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WPLYW SUSZY NA AKTYWNOSC PEROKSYDAZY ASKORBINIANOWEJ
W WYBRANYCH ODMIANACH ZIEMNIAKA
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WSTEP

Peroksydaza askorbinianowa (APX) naturalnie wystepujaca w chloroplastach, cytozolu, wakuoli i apoplascie to jeden z kluczowych enzymow, wraz z dysmutaza ponadtlenkows |
katalaza, bioracych udzial w usuwaniu reaktywnych form tlenu, powstajgcych w warunkach stresu biotycznego i abiotycznego. Peroksydaza askorbinianowa katalizuje reakcje
redukcji nadtlenku wodoru do wody przez kwas L- askorbinowy. Ziemniak to roslina o duzych wymaganiach wodnych i nawozowych, na ktérg szczegoinie negatywnie wptywa stres
abiotyczny (susza). Pod jego wplywem plon roslin moze by¢ pomniejszony nawet kilkanascie razy. Tak wiec odpornos¢ roslin na susze jest bardzo waznym elementem dostosowania
sie do stale zmieniajgcych sie warunkow klimatycznych. Wielokrotnie w literaturze wykazywano zwigzek peroksydazy askorbinianowej z odpornoscig roslin na susze, dlatego tez
moze ona stanowié dobry marker odpornosci na ten rodzaj stresu. Aby enzym mogt by¢ rutynowo wykorzystywany potrzebna jest prosta i niekosztowna metoda oznaczania jego
aktywnosci.

MATERIALY | METODY

OZNACZANIE AKTYWNOSCI. APX oznaczano wg Nakano i Asada (1981)%. W celu optymalizacji metody modyfikowano bufor ekstrakcyjny. Do 194 pl roztworu substratu (0,5 mM
kwas askorbinowy w 50 mM buforze potasowofosforanowym o pH 7,0 dodawano 2 pl enzymu, mierzono wyjsciowa absorbancje w 290 nm i rozpoczynano reakcje dodajac 4 pl 10
mM H,O, (koncowe stezenie 0,2 mM). Reakcje prowadzono przez 30-180 sekund w temperaturze pokojowej mierzac absorbancje w 290 nm co 30 sekund. Za jednostke enzymu [U]
przyjeto liczbe mikromoli askorbinianu utlenianego w ciagu 1 minuty w przeliczeniu na 1 mg Swierzej masy. Do wyznaczenia koncentracji kwasu L askorbinowego stosowano
wspdlczynnik ekstynkcji molowej (w 290 nm=28mM " cm ™).

ZMIANY AKTYWNOSCI APX POD WPLYWEM SUSZY. Do badan uzyto odmiany ziemniaka, rézniace sie podatnoscia na susze, uzyskane z Banku Genow Ziemniaka (IHAR-PIB,
Zakiad Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka w Boninie). Rosliny wysadzono w pomieszczeniu fitotronowym. Po 2 tygodniach adaptacji przerwano podlewanie 20 roslin kazdej odmiany
(Susza). Dia 10 roslin kontynuowano podlewanie przez caly czas trwania doswiadczenia (Kontrola). Po 20 dniach suszy z roslin kontrolnych oraz z roslin poddanych suszy zebrano
liscie, utarto w cieklym azocie i przechowywano w -80°C. Tego samego dnia rozpoczeto podlewanie 20 roslin uprzednio poddanych suszy (Regeneracja). Po trzech dniach
podlewania zebrano i utarto liScie jak opisano wyzej. Dla kazdej odmiany odwazano w 3 powtorzeniach po 50 mg tkanki z préb kontrolnych, poddanych suszy i regenerowanych.
Tkanke homogenizowano w 200 pl 50 mM buforu potasowofosforanowego (KPi) o pH 7,0 z 40% glicerolem. Proby wirowano i supernatant stosowano do oznaczania aktywnosci.

