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WYKAZ SKROTOW NAJCZESCIEJ STOSOWANYCH W PRACY

ABA - kwas abscysynowy

ACC - kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy

AEC - adenylowy tadunek energetyczny w komorce

ADH - dehydrogenaza alkoholowa

ATP - adenozynotrdjfosforan

COC - krytyczne stezenie tlenu

DA - dehydrogenaza alkoholowa

DHA - kwas askorbinowy

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

E, - porowatos$¢ catkowita gleby (objeto$é poréw glebowych) [m m™]
Eg - porowatos¢ gazowa gleby (zawarto$¢ powietrza w glebie) [m*m™]
Eh - potencjat oksydoredukcyjny [mV]

d - gestos¢ objetosciowa gleby

GMO -genetycznie zmodyfikowane organizmy

GR - reduktaza glutationowa

GSH - glutationy

GSSG - glutationy

LDH - dehydrogenaza mleczanowa

LP - peroksydacja lipidow

MDA - dialdheyd malonowy

NADP+ - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (forma utleniona)
NADPH - fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (forma zredukowana)
NEK - nasycona elektroda kalomelowa

PAR - radiacja fotosyntetycznie czynna (400~700nm)

Rd - opér dyfuzyijny lisci [scm™]

RFT- reaktywne formy tlenu

p - gesto$é fazy stalej gleby [Mgm™]

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

TBA - kwas tiobarbiturowy

TOH - tokoferole

W - wilgotno$é gleby w stosunku do masy gleby suchej [kg kg™']

©, - objetosciowa wilgotnosé gleby [m*m™]






1. WPROWADZENIE

Dyscyplina naukowa zwana Agrofizyka zajmuje si¢ m. in. wplywem
czynnikow i zjawisk fizycznych na procesy glebowe i ich oddziatywaniem na
plonowanie roslin.

Proces kolonizowania siedlisk ma zrédto w czynnikach abiotycznych takich
jak: temperatura, intensywno$¢ $wiatta, dostepnos¢ wody i skladnikow
pokarmowych oraz zanieczyszczeniach organicznych i nieorganicznych. Czynniki
te oraz ich interakcje decyduja bowiem o wystgpowaniu i rozprzestrzenieniu si¢
roslin. Wpltyw czynnikéw biotycznych (konkurencja, drapieznos¢) jest czesto
uzalezniony od tych samych parametréw [62, 77, 146].

W produkcji rolnej, nawet jesli dazy si¢ do jej optymalizacji, dziatanie streséw
abiotycznych, bedacych wynikiem zmian fizycznych, chemicznych i
fizykochemicznych $rodowiska jest ewidentne zaréwno na poziomie
Jjakosciowym jak i ilosciowym [50, 98, 103, 106].

Stresy wywolane przez zmiany temperatury, dostepnos¢ wody i sktadnikow
pokarmowych oraz promieniowanie, odpowiedzialne sa za obnizenie o ponad
50% potencjalnych plonéw dziesigciu podstawowych upraw [83]. Ponadto, stres
wywolany zanieczyszczeniem S$rodowiska stale nabiera wagi z powodu
wzrastajacego poziomu zanieczyszczen organicznych i metalami cigzkimi w
glebach [135].

Podczas monitorowania poziomu ozonu w przyziemnej warstwie troposfery
coraz czgsciej obserwuje si¢ przekroczenie dopuszczalnych prawnie norm oraz
obserwuje si¢ spadek plonéow, co wskazuje na powazne ograniczenie
potencjalnych mozliwosci roslin. Rowniez dziura ozonowa w  stratosferze
przyczynia si¢ do obnizenia plonéw w granicach 20%.

Jedynie 12,1 % powierzchni ladéw nie ulega skutkom pogarszajacych si¢
parametréow fizycznych. Jesli chodzi o jakos$¢ plonéw to czynniki fizyczne
wywieraja powazny wptyw zwlaszcza na owoce i ziarniaki [163].

Przebieg syntezy, akumulacji i gromadzenia biatek jest przede wszystkim
poddany wplywowi temperatury, wzrost roslin natomiast jest spowolniony
niemalze przez wszystkie rodzaje stresow srodowiskowych. Nastepuje wowczas
ograniczenie, badz modyfikowanie syntezy i gromadzenia polisacharydéw, co
wywotluje obnizenie biomasy i zmiang wartosci odzywczej produktéw. Obecnosé
zanieczyszczen nieorganicznych (takich jak metale cigzkie) moze rowniez byé
przyczyna zakiocenia odzywiania mineralnego i obnizenia wartosci odzywczej



produktéw lub, co gorsza, moze prowadzi¢ do tworzenia polaczen toksycznych i
ich metabolitow.

Mowigc bardziej ogodlnie, zabiegi stosowane w celu podniesienia
produktywnosci upraw i w celu ztagodzenia konsekwencji stresow abiotycznych
wprowadzaja dodatki chemiczne i energetyczne, ktére czgsto pogarszaja stan
srodowiska (pestycydy, nawozy mineralne, wody irygacyjne itp.).

Wobec istniejacej niepewnosci, czy proces pogarszania si¢ warunkow
klimatycznych naszej planety bedzie trwal nadal, czy tez obserwowany jest
obecnie jedynie okres cyklicznej zmiany w meteorologii Ziemi, badania nad
globalnym ociepleniem, w tym takze nad wzrostem st¢zenia dwutlenku wegla,
moga by¢ pomocne rolnictwu i rolnikom.

Faktycznie na niektérych obszarach, gdzie warunki fizyczne sa juz
"warunkami granicznymi", dalsze ich pogorszenie mogloby prowadzi¢ do
rezygnacji z rolniczego wykorzystania ziemi. Mimo to, ulepszanie materiatu
roslinnego w kierunku zwigkszenia tolerancji na stres i ich zdolnosci
adaptacyjnej, moze by¢ w tych warunkach nadzieja dla rolnictwa wobec
ryzykownej przysztosci.

Lata *90 stanowily kolejny przetom w badaniach nad stresem srodowiskowym
w celu rozwigzywania probleméw istotnych dla rolnictwa dzigki, nigdy wczesniej
nie stosowanej, ingerencji cztowieka w rosliny na poziomie biochemicznym i
molekularnym. Biotechnologia pozwala bowiem wyizolowa¢ geny, modyfikowac
i wstawiac je na nowo w roslinach transgenicznych (GMO) modyfikujac przez to
ich fenotyp. Obecnie badacze izoluja geny, ekspresja ktorych ma miejsce w
okresie stresowym i staraja si¢ rowniez okresli¢ i wyloni¢ te czynniki, ktére
reguluja ekspresj¢ tychze genéw [2, 4, 26, 54, 87, 106].

Mozliwos¢ wyizolowania genéw i modyfikacja ich ekspresji daje wigc
sposobnos¢ do poglgbienia stanu wiedzy i zrozumienia zjawisk stresowych na
poziomie podstawowym.

Hodowla roslin natomiast powinna zmierza¢ do zwigkszenia tolerancji wobec
poszczegblnych abiotycznych czynnikow stresowych, szczegdlnie uwzgledniajac
tolerancje¢ fizjologiczng (tj. syntezg bialek stresowych, optimum enzymow,
akumulacje¢ roztworéw i zwiazkoéw) bardziej niz morfologiczno-anatomiczng
Zwigkszona zdolno$¢ adaptacyjna roslin bowiem pozwolitaby im przetrwad
okresy stresowe panujace w danym srodowisku.

Wsréd licznych mozliwych streséw abiotycznych nadal stosunkowo mato
poznany jest stres tlenowy, wynikajacy z ograniczonej dyfuzji tlenu z atmosfery
do gleby i poprzez rizosferg do organizmu roslinnego.



Niniejsza praca dotyczy wplywu stanu natlenienia gleby (od petnego
natlenienia - normoksja do warunkéw stresowych — anoksja) na indukcje systemu
obronnego pszenicy i pszenzyta (w juwenilnej fazie ich rozwoju)
charakteryzowanego  aktywnoscia ~ enzymdw  obronnych  (dysmutazy
ponadtlenkowej i reduktazy glutationowej) i  stezeniem aldehydu
dwumalonowego, bgdacego produktem destrukcji blon komérkowych.

Intensywnos$¢ stresu tlenowego okreslano w glebie wartoscia potencjatu
oksydoredukcyjnego, w roslinie zas - oporem dyfuzyjnym aparatow
szparkowych, poziomem barwnikéw fotosyntetycznych oraz produkcja biomasy.

Praca stanowi wktad w poznanie funkcjonowania systemu korzeniowego
ro§lin oraz w wyjasnienie roli gazowego tlenu, majacego fundamentalne
znaczenie w procesach fizycznych, chemicznych i biochemicznych,
zachodzacych w continuum gleba-ro$lina-atmosfera.

2. ROLA TLENU W PROCESACH GLEBOWYCH

2.1. Dynamika fazy gazowej w glebie

Skfad powietrza glebowego ulega nieustannym zmianom, jest on bowiem
efektem biologicznych i chemicznych procesow pochianiania i wydzielania
gazOéw zaleznych od aktywnosci biologicznej mikroorganizméw glebowych i
korzeni rodlin jak tez od proceséow fizycznych transportu gazéw w osrodku
glebowym.

Zawartos¢ powietrza w profilu glebowym zmienia si¢ dynamicznie, zaleznie
od wilgotnosci i zaggszczenia fazy stalej, ktéra na ogél nie przekracza ona w
glebach 0,4-0,5 m’m>.

Podstawowe sktadniki powietrza glebowego (N>, O,, CO,, H,0Op,r) Wystepuja
zaréwno w fazie gazowej jak i cieklej gleby a ich preznos¢ w fazie gazowej
zalezy od temperatury i ci$nienia atmosferycznego (Tabela 1).

Ponadto wykazuja one duze roznice rozpuszczalno$ci w wodzie. Przy bardzo
matych wspotczynnikach rozpuszczalnosci azotu i tlenu niemal catosé tych gazow
wystepuje w fazie gazowej, natomiast zawarto$¢ dwutlenku wegla praktycznie nie
ulega znacznym zmianom w szerokim zakresie porowatosci powietrzne;j.

W poréwnaniu z powietrzem atmosferycznym, w powietrzu glebowym
wystepuje mniej tlenu (0- 0,21 m® m™) i zdecydowanie wigcej dwutlenku wegla
(od 0,001 m* m™ do 0,1 m® m™ a niekiedy nawet wiecej). Natomiast zawartosé
azotu zmienia si¢ w granicach kilku procent, co na ogdt jest wynikiem zmian
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udziatu tlenu i dwutlenku wegla w catkowitej objetosci gazow. Aktywne
pobieranie azotu przez Rhizobia moze wywolaé dostrzegalny jego ubytek tylko
lokalnie.

