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Badania spektralne fitochromu wyjasnity w znacznej mierze me-
chanizm reakcji fizjologicznych, w ktérych efekt dziatania impul-
su 8wiatla bliskiej czerwieni jest catkowicie odwracany przez na-
stepcze dziatanie sSwiatla dalekiej czerwieni (reakcje indukcji).
Mechanizm reakcji fizjologicznych zachodzacych w warunkach ciag-
tego odwietlenia (reakcje‘wysokiej energii) nie jest znany. Reak-
cje fizjologiczne w roélinach zachodza w warunkach periodu swiat-
to-ciemnoéc i podlegaja prawu odwracalnosci w indukcyjnym okresie
ciemnoséci oraz specyficznej zaleznosci od natgzenia i skitadu spek-
tralnego promieniowania w warunkach ciagiego oséwietlenia. Wigk-"
szo$¢ proceséw wymaga zatem wspéidziatania obu typdéw reakcji.O0gél-
ny model dziatania fitochromu obejmujacy reakcje indukcji i wyso-
kiej energii umozliwiat odkrycie procesu wiazania fitochromu zbzo-
nami pod wpiywem $wiatla (6, 8].

Asocjacja fitochromu z materiazem bionowym jest Stabllna w wa-
runkach krétkotrwaltej ekstrakcji w obecnosci jondw Mg o Umozli-

" wia to uzyskanie roztworéw, ktére mogg by¢ badane metcdami spekt-
ralnymi. Metody te wykorzystywano do okre$lenia wpiywu temperatu-
ry, gestosci energii éwietlnej oraz periodu dwiatto-ciemnos¢ na
zawartodé fitochromu zwiazanego z bionami oraz na czas poiowicz-
nej przemiany reakcji wigzania fitochromu z frakcja bionowa. Obie-
ktem badah byly preparaty otrzymane z siewek rzepaku ozimego pod-

*Praca ta realizowana byta w ramach badah finansowanych przez
MSzWiT/PAN w problemie II/7.
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danych programowanemu procesowi deetiolacji. Celem prowadzonych
badafh byto sprawdzenie hipotezy Fuada [ 2], ktéry zakiada, ze wia-
zanie fitochromu z blonami zachodzi niezaleznie od stanu fototran-
sformacji barwnika. Prcces wigzania fitochromu z blonami w siew-
kach rzepaku ozimego nie byt dotychczas badany.

|

MATERIAL I METODY

- Siewki rzepaku odmiany Gérczariski hodowano w komorze klimaty-
cznej przez 5 dni w catkowitej ciemnosci, w temperaturze 298 K.Do
badarh wykorzystywano jednakowe ilosci (1-2) cm odcinkéw hipokoty-
li. Po naswietleniu, zgodnie z okreslonym programem, fitochrom
zwiazany z frakcja bionowg otrzymywano wediug procedury Quaila[ﬁ]
Proces ekstrakcji przeprowadzano w-swietle zielonym o niewielkim
natgzeniu w temperaturze 277 K. W celu eliminacji jonéw metali
wszystkie stosowane odczynniki krystalizowano dwukrotnie z EDTA.
Stabilizacj@ mocy promieni, w procesie deetiolacji siewek, gwa-
rantowato stosowanie Zrédei laserowych. Wykorzystano:

- laser He-Ne o mocy 0,6 mW, diugoéci fali A= 633 nm i $red-
nicy wigzki 2 mm; aby odwietli¢ cata powierzchnie i kuwety zasto-
sowano soczewke rozpraszajaca, ze wzgledu na mata obj@tosé kuwety
wigzka w jej wnetrzu byza réwnolegia;

- laser rubinowy pracujacy w warunkach swobodnej generacji o
energii 0,9 J i diugosci fali A= 694 nm; w czasie nasdwietlania
prowadzono réwnoczesny pomiar energii oparty na zesadzie termoele-
ktrycznej.

Do naepromieniowania aktynicznego, czyli oddzialujacego chemi-
cznie, stosowano lamp@ wolframowa i filtry interferencyjne wycina-
jace pasma okoZzo 660 i 725 nm. Natezenie promieni odpowiednio
12 W/m2 oraz 11 W/m2 byto wystarczajgce do uzyskania fotokonwersji
barwnika w czasie 30 sekund. Pomiary absorpcji wykonano w ukla-
dzie termostatowanym w temperaturze 291 K na spektrofotometrze Ca-
ry 119 i spektrofotometrze VSU-2P Zeiss. W celu zwiekszenia zmian
‘absorpcji, widma réznicowe fitochromu mierzono w zawiesinie 1,3 g
weglanu wapnia i 1 ml ekstraktu fitochromu [1]. Wspéiczynnik zwie-
lokrotnienia wyznaczono w zawiesinie zredukowanego cytochromu ¢ o
znanym st@zeniu dla absorpcji w pasmie « i p « Przy stosowanej
geometrii wynosit on 50. Zawartod¢ fitochromu we frakcjach rozpu-
szczalnej i zwiazanej z blona@i mierzono kazdorazowo z réznico-
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N 660 nm

wych zmian absorpcji AA po fotokonwersji barwnika Fod——=; Fp
\ 5 730 nm

(FR i FFR - formy fitochromu asbsorbujace $wiatlo odpowiednio blis-

kiej i dalekiej czerwieni [4]. Caikowita zawartoéé fitochromu wy-
nosita A(A A) = 2 x 10"57hipokoty1 i byla niezalezna od programu
deetiolacji. Z pomiaréw tych wyznaczono sklad fitochromu zwiaza-
nego z frakcja bionowa % (F) P[G].

