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CZY ZWIEKSZONE PROMIENIOWANIE UV-B MODYFIKUJE
POZIOM BARWNIKOW CHLOROPLASTOWYCH ]
ORAZ ZWIAZKOW FENOLOWYCH W SIEWKACH OGORKA

Streszczenie. W pracy badano wplyw zwickszonego promieniowania UV-B (16 ki/m? w ciagu
doby) na poziom chlorofilu a i b, karotenoidéw oraz zwigzkéow fenolowych w siewkach ogorka.
W roélinach poddanych dziataniu UV-B zawarto$¢ barwnikow chloroplastowych byta wigksza
niz w kontroli. Stwierdzono tez stymulacj¢ gromadzenia zwigzkow fenolowych, w tym flawono-
idow.

Slowa kluczowe: Cucumis sativus L., UV-B, barwniki chloroplastowe, zwigzki fenolowe

Wstep

Rosliny rosngce w warunkach naturalnych sa narazone na dziatanie niekorzystnych
czynnikoéw $srodowiska, zarowno natury abiotycznej, jak i biotycznej. Jednym z czynni-
kow abiotycznych jest stres radiacyjny. Nadmierna ilo$¢ energii docierajaca do roslin
moze w nich powodowac¢ réznorodne niekorzystne zmiany. Na poziomie molekularnym
dotycza one destrukcji DNA, biatek i nawet niektorych organelli komérkowych (DUBE
i BORNMAN 1992, YAKIMCHUK i HODDINOTT 1994, ZAREBSKA 2000, HOLLOSY 2002,
ZANCAN i IN. 2006). Badania dowodza, ze zwigkszone promieniowanie moze powodo-
waé w ros$linach liczne zaburzenia zwigzane z przebiegiem fotosyntezy. Dotycza one
m.in. zmian poziomu barwnikéw chloroplastowych: ich redukcji lub zwigkszenia za-
warto$ci oraz uszkodzen tylakoidow chloroplastow. Zmiany jednak sg zalezne tez od
samej rosliny: jej pochodzenia, zmienno$ci genetycznej, wieku, mozliwo$ci adaptacyj-
nych, warunkéw $rodowiska (ROBAKOWSKI 1998, KAKANI i IN. 2003, ZUK-GOLA-
SZEWSKA i IN. 2003). W wyniku absorpcji nadmiernej iloéci promieniowania moze tez
nastapi¢ nadprodukcja aktywnych form tlenu (tlen singletowy, nadtlenek wodoru, rod-
nik hydroksylowy, aniorodnik ponadtlenkowy).
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Wobec zwickszonego napromienienia UV-B rosliny wyksztalcity szereg mechani-
zmow obronnych. Wiele zwigzkdéw spetnia funkcje filtru zmniejszajacego ilos¢ promie-
niowania dochodzacego do komoérek mezofilu. Do kluczowych zwigzkéw tego typu
naleza zwiazki fenolowe, w tym flawonoidy.

Ogorek jest rosling bardzo wrazliwa na oddziatywanie czynnikow stresowych. Jest
tez jednym z bardziej rozpowszechnionych gatunkéw warzywnych. Uprawiany w grun-
cie jest narazony na dziatanie m.in. zwigkszonego promieniowania UV, stad celem
niniejszej pracy byto sprawdzenie, czy oddziatywanie UV-B 0 zwi¢kszonym nat¢zeniu
wplywa na poziom barwnikow chloroplastowych oraz zwigzkow fenolowych w siew-
kach ogorka.

Material i metody

Materiat do§wiadczalny stanowily siewki ogorka odmiany ‘Dar’ rosngce w perlicie
w kontrolowanych warunkach wzrostu: temperatura — 22/18°C (dziefi/noc), promienio-
wanie fotosyntetycznie czynne PAR — 14 h na dobe (PPFD 120 pumoli/m?/s). Natezenie
PAR mierzono za pomocg fitofotometru FF-01 (Sonopan). Stres zaaplikowano poprzez
dodatkowe traktowanie trzytygodniowych siewek promieniami UV-B za pomoca lamp
Philips TL® 20W/0.1 RS (maks. 315 nm) o natezeniu 16 kJ/m? w ciagu doby (555
mW/m?) przez 8 h na dobg, sukcesywnie przez dziewie¢ dni. Natgzenie napromienio-
wania UV-B mierzono za pomocg radiometru VLX 3W. Do analiz pobierano drugi
dobrze wyksztatcony lis¢.