Tabela 1. Whasciwosci gazéw, bedacych sktadnikami powietrza glebowego
Table 1. Properties of the soil-air components

Rozpuszczalnosé
w wodzie, ag,

Srednia Wspolczynnik dyfuzji
drogn W temperaturze
swobodna Vs S5SI0S0 rel
Skiadnik " [dm’] [kg m?] w .
x107°[m] b b . w wodzie,
NTP NTP powietrzu, 9
przy 101,3 b b s Dy, x10
) 0 20 Dy, x10 2 .
kPa [m?s1] [ms™]
—9&0 b
NTP® t=25°C, NP
N, 8,50 22,40 1,251 0,0235 - 1,81 1,90
0O, 9,05 22,39 1,429 0,489  0,0333 1,78 2,50
CO, 5,56 22,26 1,977 1,713 0,942 1,39 1,96
CH, - 2236 0,717  0,0556 0,0331 - -
NH; 5,92 22,08 0,771 1110,0 - 1,98 2,00
H,S - 22,14 1,539 4,670 2,582 - -
N,O - 2225 1,978 - 0,629 1,43 -
H, - 22,43 0,080  0,0215 - 6,34 5,85
B0 - 2345 0,768 - - 2,82 .
(para)
C,H, - 22,24 1,261 0,226 0,122 1,37 -
Ar - 2239 1,784 s . . ]

# NTP = warunki normalne, cis$nienie 101,3 kPa, temp. 0°C.
b Np. = ci$nienie normalne, 1010,3 kPa, V,,— obj¢tos¢ molarna.

Wiasciwosei poszezegdlnych gazéw, wystepujacych w powietrzu glebowym
oraz ich parametry fizyczne jak: objetos¢ molowa, gestos¢ objetosciowa,
rozpuszczalno$¢ w wodzie jak rowniez wspolczynniki dyfuzji w powietrzu i
wodzie decydujq o ich migracji i podziale pomigdzy poszczegdlne fazy osrodka
glebowego.

2.2. Makro- i mikrodyfuzja gazéw w glebie

Wymiana gazow w srodowisku glebowym obejmuje :
1. Makrodyfuzje, obejmujaca przeplyw gazdéw pomiedzy gleba i atmosfera
wywotang gradientem st¢zenia,
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2. Mikrodyfuzje, zwiazana z przemieszczaniem gazéw do korzeni roélin, silnie
ograniczong istnieniem blonek wodnych na ich powierzchni, ze wzgledu na
bardzo niski wspotczynnik dyfuzji gazéw w wodzie.

Wymiana gazéw pomiedzy gleba a atmosfera wynosi od kilku do
kilkudziesigciu Mg ha'rok™ i dotyczy gtéwnie tlenu i dwutlenku wegla. Udziat
przeptywu dyfuzyjnego i przeptywu lepkiego, wywotanego grandientem cisnienia
moze zmienia¢ si¢ w dos¢ szerokich granicach. Dla roslin ladowych podstawowe
znaczenie ma jednakze przeplyw dyfuzyjny gazow przez glebe, dla roslin
wodnych - przeplyw gazdéw przez rosling (droga tzw. transportu wewngtrznego)
[67, 81].

W osrodku porowatym jakim jest gleba, przeplyw gazow wywotany
gradientem cisnienia moze mieé¢ charakter laminarny (bez zawirowan) badz
turbulencyjny (burzliwy).

Przepuszczalnos¢ powietrzna (k) przyjmuje w glebie wartosci zawarte w
przedziale od 0,01 do 500 102 m” i warunkowana jest porowatoscia powietrzng
gleby, wyznaczang przez: wilgotno$¢, zaggszczenie 1 geometri¢ porow
glebowych.

Przeplyw lepki gazow w osrodku porowatym, zachodzacy pod wplywem
gradientu ci$nienia, wahan temperatury i wilgotnosci gleby moze by¢ wywolany
przez deszcze, zraszanie, parowanie, ruchy wody gruntowej czy wiatr.

Zmiany temperatury szczegolnie dotycza powierzchniowej warstwy gleby (0-
20 cm) a zakres dobowych zmian wystgpujacych na tej gltebokosci na ogét nie
przekracza 20°C. Przyktadowo wahaniom temperatury w zakresie od 27 °C do 7°C
(co odpowiada od 300 do 280K) towarzyszy, zgodnie z prawami gazowymi,
zmniejszenie objetosci o 7%. Takie wigc znaczne obnizenie temperatury gleby
powoduje wymiang gazowa zaledwie do glebokosci 1,4 cm (7% z 20 cm). Istnieje
zatem przekonanie, Ze czynnik temperaturowy nie ma istotnego znaczenia w
wymianie gazowej catego profilu glebowego [61].

Zmiany cis$nienia atmosferycznego w ciagu jednej doby na ogoét nie
przekraczaja 4%, a wigc takim samym zmianom bedzie ulegalo cisnienie
powietrza glebowego, co przy zatozeniu jednorodnosci osrodka glebowego
(jednakowa porowatos¢ i ograniczenie np. na gigbokosci 1m warstwa
nieprzepuszczalng taka jak lita skala badz zalegajaca woda gruntowa) spowoduje
wymiang gazowa zaledwie do glebokosci 4cm (4% ze 100 cm). Zasieg strefy
napowietrzania pod wplywem wahan cisnienia atmosferycznego zalezy od
miazszosci osrodka i w glebach, gdzie do glgbokosci kilku metréw nie wystepuje
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bariera w postaci wody gruntowej badz litej skaty (np. wytworzone z lessu), moze
by¢ znacznie glgbszy i dochodzié¢ do kilkudziesigciu centymetréw.

Woda opadowa wsigkajac w glebe wypiera z poréw glebowych powietrze,
réwnoczesnie wprowadzajac niewielkq ilos¢ rozpuszczonego w niej tlenu (ok. 30
razy mniej niz zawiera w tej samej objetosci powietrze w temp. 20°C).
Odparowanie wody z gleby na odwrét powoduje wypetnienie poréw glebowych
powietrzem atmosferycznym a 1 cm ubytek wody, zaleznie od porowatosci gleby
wynoszacej np. 0,1 czy 0,3 m® m™ spowoduje wymiang powietrza na glebokosci
odpowiednio 1 cm i 3 cm. Straty wody wskutek parowania, przypadajace na jedna
dobg, wynosza okoto 0,4 cm we Francji, 0,7 cm na potudniu USA i az 0,9 cm np.
w Egipcie. Odpowiednie zmiany glebokosci napowietrzania gleby, wynikajace z
wielkosSci parowania, moga osiaga¢ wartos¢ 4 cm we Francji, 7 cm w
potudniowych rejonach USA i sigga¢ do 9 cm w Egipcie, przy zalozeniu
jednakowej porowatoéci powietrznej, wynoszacej 0,1 m*> m™ .

Stosowane zas zabiegi melioracyjne, prowadzace do obnizenia poziomu wéd
gruntowych nawet o kilkanascie cm, istotnie przyczyniaja si¢ do napowietrzenia
profilu glebowego przez zasysanie powietrza atmosferycznego.

Udzial wiatréw w wymianie gazowej jest niewielki i dotyczy w sposob
posredni powierzchniowej warstwy gleby.

Przeptyw dyfuzyjny ma na ogdt znacznie wigkszy udzial w przeptywie gazéw
niz przeplyw lepki i wywolany jest gradientem stezen zaistnialym pomiedzy
powietrzem glebowym i atmosferycznym. Jest to ciagly proces powodujacy ruch
gazdw w kierunku nizszego stezenia i czgsto nazywany jest dyfuzja stezeniowa.

Dyfuzyjny przeplyw (fi) przedstawiajacy przeptyw dowolnego czynnika przez
jednostkowa powierzchni¢ w jednostce czasu proporcjonalny jest do gradientu
stezenia dc/dx oraz do wspoélczynnika dyfuzji D. Zalezno$¢ te opisuje tzw. I
réwnanie Ficka w postaci:

fy =-D (dC/dx)
gdzie: C — oznacza stgzenie odniesione do jednostki objetosci powietrza
glebowego, D — efektywny wspétczynnik dyfuzji odniesiony do catej masy gleby.
Czgsto wlasciwosci dyfuzyjne gleby charakteryzujemy przy pomocy
wzglednego wspolczynnika dyfuzji Dg, bedacego ilorazem wspotezynnika dyfuzji
w glebie (D) i wspélczynnika dyfuzji w powietrzu (Dy):

DG =D/ D()
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W przypadku zastapienia gradientu stezenia tlenu gradientem cisnienia
parcjalnego, wspotczynnik charakteryzujacy osrodek nosi nazwe stalej dyfuzji i
oznaczany jest litera K. Stala dyfuzji w powietrzu K, przedstawia réwnanie:

K, =0, D,,
a w wodzie:
Ky = 0 Dy,

gdzie: D, i D,, oznaczaja wspotczynniki dyfuzji danego gazu w powietrzu i
wodzie, za$ o, i a,, sa wspolczynnikami ,,rozpuszczalnosci” gazu w powietrzu i
wodzie.

Dyfuzja gazu w wodzie zalezy od gradientu ci$nienia parcjalnego i przebiega
aD,/D, razy wolniej niz w powietrzu. Poréwnanie tych wartosci wskazuje, ze
dyfuzja w wodzie np. tlenu przebiega okoto 300 000 razy a dwutlenku wegla 10
000 razy wolniej niz w powietrzu (odniesione do temp. 20°C).

Wspotezynnik dyfuzji gazéw w glebie stanowi utamek wspotczynnika dyfuzji
gazdéw w atmosferze, gdyz zalezy on od ilosci poréw wypetnionych powietrzem,
od ich ciagtosci i kretosci. Zalezy réwniez od rodzaju gazu oraz panujacego
ci$nienia i temperatury. Wartos¢ wzglednego wspodlczynnika dyfuzji gazéw,
bedacego ilorazem D/D, (przy danym cisnieniu i temperaturze) jest wartoscia
bardziej uniwersalna, poniewaz niezaleznag od rodzaju dyfundujacego gazu,
temperatury i ci$nienia.

