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Abstract. The effect of sulfite (0.1-10.0 mM) on 14CO2 fixation in light and on the uptake in the
dark of sucrose by leaf discs of different cultivars of Populus deltoides was studied. Both, P.
deltoides and P. ‘Marilandica’ were characterized as more tolerant to SO2 than P. ‘Virginie de
Frignicourt’ and P. Tomdorf. It was found that CO2 assimilation and sucrose transport (i.e.
sucrose uptake) were at least two times higher in P. "Virginie de Frignicourt’ and P. Tomdorf than
in P. deltoides and P. ‘Marilandica’. Sulfite treatment of leaf discs of the four poplars caused a drop
in photosynthesis and sucrose uptake. The inhibition of sucrose loading to phloem under the
influence of sulfite was greater than the inhibition of photosynthesis. Changes in 14CO2
assimilation and phloem loading were independent of the degree of poplar cultivar susceptibility to
SO2.
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WSTEP

Dwutlenek siarki wnika do wnetrza liscia gtownie przez szparki tatwo
przenika przez btony komdérkowe oraz dobrze rozpuszcza sie w Srodowisku
wodnym wnetrza ro$lin. Produktami jego hydrataq'i i dysocjacji sg jony H+,
HSO3 i SOj’. Jony siarczynowe zaburzajg transport produktow fotosyntezy
z komorek mezofilowych do tkanek przewodzacych przede wszystkim wskutek
hamowania aktywnosci procesu zatadunku cukru do floemu (Lorenc-
-Plucinska 1988). Obnizenie aktywnosci apoplastycznego zatadunku floemu

* Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej Instytutu Dendrologii Polskiej Akademii
Nauk w Kérniku.
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zalezy od gatunku roélin i ich zréznicowanej wrazliwosci na dziatanie
dwutlenku siarki oraz od funkcji, jakg poszczegblne organy asymilacyjne
(dawcy/biorcy) petnig w transporcie fotoasymilatow (Maurousset i in. 1992).

Catkowicie rozwiniete i o petnym turgorze liscie Populus deltoides, P.
‘Marilandica’, P. ‘Virginie de Frignicourt' i P. ‘Fomdorf charakteryzowaty sig
identycznym mechanizmem zatadunku sacharozy do floemu: aktywny trans-
port sacharozy przez plazmalemme zachodzit przy udziale no$nika biatkowego
i w kotransporcie z protonem (Lorenc-Plucinska i Bojarczuk 1993).
Aktywno$¢ tego procesu byta jednak kilkakrotnie nizsza u Populus deltoides
i P. ‘Marilandica’ w poréwnaniu do P. ‘Virginie de Frignicourt' i P. ‘Fomdorf.
Oddziatywanie dwutlenku siarki na proces fotosyntezy i transport cukru nie
zostat, jak dotgd, zbadany na tym materiale. Z obserwaqgi terenowych
wiadomo jednak, ze Populus deltoides i P. ‘Marilandica’ wykazuje mniejszg
podatno$¢ na SO2 anizeli P. ‘Virginie de Frignicourt’ i P. ‘Fomdorf (Rach-
wat i Kluczynski 1987).

Celem niniejszej pracy byto okreSlenie wptywu réznych stezen jonow
siarczynowych na natezenie fotosyntezy i zatadunku sacharozy do floemu oraz
jego uzaleznienie od poczatkowej aktywnosci badanych proceséw u P.
deltoides i jej wyzej wymienionych odmian.

