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Wptyw promieniowania UV-B na wybrane cechy
fizjologiczne roslin so1 odmiany Augusta

The influence of UV-B radiation on some physiological features of soybean
cv. Augusta plants

W pracy przedstawiono wyniki do$§wiadczenia przeprowadzonego w szklarni na roslinach soi
odmiany Augusta poddanych napromieniowaniu UV-B lampami Philips TL 40/12 (4 kJ-m2-d").
Zastosowane promieniowanie spowodowalo obnizenie natezenia fotosyntezy, zawartosci chlorofilu
oraz negatywnie wplyneto na wzrost i biomasg czgéci nadziemnych. Stwierdzono pojawienie si¢ reakcji
obronnych w postaci zwigkszonej syntezy flawonoidow oraz zwigkszonej aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych (peroksydazy i katalazy).

Stowa kluczowe: flawonoidy, katalaza, peroksydaza, soja, stres oksydacyjny, UV-B

The influence of UV-B radiation (Philips TL 40/12, UV-Bgg = 4 kJ-m2-d"") on soybean cv. Augusta
plants grown under glasshouse conditions was investigated. The applied irradiation caused decrease in
the intensity of net photosynthesis and chlorophyll content as well as height and dry mass of shoots.
The irradiated plants exhibited defence response, involving an increased activity of antioxidant
enzymes (peroxidase and catalase) and higher content of flavonoids as the protective compounds.
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WSTEP

Warunki srodowiska determinujg rozwoj wszystkich gatunkow roslin. Pojawienie si¢
czynnika stresowego, dla przyktadu nicodpowiedniej temperatury, zbyt silnego Swiatla czy
zanieczyszczenia gleby, powoduje zaklocenie procesdw wzrostowych i metabolicznych.
Jednym z czynnikow stresowych jest docierajace do powierzchni Ziemi promieniowanie
UV-B, tj. o dtugosci fali od 280 nm do 320 nm. Dziata ono na rosliny niekorzystnie,
powodujac obnizenie intensywnosci fotosyntezy, powierzchni asymilacyjnej, czesto
prowadzi do obnizenia plonu (Caldwell i in., 1998; Correia i in., 1999). Przenikajace do
wnetrza tkanek promieniowanie wywoluje takze tzw. stres oksydacyjny (Bornmann
i Teramura, 1993; Skorska, 2000 b). Nastepuje wowczas zwigkszenie zawarto$ci
reaktywnych form tlenu (RFT), ktore powoduja peroksydacje lipidow bton chloroplastow
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i mitochondriéw (Bartosz, 1995). Ros$lina posiada szereg mechanizméw obronnych
ograniczajacych szkodliwe dziatanie promieniowania ultrafioletowego. W roslinach
poddanych dziataniu UV-B najczeSciej obserwuje si¢ wzmozong synteze zwigzkow
absorbujacych promieniowanie w tym zakresie, do ktorych naleza glownie flawonoidy
(Caldwell i in., 1994; Jordan, 1996).

Soja ma duze znaczenie gospodarcze w wielu krajach dzigki walorom zywieniowym,
zwlaszcza duzej zawarto$ci biatka (Boros, 1996; Pisulewska, 2000). Nalezy ona do roslin
cieptolubnych i $wiattolubnych, a ponadto ma duze wymagania glebowe, gdyz wymaga
gleby kompleksu pszennego bardzo dobrego i dobrego. Z tego wzgledu nie jest ona
w Polsce uprawiana na szeroka skale. Prowadzone s3 jednak badania nad uzyskaniem
odmiany, ktora bylaby dobrze przystosowana do uprawy w naszym kraju. Do takich
odmian nalezy wyhodowana w Polsce odmiana Augusta, ktora sposrdd zarejestrowanych
odmian charakteryzuje si¢ najwicksza zawartoécig biatka w nasionach (Smiatek, 2003).
Celem pracy bylo okreslenie wrazliwosci tej odmiany na dziatanie promieniowania UV-B
poprzez pomiary natezenia fotosyntezy, zawartosci chlorofilu oraz barwnikéw ochronnych,
zbadanie aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, atakze suchej masy czeséci
nadziemne;j.

