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Ocena wrazliwosci roslin uprawnych na wybrane
stresy sSrodowiska przy uzyciu metody fluorescencyjnej

Streszczenie

Badano wptyw silnego napromieniowania (PPFD 800 pmol'm™s™) w temp. 24°C i 4°C, na flu-
orescencje chlorofilu w lisciach ogérka odm. Julian F1, oraz (PPFD 1000 pmolm™s™) w temp.
17°C 1 4°C, na fluorescencje¢ chlorofilu w li§ciach pszenzyta odm. Wanad. Pomiary wykonano
przy uzyciu fluorymetru typu PAM wyznaczajac parametry Fy/Fy, ETR, Rfd 1 Y. Z analizy
zmian wartosci parametrow, ktére nastapity pod wptywem czynnikow stresowych wynika, ze
ro§liny pszenzyta w poréwnaniu z roslinami ogérka wykazuja mniejsza wrazliwos¢ na zwigk-
szone napromieniowanie, szczeg6lnie w warunkach obnizonej temperatury. Badane fragmenty
liSci poddano restytucji przez 24 h w ciemnosci 1 w temperaturze pokojowej, a nast¢pnie po-
wtorzono poprzednie pomiary fluorescencji chlorofilu. W procesie restytucji nastapit znaczny
wzrost wartosci wszystkich parametréw wyznaczanych dla pszenzyta, natomiast w przypadku
ogorka wzrost warto$ci parametréw byt stosunkowo niewielki. Utrwalone zaktdcenia reakcji
fotosyntezy w lisciach chtodowrazliwego ogdrka, po silnym napromieniowaniu przy obnizonej
temperaturze §wiadcza o powaznych i nieodwracalnych skutkach stresu $wietlnego.

Stowa kluczowe: chtdd, fluorescencja chlorofilu, fotoinhibicja, ogdrek, pszenzyto, fotosynteza.

Wstep

Na ro$liny uprawne rosnace w warunkach naturalnych oddziatuje szereg czynnikoéw streso-
wych, jak np. niska i wysoka temperatura, deficyt wody, zbyt duze napromieniowanie w zakre-
sie fotosyntetycznie czynnym (PAR; 400 —700 nm), uszkodzenia mechaniczne, zanieczyszcze-
nia gazowe 1 fitotoksyny. Czynniki te zaktdcajac wzrost i rozwdj roslin wptywaja na zmniejsze-
nie plonéw. Procesem metabolicznym szczegdlnie wrazliwym na wiele czynnikéw stresowych
jest fotosynteza. Z reguly kilka czynnikéw stresowych dziata jednoczesnie i mamy do czynienia
z ich zespolem, czyli tzw. multistresem [Starck 1998]. Czgsto sktadnikiem takiego zespotu jest
stres Swietlny, ktory wystepuje w przypadku, gdy barwniki fotosyntetyczne absorbuja zbyt
duzo energii PAR w odniesieniu do mozliwosci jej przetworzenia na energi¢ chemiczna w
procesie fotosyntezy. Stres taki moze wystapi¢ takze i przy umiarkowanym napromieniowaniu,
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gdy wspdluczestnicza z nim inne czynniki stresowe, jak np. chtdd, susza, antropogeniczne
zanieczyszczenia inhibitujace fotosyntez¢ [Kacperska 2002, Skérska 2002, Murkowski 2002a].
Skutkiem stresu $wietlnego jest fotoinhibicja reakcji fotosyntezy, co przejawia si¢ gléwnie w
destrukcji centrum reakcji II fotosystemu (PS II) oraz spowolnieniu transportu elektronéw w
obu fotosystemach. W przypadku dtugotrwatej fotoinhibicji w tkankach moze zosta¢ wywotany
stres oksydacyjny, ktéry przejawia si¢ w inicjacji wolnorodnikowego utleniania lipidéow w
btonach chloroplastéw oraz utleniania barwnikéw fotosyntetycznych. Rosliny posiadaja wyspe-
cjalizowane mechanizmy naprawcze, ktére w procesie restytucji moga w petni lub w czesci
przywrdci¢ utracong efektywno$¢ reakcji fotosyntezy [Foyer i in. 1994, Lichtenthaler 1996,
Murkowski 1 Skérska 2004]. Zaréwno skutki fotoinhibicji jak 1 zjawiska towarzyszace dezinte-
gracji aparatu fotosyntetycznego znajduja swoje odzwierciedlenie w zmianach warto$ci para-
metréw fluorescencji (FL) chlorofilu [Maxwell i Johnson 2000, Murkowski 1 Skérska 1997,
Schreiber 1 in. 2000].

