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冬季降温对菹草叶片光合荧光特性的影响
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摘要：将菹草（Potamogeton cripus）石芽种植于室外水体中，萌发后选择发育程度相近的幼苗，在冬季降温期间利用水下饱和脉冲荧光仪（DIVING-PAM）测定幼苗叶片的Fv/Fm和光响应恢复曲线。结果表明，在冬季水温低于7 ℃的条件下菹草叶片Fv/Fm显著降低（P < 0.01）。水温回复到9~10 ℃后，Fv /Fm逐渐增大；光强的降低有利于Fv /Fm的恢复。进一步研究植株的光响应恢复曲线发现，第4-10天，水温 < 7 ℃，菹草叶片有效荧光产量（△Fv’/Fm’）的光响应能力和暗恢复能力显著下降；同时，热耗散能力和暗恢复能力也显著降低，发生光抑制的可能性增大。当水温升高到9~10 ℃时，△Fv’/Fm’和非光化学淬灭（NPQ）随光强降低和实验天数的增加逐渐得到恢复。因而，水温9~10 ℃可能是冬季菹草进行正常光合作用的临界温度；菹草在低温（< 7 ℃）、高光照条件下易发生光抑制，导致PSII受到伤害。
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菹草（Potamogeton crispus）为眼子菜科（Potamogetonaceae）多年生的沉水草本植物，世界性广泛分布，广泛生长于湖沼、沟渠及河流水体，是许多草型湖泊的优势种；也是冬、春季节淡水水体中少有的高等沉水植物中的一种常见物种，对于淡水水生生态系统的稳定具有重要的作用。关于沉水植物与温度、光照等环境因素间关系的研究较多[1-2]，但研究主要集中在10~40 ℃间[3,4]，而在冬春季节，自然温度常常低于10 ℃，菹草如何度过漫长的冬季?相关的研究并不多见。本文采用水下饱和脉冲荧光仪(DIVING-PAM），以冬季室外生长的菹草为研究对象，原位研究自然降温期间菹草叶片叶绿素荧光动力学变化，探讨降温对菹草叶片光合荧光特性的影响，为菹草的生物重建提供实验依据。
1  材料与方法

1.1  实验材料
2005年10月5日，将当年收集的约500个菹草石芽均匀种植于“江苏省水环境生态修复中试平台”的露天实验池中。池长9.4 m，宽1.1 m，水深调节为0.7 m。15 d后，保留发育程度基本一致的萌发苗，去掉其余的石芽。至实验开始时，发育程度相似的植株约有100株，株高约40 cm。

1.2  实验方法
当年12月11日至18日气温突降，水温迅速降低，实验于12月10日至31日间进行。每天7:00-17:00间，采用YSI（美国）6820-C-O型多参数水质测定仪每隔30 min测定1次水下20 cm处的水体温度，采用水环境生态修复中试平台中固定的LT/G光照度传感器每隔5 min测定1次水面的光照强度。12月10日，测定水体的TN、NH4+-N、NO2--N、NO3--N、TP和CODMn值，分别为0.546、0.015、0.018、0.078、0.073和4.86 mg/L，为Ⅲ类水体。实验期间，每次均随机选取3株菹草作样，分别测定其顶端伸展、成熟叶片（第9-12叶）的F0、Fm和光响应恢复曲线，取平均值制作相应的曲线。

Fo、Fm的测定：用水下饱和脉冲荧光仪DIVING-PAM（德国WALZ公司）和数据采集软件wincontrol（Walz GmbH，Effeltrich，Germany）进行测定，连体叶片经暗适应15 min后，打开叶夹，开启检测光（0.15 μmol·m-2·s-1）得到F0，再由饱和脉冲光（4 000 μmol·m-2·s-1，0.8 s）测得Fm。

光响应恢复曲线的测定：连体叶片经暗适应10 s后，迅速打开叶夹，开启检测光（0.15 μmol·m-2·s-1）得到Ft，再由饱和脉冲光（4 000 μmol·m-2·s-1，0.8 s）测得Fm’；随后，逐渐开启1-8号光化光，每个强度的光化光照射10 s后，经检测光和饱和脉冲光测得Ft、Fm’，此阶段为光响应阶段（RLC）。随后，黑暗恢复，分别间隔10 s、30 s、60 s、2 min、5 min、10 min经检测光和饱和脉冲光测得Ft、Fm’，分别计算得到6个△Fv'/Fm'和NPQ值，此阶段为恢复阶段（recovery）。分别取平均值制作△Fv'/Fm'和NPQ的光响应恢复曲线[5]。计算公式如下：
最大光化学量子产量（Fv/Fm）=（Fm-Fo）/ Fm[6]；