MATERIAL I METODY

Rosliny soi odmiany Augusta (Glycine max L.), ktérej tworcami sg dr inz. Jerzy
Nawracata i dr inz. Grzegorz Konieczny z Katedry Genetyki i Hodowli Roslin Akademii
Rolniczej w Poznaniu, rosty wszklarni w okresie czerwiec-lipiec 2005 roku przy
naturalnym promieniowaniu stonecznym, docierajgcym przez szyby szklarni (max PPFD
800 umol'm2s') w wazonach z glebg podlewang pozywka Hoaglanda. Polowe ro$lin
poddano dodatkowo dzialaniu promieniowania ultrafioletowego z zakresu UV-B za
pomocg dwdch szerokopasmowych lamp Philips TL 40 W/12 (1,1 W-m2, 6 h-d"!, 40 dni);
biologicznie efektywna dawka UV-B obliczona wg modelu Caldwella byta réwna ok.
4 kJ-m2.d"! (Skorska, 2000 a). Druga potowa roslin, niepoddanych dziataniu UV-B, sta-
nowita kontrolg. Pomiary wykonano na roslinach w fazie rozwojowej 51 (widoczne paki
kwiatowe) w skali BBCH (Meier, 2001). Natezenie fotosyntezy netto, wyrazone w pmol
CO,m™2s’!, zmierzono za pomoca analizatora wymiany gazowej LCA-4 z kamerg PLC-4
(ADC, UK) przy o$wietleniu diodami czerwonymi (PPFD 800 pmol-m?2-s). Przy uzyciu
przenosnego miernika SPAD 502 zmierzono indeks zielonos$ci liscia, ktory skorelowano
z zawarto$cig chlorofilu oznaczong metodg spektrofotometryczng wg Lichtenchalera
(1987) poprzez pomiar absorbancji przy okreslonych dtugosciach fali ekstraktow z lisci
homogenizowanych w 80% roztworze acetonu. OkreSlono liniowa zalezno$¢ migdzy
indeksem zielono$ci w jednostkach SPAD a zawarto$cig chlorofilu wyrazong w mg na dm?
powierzchni liscia (rys. 1). Zawartos¢ flawonoidoéw okreslono jako warto$¢ absorbancji
etanolowych ekstraktow lisci przy dlugosci fali 305 nm w przeliczeniu na ich suchg mase,
co wyrazono w jednostkach Asps-g!, przyjetych umownie przez Caldwella i wsp. (1994).
Oznaczono takze aktywno$¢ enzymatyczng peroksydazy ikatalazy w lisciach, ktore
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roztarto w mozdzierzu w buforze fosforanowym o pH 7,0. Tak przygotowano homogenat
przesaczono i odwirowano. Na podstawie kinetyki wzrostu absorbancji przy dlugosci fali
485 nm podczas reakcji p-fenylodwuaminy z H,O, w obecno$ci ekstraktu okre$lono
aktywno$¢ peroksydazy, wyrazonej w jednostce aktywnos$ci, tj. jednostkowa zmiana
absorbancji w ciggu minuty. Odpowiada ona takiej ilo$¢ enzymu, ktéra w ciggu minuty
rozktada 1 pmol H,Os.