W doswiadczeniach z sosng zwyczajng obserwowano, ze dwutlenek siarki
powodowat wigkszg inhibicje fotosyntezy i dalekiego transportu asymilatow
u osobnikéw charakteryzujacych sie wyzszym natezeniem tych procesow;
osobniki te byly réwniez bardziej wrazliwe na dziatanie SO2 (Lorenc-
-Plucinska 1982, 1984). Przypuszczano wiec, ze podobnie jak u sosny
zwychajnej, jony siarczynowe bedg powodowaty wieksze zmiany w natezeniu
fotosyntezy i transportu cukru u P. ‘Virginie de Frignicourt i P. ‘Fomdorf,
charakteryzujacych sie wieksza aktywnoscig tych proceséw i podatnoscig na
dziatanie SO2 anizeli u P. deltoides i P. ‘Marilandica’. Wyniki niniejszych
badan nie potwierdzity jednak tego przypuszczenia; hamowanie zar6wno
asymilacji CO2 na S$wietle jak i transportu cukru w ciemnosci przez jony
siarczynowe byto u P. deltoides i jej odmian, podobne.

MATERIAL | METODY

Do badan wybrano 4 drzewa w wieku 25 lat z kolekcji topoli Instytutu
Dendrologii PAN w Kérniku: Populus deltoides i znanych odmian uprawo-
wych mieszancow euroamerykanskich P. ‘Marilandica’, P. ‘Virginie de Frigni-
court' i P. ‘Fomdorf.
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Z miedzyzytowych przestrzeni blaszki lisciowej wycinano przy pomocy
korkoboru krazki o $rednicy 8 mm. Przenoszono je do naczynka prozniowego,
zawierajgcego mieszanine skfadajacg sie z 250 mM mannitolu, 0.25 mM
MgClI2,0.5 mM CaCl2 i 25 mM MES, pH 5.0. Krazki infiltrowano pod préznig
az do ich catkowitego zanurzenia. Nastepnie inkubowano je w 20°C przez 60
min w $wiezej mieszaninie buforowej.

Transport sacharozy badano z zastosowaniem metod wcze$niej opisanych
(Lorenc-Plucinska i Bojarczuk 1993), z niewielkimi modyfikacjami.
Krazki lisciowe inkubowano w ciemnosci na wytrzasarce (80 wstrzagséw/min)
w mieszaninie zawierajgcej 0.25 mM MgCI2, 0.5 mM CaCl2, 250 mM
mannitolu, 25 mM MES-NaOH (pH 6.0), bez lub z siarczynem, sacharozg
z U-14C-sacharozg (specyficzna aktywnos$¢ 19.8 GBg/mmol). Nastepnie ptuka-
no je Swiezym, nieradioaktywnym roztworem buforowym bez siarczynu (3x2
min) i inkubowano przez 90 min w gorgcej (70°C) mieszaninie 70% (v/v) kwasu
nadchlorowego i 30% (viv) H202

Fotosynteze mierzono inkubujgc wstepnie krazki lisciowe na Swietle (54
LE/cT2 1) przez 20 min w mieszaninie skfadajgcej sie z NaHCO3, 250 mM
mannitolu, 0.25 mM MgCI2, 0.25 mM CaCl2, 25 mM MES-NaOH, pH 5.8 lub
7.5. Nastepnie dodawano NaH14CQO3 (42-70 MBg/mmol) z lub bez siarczynu.
Asymilacje 14CO2 przerywano przez wytgczenie Swiata i przeniesienie préb do
6 N kwasu octowego.

W badaniach asymilacji 14CO?2 i transportu sacharozy siarczyn przygoto-
wywano kazdorazowo bezposrednio przed uzyciem, rozpuszczajgc Na2SO3
w mieszaninie inkubacyjnej i doprowadzajac do okreSlonego pH za pomoca
HCL. Radioaktywno$¢ préb zliczano przy pomocy licznika scyntylacyjnego.
W obliczeniach uwzgledniono tlo promieniowania i stopien wygaszania
mieszaniny dla kazdej proby oddzielnie. Stezenia sacharozy, kwasnego weg-
lanu sodu, siarczynu i innych dodatkowych skfadnikéw mieszaniny inkubacyj-
nej oraz czas trwania inkubacji podano w opisach rycin.

Zawarto$¢ chlorofilu w izolowanych krazkach lisciowych oznaczano spek-
trofotometrycznie wedlug metody opisanej przez Arnona (1949).