W glebie moze zaistnie¢ dyfuzja w porach wypetnionych powietrzem badz
wodg a zaleznie od wilgotnosci proces ten moze obejmowac glebg sucha lub w
stanie calkowitego wysycenia. Glgbokos¢ natlenienia moze wynosi¢ zaledwie
kilka cm w glebach nasyconych woda, ktére pozostajag w kontakcie z powietrzem
atmosferycznym lub tez od 10 do 1000 cm w glebach suchych.

Mikrodyfuzja tlenu do korzeni roslin ograniczona jest istnieniem cienkiej
warstwy wodnej, pokrywajacej ich powierzchnig, ktéra charakteryzuje
wspotczynnik dyfuzji 300 000 razy mniejszy niz w powietrzu i ktéra stanowi
zasadniczg przeszkode w transporcie gazéw. Znaczenie nie tyle stezenia tlenu w
strefie korzeniowej roslin co jego dostepno$é i pobieranie przez korzenie
zauwazyl Hutchins [cyt. za 61] juz w 1926 roku. Dopiero jednak w 1952 roku
Lemon i Erickson [95] skonstruowali elektrod¢ umozliwiajaca pomiar ilosciowy
natgzenia przeptywu tlenu do powierzchni spolaryzowanej elektrody platynowej,
ktéra miata symulowaé pobieranie tlenu przez korzen.
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Jednostkowy doplyw tlenu do elektrody (f;) nosi potoczna nazwe wydatku
dyfuzji tlenu i oznaczany jest symbolem ODR (od Oxygen Diffusion Rate).
Pomiar natgzenia pradu, odpowiedniego do redukcji tlenu na spolaryzowanej
elektrodzie platynowej zalezny jest od predkosci dyfuzji tlenu z otaczajacego
elektrode osrodka do powierzchni elektrody, ktory opisany jest réwnaniem:

ODR=MimFA

gdzie: M — ciezar czasteczkowy tlenu (32 g mol™), i — natezenie dyfuzji tlenu, n —
ilo§¢ réwnowaznikéw na mol tlenu (= 4), F — stala Faraday’a ( = 96 500
kulombéw/réwnowaznik), A — powierzchnia elektrody (m?®). Podstawienie
wartosci stalych prowadzi do nastgpujacej postaci tego rownania:

ODR [pugm?s']= 8,29 107 i [UAJ/A [m?]

Powiazanie parametru ODR z warunkami glebowymi takimi jak: struktura,
wilgotnos¢ i respiracja przedstawia Rys. 1.
Warunki glebowe

Struktura Wilgotnoséé Respiracja
E, E, (8] q
d
D C(x)
D ODR <« l L
Wzrost Procesy
roslin redoks

Rys. 1. Czynniki glebowe wplywajace na dostgpnosé tlenu dla korzeni roslin i ich wzajemne
powigzania. Eg - porowato$¢ powietrzna; D - wspolczynnik dyfuzji gazéw w glebie; C(x) -
zawartos$¢ tlenu w powietrzu glebowym; L - glebokos¢ natlenienia; d - efektywna grubos¢ blonki
wodnej wokot korzenia; De - efektywny wspétczynnik dyfuzji w blonce wodnej wokot korzenia
[we. 82].

Fig. 1. Soil parameters affecting oxygen availability to roots and their interrelationships. Eg - air-
filled porosity; D - diffusion coefficient of gases in soil; C(x) - oxygen content in soil air; L - depth
of oxygenation; d - thickness of water film around the roots; De - diffusion coefficient of gases in
the water film around the root [82].
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Wartoéci ODR w glebie zawieraja si¢ w przedziale od 0 pg m™ s™' (przy duzej
wilgotnoéci gleby i znacznym zageszczeniu) do 200 ug m? s” (w glebach o
wysokiej porowatosci powietrznej i umiarkowanej wilgotnosci).

2.3. Ocena stanu natlenienia gleby

Przebieg wielu procesow glebowych (reakcje utlenienia i redukcji sktadnikow
mineralnych gleby oraz ich trwatos¢ [49, 58, 61, 112, 121, 136, 140], pobieranie
aktywne jonow przez korzenie roslin [116, 117, 138, 139, 144, 161, 164], rozwdj
odpowiednich grup mikroorganizméw i ich czynnosci enzymatyczne [29, 114]
warunkowany jest stanem natlenienia gleby, ktéry ocenia¢ mozna droga
pomiardw:

- bezposrednich zwigzanych z oznaczeniem skladu powietrza glebowego,
makro- oraz mikrodyfuzji tlenu, porowatosci i przepuszczalnosci powietrznej;
- posdrednich obejmujacych pomiary efektow wywotanych brakiem czy

dostepnoscia tlenu jak potencjat oksydoredukcyjny, aktywnos$é enzymoéw z

grupy oksydoreduktaz, aktywno$é respiracyjna gleby, obecnosé Fe™ w

oglejonych glebach, symptomy roslinne (epinastia, z6étknigcie lisci, ptytkie

korzenienie) oraz zmiany w skfadzie chemicznym ro$lin.

2.3.1. Porowatos¢ powietrzna (Eg)

Przestrzen w glebie, wypelniajaca te objetosé, ktdra nie jest zajeta przez faze
stala badz ciekla, nazywana jest porowatoscia powietrzng (E,). Jest ona réznica
porowatosci catkowitej gleby i aktualna wilgotnoscia wyrazona objetosciowo (6):

E,=E,-0=E,-pW,

gdzie: p - gestosé gleby w Mg m™, W- wilgotno$é gleby wyrazona wagowo w kg
kg

Jak wynika z wczesniejszych badan zawartos¢ powietrza glebowego powyzej
0,25 m’m” jest wystarczajaca dla zapewnienia dobrej aeracji. Zakres 0,1-0,25
m’m>  wskazuje na ograniczone natlenienie w pewnych warunkach
temperaturowych w strefie korzeniowej, podczas gdy wartosci ponizej 0,1 m’m”
odnosza si¢ do zdecydowanie niedostatecznego natlenienia gleby [145].

2.3.2. Mikrodyfuzja tlenu (ODR)

Dla okreslenia dostgpnosci tlenu w glebie w strefie korzeniowej najbardziej
uzytecznym jest wydatek dyfuzji tlenu (ODR). Wskaznik ODR charakteryzuje
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mikrodyfuzjg tlenu do spolaryzowanej elektrody platynowej w glebie [95, 102].

W metodzie tej drut platynowy, jest modelem korzenia absorbujacego tlen, a
intensywnos¢ przeptywu tlenu do elektrody spolaryzowanej wskazuje na
maksymalng ilo$¢ tlenu, ktora moze by¢ dostgpna dla korzeni umieszczonych w .
tym samym osrodku co spolaryzowana elektroda. Wartosci ODR w glebie
zmieniaja si¢, przewaznie w zakresie od 0 do 200 ug O, m™ s™. Obnizaja si¢ one
wraz ze wzrostem zaggszczenia i uwilgotnienia gleby, a rosna w miarg¢ wzrostu
porowatos$ci powietrznej gleby i stezenia tlenu w powietrzu glebowym [144].

2.3.3. Potencjal oksydoredukcyjny (Eh)

Potencjat oksydoredukcyjny jest jednym z najwazniejszych wskaznikow
charakteryzujacych stan aeracji gleby, szczegélnie przydatnym w warunkach
nadmiernego uwilgotnienia, w zakresie niskich stezen tlenu lub po jego zaniku,
kiedy inne wskazniki, jak wydatek dyfuzji tlenu (ODR) przestaja juz byc
uzyteczne [60]. Jest wskaznikiem skutkéw niedotlenienia zaistniatych w osrodku
glebowym i pozostaje w bezposrednim zwiazku ze st¢zeniami form utlenionych i
zredukowanych, obecnych w glebie [136, 137, 138, 142, 145, 164].

Niedotlenienie gleby, wywotuje wzmozong dziatalno$¢ mikroorganizmow
beztlenowych (bezwarunkowych i fakultatywnych), ktére zamiast tlenu
wykorzystuja w charakterze akceptorow elektrondw, w pierwszej kolejnosci
azotany a nastgpnie tlenki manganu i Zelaza [163]. Redukcji tych zwigzkow
towarzyszy wzrost stgzenia ich form na nizszym stopniu utlenienia,
wywolujacych  obnizenie potencjalu redoks od wartosci >500 mV,
charakteryzujacych gleby natlenione, nawet do wartosci ujemnych (w skrajnym
przypadku do -400 mV), przy ktérych zachodzi fermentacja metanowa i redukcja
siarczandw do siarczkow. Tempo procesow redukcyjnych w glebie zalezy od
wielu czynnikéw takich jak: temperatura, aktywno$¢é mikrobiologiczna, zwigzana
z obecnoscig tatwo rozktadanej materii organicznej, a takze z buforowoscia
redoks gleby, wynikajaca z zawartosci poszczegdlnych akceptoréw elektronow.

3. TEORIA CZYNNIKOW STRESOWYCH

3.1. Pojecie stresu w roslinie

Srodowisko, w ktérym zyja rosliny zawiera caly kompleks czynnikéw
klimatycznych, edaficznych oraz biotycznych, dzialajacych na organizm roslinny
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lub na populacj¢ ekologiczna i decydujacych o ich morfologii oraz zdolnosci
przetrwania.

Badania nad fizjologia streséw Srodowiskowych przyciagaja uwage roznych
badaczy roslin od przeszto 100 lat. Jest to zrozumiale, bowiem badania te przez
zaklécenia normalnej reakcji rosliny i wprowadzanie czynnika zaburzajacego
czyli stresujacego (stres, od stringere) pozwalaja na obserwowanie
fundamentalnych proceséw fizjologicznych, takich jak fotosynteza, wzrost i
rozmnazanie si¢ roslin.

W odpowiedzi na stres, ro$lina zmuszona jest do integrowania w nowy sposob
réznych procesow na poziomie molekularnym, biochemicznym, komdérkowym i
wreszcie na poziomie catego organizmu.

Selye [129] okreslit stres jako "sume wszystkich, swoistych zmian,
wywolanych czynnos$cig lub uszkodzeniami". W warunkach niekorzystnych dla
danego organizmu, nastgpuje w nim ogolna mobilizacja wobec skutkdéw czynnika
stresotworczego, zwanego przez tego autora "stresorem".

W sytuacji stresu, zmienno$¢ parametréw srodowiskowych (Swiatlo, ciepto,
woda, potencjaly elektryczne, gazy, pH, pierwiastki mineralne, substancje
organiczne) jest na tyle znaczaca dla organizmu roslinnego, ze powoduje ona
powstawanie sily, ktora zmusza rosling do odpowiedzi poprzez oddawanie lub
przyjmowanie energii badz materii (Tabela 2).