Aktywnos¢ katalazy okreslano jako statg szybko$¢ obnizania absorbancji przy dtugosci fali
240 nm mieszaniny ekstraktu z 50 mM H>O» w przeliczeniu na g suchej masy li$ci (Aebi, 1984;
Skorska, 2000 a). Jednostka aktywnosci [U] jest taka ilo$¢ enzymu, ktéra w ciggu minuty
rozktada 1 pmol H>O, w temp. 25°C, czyli powoduje spadek absorbancji o 0,0145. Wyniki
podano w jednostkach 1000 razy wickszych [kU-g']. Wykonano pomiary wysoko$ci oraz
suchej masy czesci nadziemnej roslin. Wszystkie pomiary wykonano w 4—10 powtorzeniach,
a obliczone $rednie badanych cech dla roslin kontrolnych i napromieniowanych poréwnano
testem t-Studenta na poziomie istotnosci p < 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Stwierdzono szkodliwy wplyw promieniowania UV-B objawiajacy si¢ zmniejszeniem
wysokosci roslin 0 30% (tab. 1). Podobny efekt obserwowano w przypadku wielu
gatunkow roslin, m.in. kukurydzy, slonecznika, ryzu i owsa (Deckmyn i Impens, 1997;
Flint i Caldwell, 2003). Rosliny poddane napromieniowaniu mialy mniejszg powierzchni¢
lisci (dane nieprzedstawione), podobnie jak rosliny soi odmiany Essex, co zaobserwowali
Caldwell i wsp. (1994). Zmniejszenie powierzchni lisci zauwazono takze w roslinach
innych gatunkéw, m.in. kukurydzy i slonecznika (Mark i Tevini, 1997) oraz buraka
cukrowego (Panagopoulus iin., 1990). Obserwowany efekt jest uwazany jako swoista
reakcja obronna rosliny, gdyz zmniejszenie powierzchni asymilacyjnej pozwala ograniczy¢
padajace szkodliwe promieniowanie.

Napromieniowane ro$liny soi mialy o 50% mniejsza mas¢ cze¢sci nadziemnych.
Podobny efekt stwierdzono w ro$linach soi i ryzu (Sullivan, 1997) oraz pszenicy (Yuan
iin., 1999). Ponad trzykrotne obnizenie nat¢zenia asymilacji dwutlenku wegla (tab. 1)
$wiadczy o zakldceniu przebiegu procesu fotosyntezy w napromieniowanych roslinach.
Jest to zgodne z wczesniejszymi doniesieniami (Bornmann i Teramura, 1993; Skorska
2000 b). Skorska i Lewandowski (2003) wykazali zroznicowanie reakcji trzech odmian
owsa na promieniowanie UV-B. Napromieniowane ro$liny odmiany Akt miaty obnizone
natgzenie fotosyntezy w stosunku do kontrolnych, podczas gdy w ros$linach odmiany Bajka
stwierdzono efekt przeciwny, natomiast w przypadku odmiany Cacko nie stwierdzono
zmian. Podobne zrdznicowanie aktywnosci fotosyntetycznej dotyczy roslin grochu. Day
i Vogelmann (1995) wykazali obnizenie natgzenia fotosyntezy w napromieniowanych
ro$linach grochu, podczas gdy Allen iwsp. (1999) oraz Skorska (1998; 2000 a) nie
stwierdzili w badanych roslinach tego gatunku zmiany intensywno$ci fotosyntezy.
Thumacza to wzmozona synteza flawonoidow w napromieniowanych roslinach, Jest to
typowa reakcja obronna przed promieniowaniem UV-B (Teramura i Sullivan, 1994), ktora
zaobserwowano rowniez w naszym do$wiadczeniu. Zawarto$¢ flawonoidow w lisciach soi
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byta o ponad 25% wyzsza w roslinach napromieniowanych. Jeszcze wigkszy, bo o prawie
70% wzrost zawarto$ci flawonoidow w lisciach rzepaku wykazata Skorska (1998). Dzigki
tak silnej syntezie tych barwnikdéw ochronnych promieniowanie ultrafioletowe, jak donosi
autorka, w niewielkim stopniu naruszyto proces fotosyntezy.

Negatywny wpltyw promieniowania UV-B na rosliny soi odmiany Essex stwierdzili
Caldwell 1iwsp. (1994). Badajagc rozne kombinacje natezenia promieniowania UV-B
i PAR, wykazali, ze szkodliwe dziatanie tego pierwszego w duzym stopniu jest ostabione
poprzez duze nat¢zenie PAR, o czym donosili rowniez Deckmyn i Impens (1997).