有效荧光产量（△Fv’/Fm’）=（Fm’-Ft）/ Fm ’[6] 。

非光化学荧光淬灭系数（NPQ）=（Fm-Fm’）/ Fm’ [6]
2  结果与分析 
2.1  实验期间的水温变化

实验期间水下20 cm处的水温如图1所示。实验第1天水温约10 ℃，第2天开始水温持续下降，至第4天时约5 ℃左右；第5天水温略有升高，至第8天时水温升高到约7 ℃左右，但第9天又突然降到约6 ℃；第10天水体温度迅速升高到9 ℃左右，直至第21天时水温均保持在9~10 ℃间。
实验期间，每天9:00至14:00间的水表面光照强度值取平均值，如图1所示。第2-14天天气晴朗，光照强度高；第15天开始光照强度呈显著降低趋势。

2.2  菹草叶片的Fv/Fm变化
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图2  实验第1d至第8d菹草叶片△Fv’/Fm’的光响应恢复曲线
Fig.2  RLC+recovery of △Fv’/Fm’ for P. crispus from the 1st day to the 8th day of the experiment
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图1  实验期间水温和菹草叶片Fv /Fm的变化

Fig.1  changes of Water temperature and changes of Fv/Fm of P. crispus’ leaves during the experimental period
叶绿素荧光参数Fv/Fm反映了当所有的光系统II（PSII）反应中心均处于开放态时的量子产量，可以直接作为原初光化学效率的指标[7]，其值降低是光抑制最明显的特征之一[8]。由图1可知，实验第1天菹草叶片Fv/Fm的平均值为0.747。第2天和第4天 Fv/Fm分别下降了10.8%、41.3%，与第1天相比差异达极显著水平（P < 0.01）。第5天Fv/Fm仍然呈继续下降的趋势，到第6天才显著升高；第5、6天和第8天 Fv/Fm的平均值与第1天相比分别下降了68.7%、52.5%、52.5%。表明第2-8天菹草叶片PSII受到显著的光抑制，发生了光伤害。

实验第9天时Fv/Fm显著下降；但第10天Fv/Fm又迅速增大，为第9天的1.48倍。随实验天数的增加，Fv/Fm逐渐恢复，至第16天时Fv/Fm为第1天的82.7%；第21天时Fv/Fm比第1天的值还高1.6%。表明第9-21d，菹草叶片的光伤害程度降低，受损的PSII能逐渐得到恢复。
2.3菹草叶片有效荧光产量（△Fv’/Fm’）光响应恢复曲线的变化
△Fv’/Fm’表示在照光下PSII的实际光化学效率，反映吸收的光子供给PSII反应中心的效率。由图2可知，第2天至8天植株叶片的△Fv’/Fm’呈显著降低趋势，对光的响应能力显著降低；由图3可知，第9天后植株叶片的△Fv’/Fm’呈显著增加趋势，对光的响应能力显著增强。
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图3  实验第9d至第21d菹草叶片△Fv’/Fm’的光响应恢复曲线
Fig.2  RLC+recovery of △Fv’/Fm’ for P. crispus from 9th day to the 21th day of the experimen
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图4  实验第1d至第8d菹草叶片NPQ的光响应恢复曲线
Fig.4  RLC+recovery of NPQ for P. crispus from the 1st day to the 8th day of the experiment
由图2和图3还可知，在黑暗条件下植株叶片△Fv’/Fm’ 的恢复能力出现显著差异。第1天植株叶片的△Fv’/Fm’在光响应后，随黑暗时间的延长呈逐渐增加趋势；1 120 s后△Fv’/Fm’恢复了94.3%，其最大值为0.694。第2天菹草叶片△Fv’/Fm’的恢复变缓，其最大值为0.631，植株的暗恢复能力显著下降。第4天、第5天、第6天、第8天和第9天，叶片△Fv’/Fm’的暗恢复曲线在黑暗适应10 s后几乎成一水平线，△Fv’/Fm’最大值分别为0.444、0.366、0.342、0.378和0.227。而第10天、第11天、第16天和第21天时，△Fv /Fm的暗恢复能力显著升高，1 120 s后△Fv’/Fm’的恢复率分别为88.9%、87.7%、95.5%和97.2%，△Fv’/Fm’最大值分别为0.561、0.568、0.676和0.776。表明第2-9天，菹草植株叶片△Fv’/Fm’的暗恢复能力显著下降，叶片不能进行正常的光合作用；而第10-21天，叶片△Fv’/Fm’的暗恢复能力显著增加，光合作用能力增强。

