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Streszczenie: W pracy przedstawiono fluorescencyjng metodg pomiaru odpornogei
roélin na niska i wysoky temperaturg. Obicktami badaii byly miode rosliny rzepaku ozimego
nalezace do odmian i linii charakieryzujacych sig rézng wrazliwodeig na stresy termiczne. Z otrzy-
manych termograméw fluorescencji zerawej chiorofilu wyznaczono parametry, kidre najlepiej
r6znicowaly badane genotypy pod wzgledem ich odpornosci na niska i wysoka temperaturg.

Stowa kluczowe: fluorescencja zerowa, fotosynieza, stres lemperaturowy, termo-
gramy.

WSTEP

Na roéliny uprawne rosnace w naturalnych warunkach moze oddzialywac
wiele niekorzystnych czynnikéw okreslanych ogdlnie jako stresy Srodowiska.
Stresy zaklécaja procesy fizjologiczne roslin i moga uszkadza¢ ich struktury
komérkowe. Stresy o umiarkowanym nasileniu wywoluja w rodlinach doraine
reakcje przystosowawcze (ograniczenie transpiracji i wymiany gazowej,
zwickszenie energetyzacji blon biologicznych, itp.), a takze moga indukowaé
ekspresje genéw kodujacych biatka odpornosciowe jak np. biatka szoku cieplnego
(HSP), bialka stresu osmotycznego, stresu niskotemperaturowego i inne [9].
Jezeli ilo$¢ i nasilenie czynnikéw stresowych nie przekracza genetycznie
uwarunkowanej odpornosci rosliny to nastepuje jej aklimatyzacja do zmienionych
niekorzystnie warunkéw, w przeciwnym razie roélina ginie. Proces przysto-
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sowania si¢ organizmu rosliny do stopniowo zmieniajgcych si¢ warunkow
(np. suszy, chlodu, mrozu itp.) okresla sig jako hartowanie.

Procesem metabolicznym szczegélnie wrazliwym na czynniki stresowe jest
fotosynteza. Wszelkie zakl6cenia, zarowno w przebiegu reakcji fazy $wietlnej jak
rowniez reakcji fazy ciemnej fotosyntezy znajduja swoje odbicie w zmianach
parametréw fluorescencji chlorofilu. Fotosyntetyczne barwniki znajdujace sie
w chloroplastach roslin, posiadajq zdolno$¢ absorpeji promieniowania o dlugosci
fali od 400 nm do 700 nm (w zakresie PAR). Tylko czg$¢ zaabsorbowanej energii
inicjuje fotochemiczne reakcje fotosyntezy, cze$¢ jej zostaje rozproszona
w postaci ciepla, a pozostala reszta jest wypromieniowana w postaci lumines-
cencji (gléwnie fluorescencji chlorofilu).W optymalnych warunkach nawet 97%
energii pochlonigtej przez barwniki moze by¢ wykorzystane w procesie foto-
syntezy, atylko 0,5% jest wyemitowane w postaci fluorescencji. Gdy proces
fotosyntezy zostanie zablokowany (np. przez niska temperature, silne $wiatlo,
herbicydy) to udzial fluorescencji moze wzrosnaé do 5,0%, a pozostala czesé
zaabsorbowanej energii ulega dezaktywacji bezpromienistej zamieniajac si¢ na
ciepto [3].

Rosliny zielne zimujace w naszych warunkach klimatycznych, do ktérych
nalezy m.in. rzepak ozimy, przezywajq okresy oddzialywania niskiej temperatury
dzigki procesowi hartowania, Ogélnie przyjmuje sig, ze hartowanie roslin rzepaku
zachodzi dwufazowo [1]. Pierwsza faza dzialania chlodu wystepuje gdy
temperatura powietrza zbliza sig do zera (od 2°C do 5°C), a druga w fazie
przymrozka (temperatura od —3°C do —5°C). W pdzniejszych pracach zwrécono
uwage, Ze przedluzone hartowanie chlodowe przyczynia si¢ do ogélnego wzrostu
mrozoodpornosci [12]. Zahartowane komdrki roslinne moga uniknaé uszkodzen
mrozowych poprzez: (1) obnizenie potencjalu wodnego protoplastu co zapobiega
zbyt duzemu odplywowi wody do apoplastu, (2) obnizenie temperatury krysta-
lizacji lodu w przestrzeniach pozakomérkowych, (3) poprzez utrzymywanie wody
w stanie przechfodzenia, (4) tolerowanie efektéw wzmozonego odwodnienia
protoplastu podczas tworzenia si¢ lodu w przestrzeniach pozakomérkowych oraz
(5) unikajac krystalizacji lodu wewnatrz komérki, co doprowadziloby do nie-
uchronnego jej zniszczenia [17). Badania fluorescencji chlorofilu dostarczyly
duzo cennych informacji, zaréwno o przebiegu zjawiska krzepniecia wody
w tkankach rolinnych, jak réwniez o wplywie niskiej temperatury na proces
fotosyntezy, [14,19,25].