Promieniowanie ultrafioletowe moze wptywac posrednio na proces fotosyntezy poprzez
fotodegradacje barwnikow fotosyntetycznych (Bornman i in., 1993; Teramura i in., 1994).
W przeprowadzonym doswiadczeniu napromieniowane ro$liny soi charakteryzowaty si¢
mniejszym indeksem zielono$ci lisci, zwigzanym z mniejsza zawarto$cig chlorofilu
w liSciach (rys. 1).
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Rys. 1. Zalezno$¢ miedzy zawartoscia chlorofilu oznaczanego metoda spektrofotometryczna
wg Lichtenchalera (1987) a indeksem zielono$ci liSci mierzonym przy uzyciu miernika SPAD 502
Fig. 1. Relationship between leaf chlorophyll content determined according to Lichtenchaler (1987)
and index of leaf greenness measured by SPAD 502

Przeprowadzone pomiary zawarto$ci chlorofilu wliSciach soi metodg spektro-
fotometryczng pozwolity stwierdzi¢, iz jednostce indeksu zielonosci liscia (SPAD)
odpowiada zawarto$¢ chlorofilu ok. 0,08 mg-dm2. Obnizenie zawarto$ci barwnikow
asymilacyjnych obserwowali réwniez inni autorzy. Day i Vogelmann (1995) donosza
0 30% zmniejszeniu zawartos$ci chlorofilu w lisciach grochu, z kolei Prasad i wsp. (2005)
stwierdzili rownie silny efekt w roslinach soi. W tym ostatnim przypadku przy nat¢zeniu
UV-B niemal 3-krotnie nizszym niz w naszym dos$wiadczeniu ro$liny napromieniowane
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zawieraty o 35% mniej chlorofilu niz rosliny kontrolne. Nie bez znaczenia pozostaje tu
zastosowane przez tych badaczy niskie natezenie PPFD, wynoszace zaledwie 150 pmol-m
2'g7l. Istnieja takze doniesienia mowigce o braku wptywu UV-B na zawarto$¢ tego
barwnika. Skorska (2000 a) nie stwierdzita zmiany zawarto$ci chlorofilu w lisciach
napromieniowanych roslin rzepaku, fasoli oraz grochu. Jest to spowodowane zrdéznicowang
tolerancjg gatunkow, a nawet odmian na zastosowane promieniowanie. Przy analizie
reakcji roslin na promieniowanie ultrafioletowe nalezy zwroci¢ uwage na warto$¢ dawki
biologicznie efektywnej promieniowania UV-B zastosowanej w opisywanych
doswiadczeniach. Nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy przyczyng przeciwstawnych
zmian zawarto$ci chlorofilu w lisciach grochu w doswiadczeniach Day i Vogelmanna
(1995) oraz Skorskiej (2000 a) byly rézne odmiany, czy raczej o 50% wigksza dawka
zastosowana przez tych pierwszych badaczy.

Promieniowanie UV-B wywotuje stres oksydacyjny, ktory polega na powstawaniu
reaktywnych form tlenu w ilosci wigkszej niz w roslinach niestresowanych. Nalezace do
RFT tlen singletowy ('O.), anionorodnik ponadtlenkowy (O’), rodnik hydroksylowy
(*OH) i nadtlenek wodoru (H,O») powoduja czgsto obserwowane hamowanie wzrostu
roslin, nekrozy liSci czy ubytek biomasy (Yuan i in., 1999). Sposrod wyzej wymienionych
RFT szczegolnie duzg trwalos¢ wykazuje nadtlenek wodoru. Jest on stosunkowo mato
reaktywny w poréwnaniu np. z rodnikiem hydroksylowym, ale jego trwato§¢ w warunkach
fizjologicznego pH i tatwos$¢ przenikania przez btony komodrkowe czyni ten zwigzek
niebezpiecznym dla organizmu roslinnego. Bierze on udzial w reakcji utleniania jondw
metali przejéciowych (Fe**, Cu), podczas ktorej powstaje rodnik hydroksylowy *OH
bedacy najbardziej reaktywna formga tlenu (Bartosz, 1995).