WYNIKI

Natezenie fotosyntezy izolowanych krazkéw lisciowych P. deltoides, P.
‘Marilandica’, P. ‘Virginie de Frignicourf i P. ‘Forndorf badano poprzez
pomiar ilosci pochtonietego 14CO2 na $wietle. Zalezato ono zaréwno od pH
Srodowiska inkubacyjnego jak i od zastosowanego stezenia kwasnego weglanu
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Rye. 1. Wptyw siarczynu na natezenie asymilacji CO? izolowanych krazkéw lisciowych Populus deltoides (A), P. ‘Marilandica’ (B), P. ‘Virginie de
Frignicourt’ (C), i P. ‘Fomdorf (D). Czas inkubacji krazkéw lisciowych z siarczynem: 15-20 min. Siarczyn dodawano do mieszaniny inkubacyjnej
(0.25 mM, MgCI2, 0.25 mM CacCl2, 250 mM mannitolu, 25 mM MES-NaOH pH 5.8 lub 7.5) razem z NaH14CO3 (1.0 i 5.0 mM) na S$wietle (54
pE/cm2 1 s). Kazdy punkt jest érednig + SD z 6 eksperymentéw, powtarzanych czterokrotnie. Pionowe kreski (+SD) nie sg zaznaczone, jezeli byty
mniejsze niz zastosowane symbole.
Fig. 1. Effect of sulfite on 14CO2 fixation of leaf discs isolated from source leaves of Populus deltoides (A), P. ‘Marilandica’ (B), P. ‘Virginie de
Frignicourt (C), and P. Fomdorf (D). Incubation time of leaf discs with sulfite: 15-20 min. Sulfite was added to the incubation medium (0.25 mM
MgCI2, 0.25 mM CaCl2, 250 mM mannitol, 25 mM MES-NaOH pH 5.8 or 7.5) simultaneously with 1.0 or 5.0 mM NaH14CO3 in light (54
LE/cT2 v s). The values are means +SD of 6 experiments replicated 4 times. The bars are omitted where their lengths are smaller than the symbols
shown.
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sodu (rye. 1). Wzrost stezenia protondéw (10“75 i 1Cr58 M) powodowat
obnizenie natezenia asymilacji CO?2 (rye. 1), natomiast wzrost stezenia weglanu
(1.0 i 5.0 mM) wzmagat intensywno$¢ wigczania 14CO2 na Swietle (rye. 1).
Z drugiej jednak strony, niezaleznie od uzytego pH medium oraz stezenia
weglanu, natezenie fotosyntezy u P. deltoides i P. ‘Marilandica’ byto
istotnie nizsze w poréwnaniu do P. ‘Virginie de Frignicourt’ i P. ‘Fomdorf
(ryc. 1).

Siarczyn sodu w stezeniu od 0.1 do 10.0 mM powodowat obnizenie
natezenia fotosyntezy u wszystkich badanych czterech topol. Byto ono tym
wieksze im nizsze zastosowano pH $rodowiska inkubacyjnego i stezenie
weglanu (ryc. 1). W przypadku uzycia 5 mM NaHCO3 i pH 7.5, istotne
hamowanie asymilacji CO2 notowano jedynie pod wptywem dziatania 10.0
mM siarczynu. Jezeli obnizono stezenie weglanu z 5.0 mM do 1.0 mM, to
istotne zmniejszenie fotosyntezy nastepowato juz przy traktowaniu krgzkow
lisSciowych siarczynem w stezeniu 2.5 mM. Natomiast wzrost natezenia jondw
wodorowych z 10-75 do 10-5,8 M silnie wzmagat niekorzystne dziatanie
jonéw siarczynowych i istotne obnizenie asymilacji CO2 w poréwnaniu do
kontroli (bez siarczynu) notowano dziatajgc 1.0 mM siarczynu na krgzki
lisciowe P. deltoides i P. ‘Marilandica’ oraz 0.5 mM siarczynu na P. ‘Virginie de
Frignicourt' i P. ‘Forndorf (ryc. 1).