Podwyiszona temperatura takze negatywnie wplywa na przebieg reakcji
fotosyntezy oraz na wymiang gazowa w tkankach roélin [6,10]. Siiny stres
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temperaturowy moze spowodowa¢ zmiany w ultrastrukturze chloroplastow
i calkowicie zahamowaé proces fotosyntezy [7,30]. Wysoka temperatura nalezy
do czynnikéw stresowych, z ktérymi przyszlo si¢ zmierzy¢ juz prabakteriom na
pierwszych etapach ewolucji. Przetrwaly tylko te, u ktérych wytworzy! sig
sprawny mechanizm syntezy specyficznych bialek szoku termicznego (HSP),
ktérych zadaniem jest takie przebudowanie struktury bion biologicznych, aby
komérki mogly nadal funkcjonowaé w nowych, niekorzystnych warunkach
[8,26]. W roslinach najbardziej narazone na stres temperaturowy sa chloroplasty,
na ktére z racji ich funkeji i lokalizacji, najcze$ciej oddziatuje kilka stresow, np.:
dehydratacja, stres oksydacyjny, UV, ozon, i in. Badania przeprowadzone przy
uzyciu techniki fotoakustycznej [10], a takze wykorzystujace termogramy opoz-
nionej luminescencji [4] wykazaly, ze z dwoch fotosysteméw bardziej wrazliwy
na stres wysokotemperaturowy jest ewolucyjnie miodszy PSH. Znajduje to
odzwierciedlenie, zarowno w zaleZnej od temperatury zmianie natgzenia Fo jak
i w przebiegu indukcji fluorescencji, emitowanej glownie z drugiego fotosystemu
[18,23,27,32]. Wigksza wrazliwoscia na stres termiczny odznaczaja si¢ rosliny
posiadajace zmutowany gen psb A, ktéry koduje syntezg bialka D1 (32 kD)
zwiazanego z akceptorem elektrondéw Qp w PSII [16,24]. Dzigki tej mutacji
rosliny staja sie odporne na herbicydy triazynowe, ale niestety zmniejszeniu ulega
rowniez efektywnoséci transportu elektronéw w PSII, co zwigksza wrazliwosé
takich roslin na fotoinhibicje [15,21,22,29].

Celem pracy bylo zbadanie wplywu niskiej i wysokiej temperatury na zmiang
wydajnosci kwantowej fluorescencji zerowej chlorofilu w lisciach roslin rzepaku.

MATERIAL | METODA BADAN

Niska temperatura

W celu oceny wplywu niskiej temperatury na rosliny rzepaku, badaniom
poddano liscie (Brassica napus L.) odm. Gorczanski (mrozoodpornej) oraz rodu
BOH 585 (o matej mrozoodpornosci). Rosliny rosly przez trzy tygodnie w poje-
mnikach z piaskiem w termoluminostacie {temp. 14/12°C, odp. dzieni /noc;
fotoperiod 12 h; lampy fluorescencyjne LRFR 400, gestos¢ strumienia fotondw
PAR - PPFD ok. 200 pmoli (fotondw)-m™s"'}. Po 3 tygodniach, gdy rosliny byly
w fazie drugiego liscia, zmieniono warunki wzrostu, {PPFD ok. 100 pmol
(fotonéw)m™s™, temp. 8/6°C, odp. dzieii /noc; fotoperiod 12 h}. Po uplywie 2 ty-
godni, z drugich lisci roslin odm. Gérezanski i rodu BOH 585 wycigto krazki
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o drednicy 14 mm i wykonano termogramy fluorescencji — wariant NH. Pozostale
rosliny poddano dalszemu hartowaniu przy tych samych warunkach $wietlnych,
obnizajac temperature do 3/1°C, dziei /noc. Po 2 tygodniach hartowania pobrano
fragmenty lisci i wykonano pomiary fluorescencyjne takie jak poprzednio —
wariant H 1. Pozostale roéliny rzepaku hartowano przez nastgpne 2 tygodnie, po
ktoérych wykonano takie same pomiary fluorescencyjne — H I

