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FOTOCHEMICZNA CHLOROPLASTOW LISCI KUKURYDZY
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Instytut Biologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
20-033 Lublin, ul. Akademicka 19

Streptomycyna wywotuje w chloroplastach trojakiego rodzaju
efekty fenotypowe: wpiywa na grana i tylakoidy oraz zwiazane z ni-
mi ziarna skrobi i krople tZuszczéw, na tworzenie sieg retikulum
w plastydach oraz na zewnetrzny ksztait tych organelli (21]. Anty-
biotyk ten hamuje wyksztaicenie si@ normalnej struktury lamellar-
nej plastydéw (4, 5, 8, 181, U rodlin wyzszych streptomycyna jest
inhibitorem translacji. Hamuje ona synteze biaika na rybosomach
typu prokariotycznego 70S chloroplastéw (6, 10]. Z badah Macholda
(10] wynika, ze streptomycyna podobnie jak chloramfenikol hamuje
syntezg komplekséw chlorofilowo-bialtkowych chloroplastéw. Szcze-
gétowsze badania Macholda i Auricha [12 ] wykazuja, ze giowna kom-
ponenta kompleksu chlorofilowo-biatkowego I syntetyzowana jest w
chloroplastach. Miejscem syntezy kompleksu chlorofilowo-biatkowe-
go II sa rybosomy 80S cytoplazmy. Przestrzenne rozdzielenie syn-
tezy kompleksdéw chlorofilowo-biatkowych sugeruje, ze streptomycy-
na moze wpiywaé na zrdéznicowanie aktywnosci fotochemicznych I i
II ukladu fotosyntezy. Problemowi temu poswigcony jest niniejszy
komunikat .

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na siewkach kukurydzy (Zea mays L. odm.
SM 23). Nasiona pochodzace z Zakiadu Doswiadczalnego IHAR w Smoli-
cach sterylizowano 70% alkoholem, piukano w wodzie destylowanej i
moczono przez 24 godz w temp. 23°C w ciemnosci. Wykielkowane na
wilgotnej ligninie 3 dniowe rosliny umieszczano w luminostacie (16
godzin $wiatla o intensywnosci 17 W-m-z).
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W piatym dniu kielkowania, gdy pierwszy 1lidé przebil kole-
optil, rosliny spryskano 0,5% wodnym roztworem streptomycyny.
Spryskiwanie przeprowadzano 12 razy w ciggu dnia, co godzing¢. Jed-
norazowo zuzywano 20 ml roztworu streptomycyny na 60 roslin.
Kontrole stanowily rosliny nie spryskiwane streptomycyna.

Po 15 dniach wzrostu (10 dni od czasu przebicia koleoptila
przez 1is¢) rosliny spryskiwane roztworem streptomycyny wykazywa-
ty zréznicowane zabarwienie. Wierzchoiek liscia byt zielony, niz-
sze odcinki liscia jasno zielone zas$ jego podstawa bezbarwna. Lis-
cie roslin kontrolnych nie wykazywaty zréznicowania barwy.

Do analiz brano drugi lis$¢ 15 dniowych roslin i dzielono go
na 5 odcinkdéw. Kolejne odcinki liscia oznaczono kolejno 1, 2, 3,
4 1 5 liczac od podstawy do wierzchotka. Chloroplasty izolowano z
odcinkéw lisci metoda Sane i in. [16]. Fotochemiczna aktywnosé¢ I
i II ukZadu fotosyntezy oznaczano w sposdb opisany wczeéniej (9] .
Zawartoéé chlorofilu oznaczano metoda Arnona [2]. Elektroforeze
chloroplastowych biazek lamellarnych przeprowadzano wg metody Re-
my ‘ego ([ 14]. Zele wybarwiano 0,25% roztworem Coomassie briliant.
Densytogramy uzyskiwano przy pomocy densytometru Varian, dtugosc
fali 600 nm. Ciezar czasteczkowy rozdzielonych biaiek wyznaczono
wg Webera i Osborna [20]. Na jedna rurke nanoszono 30 pg biakka,
ktérego iloé¢ oznaczono metoda Schacterle i Pollacka [17].