Metody fluorymetryczne pozwalaja szybko i z duza czutoscia ocenia¢ zardwno reakcje roslin
na zaklécenia procesu fotosyntezy przez czynniki stresowe, jak réwniez skuteczno$¢ mechani-
zmOw naprawczych oraz integralng zdolnos¢ roslin do utrzymywania homeostazy w nieko-
rzystnych warunkach §rodowiska [Krause i Somersalo 1989, Lichtenthaler i in. 1986, Murkow-
ski A. 2002b, Schapendonk i in. 1992, Skérska 2002].

Cel badan

Celem badan byta ocena i poréwnanie reakcji aparatu fotosyntetycznego dwoch gatunkéw roslin
na dwa czynniki stresowe, jakimi sa chtéd oraz silne napromieniowanie. Ogdlniejszym celem
byto wykazanie mozliwosci i1 zalet metod fluorescencyjnych zastosowanych w pracach selekcyj-
nych (hodowla roslin, inzynieria genetyczna i in.) oraz monitoringu ekologicznym.

Material i metody

Rosliny ogérka odm. Julian F1 rosty w termoluminostacie na podiozu piaskowym, podlewane
pozywka Hoaglanda (50%), przy oswietleniu lampami LRFR 400 [PPED 160 pmol'm s,
fotoperiod 12 h], w temp. 24/18°C, odpow. dzien/noc, a rosliny pszenzyta odm. Wanad w ter-
moluminostacie przy o$wietleniu lampami LRFR 400 [PPFD 200 pmol'm s, fotoperiod
12 h], w temp. 17/12°C. Do badan pobierano krazki wycigte ze srodkowych czgsci drugich lisci
po 20 dniach ich wzrostu. W kazdej serii byto 6 krazkéw wycigtych z lisci nalezacych do 6
roslin. Krazki liSciowe umieszczano na powierzchni wody w szalkach i po 2 h inkubacji w
warunkach wzrostu wykonano pomiary kontrolne (wariant S1). Parametry FL chlorofilu okre-
Slano przy pomocy fluorymetru PAM 200 (prod. Walz). Po pomiarach, jedna seri¢ szalek z
krazkami umieszczano w termoluminostacie, gdzie warunki sprzyjaty fotoinhibicji [PPFD 800
umol'm s, 24°C ogérek i PPED 1000 pmol'm>s™', 17°C - pszenzyto] i po 2h wykonywano
pomiary parametréw FL (wariant S2). Druga seri¢ szalek z krazkami umieszczano w termolu-
minostacie w celu poddania ich niskotemperaturowej fotoinhibicji [PPFD 800 pmol'm='s™,
4°C - ogorek oraz PPFD 1000 umol'm_z's_l, 4°C - pszenzyto,] 1 po 2h wykonywano pomiary
FL (S3). Po pomiarach w celu restytucji powstatych uszkodzen, odstawiano szalki z badanymi
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krazkami do zaciemnionej kamery w temperaturze ok. 20°C i po 24h ponownie wykonywano
pomiary parametrow (S2R po S2 oraz S3R po S3).