Oznaczenie poziomu barwnikow chloroplastowych wykonano wedtug Hiscox
i ISRAELSTAM (1979) po wyekstrahowaniu za pomocg sulfotlenku dwumetylu (DMSO)
bez maceracji tkanki. Nawazki (100 mg) traktowano 5 cm® DMSO i inkubowano w
tazni wodnej w temperaturze 65°C przez 60 min. W otrzymanym ekstrakcie oznaczono
spektrofotometrycznie zawarto$¢ barwnikow przy odpowiedniej dlugosci fali. Dla chlo-
rofilu a pomiar absorbancji ekstraktu wykonano przy fali o dtugosci 663 nm, dla chloro-
filu b — przy fali o dtugosci 645 nm, dla karotenoidéw — przy fali o dtugosci 470 nm.
Zawartos$¢ barwnikow wyliczono wedtug wzorow ARNONA (1949) i podano w miligra-
mach na 1 g swiezej masy.

Oznaczenie zwiazkow fenolowych. Ekstrakcje zwiazkow fenolowych przeprowa-
dzano w nastepujacy sposob: nawazki lisci (200 mg) pocieto i zalano 4 ml 80-procen-
towego metanolu, pozostawiajac na 1 h w temperaturze 5°C. Nastepnie tkanke rozciera-
no z dodatkiem kolejnych 2 cm?® 80-procentowego metanolu. Homogenat wirowano 20
min przy 16 000 g. Otrzymany supernatant odparowywano do frakcji wodnej i dwu-
krotnie ekstrahowano octanem etylu. Potaczone frakcje octanu etylu odparowano do
sucha. Powstaly osad rozpuszczono w 1 cm® 80-procentowego metanolu. W otrzymanej
w ten sposob frakcji kolorymetrycznie oznaczano sumaryczng zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych oraz poziom flawonoidow.

Sumaryczna zawarto$¢ fenoli oznaczano metoda przedstawiong W pracy SWAINA
i HILLISA (1959), stosujac jako standard kwas p-kumarowy. Mieszanina reakcyjna za-
wierata: 0,2 ml wyciagu, 3,7 ml H,O, 0,1 ml 1 N odczynnika Folina-Denisa i 1 ml 10-
-procentowego Na,CO; dodanego po 3 min. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali
660 nm. Wyniki podano w mikrogramach kwasu p-kumarowego na 1 g $wiezej masy lisci.
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Zawarto$¢ flawonoidéw oznaczano poprzez pomiar absorbancji ekstraktow meta-
nolowych (CALDWELL i IN. 1994). Absorbancj¢ mierzono przy dlugosci fali 305 nm.
Jednostka byla warto$¢ absorbancji na 1 g §wiezej masy liscia.

Statystyka. Dla uzyskanych wynikéw obliczano $rednie arytmetyczne z trzech po-
wtorzen, dla ktorych obliczano takze odchylenia standardowe. Wykonano takze analizg
wariancji ANOVA, wykazujac za pomoca testu Tukeya istotne statystycznie réznice
miedzy kontrolg a stresem. Test pozwala wykry¢ réznicg na dwdch poziomach istotno-
$ci: a < 0,05 — réznice istotne, a < 0,01 — r6znice wysoce istotne.

Wyniki

Zawartos¢ chlorofilu a w roslinach kontrolnych zmieniata si¢ w kolejnych dniach od
wartosci 1,89 do 1,67 jednostki, a w UV-B — od 1,95 do 1,73 jednostki. Po traktowaniu
UV-B zawarto$¢ chlorofilu a w porownaniu z kontrola wzrosta w kolejnych dniach
0 odpowiednio: 3, 38, 33 i 3%. Koncentracja chlorofilu b, podobnie jak chlorofilu a,
w liSciach ro$lin po napromienieniu UV-B byta wigksza niz w kontroli i zmieniata si¢
od wartosci 0,55 jednostki w drugim dniu do 0,54 w dziewiatym.

Zawarto$¢ tego barwnika rosta od piagtego dnia napromienienia o odpowiednio 40,
36 i 3%. Zmiany w ilo$ci chlorofilu a i b wplyne¢ty na sumaryczng zawartos¢ chlorofili;
stwierdzono wzrost catkowitej ilosci chlorofilu od pigtego dnia napromieniania o od-
powiednio 39, 34 i 5% (tab. 1).