OMOWIENIE WYNIKOW

Liscie roslin jednolisciennych rozwijaja si¢ =z podstawowego
merystemu interkalarnego i z tego powodu sa dogodnym materiatem
pozwalajacym przesledzié w nich poszczegdlne etapy rozwoju plasty-
déw. Tkanki najmlodsze polozone sa u podstawy liscia zas najstar-
sze blizej jego wierzchotka. Badany w pracy rozwéj aktywnosci fo-
tosyntetycznej oraz wystepowanie chloroplastowych biatek lamellar-
nych w poszczegélnych odcinkach liscia kukurydzy jest odbiciem
mein. zréznicowania wzdiuz liscia rozwoju struktury wewnetrzne j
chloroplastow.

Tabela 1 przedstawia zawartos$¢ chlorofilu w odcinkach lisci
kukurydzy. U roélin kontrolnych w wierzchoitkowych odcinkach lisci
zawarto$¢ chlorofilu a i b jest okoto 4-krotnie wigksza anizeli u
podstawy lidcia. Stosunek chlorofilu a/b nie ulega wzdiuz liscia
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znaczniejszym zmianom. Poniewaz kazdy odcinek liscia reprezentuje
tkanki w roznym wieku mozna przyjac za Robertsonem i Leatschem[}5]
ze wiek determinuje synteze chlorofilu.,

Streptomycyna powoduje silne zahamowanie syntezy chlorofilu.
Poniewaz dziatanie streptomycyny na rosling powoduje wyste@powanie
na tym semym lisciu tkanek o réznej budowie wewnetrznej plastydéw
(18] synteze chlorofilu moznaby od niej uzaleznic¢. Wediug Signola
(18] wewnetrzna struktura plastydu ulega pod wptywem streptomycy-
ny zmianie & zmiany te sa tym bardziej widoczne im mniej rozwinie-
ty byt plastyd w momencie dzialtania streptomycyny. Z tabeli 1 wy-
nika, ze u podstawy liscia traktowanego streptomycyna, gdzie wy-
stgpuja plastydy we wczesnym stadium rozwoju, ilos$é chlorofilu
jest ponad 100-krotnie mniejsza anizeli w odcinku wierzchoikowym.

Interesujace jest okoZo 2-krotnie silniejsze hamowanie synte-
zy chlorofilu a anizeli chlorofilu b. Wediug Macholda i Stephana
(11] streptomycyna hamuje gtéwnie przejscie koproporfirynogenu w
protoporfirynogen. Zahamowanie syntezy chlorofilu b mogtoby  byé
wynikiem wywolanego streptomycyna obnizenia puli chlorofilu a,
lub pewnej jego formy bedacej substratem w syntezie chlorofilu b.
Na silniejsze hamowanie syntezy chlorofilu a anizeli chlorofilu b
wskazuje stosunek chlorofilu a/b w odcinkach lisci poddanych dzia-
taniu streptomycyny.

Rysunek 1 przedstawia aktywnosci I i II uktadu fotosyntezy
wzdiuz lidcia kukurydzy oraz wpiywu streptomycyny na te aktywnosé.
Wynika z niego, iz sukcesywnie starsze odcinki liscia wykazuja
wyzsza aktywno$¢ obu uktadéw fotosyntezy. Streptomycyna hamu je
aktywno$¢ I ukiadu fotosyntezy w okoto 50% we wszystkich badanych
odcinkach liscia. Stosunek aktywnosci I uktadu fotosyntezy w ros-
linach kontrolnych do poddanych dziataniu streptomycyny utrzymuje
8i@ w granicach 2,11-2,67. Hamowanie aktywnoséci I ukladu fotosyn-
tezy jest, jak sig¢ wydaje, niezalezne od stopnia rozwoju chloro-
plastéw i zawartego w nich chlorofilu. Poréwnanie densytograméw
(rys. 2) wykazuje, ze streptomycyna hamuje réwniez synteze komp-
leksu chlorofilowo-biatkowego, co potwierdza przypuszczenie Ma-
cholda i Auricha [12], iz miejscem jego syntezy jest chloroplast.
Aktywnosé¢ I ukladu fotosyntezy jest bardzo $ciéle uzalezniona od
wyst@powania tego kompleksu,

Aktywno$¢ II ukladu fotosyntezy hamowana jest przez strepto-
mycyn@ w znacznie mniejszym stopniu. U podstawy liscia, w odcinku
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Rys. 1. Wpiyw streptomycyny na aktywnosc¢ I i II ukiadu fotosynte-
zy w chloroplastach lisci kukurydzy; 1 - liscie roslin kontrol-
nych, 2 - liécie roslin spryskiwanych roztworem streptomycyny.