WYNIKI I DYSKUSJA

Widmo réznicowe fitochromu zwiazanego z frakcja bonowa pod
wpiywem promieniowania o diugoéci fali A= 633 nm i nat@zeniu
energii 240 3/m° (rys. 1) posiada minimum o diugosci fali A =
= 715 nm, charakterystyczne dla formy fitochromu zwiazanej z blo-
nami (7]. |
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Rys. 1. Widmo rdéznicowe fitochromu 2wiazanego z frakcja bionowa

pod wptywem promieniowania o energii 240 J/m2 i diugosdci fali 1 =

= 633 nm. Obciete segmenty hipokotylowe rzepaku nadwietlano i in-

dukowano w ciemnos$ci w temperaturze 278 K, Ekstrakcje Przeprowa-

dzano bezpoérednio po okresie inkubacji (krzywa 1) lub po powtér-

nym naéwietleniu (krzywa 2). Pomiary absorpcji wykonano w zawie-
sinie 1,3 g CaCO3 i 1 ml ekstraktu fitochromu
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Kinetyka reakcji wiazania fitochromu z bonami pod wpiywem
promieniowania o natezeniu energii 1 kJ/m i diugosdci fali A=
= 633 nm i A = 694 nm przebiega w trzech stadiach z czasem polo-
wicznej przemiany odpowiednio 1 i 2 s, 3 i 5 s oraz 90 i 180 s
(rys. 2). Zatem wigzanie fitochromu z blonami zachodzi zaréwno
'pod wplywem swiatla bliskiej jak i dalekiej czerwieni, jednak pro-
ces ten zachodzi wydajniej i szybciej dla fitochromu w formie Fer®
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Rys. 2. Kinetyka wigzania fitochromu z frakcja bionowa pod wpiy-
wem promieniowania o diugosci fali A= 633 nm ?krzywa 1) 2l A=
= 694 nm (krzywa 2) i gestosci energii 1 ka/m

Powtérny impuls $wiatla czerwonego po réznym czasie inkubacji
w ciemnosci (rys. 3) zwigksza zawarto$é fitochromu zwiazanego z
frakcja bionowa wprost proporcjonalnie do natezenia energii, tem-
peratury w ktérej zachodzi inkubacja i naswietlanie oraz czasu
trwania inkubacji. Czas polowicznej przemiany maleje od 13 s do
6 s ze wzrostem temperatury o 20 K. Gdy nat@zenie energii inicju-
jacej maleje o 140 J/m2' czas poiowicznej przemiany wzrasta do

16 s. Proces ten wymaga energii aktywacji 21 k3J/mol. Wartosé ta
jest okoio trzykrotnie mniejsza od znalezionej przez Lehmanna (3]
dle kukurydzy w programie deetiolacji czerwiefi-ciemnos$c-daleka
czerwieri, Zgodnie z modelem .Schéfera (9] drugi impuls éwiatla da-
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lekiej czerwieni powoduje czedéciowa dysocjacje wiazania molekuty

fitochromu z nieznanym receptorem bionowym.

Program deetiolacji

zastosowany w tej pracy prowadzi natomiast do gromadzenia posred-
nich form fotokonwersyjhych. Oszacowana wartodé¢ entalpii aktywa-
cji rzedu 18 kJ/mol wskazuje [5], ze jest to przypuszczalnie for-
ma lumi-R o maksimum &absorpcji 698 nm [ 10]. Potwierdza to réwniez
przesuniecie do 700 nm minimum widma réznicowego fitochromu zwia-
zanego z frakcja bkonowa (rys. 1, krzywa 2). Prezentowane wyniki
wykazuja, ze aktywowana wystarczajaca energia promieniowania, nie-

zaleznie od staenu transformacji, molekuta fitochromu wiaze

btonami.,

Rys. 3. Wpiyw temperatury, gesto.
dci energii oraz periodu swiatio-
-ciemnoéc na kinetyke procesu
wigzania fitochromu =z frakcja
bionowg. Obcigte segmentX hipoko-
tylowe rzepaku nasdwietlano pro-
mieniowaniem o natezeniu energii

00 3/m° (krzywa 1) lub 240 3/m2
%erYWa 2,3) i diugosci fali A =
= 633 nm, a nastepnie inkubowano
w réznym czasie w stalej tempera-
turze. Bezpodrednio przed eks-
trakcja powtarzano program na-

dwietlania
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NCCIEZOBAHIE MPOUECCA CBfISHBAHNA QOUTOXPOMA C MEMBPAHAMMU
- TP BOSTE{CTBUM OBIYYEHUA M TEMIEPATYPH

PespomMme

B IEMOKOTHANABHHX OTPEe3SKaX O3UMOr'0 panca, npud Bo3ZeicTsuu 00—
TyYeHHA, NPOABIAETCHA 34BMCHMHI{ OT 9HEPruMm pazuanuum, TeMnepaTyps M
NEPHOJIOB CBET-TOMHOTA NPOLECC CBA3HBAHUSA (UTOXpoMa C MeMOpaHaMM,
Monexymu ¢uTOoXpoMa NOCTYyNawT B 9Ty CBA3F HO3aBUCUMO OT cTazuit do-
TOTPAHCHOPMANMY €CNU TONBKO OHM AKTHBMPOBAHH AOCTATOYHO  BHCOKOMH
SHeprueft oONyueRHsA.

E. Miedziejko, G. Weymann, A, Szymafiski

STUDIES ON PHYTOCHROME BINDING PROCESS TO A MEMBRANE
FRACTION AS A FUNCTION OF THE LIGHT AND TEMPERATURE

Summary

The induced by irradiation process of binding phytochrome to
membranes, in cut hypocotyle segments of winter - rape, appears
to be a function of energy, temperature and light-dark period.
After absorbing sufficient energy activated molecule of phytochro-
me binds to the membrane independently of its transformation.