Tabela 1. Zawarto$¢ barwnikéw chloroplastowych
Table 1. Content of chloroplast pigments

Liczba Kontrola UVv-B
dni zawartos¢ chlorofilu (mg/g $.m.)| Zzawarto$¢ | zawarto$¢ chlorofilu (mg/g §.m.) | zawartos$é
napro- karotenoidow karotenoidow
mienienia a b a+b | (mg/gsm.) a b a+b | (mg/gsm.)
2 1,89 0,60 2,49 2,54 1,95* 0,55* 2,49 2,92*
(#0,08) | (20,05 | (£0,13) | (0,13) | 0,15 | @0,03) | (£0,17) | (0,08)
5 1,60 0,42 2,03 3,02 2,22%* 0,59** 2,82%* 3,82%*
(#0,17) | #0,03) | 020) | (+0,08) | (&0,1) | @0,04) | @0,08) | (£0,13)
7 1,56 0,44 1,99 3,44 2,07** 0,60** 2,67** 4,02*%*
(#0,04) | #0,01) | 0,03) | (*0,03) | (0,16) | @0,03) | *0,05) | (£0,09)
9 1,67 0,52 2,17 3,34 1,73* 0,54 2,28* 4,32%*
(#0,06) | (£0,02) | (£0,05) | (0,15) | (#0,03) | *0,06) | (£0,03) | (20,10
*0 < 0,05.

**q < 0,01.
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Zawarto$¢ karotenoidow w kontroli zmieniata si¢ od wartosci 2,54 do 3,34 jednost-
ki, aw UV-B - od 2,92 do 4,32 jednostki. Tlo§¢ karotenoidéw w lisciach traktowanych
UV-B w porownaniu z kontrola rosta wigc sukcesywnie w czasie trwania do$wiadcze-
nia o 14, 26, 17 i 29% (tab. 1).

Sumaryczna zawarto$¢ zwiazkow fenolowych w kontroli wynosita: 1055, 795,7,
806,7, 751,7 jednostki, a w UV-B — 801,7, 836,7, 966,7, 1150 jednostek. Wzrost ilo$ci
zwigzkéw w UV-B obserwowano od pigtego dnia napromieniania; wynosit on 13, 20
i1 53% (rys. 1 A). llo$¢ flawonoidéw w kontroli wynosita: 35,1, 35,1, 34,3, 31 jednostek,
aw UV-B — 34, 40,4, 43,1, 47 jednostek. Tak wigc obserwowano — podobnie jak
w przypadku catkowitej zawartosci fenoli — sukcesywny wzrost zawartosci flawonow
w UV-B od piatego dnia napromieniania 0 odpowiednio 15, 26 i 51% (rys. 1 B).
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Rys. 1. Zawartos¢: A — sumaryczna zwigzkow fenolowych, B — flawonoidow
Fig. 1. Content: A — total phenolic, B — flavonoids
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Dyskusja

W przeprowadzonym dos$wiadczeniu stwierdzono, ze w liSciach ogorka poddanych
dziataniu zwigkszonego promieniowania UV-B dochodzi do wzrostu zawartosci chloro-
filu 1 barwnikow karotenoidowych. Wzrost ilosci chlorofilu moégt prawdopodobnie
wynikaé ze wzmozonej syntezy chlorofilu zwigzanej z silnym rozwojem wegetatywnym
roélin, jak i ze wzrostu ilo$ci karotenoidow, ktore bezposrednio chronig chlorofil przed
fotoinhibicja. Zwickszenie produkcji barwnikow pochlaniajagcych promieniowanie
$wietlne u odmian uprawnych roslin wiaze si¢ z ich zwigkszong tolerancja na stres spo-
wodowany promieniowaniem UV (RoBAKOWSKI 1998). W literaturze wykazano ponad-
to, iz wrazliwo$¢ roslin na zwigkszone napromienienie UV zalezy od ilorazu natgzenia
UV-B/PAR oraz ze duze natgzenie promieniowania fotosyntetycznie czynnego minima-
lizuje ewentualne uszkodzenia wywotane promieniowaniem UV-B (DECKMYN i IN.
1994, LAAKSO i HUTTUNEN 1998). Moze wtedy dojs¢ m.in. do fotoreaktywacji, enzy-
matycznego procesu naprawczego DNA (BJORN i IN. 2002, ZUK-GOLASZEWSKA i IN.
2003).