Do pomiaru aktywnosci II uktadu fotosyntezy uzyto, w umolach: bu-
for Tricine-NaOH (pH 7.0), 150; DCIP, 0.125; zawiesine chloropla-
stow odpowiadajaca 30 ug chlorofilu w objetosci koiicowej 3 ml. Do
pomiaru aktywnosci I ukiadu fotosyntezy uzyto, w umolach: bufor
Tricine-NaOH (pH 8.0), 150; DCMU, 0.03; askorbinian sodu,50; TMPD
0.2; metylowiologen, O.4; zawiesine chloroplastéw w ilosci odpo-
wiadajacej 15 ug chlorofilu w objetosci 3 ml; DCIP - 2,6-dwuchlo-
.rofenyloindofenol, DCMU - 3,4-dwuchlorofenylo-1,1-dwumetylomocz-
nik, TMPD - N,N,N’, N’-czterometylo-p~fenylodwuamina

1, aktywnosdci tej nie udalo sie oznaczyé mimo obecnosci w tym od-
cinku sladowych ilos$ci chlorofilu. Aktywnos$¢ I uktadu fotosyntezy
osiaga w nim natomiast wartos$¢ okoio 70 umoli pobranego Oz/mg chl
godz.

Weczesniejsze ujawnianie si@ aktywnosci I ukiadu fotosyntezy
przed aktywnoscia II ukladu znane jest w procesie zazieleniania
siewek réznych gatunkéw roslin [1] . W dalszych odcinkach lisci
traktowanych streptomycyna stwierdzono aktywno$¢ II uktadu foto-
syntezy a warto$c¢ jej wzrasta w kierunku wierzchotka liscia. War-
tosci te sa jednak nizsze anizeli w analogicznych odcinkach ros-
lin kontrolnych. Poréwnanie aktywnosci II ukladu fotosyntezy u
roslin kontrolnych i traktowanych streptomycyna wykazuja, iz sto-
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piet inhibicji maleje idac w kierunku starszych odcinkow liscia,
kolejno e 2,56, 1,81, 1,73 i 1,43 wykazujgc wyraZnie tendencje

malejaca.
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Na zaleznoséc aktywnodci II ukiadu fotosyntezy od rozwoju chlo-
roplastéw wskazuja densytogramy (rys. 2) lamellarnych bialek chlo-
roplastowych w poszczegélnych odcinkach liscia zardéwno ros$lin kon-
trolnych jak i traktowanych streptomycyna. U tych ostatnich, w od-
cinku 1, brak jest polipeptydéw nalezacych do kompleksu chlorofi-
lowo~biatkowego II. W odcinku tym nie wykryto réwniez aktywnosci
II uktadu fotosyntezy. W dalszych odcinkach rosnie aktywnosé  II
uktadu fotosyntezy oraz zwieksza si@ ilos$é peptyddéw kompleksu II,
Odnosi sig to rdéwniez do poszczegdlnych odcinkéw liscia roslin
kontrolnych. Zaleznos¢ miedzy wystepowaniem kompleksdéw chlorofilo-
wo-biatkowych a aktywnoscia I i II ukladu fotosyntezy obserwowana
byta juz wczesniej (3, 14 ]. Znane sa jodnakze przyktady wystepowa-
nia w plastydzie kompleksu chlorofilowo-bialkowego II przy zupei-
nym braku aktywnos$ci II ukladu fotosyntezy [cyt. 19] jak rdéwniez
pojawiania sie aktywnosci tego fotoukiadu podczas np. oswietlania
$wiatlem biyskowym etiolowanych siewek fasoli, przy catkowitym
braku kompleksu II (7].