2.4  菹草叶片NPQ光响应恢复曲线的变化
由图4和图5可知，在第1天、第2天、第16天和第21天，随着光化光强度的增加植株叶片的NPQ迅速增大，其增幅显著高于其它各天的植株。表明在水体降温期间，菹草植株叶片的热耗散能力显著下降，而随着水温升高，植株的热耗散能力会逐渐得到恢复。

NPQ黑暗下能更快恢复到0，意味着能耐高光；更慢的恢复意味着在RLC期间伤害已经产生了，需要花费时间修复PSII反应中心和附属蛋白。如图2和图3所示，第1天、第16天和第21天菹草叶片在100 s内就分别恢复了71.8%、72.0%和89.1%；而第2 d植株在100 s内仅恢复了35.3%，恢复速度显著减慢。第4天、第5天、第6天、第8天、第9天、第10天和第11天，植株NPQ的恢复速度显著减慢，显示了更低的NPQ恢复水平；暗恢复520 s后，除第5天和第9天分别恢复了63.1%和62.9%外，其余均未恢复，1 120 s后，除第4天的植株仍未恢复外，第6天、第8天、第10天和第11天也仅分别恢复了19.5%、62.7%、29.6%和21.8%。意味着第2-11天的植株在RLC阶段发生了一定程度的光破坏，抗光抑制能力显著降低。
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图5  实验第9d至第21d菹草叶片NPQ的光响应恢复曲线
Fig.5  RLC+recovery of NPQ or P. crispus from the 9th day to the 21th day of the experiment
3  讨论
光能被天线色素捕获后，主要有3种相互竞争的出路：光化学电子传递、叶绿素荧光发射和热耗散。其中叶绿素荧光发射只消耗捕获光能的很少一部分，能量主要通过光化学电子传递和热耗散途径消耗掉。Fv /Fm为光合结构PSII的最大光化学量子产量，△Fv’/Fm’则是在照光下PSII的实际光化学效率；因而，光化学电子传递消耗掉的最大能量和实际能量可以通过Fv/Fm和△Fv’/Fm’的变化得以反映，而以热的形式耗散掉的能量可以通过NPQ值表示。
3.1  降温对菹草叶片光合能力的影响
表1  Fv /Fm与水体温度、光照强度的相关关系

Table 1  The relationship of Fv /Fm , water 
temperature and irradiance density       n=12
	　
	水温
	光强
	Fv/Fm

	水温
	1
	
	

	光强
	-0.72131
	1
	

	Fv/Fm
	0.714644
	-0.79436
	1


注：≥0.576为显著（P<0.05）；≥0.708为极显著（P<0.01）
将Fv /Fm与水温作相关分析，其结果如表1所示。由表1可知，Fv /Fm与水温呈极显著正相关关系（P<0.01）。表明，在4~10 ℃温度范围内，随着水温的降低菹草叶片的光合能力呈显著的降低趋势。

低温影响反应中心和PSII电子传递[9]，而叶片对光能的吸收却受温度的影响较小。叶片吸入的光能如不能用于光合作用，会使光合机构的光化学效率降低，过剩的光能得不到耗散就会引起叶绿体的光氧化，产生活性氧，损伤光合机构[10]。因而，降低光合作用的环境都可形成光抑制。研究表明，不同的低温温度对菹草光合作用影响的程度不同，当水温≤7 ℃左右时，在光照条件下植株易受到光抑制，产生光破坏，导致PSII结构受损；随低温天数的增加，这种破坏日益显著。

