywke Steinec-
ke rozcienczona woda destylowana w stosunku 1:1 i przenoszono do
szklarni. Po 10 dniach rosliny przeniesiono na petna pozywke, ktd-
ra przewietrzano codziennie i zmienisno co 2-3 dni. Do pozywki do-
dawano mikroelementy w nastepujacych ilosciach, w umolach/Llitr:

100 H3803. 100 Mn804' 4H20, 30 Zn804' 4H,0, 5 KJ 1 Na,MoO

2 ! 2 4'

Po 4 tygodniach wzrostu czesc roslin przenoszono do pozywki
(jak wyzej) zawierajacej 20 umoli/litr kadmu w postaci 3 CdSO
. 8H20 Po 9 dniach czes$¢é roslin traktowanych roztworem kadmu na-
wozono dodatkowo siarczanem manganu w ilosci 500 i 1000}moli/litr
pozywki. Szeséciotygodniowe roéliny zbierano do oznaczen akfywnoéé
ci fotochemicznych. Doswiadczenia przeprowadzano trzykrotnie w
trzech niezaleznych powtérzeniach w 7-dniowych odstepach w czerw-
cu 1 lipcu 1978 r. Zawartos$¢ chlorofilu oraz stosunek chl a/b oz-
naczono metoda Arnona 1 . Chloroplasty z liéci pomidoréw izolo-
wano i zawieszano w buforze fosforanowym (0,05 M, pH 7,6) zawie-
rajacym 0,15 M KC1 i 0,4 N\sacharozy wediug metody Sane i'in.[13].

Aktywnosc¢ II ukladu fotosyntezy mierzono spektrofotometrycz-
nie przy 6C0 nm na podstawie fotoredukcji sztucznego akceptora
elektrondw, dwuchlorofenololndofenolu (bciP). Pomiar przeprOWadza-
no w kuwetach szklanych w 20°C stosujac swiatlo czerwone o inten-
sywnosci 1.5 x 104 uw . 2. Mieszanina reakcyjna zawierata, = w
umolach: bufor Tricine-NaOH (pH 7,0), 150; DCIP, 0,125; chloro-
plasty w ilosci odpowiadajacej 30 ug chlorofilu w koficowej obje~
tosci 3 ml. W miejscach zaznaczonych w tabeli stosowano jako al-
ternatywny donor elektronéw dwufenylokarbazyd (DPC). |

Aktywnos¢ I uktadu fotosyntezy mierzono okredlajac pobér = 0,
elektroda tlenowa Clarka w temperaturze 24°C., Donorem elektrondw
byt askarbinian sodu i N,N,N',i!'-czterometylo-p-fenylenodwuanina,
(TMPD), za$ akceptorem metylowlologen (MV). Naczynko . réékgyége
oswietlano swiatlem czerwonym o intensywnosdci 2,5 x 10~ uW .cem 7,
Mieszanina reakcyjna dla pomiaru poboru tlenu zawierata, w = umo-
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lach: bufor Tricine-NaOH (pH 8,0), 150; DCMU, 0,03; askorbinian
sodu, 50; TMPD, 0,2; metylowiologen, 0,4; chloroplasty w ilocsci
odpowiadajacej 15 ug chlorofilu w kornicowej objetoéci 3 ml. Trans-
port elektronéw od wody do metylowiologenu (PS II + I), bedacy
miara aktywnosci obydwu uktaddéw fotosyntezy mierzono rdéwniez po-
larograficznie przy uzyciu elektrody tlenowej Clarka.

Fosforylacje cykliczna mierzono w obecnosci metosiarczanu fe-
nazyny zmodyfikowana meéoda Avrona (2]. Mieszanina reskcyjna za-
wierala nastepujace sktadniki, w umolach: bufor Tricine=NaOH (pH
©,0), 50; KC1, 50; MgCl,, 10; Na,PO,, 10; ADP, 4; metosiarczan fe-
nazyny, 0,15; askorbinian sodu, 20; chloroplasty w ilosci rdwno-
waznej 50 ug chlorofilu w koricowej objetosci 3 ml. Mieszaning re-
akcyjna oswietlano przez 5 min $wiatiem o intensywnosci 1.2 X
x 10° uW cm'z. Fotofosforylacje niecykliczna oznaczobo w ten
sam sposdb z tym, Ze metosiarczan fenazyny zastgpiono Zzelazicjan-
kiem potasu w ilos$ci 5 umoli [7]. zZawartos$dé fosforu nieorganiczne
go oznaczono metoda Fiske-Subbarowa.