DECKMYN i IMPENS (1998) réwniez stwierdzili wzrost ilosci chlorofilu w miare
wzrostu radiacji w doswiadczeniu z kostrzews. Przeciwna tendencje zaobserwowali
NEDUNCHEZHIAN i KULANDAIVELU (1997) na turzycy, GABERSCIK i IN. (2002) na gryce
oraz SMITH i IN. (2000), ktorzy analizy przeprowadzali na 19 gatunkach roslin zielnych.
BARSIG i MALZ (2000) w do$wiadczeniu z kukurydza nie stwierdzili istotnych réznic
w poziomie karotenoidow pod wpltywem UV-B; zwigkszanie dawek promieniowania
nie powodowato zmiany ilosci barwnikow.

Wzmozona synteza i gromadzenie niektorych metabolitow wtornych, m.in. zwigz-
kow fenolowych, w tym flawonow, jest jednym z mechanizméw ochronnych roslin
wobec zwiekszonej radiacji (HANCZAKOWSKI 2004, VAN DE STAAIJ i IN. 2002). Lokali-
zacja zwigzkow fenolowych w réznych strukturach tkankowych lub komoérkowych,
m.in. w warstwie epikutykularnej, wtoskach pokrywajacych blaszke liSciows a takze
w komédrkach mezofilu, umozliwia pochtanianie cze$ci promieniowania docierajacego
do roslin. Metabolity te dziatajg wigc jak filtry, organelle komorkowe lezace w gleb-
szych warstwach liSci s w ten sposob chronione przed uszkodzeniami. Proste kwasy
fenolowe oraz flawonoidy wykazuja ponadto aktywnos$¢ antyoksydacyjna.

W niniejszej pracy stwierdzono wzrost calkowitego poziomu fenoli i flawonoidow
w siewkach ogorka. Uzyskane wyniki dotyczace flawonow sa zgodne z tymi, ktore
uzyskali LYNCH i IN. (2001) w badaniach lisci kapusty, KOLB i IN. (2001) winorosli oraz
VAN DE STAAIJ i IN. (2002) w badaniach turzycy. SANTOS i IN. (2004) stwierdzili aku-
mulacje flawonoidow w ziemniaku po ekspozycji na UV-B. W literaturze odnajdujemy
takze dane o udziale zwigzkéw fenolowych w absorpcji UV-B u roslin drzewiastych,
np. zwigkszong zawarto$¢ zwiazkow fenolowych stwierdzono u klonu i eukaliptusa
(SULLIVAN i IN. 2003).

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze podwyzszone promieniowanie UV-B nie
wplyne¢lo destrukcyjnie na barwniki chloroplastowe ogorka. Nie stwierdzono spadku
zawarto$ci chlorofili ani karotenoidow po traktowaniu UV-B, a wrgcz doszto do ich
niewielkiej kumulacji. Wystapila rowniez wzmozona synteza zwiazkow fenolowych,
w tym flawonoidow, pochtaniajacych nadmiar promieniowania UV. I cho¢ ogorek jest
dos$¢ wrazliwy na zwiekszong radiacj¢, gdyz obserwowano hamowanie wzrostu roslin
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(dane nie przedstawione), mozna przypuszczaé, ze w ro$linach ogorka narazonych na
dziatanie zwigkszonego promieniowania UV-B dochodzi do uruchomienia systemu
obronnego.

Whioski

1. Zwigkszone promieniowanie UV-B prowadzi do wzrostu zawarto$ci barwnikéw
chloroplastowych w ogorku.

2. Wprowadzony w doswiadczeniu stres powodowal wzmozona synteze fenoli
i flawonow.

3. Na podstawie uzyskanych wynikdéw mozna przypuszczac, ze zwigkszone promie-
niowanie UV-B uruchamia w ros$linach ogorka mechanizm obronny zwigzany z absorb-
cja nadmiaru promieniowania ultrafioletowego.
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DOES THE ENHANCED UV-B RADIATION MODIFY
CHLOROPLAST PIGMENTS AND PHENOLIC COMPOUNDS LEVEL
OF THE CUCUMBER COTYLEDONS

Summary. An influence of the increased UV-B radiation (16 kJ/m? during 24 h) on the level of
chlorophyll a and b, carotenoids and phenolic compounds in cucumber cotyledons was examined.
In plants subjected to UV-B radiation content of chloroplast pigments was higher than in the
control. Also a stimulation of phenolic compounds was stated, including flavonoids.

Key words: Cucumis sativus L., UV-B, chloroplast pigments, phenolic compounds
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