WYNIKI

Najwyzsza aktywnos¢ uzyskano stosujac bufor KPi zawierajacy
KFi, 40% glicerol =#= KPi 40% glicerol, 0,05% Tween 20

| e 2.0~ 40% glicerol (Rys.1). Dodatek innych substancji, lub zmiana
ool toat ool s Yy o Ui et buforu na PBS powodowaty spadek aktywnosci (Rys.1). Enzym
e 160+ a E 184 najdiuzej zachowywat poczatkowa aktywnos¢ w buforze PBS z
S 104 | = 40%glicerolem(przez 120 sekund). Jednakze, aktywno$é
2 3 164 enzymu w tym buforze byta prawie 7-krotnie nizsza niz w KPi
= © + 40% qglicerol, ktéry wybrano do dalszych badan, pomimo,
£ & qal ze enzym zachowywat w nim poczatkowa aktywnos¢ tylko
r a przez 60 sekund.
5 - ) -0~ KPi, 40% glicerol + enzym W zoptymalizowanych warunkach nie obserwowano utleniania
{i -2 O~ KPi. 40% glicerol + golowany enzym kwasu L-askorbinowego przez wode utleniong. Dzieki temu
% - nie byta konieczna korekta wynikéw o ten parametri (Rys. 2).
- | T T L
o e - 0 50 100 150 Aktywnos¢ peroksydazy askorbinianowej w roslinach podlewanych
Czas (sec) Czas (sec) byta podobna i mieScita sie w zakresie 25-35 U/mg Swieze] masy dla

wszystkich badanych odmian (Rys.3 Kontrola)) W roslinach

Rysunek 1. Wplyw buforu ekstrakcyjnego na  Rysunek 2. Wplyw H;O; na kwas L-askorbinowy.  poddanych suszy aktywno$¢ wzrosta dwukrotnie do okoto 50-70 U/mg
aktywnosc i stabilnos¢ APX. Swiezej masy (rys.3 susza). Przerwanie suszy i 3-dniowe podlewanie

(regeneracja) dla wiekszosci odmian powodowato spadek absorbancji
: do poziomu wyjsSciowego (rys.3 regeneracja). Wyjatkiem byty odmian

Bl Kontrola Susza - Regeneraqa Tajf‘:l?\ | 0ber:zl. W gap((rl)l'(u T;'ejfgna akt)fw)no'éz:,l anymu :I\z zmienitz
sie wzgledem aktywnosci oznaczanej po 20-dniowej suszy. U odmiany
Oberon obserwowano dalszy wzrost aktywnosci enzymu do poziomu
trzykrotnie wyzszego niz w roslinach kontrolnych (rys.3 regeneracja).
Rosliny odmiany Oberon, nawet w wyzszym stopniu niz rosliny
odmiany Tajfun po 20 dniach suszy nadal byly bardzo zielone i w
ogoinie dobrej kondycji, podczas gdy pozostate odmiany wykazywaty
wyrazne objawy suszy.

—_— WNIOSKI —

e 1. Metoda spektrofotometrycznego oznaczania peroksydazy
x askorbinianowej po optymalizacji moze by¢ wykorzystana do
n r,q r] I ! m [?1 1 I '1 i s rutynowego badania odpornosci odmian ziemniaka na stres
‘" SUSzy.
i i I ' l I I I i ! l l ' i ! ' i l i l ! . 2. Wiekszoé¢ odmian, w tym podatna na susze odmiana

Gawin reaguje wzrostem aktywnosci enzymu pod wptywem
GWIAZDA CEKIN BOGATKA GAWIN SATINA TAJFUN OBERON PO przerwaniu suszy.

stresu suszy i jego szybkim spadkiem do poziomu kontrolnego
3. Odmiana odporna na susze Tajfun i potencjalnie odporna -
Oberon, utrzymuja podwyzszony poziom aktywnosci enzymu

Rysunek 3. Wplyw suszy na zmiany aktywnosci APX w badanych odmianach ziemniaka. po przerwaniu suszy.
Stupki bledu przedstawione na wykresach 1-3 oznaczajg odchylenie standardowe.

Literatura: Nakano Y., Asada K. 1981, Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbatespecific peroxidase in spinach chloroplasts, Plant Cell Physiol., 22: 867-880.
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