Tabela 2. Parametry energii i masy w srodowisku roslin wywierajace na nie wplyw oraz potencjaly
stosowane do opisu ich poziomu [wg 126 - zmodyfikowane]

Table 2. Environmental energy and mass parameters affecting plants and their describing potentials
[126 - modified].

Potencjat
Parametry Jednostka Miara Jednostka
ENERGETYCZNE
.En'crgla . 2 Iradiancja odnoszona do zdolnosci W m?
promieniowania (w Jm o a3 X 2
F——— pochlaniajacej pigmentéw mol m™~s
Cieplo Tke! Temperatura kelvin
MASY
Gaz Kg lub mol Cisnienie lub ci$nienie parcjalne Pa (N m?)
CIECZE I ROZTWORY
Woda Kg; mol Potencjal wodny pascal
Roztwory wodne Kg; mol Potencjal chemiczny; stezenie mol m?; kg m”
Toiy :(:cjizirgwe W Kg; mol pH jednostki pH

Ciala state Kg; mol stezenie kg; mol m?>
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Dla Levitta [96] stres w znaczeniu fizycznym oznacza nacisk (presj¢) na ciato
state, powodujacy uszkodzenia lub deformacje odwracalng (elastyczng) lub
nieodwracalng (plastyczng), a w sensie biologicznym oznacza "presj¢" czynnikow
srodowiskowych (zewnetrznych) dzialajaca na komorke (lub caly organizm),
powodujac zaburzenia przebiegu proceséw zyciowych, jak rowniez deformacje
i nawet smieré Autor ten klasyfikowatl ogolng strategi¢ przetrwania stresu przez
ro$liny wedtug dwoch kategorii: unikanie i tolerowanie, prowadzace ostatecznie
do zmniejszania sit czynnika zaburzajacego oraz do zwigkszania odpornosci na
dany stres. Wedlug Salysbury'ego i Rossa [126] stresorem mozna nazwaé kazdy
czynnik S$rodowiska, ktory ogranicza procesy zyciowe, czyli obniza ich
intensywnos¢ ponizej potencjalnych mozliwosci, zdeterminowanych genetycznie.
Czas trwania i natgzenie stresu decyduja o stopniu destabilizacji funkcji
organizmu. W warunkach naturalnych najczgsciej spotykamy si¢ z interakcja
kilku wspdlzaleznych stresow, np. wysokiej temperatury, deficytu wody lub
zasolenia gleby [103, 135] (Tabela 3).

Tabela 3. Rodzaje streséw abiotycznych doswiadczanych przez rosliny [wg. 134 zmodyfikowane]
Table 3. Some environmental abiotical stresses which can affect plants [134 - modified]

Rodzaj stresu Wyraza si¢ jako: Przyczyna
Tlenowy Nadmiar wody Zawodnienie, zaggszczenie gleby
Wodny Deficyt wody Susza
Yermieziy Wzrost temperatury Przegrzani'e
Spadek temperatury Chiéd, mréz
Wysokie st¢zenie soli w

Zasolenie, nadmierne nawozenie
roztworze

Srodki ochrony roslin
Toksycznos¢ Al

Chemiczny
Uzycie niezgodne z normami

Nadmierna emisja NOy, SO,; Zanieczyszczenie powietrza,
. 2 . Obnizenie pH gleby kwasne deszcze
Zanieczyszczenie powietrza . o :
S keriarn Wysokie stgzenie O;, wysokie
ydatywny stezenie CO,
i Promieniowanie UV, IR, Swiatta
Fizyczny Stres oksydatywny

widzialnego, pole magnetyczne

Skutki streséw maja charakter dynamiczny i nastgpuja wieloetapowo. W
momencie pojawienia si¢ stresora metabolizm rosliny wkracza w tzw.:
1. Faz¢ alarmu - kiedy dana funkcja zyciowa odbiega znaczaca od normy,
dalej w:
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2. Fazg odpornosci — podczas ktorej organizm dopasowuje si¢ do stresora a
funkcja zyciowa powraca do normalnego stanu nie osiagajac go, a
nastgpnie w: ‘

3. Stadium wyczerpania — kiedy dzialania stresora nasila si¢ lub przediuza na
tyle, ze funkcja zyciowa moze coraz bardziej znaczaco odbiega¢ od normy.
Moze to doprowadzi¢ do zaburzenia funkcji i struktury, prowadzac do
$mierci organizmu ros$linnego.

Mechanizmy zwigkszajace odporno$¢ roslin na niekorzystne czynniki
srodowiska przekazywane dziedzicznie nazwane sa adaptacja. Dotycza one
zarowno zmian strukturalnych, jak i procesow fizjologicznych i reakcji
biochemicznych, mechanizmy za$ obnizajace wrazliwos¢ na niekorzystne
warunki Srodowiska w czasie trwania ontogenezy (czyli nie dziedziczne)
nazywane sg aklimatyzacja

3.2. Fizjologia stresu tlenowego w roslinie

Wielo$¢ czynnikéw srodowiskowych majacych wpltyw na wzrost i plonowanie
roslin wzajemnie oddzialywuja wzajemnie tworzac bardzo zlozony uktad
pozostajacy w wewngtrznej dynamicznej rownowadze (Rys. 2.).
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Rys. 2. Schemat czynnikéw $rodowiskowych, decydujacych o wzrodcie i plonowaniu roslin
Fig. 2. Schematic model of processes influencing growth and productivity of plants
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Droga tlenu czasteczkowego z atmosfery przez rizosfer¢ do komorek
korzeniowych oraz bodZzce powodujace jego przemieszczanie si¢ na
poszczegdlnych etapach decyduja o stanie natlenienia komorek i tkanek korzeni
w czasie ontogenezy. Z atmosfery tlen dyfunduje poprzez pory glebowe oraz/lub
poprzez tkanki rosliny do warstwy gleby a oddychanie korzeni, bakterii i
mezofauny decyduje o jego aktualnej obecnosci w powietrzu glebowym i w
konsekwencji o ilosci tlenu rozpuszczonego w roztworze glebowym. W
przypadku pobierania tlenu przez korzenie z gleby wiosniki korzeniowe
wprowadzaja go do wewnatrz droga apoplazmatyczng, transmembranowa a
nastgpnie poprzez blong plazmatyczna, plazmodezme (droga symplastu) do
ksylemu. W sytuacji, gdy wymiana gazowa zachodzi gtéwnie na drodze dyfuzji
wewnegtrznej poprzez tkanki rosliny (np. u ryzu), kierunek migracji tlenu w
uktadzie korzen — gleba ulega odwréceniu i to gleba jest natleniana poprzez
korzenie roslin.

Zréznicowanie roslin pod wzgledem zdolnosci przetrwania w s$rodowisku
pozbawionym tlenu (gtéwnie w skutek okresowego lub dlugotrwatego zalania
gleby woda) wynika z istnienia kilku mechanizméw adaptacji roélin do takich
warunkow.

Znany jest fakt, ze rosliny moga w pewnym zakresie adaptowaé si¢ do
zmienionych  warunkéw  $rodowiska: drogq ewolucyjnqg - wynikiem
dlugoterminowej adaptacji (long-term adaptation); drogq morfologicznq -
usprawniajac transport wewnetrzny gazéw w tkankach aerenchymatycznych np.
CO, z korzeni do atmosfery i O, z atmosfery do korzeni, co powoduje
detoksyfikacje¢ rizosfery oraz przez plytkie korzenienie si¢ pozwalajace na
zachodzenie procesu dyfuzji tlenu z atmosfery do korzeni jak rowniez drogq
biochemiczngq - poprzez zmniejszenie efektu Pasteura i usuwanie etanolu z tkanek
roslin czy poprzez alternatywne szlaki metaboliczne (short-term adaptation).

Zawartos¢ tlenu w powietrzu glebowym nie wyznacza w sposob jednoznaczny
jego dostgpnosci dla roslin, poniewaz pobér tlenu zalezy od wielu czynnikéw,
takich jak temperatura, wilgotno$é, dostgpnos¢ substratu organicznego w glebie,
struktury gleby, a takze od stanu pokrywy rosélinnej i tempa jej wzrostu [18, 38,
61, 82]. Proces ten jest zalezny od wilgotnosci gleby, zardwno poprzez jej wplyw
na zmniejszenie ilosci pordw wypelnionych powietrzem, jak réwniez poprzez
zmiang grubosci blonek wodnych na powierzchni korzeni. Stad tez nadmiernie
uwilgotnienie, moze powodowaé niedotlenienie korzeni ro$lin, wprowadzajac
rosling w stan stresu tlenowego.
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W warunkach hipoksji i anoksji glebowej wykazano akumulacj¢ w tkankach
roslin toksycznych produktéow, wynikajacych z zaburzen metabolicznych [61].
Transport wody i jondw z korzeni do czgsci nadziemnej jest zahamowany, co
czgéciowo wiaze si¢ ze spadkiem przewodnictwa hydraulicznego ksylemu. W
czesci nadziemnej obserwuje si¢ wowczas zahamowanie wzrostu i epinastie.
Nastgpuja wowczas u roslin ogélnie zaburzenia hormonalne [158].

Z powyzszych faktow wynika, ze deficyt tlenu (czynnik stresowy) dziala na
system korzeniowy, a objawy uszkodzen dotycza calej rosliny [135].

Wzgledna odpornosé poszczegdlnych gatunkéow i odmian roslin na zalanie
gleby woda nie jest zawsze jednakowa, gdyz zalezy od takich czynnikow, jak
temperatura gleby czy faza rozwojowa roslin. Niemniej jednak, wielu autorow
probowato poréwnywac rézne rosliny w ustalonych warunkach eksperymentalnych.

Wsréd roslin motylkowych wrazliwo$¢ na stres tlenowy jest rézna. Ich
odpornos¢ na petne wysycenie gleby woda, wynosi od 5 do 20 dni zalania, przy
czym kolejnos¢ wedtug malejacej odpornosci jest nastepujaca: Lotus corniculatus
L., Trifolium repens L., Trifolium fragiferum L. > Trifolium pratense L.,
Trifolium hybridum L., Medicago media Pers. > Melilotus alba Desr., Astrtagalus
cicer L.> Onobrychis viciaefolia Scop. [67].