Tworzenie sig fotosyntetycznie kompetentnych bion wymaga kom-
ponent syntetyzowanych na rybosomach cytoplazmatycznych i chloro-
plastowych [19]. Praca niniejsza nie rozstrzyga, czy synteza kom-
pleksu chlorofilowo-biatkowego II zachodzi na rybosomach 705, We-
dtug Macholda i Auricha [12] kompleks ten syntetyzowany jest w cy-
toplazmie, nie zalezy zatem od streptomycyny. Dotyczy to takze
aktywnos$ci II uktadu fotosyntezy. Z badan naszych siuszniejszy wy-
daje sig poglad Nadlera i in. (13], ze rozwéj aktywnosci II ukila-
du fotosyntezy jest ograniczony zardwno przez syntezg biakek na
rybosomach cytoplazmatycznych jak i chloroplastowych. Uzasadnione
bytoby zatem przypuszczenie, ze na rozwéj aktywnosci fotoukiadu
II wplywaja poza stezeniem chlorofilu i ultrastruktura plastyddéw

inne jeszcze czynniki,

WNIOSKI

1. Streptomycyna hamuje synteze¢ biatek zwiazanych z komplek-
sem chlorofilowo-biatkowym I i znacznie ogranicza aktywnos¢ 1
uktadu fotosyntezy (TMPD-—»metylowiologen). Hamowanie tej aktyw-
nosci jest niezalezne od stopnia rozwoju plastydu.

2. Kompleks chlorofilowo-biatkowy II jak réwniez aktywnos$c¢ II
uktadu fotosyntezy (HZO-—DDCIP) hamowane s@ przez streptomycyng w
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niewielkim stopniu. Inhibicje II ukladu fotosyntezy =zalezy od
stopnia rozwoju plastydu.
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M. Kpyne, T. DaumnHbCKU

BIUSHIE CTPENTOMULVHA HA COCTAB JIAMEJJAPHHX BEJKOB

1 OOTOXVMNYECKIE AKTABHOCTH XJIOPOMJACTOB JIICTBEB KYRYPY3H

Pe3wnmMme

NcenenoBallock BAUAHKME CTpeNTOMULNHA HA 8KTUBHOCTD ¢oTOCHUCTEOM

1 1 11 ¥ Ha cOCTaB laMeljapHHX OeJKOB B XJOPOIJACTaX KyKyDy3H
( Zea mays L.) YCTaQHOBIEHO, YTO:

1) CTPeNTOMUIMH TOPMO3MT CUHTE3 GENKOB, CBASAHHHX C XJOpodui-

JI0BO-OENKOBHM KOMIJIEKCOM 1 ¥ 3HAUUTENBHO Or'pPaHNYMBaCT aKTNBHOCTD,
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dorocucrems 1 (TMPD— MeTHIOBNONOrEH)., 3aMeZlieHlNe 3TOff aKTUBHOCTU
38BUCUT OT CTENEHN pa3BUTHUA NNACTUZLOB.

2) XJNOpOPUANOBO-CENKOBH{I KOMIIEKC 11 ¥ aKTUBHOCTE HOTOCUCTEMH
11 (H20 —»]JCIP) TopMO3ATCA CTPENTOMMLMHOM B HE3HAUUTEJBHOH# CTe-
neHu, VHru6uposanue (QOTOCUCTEMH 11 3aBMCUT OT CTElEHW Pa3BUTHA
naacTNioB.

M. Krél, T. Baszynski

THE EFFECT OF STREPTOMYCIN ON LAMELLAR PROTEINS PATTERNS
AND PHOTOCHEMICAL ACTIVITIES IN CHLOROPLASTS OF MAIZE LEAVES

Summary

Streptomycin inhibits protein synthesis of chlorophyllprotein
complex I and Photosystem I activity measured as photoreduction
of methyl viologen by DCIP-ascorbate. Inhibition of Photosystem I
activity is not correlated with stage of plastid development.
Chlorophyll-protein complex II as well as Photosystem II activity
are inhibited by streptomycin in small extent. Inhibition of Pho-
tosystem II seems to be related to stage of plastid development.