Skrawki lisci utrwalono w 4% aldehydzie glutarowym w 0,07 M
buforze fosforanowym (pH 7.2) w temperaturze 4°C w ciagu 12 godz,
a nastgpnie przez 1 godz w 1% roztworze buforowym 0304. Material
odwadniano alkoholem etylowym i poprzez tlenek propylienu zatapia-
no w Vestopalu W. Spolimeryzowany material krojono na vultracien-
kie skrawki i kontrastowano octanem uranylu w 30% etanolu w ciggu
nocy a nastgpnie 0,03% cytrynianem oiowiu przez 10 min. Skrawki
analizowano w mikroskopie elektronowym Tesla BS-500.

OMOWIENIE WYNIKOW

Dotychczasowe badania nad wpiywem kadmu na fotosyntez@ doty-
czyty giéwnie krétkotrwalego dzialania tego pierwiastka. W srodo-
wisku naturalnym dziatanie to trwa z reguiy diugo, przez caty
okres ontogenezy rosliny. Kadm zawarty w $rodowisiku odzywczym ba-
danych roslin powodowal znaczny spadek zawartosci chlorofilu w
lidciach pomidoréw (ok. 50% w stosunku do roslin kontrolnych)
oraz okoko 15% obnizenie stosunku chl a/b. (tab. 2). Rysunek 1
przedstawia zdjgecia spod mikroskopu elektronowego wykazujace zmia-
ny w wewnetrznej strukturze chloroplastéw pod wpiywem tego pier-
wiastka. Zmiany te sprowadzaja si¢ do zmniejszenia ilosci gran,
lub ich catkowitego zaniku oraz akumulacji duzych plastoglobul
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T abela

Zawartos¢ chlorofilu w lisciach pomidordéw rosnacych
na podlozu mineralnym zawierajacym kadm

1

Dodatkowe Liscie pomidora
Wyszczegdlnienie nawozenie
manganem kor traktowane
k
w mi ontrolne kadmem

Zawartosc chlorofilu

W mg/dcm2
2,822 0,20 1,47 I 0,04
0,5 2,11 £ 0,16
1,0 1,89 £ 0,10
Stosunek chl a/b
- 2,7 2,3
0,5 2,6
1,0 2,6

wskazujacych na deorganizacje bion chloroplastowych. Przeniesie-
nie roslin traktowanych kadmem na pozywke zawierajaca nadmiar jo-
now manganu powoduje czgsciowa odbudowe struktury chloroplastéw,
gidwnie gran. Dotychczas wpiyw kadmu na strukture chloroplastéw
badany by} sporadycznie. Ostatnio Simola [14] nie zaobserwowaz
wigkszych zmian struktury chloroplastéw mchu (Sphagnum nemoreum)
pod wpiywem kadmu.

Stwierdzone przez nas zaburzenia w strukturze wewnegtrznej
chloroplastdw sugeruja zrdéznicowanie aktywnosci fotosyntetyczne-
go transportu elektrondow, Tabela 2 pokazuje, Zze przez nawozenie
pomidoréw kadmem aktywnos$¢ II ukiadu fotosyntezy jest silnie hav
mowana. Po dwéch tygodniach wzrostu na podiozu zawierajacym kadm
aktywno$c ta w izolowanych chloroplastach jest obnizona do okoio
57% aktywnosci rosélin kontrolnych. Kadm nie powodowal znaczniej-
szych zmian aktywnosci II ukladu fotosyntezy, jezeli jako sztucz-
nego donora elektronéw uzyto DPC. Fakt ten wykazuje, iz kadm blo-
kuje transport elektronéw przed miejscem, w ktérym DPC oddaje
elektrony do centrum II ukXadu fotosyntezy.
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Réwniez fotoredukcja metylowiologenu w reakcji wlaczajacej
obydwa fotoukiedy jest hamowana w chloroplastach ros$lin traktowa-
nyca kadmem, Inhibicja ta wynosi okoto 60%, jest pod wzgledem wiel -
koéci podobna do fotoredukcji DCIP. Obecnosé kadmu w roslinie za-
kidca wigc te reakcje fotochemiczne chloroplastéw, dla ktérych wo-
da stanowi Zrédio elektronéw. Mangan, uczestniczacy, jak wiadomo,
w procesie fotoredukcji wody, dodany do podioza, na ktérym rosty
rosliny traktowane kadmem, zmniejsza stopien inhibicji reakgji fo-
tochemicznych w chloroplastach zwiazanych z II uktadem fotosynte-
ZY e