Greer等[11]发现低温光抑制伤害的恢复受到温度的强烈影响。菹草作为冬季主要的沉水植物，对低温胁迫伤害具有较强的恢复能力。随着水温的逐渐升高，这种光破坏能逐渐得到修复。当水温为9~10 ℃时，Fv/Fm和△Fv’/Fm’逐渐升高，光化学淬灭消耗的能量增加，光合作用能力增大。

NPQ是植物叶片光合结构的一种自我保护机制，对光合机构起保护作用。光响应后的暗恢复动力学可以区别不同成分的非光化学淬灭。一般来说，在30~60 s内迅速恢复的NPQ成分被认为与依赖非光化学淬灭除去能量的qE和跨类囊体膜质子梯度有关；然而，更慢的恢复（>10 min，甚或几小时）被认为与光抑制（qI）和PSII的能量分布变化有关[6]。本文的研究表明，当水温 ≤ 7 ℃时菹草叶片NPQ的恢复逐渐变慢，恢复时间显著延长，非光化学淬灭消耗过剩能量的能力降低，植株发生较大程度的光抑制；当水温升高到9~10 ℃时，NPQ的恢复能力逐渐增加，非光化学淬灭消耗过剩能量的能力显著升高，植株抗光抑制能力增加。

3.2  降温期间光强对菹草叶片光合能力的影响
适当的遮荫可以减轻低温对光合结构的损伤[12]。将Fv /Fm与光强作相关分析，其结果如表1所示。由表1可知，Fv /Fm与与光强呈极显著负相关关系（P<0.01）。表明，在4~10 ℃温度范围内，随着水下光强的增加，易导致菹草叶片发生光抑制，发生光破坏，进一步降低叶片的光合能力。
4  结论
（1）水温9~10 ℃可能是冬季菹草进行正常光合作用的临界温度，低温（≤7 ℃）和较高光强易导致菹草叶片发生光抑制，导致PSII受到伤害。

（2）在水温较低的情况下，光强与菹草叶片的光合能力呈显著负相关。

（3）冬季引种、重建菹草植被时，最好采取适当的降低水下光照方法或将植株引种于较深的水体中，以减轻冬春季低温光抑制对植株光合机构的伤害，增大植株对环境的抵抗能力。
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Influences of temperature decreasing on the photosynthetic
fluorescence characteristics of Potamogeton crispus in winter
Li Qiang1,2, Wang Guoxiang2,3
1. Faculty of Chemistry and Environment Engineering, Chongqing University of Arts and Sciences, Chongqing 402160, China；
2. Jiangsu Key Laboratory of Environmental Change and Ecological Construction, Nanjing Normal University, Nanjing 210097, China；
3. College of Geographical Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210097, China

Abstract: Winter buds of Potamogeton crispus were planted in outdoor water. After they germinated, similar seedlings were selected out. And Some photosynthetic fluorescence characteristics were in situ determined by a developed, submersible, pulse-amplitude modulated (abbreviate PAM) fluorometer, Diving-PAM during temperature decreasing in Winter. The results showed that Fv/Fm of P. crispus’ leaves significantly decreased (P < 0.01) when plants were kept in lower water temperature than 7 ℃. After water temperature returned to 9 ℃ or 10 ℃, Fv/Fm gradually increased. And low irradiance density was in favor of restoration of Fv/Fm. Further researches on rapid light curves (abbreviate RLCs) and recovery of these leaves found that water temperature was less than 7 ℃ from the fourth day to tenth day, and rapid light responding ability and dark recovery ability of their efficient fluorescence yield (△Fv’/Fm’) markedly decreased. At the same time their heat dissipated ability and dark recovery ability also significantly decreased. These made it be more possibile that photoinhibition of P. crispus’ leaves occured. When water temperature increased to 9 ℃ or 10 ℃, △Fv’/Fm’and non-photochemical quenching (abbreviate NPQ) gradually restored with irradiance decreasing and experimental days increasing. So, water temperature of 9 ℃ or 10 ℃ may be critical point which photosynthesis of P. crispus occurs. Photoinhibition of P. crispus’ leaves is more possible to occure on the condition of lower temperature than 7 ℃ and high irradiance density, which will make photosystem II (abbreviate PSII) be damaged.    

Key words: Potamogeton crispus; low temperature; photosynthetic fluorescence characteristics
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