Poréwnujac procentowe zmiany w natezeniu fotosyntezy krazkéw liscio-
wych spowodowane dziataniem réznych stezen jondéw siarczynowych stwier-
dzono, ze niezaleznie od zastosowanego pH $rodowiska inkubacyjnego i steze-
nia weglanu, stopien inhibicji natezenia asymilacji CO2 pomiedzy badanymi
topolami byt istotnie rézny jedynie w przypadku uzycia 10 mM siarczynu (ryc.
2). To stezenie jondw siarczynowych powodowato istotnie wieksze obnizenie
natezenia badanego procesu u P. ‘Virginie de Frignicourt' i P. ‘Fomdorf
w poréwnaniu do P. deltoides i P. ‘Marilandica’.

Proces zatadunku sacharozy do floemu badano mierzac ilo$¢ pobranej
i4C-sacharozy przez izolowane krazki lisciowe wybranych topdl. Podobnie jak
we wczesniejszej pracy (Lorenc-Plucinska i Bojarczuk 1993), pobieranie
sacharozy byto, niezaleznie od jej egzogennego stezenia istotnie wyzsze u P.
‘Virginie de Frignicourt’ i P. ‘Forndorf w poréwnaniu do P. deltoides i P.
‘Marilandica’ (ryc. 3 i 4).

Siarczyn w stezeniu od 0.1 do 10.0 mM zmieniat natezenie pobierania
sacharozy w bardzo podobny sposob u wszystkich badanych topdl (ryc. 3).
Istotne obnizenie tego procesu notowano pod wptywem stezenia jonow
siarczynowych >2.5 mM (ryc. 3). Hamowanie zatadunku sacharozy do floemu
przez siarczyn byto typu niewspdtzawodniczego ze statg inhibicji Ki réwng
6.41, 6.00, 4.32 i 415 mM siarczynu dla P. deltoides, P. ‘Marilandica’ P.
‘Virginie de Frignicourt’ i P. ‘Forndorf, odpowiednio (ryc. 4).
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Rye. 2. Zmiany w natezeniu asymilacji CO2 krazkoéw lisciowych Populus sp. pod wptywem dziatania roznych stezen siarczynu. CO2 (%) - jako 100%
przyjeto intensywno$¢ asymilacji CO2 w kontroli (bez siarczynu). Obliczenia wykonano dla danych z rye. 1.

Fig. 2. Effect of sulfite treatment on the degree of 14CO2 fixation in light CO2 (%) - the rate ofthe processes in the control without sulfite is taken as
100%. Data were used from the experiments shown in Fig. 1.
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Ryc. 3. Wplyw roznych stezen siarczynu na pobieranie sacharozy w ciemnosci przez krazki lisciowe izolowane z lisci Populus sp. Czas inkubacji
krazkow lisciowych z siarczynem: 15 min. Siarczyn dodawano do mieszaniny inkubacyjnej (0.25 mM MgCI2, 0.5 mM CaCl2, 250 mM mannitolu, 25
mM MES-NaOH, pH 6.0) razem z 5 mM 14C-sacharozy. (%) - procent kontroli (bez siarczynu). Wyniki sg $rednimi +SD z 5 eksperymentéw