Pojawianie sig¢ ponownie w chloroplastach gran pod wpiywem nad-
miaru manganu i réwnoczesna reaktywacja II uktadu fotosyntezy sta-
nowié¢ moga dowéd na zaleznos$é miedzy strukturg chloroplastu a je-
go funkcja. W doswiadczeniach in vitro inhibujacy wpiyw kadmu na
aktywnosé¢ II ukladu fotosyntezy byl po dodaniu manganu jedynie
czg@éciowo odwracany (6, 11].

Kadm pobrany przez roséliny z podloza (in vivo) wpiywa na lati-
cuch transportu elektrondéw podobnie jak w dos$wiadczeniach in vit=-
ro, w ktorych chloroplasty inkubowano z jonami kadmu. Nie jest to
prawdopodobnie bezposredni wpiyw na fotoredukcje II ukladu foto-
syntezy, jak to na podstawie badanh in vitro przyjmowali Li i Mi-
les (11]. Bardziej uzasadnione wydaje si@ przypuszczenie, iz po-
brany przez rosling kadm wpiywa na funkcje manganu w fotosyntety-
cznym wydzielaniu tlenu, Takie miejsce dziatania kadmu na izolo-
wane chloroplasty sugerowal Bazzaz i Govindjee [5].

W tabeli 3 przedstawiono wyniki wykazujace, ze chloroplasty
wyizolowane z roslin nawozZonych kadmem charakteryzuja sig¢ fosfory-
lacja niecykliczna (przynalezna do II ukladu fotosyntezy) nizsza
o okoto 50% anizeli chloroplasty ro$lin kontrolnych. Fosforylacja
cykliczna natomiast jest podobna w obu rodzajach chloroplastodw
(tj. kontrolnych rodlin i traktowanych kadmeh), a wpiyw kadmu nie
zaznacza si¢. Jest to sprzeczne z obserwacjami Lucero i in. [12].
ktérzy po dodaniu kadmu do zawiesiny chloroplastdéw stwierdzili
inhibicj@ cbu fotofosforylacji. W naszych doswiadczeniach wykaza-
no, ze nadmiar manganu reaktywuje fosforylacje hiecykliczna. Ten
efekt manganu nie byl dotychczas znany. A |

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki sugeruja, iz  mangan
moze by¢ w przyrodzie czynnikiem ochronnym przeciw inhibujacenu
dziataniu kadmu na aparat fotosyntetyczny roslin wyzszych. Stoso-
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wanie wyzszych stezerh manganu ograniczone jest niestety tolksycz-
nyn dziataniem wysokich jego dawek na rosliny.

Tabela 3

Fotofosforylacja w chloroplastach lisci pomidordéw rosnacych na po-
zywce mineralnej zawierajacej kadm

Dodatkowe Nie cykliczna Cykliczna
Rosliny nawozenie
manganem umole pobranego P /mg chl - h
w mM
| % %
Kontrolne - 78 - 4 100 96 - 8 100
Traktowane 5
le adma 37 - 16 47 93 - 11 97
v 0.5 62 - 4 30 81 - 19 84
® 1.0 80 - 11 103 91 - 16 95
PODSUMOWANIE

Siewki pomidoréw rosnace na pozywce mineralnej zawierajacej
jony kadmu charakteryzuja si@ nizsza zawartoscia chlorofilu oraz
nizszym stosunkiem chlorofilu a/b anizeli rosliny kontrolne.Aktyw-
noé¢ II ukiadu fotosyntezy (HZO-——>DCIP) oraz obu uktaddéw tacznie
(HZO-—bMV) w chloroplastach wyizolowanych z roslin rosnacych na
pozywce zawierajacej jony kadmu, jest o okoio 60% nizsza w pordéw-
naniu z roslinami kontrolnymi. Kadm nie wywiera istotnego wpiywu
na aktywnos$¢ I udziatu fotosyntezy.