Rowniez trawy wykazuja znaczne zréznicowanie pod wzgledem odpornosci
na zalanie gleby woda. Przykltadowo Agrostis palustris Huds., jest rosling bardzo
odporna, Poa pratensis L. i Poa annua L. sa srednio odporne, natomiast Festuca
rubra L. jest zupehnie nieodporna [12].

Rosliny takie jak: Oryzae sativa L., Phaseolus radiatus L., Allium cepa L.,
Zea mays L., Triticum aestivum L., Daucus carota L., Glycine max L. plasuja si¢
wsérod odpornych i s$rednio odpornych (malejaco) na zalanie [147]. Wsrdd
uprawnych zaliczane jako bardzo wrazliwe, sg te rosliny, ktére juz po okresie
kilkudniowego zalania obumieraja - np. Pisum sativum L. i Nicotiana tabacum L.
[18].

W warunkach zalania gleby system korzeniowy jest organem najbardziej
cierpiacym z powodu niedoboru tlenu. Poniewaz w warunkach naturalnych w
glebie przelotna hipoksja poprzedza wiasciwag anoksj¢ i ze wzgledu na to, ze
istnieje coraz wigcej dowodow swiadczacych o tym, iz niskie stezenie tlenu moze
wywolywac reakcje metaboliczna, istnieje potrzeba zdefiniowania odpowiednich
pojec.

Aeracja gleby dotyczy calosci zagadnien zwigzanych ze sktadem powietrza
glebowego, jego rola dla roslin oraz procesami pobierania, wydzielania i
transportu gazow w glebie. W celu okreslenia catoksztaltu zagadnien zwigzanych
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z rozmieszczeniem stezenia tlenu w glebie 1 jego dostgpnoscia dla
mikroorganizmoéw i korzeni roélin, stosowany jest termin ,,natlenienie gleby” [5,
82]. Uwzgledniajac gradacj¢ stezenia tlenu w glebie, mozna rozr6zni¢ stan
normoksji - kiedy to proces dyfuzyjny zaopatrywania w tlen z atmosfery poréw
glebowych i korzeni roslin jest wystarczajacy i pokrywa w petni zapotrzebowanie
gleby i roslin, stan hipoksji - kiedy to w agregatach glebowych wspdtistnieja
rownoczesnie obszary dotlenione i niedotlenione oraz anoksji - kiedy to w skutek
braku dyfuzji tlenu z atmosfery panuja w glebie warunki anaerobowe.

Na poziomie fizjologicznym tkanek roslinnych, mozna wyrézni¢ analogicznie
normoksje - kiedy doptyw tlenu nie limituje fosforylacji oksydatywnej, hipoksje
- kiedy niskie cisnienie parcjalne O, ogranicza produkcj¢ ATP w mitochondriach
oraz anoksje - kiedy to produkcja ATP podczas fosforylacji oksydatywnej jest
niska w porownaniu z ilosciag produkowanego ATP w procesie glikolizy oraz
fermentacji [47]. Przedstawia to Rys. 3.

GLEBA KOMORKA
normoksja - proces dyfuzyjny zaopatrywania normoksja - doplyw tlenu nie limituje
w tlen z atmosfery poréw glebowych i fosforylacji oksydatywnej

korzeni roslin jest zapewniony i pokrywa w
pelni zapotrzebowanie

hipoksja - w agregatach glebowych hipoksja - niskie cisnienic parcjalne O,
wspdélistnieja réwnoczeénie obszary ograniczaprodukcje ATP w mitochondriach
dotlenione i niedotlenione

|

anoksja - wskutek braku dyfuzji tlenu z anoksja - produkcja ATP podczas
atmosfery panuja w glebic warunki fosforylacji oksydatywnej jest znikoma w
anaerobowe, uniemozliwiajace natlenienie poréwnaniu z iloscia produkowanego ATP w
rizosfery (krytyczne stgzenie tlenu) procesie glikolizy oraz fermentacji

Rys. 3. Stany natlenienia w glebie i w komdrce roslinne;.
Fig. 3. Oxygen status in soil and in plant cell.

Dodatkowe zrédlo ATP w poddanej stresowi tlenowemu komorce stanowi
stymulacja procesu glikolizy, znana jako efekt Pasteur'a (Rys. 4).
Wplyw stezenia tlenu na respiracj¢ komorek korzeni zwiazany jest z
pojeciem krytycznego stezenia tlenu (COC = Critical Oxygen Concentration) na
powierzchni korzeni. Poniewaz aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej spada



23

wyraznie dopiero przy bardzo niskich stgzeniach (< 1%), mozna przyja¢, ze przy
COC na powierzchni korzeni, stezenie tlenu w osi korzenia zbliza si¢ do zera,
COC zalezy bowiem nie tylko od maksymalnej respiracji korzeni (qmax) ale
réwniez od wspdtczynnika radialnej dyfuzji tlenu (D,) w tkance korzenia i od jego
promienia (R), co wyraza réwnanie:

COC = qpmax X R?/ 4D,

Z tego réownania wynika, ze im grubszy jest korzen oraz im mniejszy jest
wspotczynnik dyfuzyjnosci gazu w jego tkance, tym krytyczne stgzenie tlenu jest
wyzsze. Poza tym poniewaz w warunkach glebowych trudno jest okresli¢ grubos¢
btonki wodnej na powierzchni korzenia i jej role w ograniczaniu doplywu tlenu
do korzeni oraz nie fatwo jest stwierdzi¢ na ile stgzenia tlenu w powietrzu
glebowym odpowiada jego stezeniu na powierzchni epiblemy korzenia [6, 61].

KWAS
MLEKOWY
LDH
GLIKOLIZA KWAS
SKROBIA ———— & GLUKOZA ———— 3 PIROGRONOWY  ——————p ETANOL
SYNTEZA PDC & ADH

CUKROW

ODDYCHANIE
% > MITOCHONDRIALNE —» C0:+HO

Rys. 4. Szlak fermentacyjnego oddychania w komoérkach roslinnych znajdujacych si¢ w warunkach
hipoksji badz anoksji
Fig. 4. Outline of fermentative respiration in hipoxic and anoxic plant cells

3.3. Zmiany struktury tkanek roslinnych wywolane przez anoksje

Warunki beztlenowe w korzeniu stymuluja produkcj¢ etylenu w czesciach
nadziemnych [64, 71, 72, 76, 112], mechanizm tej stymulacji polega na
zwigkszonej syntezie ACC (kwasu l-aminocyklopropano-1-karboksylowego) w
warunkach beztlenowych w korzeniach, nastgpnie ACC jest transportowany
droga ksylematyczna do czgsci nadziemnych, gdzie w obecnosci tlenu ulega
przeksztalceniu w etylen. Podwyzszenie zawartos$ci etylenu w czgsciach
nadziemnych powoduje epinastig, tj. zmiang kata odchylenia ogonka liscia od
todygi. Z obecnoscia etylenu zwigzane jest takze powstawanie korzeni
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przybyszowych i tkanek aerenchymatycznych [76]. Powstawanie aerenchymy w
czgsciach nadziemnych i korzeniach roslin wodnych oraz tolerujacych anoksje
pozwala na dlugodystansowe dotlenienie tkanek w stanie hipoksji [46, 150, 151]

(Rys. 5).
MODEL PRZEPLYWU TLENU W ROSLINACH ZALANYCH

EPINASTIA

KOMORKI CZESCI
E IAA ACC—> C.H, —p HIPERTROFIA

NADZIEMNYCH

W STANIE NORMOKSJI A
DYFUZJA
AERENCHYMA
KOMORKI KORZENI v

W STANIE HIPOKSJI [=—— IAA  ACC—> CH, —p KORZENIE L
N PRZYBYSZOWE [

KORZENIE BOCZNE |- .

KOMORKI KORZENI |-
W STANIE ANOKSJI

Rys. 5. Model przeplywu etylenu w ro$linach zalanych
Fig. 5. Model of ethylene fluxes in flooded plants

Stwierdzono, ze nawet bardzo niskie st¢zenie etylenu w powietrzu
otaczajacym korzen rzedu 0,1-1,0 cm”m>, sprzyja selektywnemu obumarciu
komorek oraz wywotuje nekroz¢ w korzeniach, w warunkach anoksji.
Réwnoczesnie wykazano obecnos¢ w hipoksycznych korzeniach wyzszych stezen
ACC i etylenu oraz wzmozong aktywno$¢ enzymoéw sprzyjajacych jego
biosyntezie [67]. Bennicelli [13] w badaniach rizotronowych wykazat obecnos¢
nekrozy i nowo uformowanych przestrzeni aerenchymatycznych w korzeniach
kukurydzy poddanych zlokalizowanemu stresowi tlenowemu.

3.4. Zmiany metaboliczne wywolane niedoborem tlenu

W ostatnich latach duzo uwagi poswigcono fizjologicznej i biochemicznej
reakcji organizméw i komorek przechodzacych od stanu dobrego do
ograniczonego natlenienia [135, 147].

W warunkach naturalnych stres tlenowy powoduje przechodzenie zarowno w
glebie jak i na poziomie komérkowym, ze stanu hipoksji do anoksji. Na poziomie
komorki i tkanki prowadzi to do zaburzen homeostazy, czyli przesunigcia
rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej w kierunku reakcji utleniania [132]
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i w efekcie - do podwyzszenia stacjonarnych stgzen reaktywnych form tlenu
(RFT). Zjawisko to nosi nazwe¢ stresu oksydacyjnego [11], jakkolwiek kazda
sytuacja stresowa, podczas ktérej homeostaza redoks jest zaburzona, moze
wskaza¢ na obecno$¢ stresu oksydacyjnego [3].

W warunkach braku tlenu nastgpuje powstrzymanie transportu elektronow w
mitochondriach, co powoduje inhibicj¢ syntezy adenozyntrdjfosforanu (ATP).
Komoérki w warunkach niedostatku energii przechodza do produkcji
anaerobowego ATP, pochodzacego z procesu glikolizy. Wéwczas bardzo wazna
staje si¢ dostgpnos¢ cukrow jako substratéw tego procesu.

Réwniez w warunkach anoksji zaburzona jest mobilizacja skrobi: w nie
tolerujacych anoksji ziarnach pszenicy ustaje proces rozkladu skrobi w
endospermie, natomiast u bardziej tolerujacego stres tlenowy ryzu, indukowana
jest produkcja amylazy, odpowiedzialnej za rozktad skrobi [110].

Uogodlniajac mozna stwierdzi¢, ze anoksja powoduje znaczace obnizenie
poziomu ATP, szczegdlnie, ale nie tylko, u roslin nie wykazujacych tolerancji, a
zdolnos$¢ roslin tolerujacych anoksje do podtrzymywania doptywu energii przez
dtuzszy czas, co stanowi kluczowy czynnik przetrwania w warunkach anoksji [37,
65].