powtarzanych trzykrotnie. Pozostate: jak na ryc. 1
Fig. 3. Effect of various sulfite concentrations on sucrose uptake in darkness by leaf discs isolated from source leaves of Populus sp. Incubation time
of the leaf discs with sulfite: 15 min. Sulfite was added to the incubation medium (0.25 mM MgCI2, 0.5 mM CaCl2, 250 mM mannitol, 25 mM
MES-NaOH, pH 6.0) simultaneously with 5 mM of 14C-sucrose. % - percent of control (without sulfite). The results are averages +SD of
5 experiments each replicated 3-times. Others: see Fig. 1.
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Ryc. 4. Graficzne wyznaczenie statej inhibicji. Odwrotno$¢ wartosci natezenia pobierania sacharo-
zy (v: /frmol dm_2h_1) przez krazki lisciowe Populus sp. wykreslano jako funkcje stezenia siarczynu
([1]: 0-10.0 mM) dla 5 roznych stezen sacharozy (1, 5, 20, 50, 100 mM). Czas inkubacji kragzkow
lisciowych z 14C-sacharoza i siarczynem: 30 min (pH 5.8). Kazdy punkt jest $rednig z 3 niezalez-
nych eksperymentéw. Pozostate: jak na ryc. 1.
Fig. 4. Graphical determination of the inhibitor constant Reciprocal values of sucrose uptake rate
(v: /rmol dm_2h"'1) are plotted as a function of sulfite concentrations ([I]: 0-10.0 mM) for five
different sucrose concentrations (1, 5, 20, 50, 100 mM). Incubation time of leaf discs of Populus sp.
with 14C-sucrose and sulfite: 30 min (pH 5.8). Each value is the average of 3 independent
experiments. Others: see Fig. 1.
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DYSKUSJA

Fotosynteza zaliczana jest do najbardziej wrazliwych proceséw metabolicz-
nych na dziatanie dwutlenku siarki (Hallgren 1984). Konsekwenqg rézno-
rodnych zaburzen poszczegblnych etapow procesu fotosyntezy pod wptywem
SO2 i jonéw siarczynowych (Miszalski 1990) jest to, ze w zaleznosci od
gatunkow i konkretnych warunkéw eksperymentalnych obserwuje sie zaréwno
stymulacje jak i obnizanie natezenia asymilacji CO2 (Lorenc-Plucinska
1988). W literaturze spotyka sie jednak rowniez doniesienia 0 mniejszej
wrazliwosci fotosyntezy na dziatanie dwutlenku siarki i siarczynu w porow-
naniu z procesami transportu fotoasymilatow (Noyes 1980, Gould i in. 1988,
Lorenc-Plucinska 1988). Swiatlo bowiem indukuje fotoredukcyjny i foto-
oksydacyjny mechanizm detoksyfikacji SO2 i siarczynu (Ghisi i in. 1990,
Dittrich i in. 1992). Poza tym, dzieki szczegolnie wysokiemu pH na $wietle,
chloroplasty posiadajg najwieksza zdolno$¢ neutralizacji protonéw powstajg-
cych w wyniku uwodnienia i dysogacji SO2 (Pfanz i Heber 1986, Thomas
i Runge 1992).

W alkalicznym (7.5) i kwasnym (5.8) pH oraz réznym stezeniu CO2 (1.0 i
50 mM NaHCO?3) dla wiaczania 14CO2 na Swietle, a takze w optymalnych
warunkach dla pobierania 14C-sacharozy przez izolowane krazki lisciowe
badanych topdl (Lorenc-Plucinska i Bojarczuk 1993), natezenie foto-
syntezy i transportu sacharozy byto Kilkakrotnie wyzsze u P. ‘Virginie de
Frignicourt’ i P. ‘Fomdorf w poréwnianiu z P. deltoides i P. ‘Marilandica’ (ryc.
1 i 3). Nie stwierdzono natomiast statystycznie istotnych réznic pomiedzy
badanymi topolami we wrazliwosci fotosyntezy i zatadunku sacharozy do
floemu na dziatanie réznych stezen siarczynu (ryc. 2 i 4). Wprawdzie pod
wptywem 10 mM siarczynu nastepowato wieksze obnizenie asymilacji CO2
u P. ‘Virginie de Frignicourt’ i P. ‘Fomdorf anizeli u P. deltoides i P.
‘Marilandica’, lecz w przypadku tego stezenia jonéw siarczynowych mogt by¢
to efekt uszkodzenia og6lnego metabolizmu wewnatrzkomdérkowego
(Lorenc-Plucinska 1988, Miszalski 1990).