Wyznaczano nastgpujace parametry fluorescencji chlorofilu: Fy/Fy, ETR, Rfd oraz Y (Rys. 1).

® Fy/Fy — maksymalng efektywnos¢ reakeji fotochemicznej w PS II wyznaczona po relaksacji ciemnio-
wej, po redukcji akceptorow w PS II [Bolhar-Nordenkampf i Oquist 1993],

e ETR - efektywnos¢ transportu elektrondw w PS 11,

e Rfd = (Fy—Fr)/Fr — wskaznik witalnoséci informujacy o potencjalnej aktywnosci fotosyntetycznej w
danych warunkach §wietlnych [Lichtenthaler i in. 1986];

e Y = (F'\ - Fr)/F’y — maksymalna wydajnos¢ konwersji energii fotonéw PAR na energi¢

chemiczna w danych warunkach §wietlnych tzn. przy danej warto$ci AL [Schreiber 1997],

e I, — fluorescencje zerowa, wskaznik strat energii wzbudzenia w antenach energetycznych,

e I, — fluorescencje maksymalna po redukcji akceptoréw w PS 11 i po adaptacji ciemniowej,

e Iy = F—F, — fluorescencj¢ zmienng wyznaczona po adaptacji ciemniowej,

e Fr — fluorescencjg chlorofilu w stacjonarnej fazie fotosyntezy przy danym AL,

e '\ — fluorescencj¢ maksymalna przy danej wartoéci AL [van Kooten i Snel 1990].

Wyniki pomiaréw ($rednie z 6) przedstawiono w tabelach, poréwnano je przy pomocy testu
t-Studenta, a gwiazdkami oznaczono srednie roznigce sig istotnie na danym poziomie istotnosci.

Wyniki i dyskusja

Pomiary fluorescencyjne wykonane w warunkach wzrostu — S1, wykazaty, ze maksymalna efek-
tywnos¢ reakcji fotochemicznej w PS Il wyznaczona po relaksacji ciemniowej — Fy/Fy, byta u
pszenzyta istotnie nizsza w poréwnaniu z tym samym parametrem wyznaczonym dla lisci ogérka
(Tab. 1). Natomiast warto$¢ wskaznika witalnosci — Rfd, wyznaczona w tych samych warunkach
okazata si¢ o 14% wyzsza dla pszenzyta w poréwnaniu z warto$cig wskaznika dla ogérka. Pozo-
state wartosci parametrow fluorescencji chlorofilu w lisciach obu badanych gatunkéw byty zbli-
zone. Pod wptywem zwigkszonego napromieniowania (wariant S2) nastapita inhibicja reakcji
fotosyntezy w badanych fragmentach lisci obu gatunkéw ros$lin. Uwidocznito si¢ to w umiarko-
wanym obnizeniu warto$ci parametru Fy/Fy dla pszenzyta i znacznym spadku tej wartosci dla
ro$lin ogérka. Wskazuje to na zmniejszenie potencjalnej efektywnosci reakcji fotochemicznej w
PS II. W podobny sposob obnizyta sig takze wartos¢ wskaznika witalnosci Rfd, ktéry informuje o
wspoéldziataniu reakcji fazy §wietlnej z reakcjami biochemicznymi w ciemnej fazie fotosyntezy.
Uwage zwraca znaczne zmniejszenie efektywnosci transportu elektronéw w PSII (parametr
ETR) oraz zdolno$¢ do konwersji energii fotonéw PAR na energi¢ chemiczna w warunkach
swietlnych (Y) w lisciach ogérka.
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Rys. 1. Zmiany wydajnosci fluorescencji chlorofilu w liSciu podczas pomiaru metoda nasycajacych
impulséw $wiatta (PAM 200, Walz). Opis rys. 1 wg Schreiber [1997].

Fig. 1. Changes in leaf chlorophyll fluorescence efficiency during measurement with saturating light pulses
(PAM 200, Walz). Details of Fig. 1 according to Schreiber [1997].