Inna wazna cecha wynikajaca z metabolizmu beztlenowego jest zakwaszenie
cytoplazmy i akumulacja produktéw fermentacji. Spadek pH cytoplazmy od 7,3
do 6,8 przypisuje si¢ obecnosci kwasu mlekowego. Inhibicja dehydrogenazy
mleczanowej i aktywacja dekarboksylazy pirogronianowej w kwasnym
$rodowisku prowadzi do akumulacji- aldehydu octowego, ktéry jest
przeksztatcany w etanol [przez dehydrogenazg¢ alkoholowa (DA) - EC 1.1.1.1.]
stanowiacy jeden z koncowych produktéw metabolizmu anaerobowego.
Jednakze, poziom zakwaszania nie jest wylacznym atrybutem akumulacji kwasu
mlekowego; inng mozliwo$¢ stanowi bierny przeciek H™ z wakuoli w warunkach
limitowanej dostepnosci ATP oraz inhibicji H'-ATP-azy w wakuoli [119].

W warunkach przedtuzonej anoksji etanol jest najczgsciej spotykanym
produktem fermentacji, nawet u roslin tolerujacych anoksje, ktore sa zdolne do
uwolnienia go do otaczajacego srodowiska. Wykazano, ze zdolnos¢ do usuniecia
lotnych, koncowych produktéw fermentacji (tj. etanolu i aldehydu octowego)
prowadzi do wzrostu tolerancji na anoksj¢ nawet we wrazliwych roslinach grochu
(Cicer arietinum L.) [41].
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3.5. Reakcja na stres - rola reaktywnych form tlenu

Szeroki wachlarz streséw srodowiskowych (wysokie i niskie temperatury,
susza, zasolenie, promieniowanie UV, stres spowodowany wysoka zawartoscia
ozonu w przyziemnej warstwie troposfery oraz infekcje wywotlane przez
patogeny) jest potencjalnie niebezpieczny dla roslin. Wspdlny aspekt wszystkich
tych niekorzystnych warunkéw srodowiskowych (wywolanych przez czynniki
stresowe) zwiazany jest ze zwigkszona produkcja reaktywnych form tlenu (RFT)
w réznych czgsciach sktadowych komorek roslinnych [1, 3, 10, 11, 24, 44, 51, 52,
54, 56, 69, 74, 78, 80, 88, 89, 92, 93, 98, 105, 115, 146, 150, 157, 165] (Tabela 4).

Tabela 4. Reaktywne formy tlenu (wg. [5] - zmodyfikowane)
Table 4. Reactive oxygen species ([5] - modified)

Reaktywne formy tlenu Symbol
Tlen singletowy 0,
Ozon 05
Rodnik wodoronadtlenkowy HOy
Aninorodnik ponadtlenkowy 0y
Nadtlenek wodoru H,0,

Anoksja prowadzi do takiej modyfikacji metabolizmu komdrkowego oraz
stanu funkcjonalnego membran komérkowych, ktorej wynikiem jest powstawanie
RFT.

Towarzyszace temu na przyklad zmiany w ilosci i skladzie lipidow oraz
plynnosci membrany [33, 70], zmniejszenie adenylowego fadunku energetycznego
(AEC) [37, 65] oraz obnizenie pH cytoplazmy (acydoza) sprzyjaja produkcji RFT
i postepujacej peroksydacji lipidow (LP) [32, 40]. Zatem, sekwencja zdarzen
stanowiacych reakcj¢ na stres, tak jak wygenerowanie RFT, peroksydacja lipidow
oraz obronna reakcja antyoksydacyjna jest indukowana przez zmiany
metaboliczne w warunkach niedoboru tlenu.

Niekorzystne warunki sSrodowiskowe oprécz ubocznych produktow
metabolizmu, powoduja wigc zwigkszenie stezenia RFT, prowadzacego do
zaburzenia réwnowagi oksydoredukcyjnej w komorce z przewaga reakcji
utleniania, gdzie tlen wystepuje jako akceptor elektrondw podlegajac redukcji do
nadtlenku wodoru lub wody.

Przesadne wygenerowanie RFT, bgdace jednym z sygnaléw wskazujacych na
obecnos¢ stresu oksydacyjnego, jest czgscia sktadowa wielu sytuacji stresowych
[107]. Naruszenie rOwnowagi stacjonarnej pomigdzy wygenerowanymi RFT a ich
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metabolizowaniem w komorce moze indukowaé zaréwno adaptacyjng odpowiedz
rosliny [94], jak réwniez szkodliwe zmiany w strukturze komorkowej i w jej
metabolizmie.

Mechanizm "odczuwania" obecnosci RFT nie jest znany, ale wiele
istniejacych modeli uwaza zmiany redoks za kluczowe i sugeruje, ze zaréwno
hipoksja jak i RFT moga by¢ "wyczuwane" przez te same mechanizmy [130].

3.6. Zaburzenia w reakcjach oksydoredukcyjnych

Zdaniem wielu autoréw, jednym z podstawowych efektow roéznorodnych
stresbw zar6wno natury fizycznej (temperatura, promieniowanie $wiatla
widzialnego i UV, promieniowanie jonizujace), jak i chemicznej (toksyczne
substancje w tym rowniez herbicydy oraz metale ciezkie) badz streséw
biotycznych  (infekcje réznych  patogendéw) sa  zaburzenia  reakcji
oksydoredukcyjnych, w efekcie ktorych w reakcjach fancuchowych powstaja
wolne rodniki [95, 97, 98]. Ograniczony doptyw energii w warunkach anoksji
powoduje zmiany stanu redoks komérki. Kiedy tlen, jako koncowy akceptor
elektronow w lancuchu transportu elektronéw jest niedostepny, nastepuje
redukowanie posrednich przenosnikéw elektronow. W konsekwencji proces ten
zakt6éca metabolizm aktywnych reakcji redoks. Faktycznie, wykazana zdolnos¢
do zachowania stosunku NADH/NAD" na niezmienionym poziomie przez
dluzszy czas, w przypadku tolerujacych anoksje roslin ryzu oraz Glyceria [34]
jest istotna do przetrwania roslin w warunkach anoksji. Natomiast obnizenie
NADH/NAD" obserwowano u roélin nie tolerujacych anoksji takich jak pszenica i
fasola [35]. Dodatkowo mechanizm wiazania pojawiajacych si¢ w nadmiarze
protonéw (H") i produkcja NADH, podczas pierwszego etapu anaerobiozy moze
zachodzi¢ podczas metabolizmu kwasu askorbinowego (DHA) i glutationu (GSH)
(redukcja do form o antyoksydatywnym dziataniu) (Rys. 6.).

H,0, askorbinian GSSG NADPH
APX DHAR ER
H,O dehydroaskorbinian GSH NADPH' + H
Rys. 6. Cykl redoks askorbinianu w chloroplastach (szlak Halliwell-Asada)

Fig. 6. The redox cycle of ascorbate in the chloroplast often referred to as the Halliwell-Asada
pathway

Zmiany redoks w komodrce moga doprowadzi¢ do modyfikacji innych
zaleznych od stanu oksydoredukcyjnego reakcji np. utlenianie Fe™, ktére sa
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inicjatorami powstawania RFT poprzez reakcj¢ Fentona oraz peroksydacje
lipidow. Jesli niedobér tlenu przedtuza sie, zapotrzebowanie na utleniony NAD" i
ATP prowadzi na szlaku fermentacji, gdzie zaréwno dehydrogenaza mleczanowa
(LDH) jak i dehydrogenaza alkoholowa (ADH) moga regenerowaé¢ NAD".

3.7. Funkcja i struktury membran komérkowych poddanych anoksji

Zmiana wlasciwosci fizycznych membran komodrkowych oraz ich funkcji i
skfadu stanowi niespecyficzna reakcj¢ na stres wywotlany przez rézne stresory
[31, 123].

Zmiana zawartosci i sktadu lipidow membranowych pod wplywem anoksji
[32], aktywacja peroksydacji lipidow [22, 31, 38, 39], wzmozony wyciek
elektrolitow [35] oraz zmniejszanie si¢ AEC [61, 65], wskazuja na oslabienie
struktury samych membran.

W ostatnim czasie zbierano coraz wigcej dowoddéw wskazujacych na wazng
role metabolizmu lipidow, a szczegdlnie nienasyconych kwasow ttuszczowych w
indukowaniu reakcji obronnych pod wptywem streséw zaréwno abiotycznych, jak
biotycznych. Poniewaz synteza lipidow jest energochlonna i z trudnosciag moze
zachodzi¢ w warunkach braku tlenu, strategia zachowania lipidow
membranowych jest najbardziej wydajnym sposobem utrzymywaniu funkcji
membran. Lipidy membranowe ulegaja zmianom adaptacyjnym w warunkach
anoksji: najpierw wystgpuje proba podtrzymywania wysokiego poziomu
nienasyconych kwasow, poézniej pojawiaja sie wolne kwasy tluszczowe i ma
miejsce produkcja matych ilosci reaktywnych form tlenu, pochodzacych z
fanicucha transportu elektronowego membran.

4. ANOKSJA 1 EKSPRESJA GENOW

Zmiany metaboliczne wywotane anoksja sa powiazane ze zmianami w
ekspresji genoéw [43, 45, 63, 73, 118]. Obserwowano obnizenie translacji mRNA i
aktywizacje ekspresji genow anoksji (Rys. 7.).

W warunkach anoksji ograniczona jest normalna synteza bialek i pojawia sig
jedynie 10-20 anaerobowo-indukowanych biatek [123]. Wiekszos¢ indukowanych
genow kodyfikuje enzymy biorace udzial w uruchamianiu skrobi oraz glukozy w
procesie glikolizy i fermentacji etanolowej [33]. Jednakze odkryto dwa geny nie
majace zwiazku z metabolizmem cukrow, ktére sa indukowane w warunkach
braku tlenu, i moga wptywac na formowanie si¢ tkanki aerenchymatycznej [123].
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Nowa rodzina anaerobowo-indukowanych genéw u jednej z odmian ryzu (Oryza
sativa), wysoko-odpornej na anoksje¢ zostata opisana w ostatnim czasie [73].