Schemat ukladu pomiarowego przedstawiono na rysunku 1, a przykladowe
przebiegi zmian natezenia fluorescencji w funkcji obnizanej temperatury na ry-
sunku 2, W celu uzyskania termogramu, wycigte fragmenty lisci (1) kladziono na
powierzchni baterii termoelektrycznej (2) ochlodzonej do temperatury 0°C,
a nastepnie baterig, wraz z fragmentem liscia umieszczano w $wiatloszczelnej ka-
merze (3). Z o$wietlacza sodowego (4) do wnetrza kamery zostaje skierowany
staby strumien promieniowania monochromatycznego {A=589nm}, ktory po od-
biciu od lustra (5), pada na powierzchnig liscia {PPFD=0,4pmol (fotonéw) m’s'},
wzbudzajac fluorescencje zerowg chlorofilu — Fy. Czesc fotonéw Fy, po odbiciu
od lustra (5) i przejsciu przez filtr {Ay, =685 nm} (6), pada na fotopowielacz (7).
Wyjscie pradowe z (7) jest przylaczone do rejestratora (8). Programator pomiaru
(9) steruje pradem zasilacza (11), obnizajac temperature powierzchni baterii (2) z
predkoscia 1°C/1 min. Temperatura powierzchni (2) jest kontrolowana przez
elektryczny termometr (10). Fotopowielacz jest zasilany stabilizowanym
napig¢ciem ze zasilacza (i2).

Rys. I. Schemat blokowy ukladu do wyznaczania termogramow niskotemperaturowej
fluorescencji. Objasnienia w tekscie.

Fig. 1. Block diagram of low temperature fluorescence thermograms plotting set.
Description in text.
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Rys. 2. Przebieg termograméw fluorescencji chlorofilu podczas obnizania temperatury
tkanek lisci rzepaku. Objasnienia w tekscie.
Fig. 2. Chlorophyll fluorescence thermograms plot during decreasing temperature of
oilseed rape leaf tissue. Description in text.

Z krzywej temperaturowej (termogramu) fluorescencji wyznaczano parametr
k bedacy cotangensem kata nachylenia krzywej termogramu na odcinku jego
liniowego wzrostu — rysunek 2. Parametr k najlepiej réznicowat temperaturowe
zmiany wydajnosci Fy obu badanych grup roslin rzepaku. Wyniki pomiarow
przedstawiono w tabeli 1. Wartosci pomiaréw sg Srednimi arytmetycznymi
z 5 powtorzen (wykonanych na oddzielnych rodlinach). Na podstawie analizy wa-
riancji obliczono najmniejsze roznice istotne (NIR) przy pomocy testu t-Studenta
na poziomie istotnosei 0,05.

Tabela 1. Wartoéci wspolczynnika k wyznaczone z termogramu lisci rzepaku o réznej

mrozoodpornosci
Table 1. Coefficient k values derived from thermograms of different thermoresistance

winter oilseed rape leaves

Rzepak ozimy BOH 585 Gérczaniski NIRg 05
LSDy.s

il 0,10 0,12 0,03

il 0,18 024 0,05

HII 4,30 0,51 0,09
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Wysoka temperatura

Ocenie termowrazliwosci poddano liscienie i liscie roslin rzepaku (Brassica
napus L.) odmiany Marita oraz triazynoodpornej linii 7841/1i/95. Rosliny rosly
w pojemnikach z piaskiem w termoluminostacie {temp. 18/15°C, odp. dzien /noc;
fotoperiod 12h; lampy fluorescencyjne LRFR 400, PPFD ok. 150 pmol (foto-
now)m?>s'}. Do badaii pobierano krazki o srednicy 14mm wycigte z liscieni
roslin 8-dniowych oraz takie same krgzki wyciete z lisci roslin 18-dniowych.
Termogramy Fo w zakresie od 30°C do 70°C rejestrowano przy uzyciu uniwer-
salnego zestawu pomiarowego — rysunek 3.

Vel

11 e
7
s |
=G
Y@&)f
12
1= 10 )
2
|

Rys. 3. Schemat blokowy ukladu do wyznaczania termograméw wysokotemperaturowej
fluorescencji. Objasnienia w tekscie.