Rosliny wytworzyly mechanizmy obronne przed RFT polegajace na zwigkszeniu
aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych, do ktérych nalezy m.in. dysmutaza ponad-
tlenkowa (SOD), peroksydaza (PRX) i katalaza (CAT), pemiacych rol¢ ,,wymiataczy”
RFT. W wyniku dysmutacji anionorodnikéw ponadtlenkowych powstaje nadtlenek
wodoru, ktory jest rozktadany do dwdch czasteczek wody dzigki obecnosci katalazy Iub
peroksydazy (Bartosz, 1995). W pracy przeanalizowano aktywno$¢ obu tych enzymow
antyoksydacyjnych (tab. 1). Okazalo sig, ze ro§liny soi zareagowaly zwigkszeniem
aktywnos$ci zarowno katalazy, jak i peroksydazy. Podobny efekt zaobserwowali Prasad
1 wsp. (2005) w roslinach soi odmiany Punjab 1, a Panagapoulos i wsp. (1990) stwierdzili
wzrost aktywno$ci peroksydazy wroslinach buraka cukrowego. Wskazuje to na
uruchomienie typowych reakcji obronnych przeciwdziatajacych stresowi oksydacyjnemu.
Badane rosliny soi okazaty si¢ wrazliwe na dzialanie promieniowania ultrafioletowego, na
co wskazuja obnizone w stosunku do ros$lin kontrolnych wartosci natg¢zenia fotosyntezy,
zawartos$ci chlorofilu, atakze wysokosci roslin. O wrazliwosci mogg $wiadczy¢ takze
uruchomione mechanizmy obronne, zwlaszcza wzmozenie syntezy barwnikow
ochronnych (flawonoidow) oraz zwickszenie aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych
(peroksydazy i katalazy). Zastosowane promieniowanie UV-B zakldcito ponadto procesy
wzrostowe, co znalazto swoje odzwierciedlenie w wygladzie zewnetrznym roslin, ktore
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okazaly si¢ znacznie nizsze, aich sucha biomasa byla niemal dwukrotnie mniejsza
w poréwnaniu do roslin kontrolnych.

Tabela 1
Wartosci badanych cech roslin soi kontrolnych i napromieniowanych UV-B
Values of measured features of the control and UV-B irradiated soybean plants

TR
Badana cecha Jednostka Kontrola UV-B Istotg?fsfzrreonzcn;cy

Measured feature Unit Control significance

Natg¢zenie fotosyntezy netto 2 L0 4 sk

Intensity of net photosynthesis pmol CO>m™s 61038 18£0.3

Zawarto$¢ fl id¢

Flavonoid content Awse’ Rk 4860 63 "

Indeks zielonosci lisci SPAD 3343 2843 o

Index of leaf greenness

Aktywnos¢ peroksydazy Ug! 1947 51419 ok

Peroxidase activity B B

Aktywnos¢ katalazy ol 4 4 ok

Catalase activity kUg 20%3 26+2

ﬁ;‘iﬁ?ff;‘;ﬂt‘?y mm 329+ 59 232431 Hx

Sucha masa cz¢s$ci nadziemnej mg 986 543

Dry mass of shoot
* Odchylenie standardowe; * Standard deviation

» Réznica miedzy $rednimi dla roslin kontrolnych i napromieniowanych UV-B istotna na poziomie a < 0,05(*), 0,01 (**)
lub 0,001 (***); ® Difference between means for control and UV-B irradiated plants at significance level of o < 0.05 (*),
0.01 (**) or 0.001(***)

WNIOSKI

Zastosowana dawka promieniowania UV-B spowodowala negatywne skutki w badanych
ro$linach soi, polegajace na obnizeniu natgzenia fotosyntezy netto, zawartoSci
chlorofilu w lisciach, atakze zmniejszeniu wysokosci roslin ibiomasy czesci
nadziemnych.

W napromieniowanych roslinach soi zaobserwowano reakcje obronne w postaci zwigkszonej
syntezy flawonoidow oraz zwigkszonej aktywnosci peroksydazy i katalazy.
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