REDUKOWANIE ATP AKUMULACJA
ZALANIE AKUMULACJA NADH KWASU MLEKOWEGO,
REDUKCJA NADH
ORAZ SPADEK pH
‘ "
ZANIK TLENU BLOKADA CYKLU KREBSA
A l STYMULACJA ADH
BLOKADA AKTYWNOSCI L —
OKSYDAZY TRANSKRYPCJI
CYTOCHROMOWEJ bk
AKUMULACJA ETANOLU,
v REDUKCJA NADH ORAZ
STABILIZACJA pH
BLOKADA TRANSPORTU
Sjiatling o) STYMULACJA GLIKOLIZY
W MITOCHONDRIACH

Rys. 7. Regulacja transkrypcji gendw przez anoksje
Fig. 7. Model of regulation of gene transcription by anoxia

5. SYSTEM ODBIORU I PRZEKAZYWANIA SYGNALOW OSTRZEGAJACYCH
PRZED STRESEM TLENOWYM

Zywe organizmy rejestruja wiekszo$¢ zmian fizycznych i chemicznych
zachodzacych w ich otoczeniu oraz maja zdolno$¢ do odpowiadania na nie we
wiasciwy sobie sposob [94, 152, 153].

Powstanie pytanie w jaki sposob roslina ,,wyczuwa” brak tlenu w rizosferze i
nastepnie w komorce, by moc zaradzic stresowi tlenowemu.

Aby uzyska¢ odpowiedz adaptacyjng roslina musi odbiera¢ sygnatl, ktéry jest
nastepstwem zmian homeostazy. Zmiany: pH, stanu oksydoredukcyjnego,
poziomu RFT i AEC uczestnicza w przekazywaniu tych sygnatow.

Zaproponowano wiele modeli percepcji stanu tlenowego Srodowiska przez
komérki roslinne, wsrdéd ktéorych wyrdzniaja si¢ modele opracowane przez
Semenza [130].

5.1. BezpoSredni odbidr obecnosci tlenu

Grupy hemu bedace swego rodzaju czujnikami, wiazg bezposrednio O,
przechodzac w forme utleniong nieaktywna,, a w momencie gdy stezenie tlenu
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maleje, nastgpuje deoksygenacja grup hemu (Rys. 8A). Proces ten uwaza si¢ za
pierwszy etap w percepcji obecnosci tlenu. Jest coraz wigcej dowoddw na to, ze w
korzeniach wielu gatunkéw roslin jest obecna hemoglobina. Alternatywna funkcja
hemoglobiny roslinnej moze by¢ wskazywanie poziomu stezenia tlenu i
»przetaczenie” metabolizmu komérkowego ze szlaku oksydatywnego na szlak
fermentacyjny [38]. Dwa geny kodujace hemoglobing wykryto w Arabidopsis
thaliana, przy czym jeden z nich indukowany jest przez hipoksje [45]. W
korzeniach jeczmienia poddanych stresowi tlenowemu zaobserwowano indukcje
genu hemoglobiny, jako reakcjg na stres [149].

A 0,
SYGNAL DEOKSYCHEM - »  DEOKSYCHEM
HIPOKSJI | € (AKTYWNY) 47— (NIEAKTYWNY)
o,
B O,
SYGNAL REDUKOWANIE Fe/S ——p  UTLENIANIE Fe/S
HIPOKSJ | (AKTYWNE) 47_ (AKTYWNE)
o, 0.
l NAD(P)H OKSYDAZA — DPI
C
<« o
OSEABIENIE SYGNALU
HIPOKSJI PRZY l SOD
ZMNIEJSZENIU RFT
< H,0,
D DPI DPI HIPOKSJA
l l (KOMPLEKS I1l) _L (KOMPLEKSIV)

NADH —» FMN —p FAD/FeS —» CoQ —¥ Cytb —p Cytc, —p Cytaa,

(KOMPLEKS ) o t o
2 2

WZMOCNIENIE SYGNALU ]
HIPOKSJI PRZY l SOD
WZROSCIE RFT
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Rys. 8. Modele percepcji obecnosci tlenu przez komorki roslinne [wg 130 - zmodyfikowane]. A —
bezposredni odbior obecnoscei lub braku tlenu; B — cykl redoks zelaza i siarki; C — przeksztalcenie
tlenu w ponadtlenek przez oksydazy NAD(P)H; D - inhibicja kompleksu IV (oksydazy
cytochromowej ¢) w mitochondriach.

Fig. 8. Models of O, sensing [130 — modified]. A — direct sensing of the presence or lack of oxygen;
B — Fe and S oxidation cycle, C — transformation of oxygen into superoxide through NAD(P)H
oxidase; D — inhibition of the compled IV (cytochrome oxidase c) in mitochondria.
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5.2. Cykl oksydoredukcyny zelaza i siarki

Kolejng mozliwo$¢ dalszego przekazywania sygnatu o obecnosci tlenu daje
cykl oksydororedukcyjny zelaza i siarki (Rys. 8. B). W tym przypadku utlenione
zwiazki zelaza i siarki stanowia forme nieaktywna, zas ich ‘odpowiedniki
zredukowane — forme aktywnga dajaca sygnat o hipoksji.

5.3. Przeksztalcanie O, w ponadtlenek przez oksydazy NAD(P)H

Percepcja tlenu poprzez metabolity stresu oksydatywnego (RFT) sugeruje
réwniez kolejne mechanizmy. Oksydaza NAD(P)H katalizuje transformacje O,
do ponadtlenku, ktéry nastgpnie ulega dysmutacji przy udziale SOD do H,0..
Model ten przewiduje, ze w warunkach niedotlenienia zmniejsza si¢ produkcja
reaktywnych form tlenu i w ten sposéb generuje si¢ sygnal redoks o zaistnialej
hipoksji (Rys. 8 C).

5.4. Inhibicja kompleksu IV (oksydazy cytochromowej ¢) w mitochondriach.

Inhibicja kompleksu IV zachodzi na etapie fancucha transportu elektronow w
mitochondriach w warunkach hipoksji, a strumien wyciekajacych elektronow
prowadzi do powstania reaktywnych form tlenu w kompleksie IIT [130] (Rys.
8D).

Dane eksperymentalne dotychczas zebrane nie sg jednoznaczne i czg¢sciowo
potwierdzaja wszystkie zaproponowane modele. Uwiktanie reaktywnych form
tlenu w procesie sygnalizacji i indukcji reakcji na stres tlenowy jest dobrze
opisane dla roslin bardzo wrazliwych na warunki niedotlenienia. Uczestnictwo
RFT w reakcjach na stresy zostalo opisane fenomenologicznie w réznych
warunkach Srodowiskowych takich jak: susza, wysokie zasolenie, niska
temperatura, anoksja, starzenie si¢ oraz wysokie stgzenie ozonu, co sugeruje
fundamentalna rolg spetniang przez RFT w niespecyficznych adaptacjach na stres
i w jego sygnalizacji [62, 93].

6. REAKTYWNE FORMY TLENU

Reaktywne formy tlenu (wolne rodniki), takie jak anionorodnik
ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, oraz tlen singletowy, sa ubocznymi
produktami metabolizmu komérek. Powstajg one w wyniku jednoelektronowego
utleniania zredukowanych form wielu zwiazkdéw przez tlen czasteczkowy oraz
szereg reakcji enzymatycznych. Sa one bardziej aktywne chemicznie niz tlen
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atmosferyczny (tlen tripletowy) i moga powodowaé uszkodzenia struktur
komoérkowych. Reaktywne formy tlenu (RFT) powstaja glownie w
mitochondriach i chloroplastach oraz w peroksysomach i glioksysomach. Na
pierwszym etapie reakcja ta wymaga zainicjowania (w wyniku jednoelektronowej
reakcji redoks, fotolizy, dziatania zwiazkéw chemycznych), podczas gdy
nastgpne etapy jak prolongacja i terminacja) sa juz egzotermiczne i moga
przebiega¢ spontanicznie z udzialem lub bez udziatu katalizatoréw [153].

W wyniku jednoelektronowej redukcji czasteczki tlenu, powstaje
anionorodnik ponadtlenkowy zdolny do samodzielnego istnienia:

0,+¢ — 0,

Do jego powstania w mitochondriach dochodzi wskutek “wycieku”
elektronéw z fancucha oddechowego. Zredukowane formy ubichinonu i
koenzymu dehydrogenazy NADH wchodza w jednoelektronowg reakcje z tlenem
tworzac O, [10]. Wolny rodnik O," produkowany jest takze w chloroplastach.
Proces ten jest zwigzany z fotosystemem I i ferredoksyna. Przy niskim stezeniu
NADP w chloroplastach, zredukowana ferredoksyna  przekazywaé moze
elektrony na czasteczki tlenu. Dzieje si¢ tak np. w warunkach silnego oswietlenia,
gdy obnizone zostaje stezenie CO, w chloroplastach. Alternatywnym zrédtem O,
® jest jedno z centréw Fe-S fotosystemu I. W chloroplastach powstawaé¢ moze
rowniez tlen singletowy, w wyniku przeniesienia energii ze wzbudzonego
chlorofilu na tlen atmosferyczny [125]. Rodnik ponadtlenkowy moze powstawac
takze w peroksysomach i glioksysomach.

Organella te s rowniez glownym zrédlem nadtlenku wodoru w komoree,
dzigki obecnosci réznych rodzajow oksydaz flawinowych. Nadtlenek wodoru
moze powstawaé takze w wyniku spontanicznej lub enzymatycznej
dysproporcjacji rodnikéw ponadtlenkowych.

Nadtlenek wodoru i anionorodnik ponadtlenkowy, cho¢ znacznie bardziej
reaktywne od tlenu, sg stosunkowo mato grozne dla komorki i bezposrednio nie
powoduja wigkszych uszkodzen. Jednak w obecnosci jondw metali przejsciowych
moga one reagowac ze sobg:

0,"+H,0, — O, +OH + OH (reakcja Habera-Weissa)
Reakcja ta przebiega w dwoch etapach:

3+ 2+
Fe +0,">Fe +0,



2+ 3+ .
Fe +H,0,—Fe +OH +OH (reakcja Fentona)

Powstajacy w niej wolny rodnik wodorotlenowy (OH.) jest niezwykle
aktywny chemicznie. Bedac bardzo silnym utleniaczem, reaguje praktycznie ze
wszystkimi sktadnikami komérki, powodujac uszkodzenia bialek, DNA oraz
peroksydacj¢ lipidéw [11]. Rodnik O, ufatwia natomiast uwalnianie zelaza z
biatek.