Fig. 3. Block diagram of high temperature fluorescence thermograms plotting set.
Description in text.

Wyeciete krazki (1) umiesz-czano we wngtrzu swiatloszczelnej kamery (3) na
powierzchni stolika grzejnego (2) i nakrywano plytka szklana. Stabilizowana
temperatura stolika wynosila 30°C. Fluorescencja zerowa - Fy byla wzbudzana
przez oswietlacz diodowy (4) emitujacy monochromatyczne $wiatlo czerwone
(Amac = 660 nm) o malej intensywnosci promieniowania {PPFD = 0,6 pmol
(fotonow)m™s"'}, Po wiaczeniu programu pomiarowego nastgpowal liniowy
wzrost temperatury stolika (1°C/ 20s) z jednoczesng detekcja Fp przez
fotopowielacz (7). Sygnal pradowy =z fotopowielacza byl przekazywany na
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przetwornik A/C wbudowany w mikro-komputer (8). Otrzymywane, znorma-
lizowane termogramy byly usredniane, a nastgpnie wyznaczano z nich tempe-
rature progowa — Tp. Przykladowe przebiegi usrednionych termograméw znajduja
si¢ na rysunku 4.
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Rys. 4. Przebieg termograméw fluorescencii chlorofilu podczas podwyzszania tempe-
ratury tkanek lisci i liécieni rzepaku. Objasnienia w tekscie.
Fig. 4. Chlorophyll fluorescence thermograms plot during increasing temperature of
oilseed rape leaf and cotyledons tissue. Description in text.

Wyniki pomiaréw zamieszczono w tabeli 2. Kazda wartos¢ pomiaru jest
érednig arytmetyczng z 6 powtdrzen. Na podstawie analizy wariancji obliczono
najmniejsze istotne réznice (NIR) przy pomocy testu t-Studenta na poziomie
istotnosci 0,05.

Tabela 2. Wartosci temperatury progowej (Tp [°C]) wyznaczone z termograméw roslin
dwach genotypow rzepaku.

Table 2. Critical temperature values (Tp [°C]) derived from thermograms of two winter
oilseed rape genotypes

Rzepak ozimy Odmiana Marila Linia 7841/11/95 NIRgs

Liscienie 46,2 43,2 0,7
Liscie 49,6 434 1,1
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WYNIKI I DYSKUSJA

Wykonane badania wplywu niskiej temperatury na rosliny rzepaku odm.
Gérczanski i rodu BOH 585 wykazaly, ze wyznaczone przed hartowaniem,
wartosci wspoltczynnika k dla obu badanych grup roslin rzepaku nie réznity sie,
w stopniu istotnym. W wyniku procesu hartowania wartosci tego wspélczynnika
wzrastaly zaréwno po I jak i po II etapie, bedac kazdorazowo wyzsze u roélin
odm. Gorczanski. Wskazuje to na wyzsza mrozoodpornosé tej odmiany rzepaku,
w poréwnaniu z rodem BOH 585. Zostalo to potwierdzone w badaniach tych
samych odmian przy pomocy testu luminescencyjnego [20], wykonanego przy
uzyciu zautomatyzowanego zestawu do oceny mrozoodpornoici [5]. Pomiary
fluorescencji chlorofilu naleza do metod bezkontaktowych, nie naruszajacych
naturalnych funkcji komérki, Natezenie fluorescencji zerowej — Fy (wzbudzane;j
stabym strumieniem promieniowania PAR) ulega malym wahaniom w szerokim
zakresie zmian temperatury dodatniej. Gdy ochladzany fragment licia osiagnie
temperaturg punktu egzotermicznego (krystalizacji wody w tkance roélinnej)
moze nastapi¢ niewielki, krotkotrwaly wzrost natgzenia Fy, choé czesciej zdarza
si¢, ze efekt ten w ogdle nie jest zauwazalny. Krétko po tym, nastepuje faza
prawie liniowego wzrostu Fo, do nowego, wyzszego poziomu — rysunek 2. Wzrost
Fo mozna tlumaczy¢ zwigkszajacq si¢ ilosciq zredukowanych pierwotnych
akceptoréw elektronéw Q,, ktére nie moga zostaé utlenione przez widrny
akeeptor Qp znajdujacy si¢ réwniez w PS II [3] Lod w tkankach roélinnych
zaczyna si¢ tworzy¢ najpierw w apoplascie tzn. w przestrzeniach miedzy-
komoérkowych, scianach komérkowych i naczyniach, powodujac znaczne
odwodnienie wnetrza komodrki spowodowane odplywem wody z wakuoli
i protoplastu. Wywoluje to, z kolei bardzo silne naprezenia réwniez i we wnetrzu
chloroplastow powodujac deformacje struktur biatkowych w aparacie fotosyn-
tetycznym. Badania prowadzone na roglinach poddanych silnemu odwodnieniu
[1] wskazuja, Ze towarzyszacy temu wzrost wartosci Fy jest prawdopodobnie
zwigzany ze zmianami konformacyjnymi bialek w PSII. W zahartowanych
roslinach zwigksza si¢ stabilno$é struktur bialkowo — lipidowych (szczegéinie
w chloroplastach), co zapewnia prawidlowy przebieg procesu fotosyntezy [13].