W zakresie pH optymalnych dla fotosyntezy (7.0-8.0) i dla transportu
cukru (5.5-6.0), statystycznie istotne hamowanie asymilacji CO2 na Swietle
izolowanych krazkéw lisciowych badanych topdl nastepowato pod wplywem
10 mM jonéw siarczynowych (5 mM NaHCO3), a pobieranie sacharozy
w ciemnos$ci juz przy 2.5 mM siarczynu (ryc. 1 i 3). Ta wieksza wrazliwos¢
zatadunku sacharozy do floemu anizeli fotosyntezy mogta by¢ rezultatem
stabszej detoksyfikacji siarczynu w ciemnosci anizeli na Swietle (Olszyk
i Tingey 1984, Dittrich i in. 1992).

Obnizenie pH srodowiska inkubacyjnego z 7.5 do 5.8 wzmagato inhibicje
asymilacji CO2 spowodowang dziataniem jondw siarczynowych u wszystkich
badanych topdl (ryc. 1 i 2), co mogto wynikac z wiekszej zdolnosci przenikania
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siarczynu do wnetrza komérek i szybszego tempa utleniania siarczynu w kwas-
nym pH (Pfanz i in. 1987a i b, Laisk i in. 1988).

RoOwniez obnizenie stezenia weglanu z 5.0 do 1.0 mM w S$rodowisku
inkubacyjnym prowadzito do wigkszego hamowania asymilacji CO2 przez jony
siarczynowe (rye. 1 i 2). Przyczyng tej zwiekszonej wrazliwosci krazkéw
liSciowych topdl na dziatanie jondw siarczynowych w obnizonym stezeniu CO?
mogta by¢ stabsza aktywacja reakcji fotochemicznych i karboksylacji (Parry
i Gutteridge 1984, Miszalski 1990).

Podsumowujac wyniki tej pracy nalezy stwierdzi¢, ze P. deltoides i P.
‘Marilandica’ uwazane za mniej wrazliwe na dwutlenek siarki, w poréwnaniu
z P. ‘Virginie de Frignicourt' i P. ‘Forndorf (Rachwat i Kluczyrski 1987)
nie roznity sie zaburzeniami w aktywnosci fotosyntezy i transportu sacharozy
pod wpltywem dziatania réznych stezen siarczynu.
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STRESZCZENIE

Badano wplyw roznych stezen jondw siarczynowych na natezenie fotosyntezy i transport
sacharozy. Materiat eksperymentalny stanowity izolowane krazki lisciowe czterech roznych topol
klasyfikowanych jako tolerancyjne (P. deltoides i P. ‘Marilandica’) oraz bardziej podatne (P.
‘Virginie de Frignicourt’ i P. ‘Fomdorf) na dziatanie dwutlenku siarki.

Natezenie asymilacji 14CO2 na Swietle i pobierania w ciemnosci egzogennie podawanej
14C-sacharozy przez nietraktowane siarczynem krazki lisciowe P. ‘Virginie de Frignicourt’ i P.
‘Fomdorf byto istotnie wyzsze w poréwnaniu z P. deltoides i P. ‘Marilandica’. Nie stwierdzono
natomiast réznic pomiedzy badanymi topolami w zaburzeniach powyzszych proceséw pod
wptywem dziatania jonéw siarczynowych w stezeniu 0.1-10.0 mM.

U wszystkich badanych topdl, siarczyn w stezeniach >2.5 mM istotnie hamowat proces
zatadunku sacharozy do floemu.

Hamowanie natezenia fotosyntezy przez jony siarczynowe wzrastato wraz z obnizeniem pH
$rodowiska inkubacyjnego i stezenia CO2. W warunkach optymalnych dla pomiaru fotosyntezy
i pobierania sacharozy, stopien inhibicji natezenia asymilacji CO2 przez jony siarczynowe byt
nizszy niz procesu zatadunku sacharozy do floemu u wszystkich badanych topdl.

http://rcin.org.pl
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