Objawem dziatania kadmu na strukture chloroplastéw jest wyste-
powanie duzych plastoglobul i deorganizacja struktury lamellarnej,
gtéwnie stoséw gran. Przeniesienie roslin poddanych dziataniu kad-
mu do pozywki zawierajacej wysokie dawki manganu powoduje ponowne
tworzenie si@ gran i reaktywacje II uktadu fotosyntezy.

Praca byla finansowana przez Instytut Ekologii PAN (problen
MR II/15). Autorzy dziekuja pe mgr K. Kudlickiej =za wykonanie

zdjeé mikroskopowych.
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T, bauwvuwscku, J. Baima, M. Kpyns, . BoamHbcHAa
3. Kpyma, A. Tyrenznopg

POTOCVHTETNYECKNA TPAHCIOPT SJEKTPOHOB B XJIOPONJACTAX
JUICTBEB TIOMUZIOPOB, [OIBEPTHYTHX BO3AEWUCTBIN KAIMUA

Pezwnwume

CeAHLE MOMUZOPOB, pacCTyliMe B MUHEpPAJBHO#t NUTATENBHO{ cpeze,
cozepxame? UOHH KaIMUfA, XapPaKTEePU3YWTCHA HUBWUM COLEPKAHUEM XJIOpO-
(UIN8 ¥ HUSWUM COOTHOWEHMEeM Xjopoduina a/b, UeM KOHTDOJBHHE pac-
TeHUs, AKTUBHOCTE oTocucteme II (HZO-——’ DCIP) u ofeumx cucrem
BMECTe (HZO — MV) B xJjopomnacTtax, NM3O0JMPOBAHHHX M3  paCTeHui,
pacTyumx Ha NUTATEJNBHO# Ccpene, KOTOpPad COL6PKUT MOHH KaIMUg, I[IOY-
T Ha 60% HUKE, UeM y KOHTDPOJBHHX pacTeHMit, KazMmuii He OKa3HBAET
CylleCTBEHHOI'O BIMFHMUA Ha 8KTUBHOCTH (oTocucTeMmH I.

[lpy3HaKoM BIUAHNUA HA CTPYKTYPYy XJOPOMNACTOB ABJIAETCH NPUCYTCT-
Bie OOJNBWNX MNACTOTNOGYJN U LeOpraHms3alus JaMelNapHofi CTPYKTYPH,
TI3BHEM 00pas3oM rpaHyma. llepeMemenue pacTeHufi, NOABEPTHYTHX ZeficT-
BUK KaZMUsg, B MUTATEJNBHYW Cpeny, COLEepxallylo BHCOKWE M03H MapraHua,

BH3HBAGT BTOPMUYHOE 06pA30BaHNE T'PAHYMOB M PEAKTUBALUO (POTOCHUCTEMEH
I11e
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T. Baszyrnski, L. Wajda, M. Krél, D. Woliniska,
Z. Krupa, A. Tukendorf

PHOTOSYNTHETIC ELECTRON TRANSPORT IN CHLOROPLASTS OF CADMIUM
"TREATED TOMATO PLANTS

Summary

Tomato plénts grown on nutritional cadmium containing medium
exhibit reduced chlorophyll content. In isolated chloroplasts of
cadmium treated plants photosystem II activity (HZO —>DCIP) and
both photosystems activity (H,0—>MV) are inhibited in about 60%.
Photosystem I activity is not cadmium affected.

The fine structure of chloroplasts is desintegrated similarly
to senescence response., The principal symptoms of cadmium action
is the occurrence of large plastoglobules and disorganization of
lamellar structure, mainly grana stacks. Transfer of cadmnium trea-
ted plants into a medium with increased manganese level causes?
grana stacking and restoration of photosystem II activity. The
effects of cadmium and manganese are discussed in relation to pho-
tosystem II activity.