ML - zmodulowane impulsowo $§wiatto pomiarowe (PPFD 0,04 umol-m'z-s'l; Amax= 650 nm),
SP - krétki, silny impuls $wiatta nasycajacego (0,8 s, PPFD 3500 umol-m'z-s'l; Amax= 665 nm),
AL - $wiatto aktyniczne (PPFD 200 umol-m’z-s'l; LED, Amax= 665 nm).

Po dobowej restytucji (S2R; Tab. 2), warto$ci wyznaczanych parametréw znacznie wzrosly,
szczegOlnie dla roslin pszenzyta, nie osiagajac jednak wartosci kontrolnych - S1.

Tabela 1. Wartosci parametréw fluorescencji chlorofilu w lisciach pszenzyta odm. Wanad i ogorka odm.
Julian F1 wyznaczone w wariancie kontrolnym — S1.

Table 1. Chlorophyll fluorescence parameters in the leaves of triticale cv. Wanad and cucumber cv.
Julian F1 in the control variant — S1.

Fv/Fm ETR Rfd Y
Wanad 0,778 53,3 2,42 0,496
Julian F1 0,796 54,0 2,12 0,502
() r.n. (%) r.n.

Roznice istotne odpowiednio na poziomach istotnosci: p< 0,05(*) lub p< 0,001 (**%*).
Difference significant on the significance level p< 0,05(%*) or p< 0,001(**%*), respectively.
r.n. roznica nieistotna; n.s. difference not significant.
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Warto$ci parametréw fluorescencji dla lisci ogérka po restytucji wzrosty w zréznicowanym
stopniu, jednak wszystkie pozostaly na poziomie zdecydowanie nizszym od odpowiednich
warto$ci wyznaczonych w wariancie kontrolnym. Wysoki poziom napromieniowania PAR przy
temp. 4C (wariant S3; Tab. 3), wywotal podobnie silng fotoinhibicj¢ reakcji fazy Swietlnej w
tkankach lisci, szczegdlnie duza u ogérka. Uwage zwracaja niskie wartosci Rfd w lisciach obu
gatunkéw oraz skrajnie niskie (ok. 2% kontroli) wartosci ETR 1 Y w lisciach cieptolubnego
ogorka. Procesy naprawcze po 24 h restytucji (S3R; Tab.3) poprawity znacznie efektywnos$¢
reakcji fotosyntezy w liSciach pszenzyta, a tylko w niewielkim stopniu w lisciach ogorka.

Tabela 2. Wartosci parametréw fluorescencji chlorofilu w lisciach pszenzyta odm. Wanad i ogorka odm.
Julian FI wyznaczone w warunkach stresu swietlnego — S2 i po 24h restytucji S2R.

Table 2. Chlorophyll fluorescence parameters in the leaves of triticale cv. Wanad and cucumber cv.
Julian FI under light stress conditions — S2 and after 24h recovery S2R.

Fv/Fum ETR Rfd Y
S2 Wanad 0,626 39,7 1,07 0,369
Julian F1 0,332 7,62 0,749 0,071
() (Y () (kY
S2R Wanad 0,740 48,8 2,07 0,454
Julian F1 0,664 37,6 1,62 0,350

Roznice istotne odpowiednio na poziomach istotnosci: p< 0,01(**) lub p< 0,001(**%*).
Difference significant on the significance level p< 0,01(**) or p< 0,001(**%*), respectively.

W procesie restytucji wartos¢ parametru Y dla ogérka osiagneta zaledwie 15% warto$ci kontro-
li, co $wiadczy, ze wydajnos¢ kluczowej dla fotosyntezy reakcji fotochemicznej pozostaje nadal
na niskim poziomie. Tak niskie wartosci parametréow fluorescencji chlorofilu Swiadcza o po-
waznych i nieodwracalnych uszkodzeniach aparatu fotosyntetycznego w tkankach lisci ogorka,
zapoczatkowanych przez stres oksydacyjny.
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Tabela 3. Wartosci parametréw fluorescencji chlorofilu w lisciach pszenzyta odm. Wanad i ogorka odm.
Julian FI wyznaczone w warunkach stresu swietlnego i chtodu — S3 oraz wyznaczone po do-
bowej restytucji — S3R..