Rejestracja i analiza termograméw fluorescencji w podwyzszonej tempe-
raturze pozwala okresli¢ graniczng temperature, w ktorej moga efektywnie
zachodzi¢ reakcje fotosyntezy. W odréznieniu od stresu chlodowego, przy
wzroscie temperatury najpierw pojawiaja si¢ zaklocenia w przebiegu reakcji
swietlnych fotosyntezy oraz zmiany destrukeyjne w tylakoidach, a dopiero
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w dalszej kolejnosci nastepuje inaktywacja procesow enzymatycznych w fazie
ciemnej. Podwyzszajac temperaturg tkanek lisci (lub innych organdéw asymila-
cyjnych) poczatkowo nie rejestruje sig wigkszych zmian poziomu Fy (Rys. 4). Po
przekroczeniu charakterystycznej dla danej rodliny temperatury Tp (progowej)
nast¢puje zdecydowany, prawie liniowy wzrost natgzenia Fo. Warto$¢ Tp (naj-
czesciej w zakresie 42°C - 54°C) zalezy od genotypu rosliny, jej stadium rozwoju,
warunkdéw wzrostu (np. temperatury dziennej i nocnej, nat¢zenia swiatla,
zaopatrzenia w wodg itp.) oraz wspoéldzialania z innymi czynnikami stresowymi
[10,24,28]. Wzrost nat¢zenia Fy powyzej Tp moze byc spowodowany przez: (1)
odlaczenie LHC Il od czesci rdzeniowej kompleksu PSII, (2) zwrotna redukcja
Qa przez elektrony z puli PQ lub tez (3) inhibicjg aktu rozdzialu fadunkéw
w centrum PSII [27]. Udziat kazdego z wymienionych mechanizmoéw, jest u posz-
czegOlnych roélin rdézny, (zalezy m. in. od ich gatunku i stadium rozwoju)
wplywajac zaréwno na ksztalt krzywej temperaturowej ,jak i na wartosé
parametru Tp [2]. Po osiagnigciu maksimum natezenie Fo maleje, co Swiadczy
o postgpujacej, nieodwracalnej destrukcji aparatu fotosyntetycznego [28].
Wykorzystujac metode fluorescencyjna, mozna znacznie szybciej i dokladniej
okresli¢ termoodpomnosé roslin niz stosujac popularny test nekrozowy [2].

WNIOSKI

1. Obie metody fluorescencyjne dobrze rdznicowaly badane genotypy rzepaku,
ktére charakteryzowaly sig rézng odpornoscia na stresy termiczne.

2. Proces fotosyntezy jest silnie uzalezniony od temperatury i dlatego detekcja
zmian fluorescencji chlorofilu jest czulym i dogodnym wskaznikiem
odpornosci roslin na niska i wysoka temperaturg.
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EFFECT OF LOW AND HIGH TEMPERATURE ON CHLOROPHYLL
FLUORESCENCE IN OILSEED RAPE LEAVES

A. Murkowski

Department of Physics, Agricultural University, Papieza Pawla VI No 3, 71-459 Szczecin
e-mail: fizyka@dedal.man.szczecin.pl

Summary: A fluorescent method of estimation of plant resistance to low and high
temperature is presented. The method was studied on young winter oilseed rape plants
belonging to the cultivars and lines that demonstrate different susceptibility to thermal
stresses. Obtained thermograms allowed deriving the parameters that were the most
applicable for differentiation of low- and high temperature resistance of the genotypes.

Keywords: initial fluorescence, photosynthesis, thermal stresses, thermogratns.