Table 3. Chlorophyll fluorescence parameters in the leaves of triticale cv. Wanad and cucumber
cv. Julian F1 under light stress conditions and chill — S3 and after 24h recovery — S3R.

Fv/Fum ETR Rfd Y
S3 Wanad 0,393 22,9 0,468 0,213
Julian F1 0,207 1,23 0,266 0,011
S3R Wanad 0,710 47,6 1,86 0,443
Julian F1 0,332 8,33 0,639 0,078

Roznica istotna na poziomie istotnosci p< 0,001 (*%*%*),
Difference significant on the level p< 0,001 (***).

Wedtug Schreibera [1997] pomiar parametru Y nie wymaga wstgpnej adaptacji ciemniowej oraz
kilkuminutowego okresu ustalania stacjonarnej fazy fotosyntezy i z tego wzgledu parametr ten
jest dogodny do szybkich, masowych badafh odpornosciowych w hodowli roslin oraz monito-
ringu zagrozen ekofizjologicznych.

Whioski

1. Efektywnos¢ reakcji fotosyntezy w lisciach badanych odmian ogérka i pszenzyta, kto-
re oceniano metoda fluorescencyjna, w znaczacy sposob ulegta pogorszeniu (objawy
fotoinhibicji) pod wptywem wywotanego stresu swietlnego.

2. Po jednodobowej restytucji objawy fotoinhibicji w petni ustapily w liSciach pszenzyta
oraz w znacznym stopniu takze i w tkankach lisci ogérka.

3. Pigciokrotnie podwyzszone napromieniowanie liSci przy obnizonej temperaturze (4°C)
spowodowaly znaczne obnizenie wartosci wyznaczanych parametréw fluorescencji chlo-
rofilu, ktére okazaty si¢ w znacznej mierze odwracalne dla pszenzyta, natomiast w przy-
padku ogodrka sygnalizowaty stan utrwalonej dysfunkcji aparatu fotosyntetycznego.

4. Mozna przypuszczaé, ze w efekcie niskotemperaturowej fotoinhibicji, w tkankach lisci
chlodowrazliwego ogérka nastapily powazne uszkodzenia funkcji bton biologicznych,
wskutek zapoczatkowanego stresu oksydacyjnego.
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Evaluation of crop plants' sensitivity to selected
environmental stresses using the fluorescence method

Summary

Effect of high irradiance (PPFD 800 pmol'm™s™) at 24°C and 4°C on chlorophyll fluorescence in
cucumber cv. Julian F1 leaves and (PPFD 1000 pmol'm™s™) at 17°C and 4°C on chlorophyll fluo-
rescence in triticale cv. Wanad leaves was studied. Measurements were carried out by means of a
PAM-type fluorometer in order to estimate the parameters: Fy/Fy, ETR, Rfd, and Y. An analysis of
changes of these parameters, which occurred under stress, shows that triticale plants, as compared with
cucumber, demonstrate lower sensitivity to increased irradiance, particularly at low temperature. The
studied leaf fragments were recovered for 24 hours in darkness and at room temperature, after which the
measurements of chlorophyll fluorescence were repeated. During the recovery, all the parameters for
triticale increased considerably and approached the control values, while such increase for cucumber
was relatively lower. The photosynthesis disturbances in the leaves of chill-sensitive cucumber that per-
sisted as a result of high irradiance at low temperature demonstrates serious and irreversible effect of
light stress.

Key words: chill, chlorophyll fluorescence, cucumber, photoinhibition, photosynthesis, stress fac-
tors, triticale
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