Obecno$¢  wolnych rodnikow w réznych strukturach komoérkowych,
szczegblnie w chloroplastach i w mitochondriach, powoduje stres oksydatywny,
polegajacy m. in. na oksydacji wielu zwiazkéw np. lipidéw wystepujacych w
roznych blonach, co jest szczegdlnie grozne w tylakoidach. Pierwszy stopien
redukcji O, jest wzglednie krotkotrwaty i nie prowadzi do catkowitego
przemieszczania si¢ rodnikéw wodoronadtlenkowego HO," i ponadtlenkowego
0,. Czas potowicznego rozktadu O, wynosi 2 -4 ps [80, 146].

7. PEROKSYDACJA LIPIDOW

W warunkach normalnych, tj. bez dzialania stresora, peroksydacja lipidow
(LP) jest procesem fizjologicznym. W sytuacji stresu oksydatywnego LP
prowadzi do uszkodzenia blon komérkowych. Peroksydacja lipidéow dotyczy
utleniania (wielo)nienasyconych kwaséw tluszczowych wchodzacych w sktad
fosfolipiddow ~ membranowych, bedacymi  gléwnymi  budulcami  blon
komorkowych, lub innych lipidéw, w wyniku ktérego powstaja nadtlenki tych
zwigzkéw. W procesie tym zachodza trzy etapy: inicjacja, prolongacja i
terminacja [131].

Rodnik wodorotlenowy (*OH), rodnik ponadtlenkowy (O,") oraz rodnik
wodoronadtlenkowy (HO,".), inicjuja proces peroksydacyjny odrywajac wodor od
czasteczki wielonienasyconego kwasu tluszczowego. Réwniez ozon, tlenek i
dwutlenek azotu oraz dwutlenek siarki moga zainicjowac peroksydacje lipidow.
Reakcja ta przeksztalca czasteczke kwasu tluszczowego w wolny rodnik
alkilowy, gdyz przy atomie wegla, ktoéry stracit atom wodoru, pozostaje nie
sparowany elektron.

W fazie propagacji wolne rodniki alkilowe (L°) reaguja z tlenem tworzac
wolne rodniki nadtlenkowe (LOO®), ktére sa zdolne do odrywania kolejnych
atoméw wodoru z czasteczki kwasu tluszczowego. Reakcja pomigdzy wolnymi
rodnikami (rekombinacja wolnych rodnikéw) prowadzi do powstawania
produktu, ktéry nie jest wolnym rodnikiem, czyli do terminacji procesu



peroksydacji lipidéw. Produktami reakcji sa dimery fosfolipidow oraz keto- lub
hydroksykwasy tluszczowe — a wigc zmodyfikowane, uszkodzone czasteczki
lipidow.

Rozktad (inicjowany przez jony metali przejsciowych takich jak zelazo i
miedz) produktéw nierodnikowych peroksydacji lipidéw moze prowadzi¢ do
ponownego powstawania produktow wolnorodnikowych (zjawisko reinicjacji).

Dalsze przemiany produktéw peroksydacji, prowadza do rozpadu resztek
wielonienasyconych kwaséw tluszczowych i powstania fragmentéw kilku- i
kilkunastowegglowych. Najpopularniejszym wsréd nich jest dialdehyd malonowy
(MDA) [10, 44, 86, 121, 163].

Oznaczenie stgzenia dialdehydu malonowego (MDA), oparte jest na jego
reakcji z kwasem tiobarbiturowym (TBA).

8. ANTYOKSYDACYJNY SYSTEM OBRONNY

Wszystkie organizmy tlenowe posiadaja antyoksydacyjny system ochrony
komoérek przed reaktywnymi formami tlenu. Roéwniez w  warunkach
niedotlenienia, rosliny aktywuja system obronny.

Stopien wrazliwosci rosliny na stresy zalezy w mniejszym stopniu od ilosci
powstajacych wolnych rodnikéw niz od sprawnosci ich likwidacji [136]. W
procesie tym zaangazowane sg roézne zwiazki niskoczasteczkowe [1], jak réwniez
liczne biatka enzymatyczne chroniace przed prekursorami wolnych rodnikéw,
ktdérych aktywnos¢ wzrasta. (Tabela 5).

Tabela 5. Antyoksydanty biorace udzial w procesie likwidacji wolnych rodnikéw
Table 5. Antioxidant system in plants

SYSTEM OBRONNY ANTYOKSYDATYWNY U ROSLIN

ENZYMATYCZNY NIE ENZYMATYCZNY
Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) Glutation (GSH)
Katalaza Kwas askorbinowy (DHA)
Peroksydaza glutationowa Tokoferole (TOH)
Reduktaza glutationowa Karotenoidy

Flavonoidy, hydrochinony

Rosliny wykazujace odporno$¢ na rézne rodzaje stresow srodowiskowych
maja zwykle zwigkszong aktywnos¢ jednego lub  kilku enzyméw
antyoksydacyjnych [2, 31, 46, 47, 68, 88, 103, 109, 119].
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Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze odpornos¢ na stres zaklada zdolnos¢ rosliny do
reagowania na stresor w sposOb pozwalajacy na utrzymywanie homeostazy
(rosliny nieodporne) lub zdolnosci zmiany homeostazy w kierunku adaptacyjnym
(rosliny odporne). Te dwie strategie pozwolaja roslinom nieodpornym przetrwac
przez niedlugi okres czasu a roslinom odpornym pokona¢ stres.

8.1. Dysmutazy ponadtlenkowe

Dysmutazy ponadtlenkowe (EC 1.15.1.1.) sa metaloproteinami katalizujacymi
reakcjg dysproporcjacji (dysmutacji) anionorodnikéw ponadtlenkowych:

20,"+2H" - 0,+H,0,

Reakcja zachodzi w dwdch etapach, w ktérych zwigzany z enzymem jon
metalu przejsciowego ulega kolejno redukcji i utlenieniu przez anionorodnik
ponadtlenkowy:

Me-utl.+ O," — Me-red.+ O,

Me-red+0," +2H" — Me-utl. + H,0,

Bardzo wysoka stafa szybkosci katalizowanej reakcji (ok. 2x10° Mol's™") jest
dowodem ograniczenia reakcji praktycznie tylko przez dyfuzj¢ substratu.

Dysmutazy ponadtlenkowe obecne sa u prawie wszystkich organizmow
tlenowych oraz u wigkszosci fakultatywnych anaerobéw [10, 86]. Obecnos¢ ich
tworzy system obronny komorek przed stresem oksydacyjnym i warunkuje
stezenie tlenu singletowego (‘02) i nadtlenku wodoru (H,O,), substratow reakeji
Habera-Weissa [ 19, 22, 25-28, 30, 53, 57, 79, 84, 99, 104, 127, 154, 163, 165,
168].

Ze wzgledu na rodzaj zwigzanego kofaktora, wyrdznia si¢ trzy klasy dysmutaz
ponadtlenkowych:

- dysmutazy cynkowo-miedziowe (CuZnSOD)
- dysmutazy manganowe (MnSOD)
- dysmutazy zelazowe (FeSOD)

W  organizmach roslinnych wystepuja wszystkie trzy typy dysmutaz
ponadtlenkowych: dysmutazy cynkowo-miedziowe wystepuja w cytoplazmie,
chloroplastach i w peroksysomach [57]. Dysmutaza manganowa zlokalizowana
jest w mitochondriach [10]. Wykryto takze obecno$¢ MnSOD w peroksysomach
roslinnych [30]. Wediug obecnych danych dysmutazy zelazowe czgsto spotykane
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sa u bakterii natomiast w krélestwie ro$lin wystepuja rzadko. Rozpowszechnione
sq one wsrdd jedno i wielokomodrkowych glondéw, natomiast u roslin wyzszych
posiadaja je przedstawiciele tylko kilku rodzin: Ginkgoaceae, Nymphaceae,
Cruciferae, Rutaceae, Leguminacae i Solonaceae [124, 125].

Ostatnio zidentyfikowano nowga izoform¢ CuZn-SOD z wysokim punktem
izoelektrycznym, ktora zlokalizowana jest w aparacie Golgiego oraz w blonie
plazmatycznej [79]. Wszystkie izoformy SOD sa kodowane w genomie
jadrowym, a ich ekspresja jest regulowana niezaleznie.

8.2. Katalaza

Katalaza (EC 1.11.1.6) jest enzymem zawierajacym hem i katalizuje ona
dysmutacj¢ nadtlenku wodoru do wody i tlenu. Enzym ten zostal stwierdzony u
wszystkich aerobowych eukariotow. Spetnia on wazna rol¢ w usuwaniu nadtlenku
wodoru wytwarzanego w peroksyzomach poprzez oksydazy wywotujace B-
oksydacje kwasow tluszczowych, biorace udziat w cyklu fotorespiracji i
katabolizmie puryny [53]. Wszystkie formy katalazy sa tetramerami o ci¢zarze
molekularnym przekraczajacym 220 000. Obecnos¢ wielu form katalazy opisano
w licznych ro$linach. Formy te byly klonowane z kukurydzy [128] a
homologiczne geny byly klonowane z wielu roslin. W kukurydzy wystepuja trzy
izoformy Cat-1, Cat-2 i Cat-3, ktére obecne sg na oddzielnych chromosomach,
wyrazaja si¢ w zroznicowany sposob i sa regulowane niezaleznie [128]. Cat-1 i
Cat-2 zlokalizowane sa w peroksyzomach i cytosolu, podczas gdy Cat-3 znajduje
si¢ w mitochondriach. Katalazy sa bardzo wrazliwe na $wiatto i wykazuja szybki
rozklad, podobny do obserwowanego u biatka D1 w PSII. Réznego typu stresy
spowalniaja przemiany bialek a takze powodujg zmniejszenie aktywnosci
katalazowe;j.

9. ZWIAZKI OKSYDOREDUKCYJINIE CZYNNE

9.1. Kwas askorbinowy

Kwas L-askorbinowy jest niezwykle wazng witaming wystepujaca w tkance
roslinnej. Askorbinian peilni zasadnicza rolg w niektérych procesach
fizjologicznych roslin takich jak funkcje wzrostowe, réznicujace i metaboliczne.
Dziata jako reduktor wobec wolnych rodnikéw, zmniejszajac uszkodzenia
wywolane stresem oksydatywnym lecz wydaje si¢ posiada¢ inne funkcje dotad
jeszcze niewyjasnione.
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Synteza askorbinianu przebiega w cytosolu, poniewaz specyficzny
translokator askorbinianowy byt zidentyfikowany na otoczkach chloroplastow.
Kwas L-askorbinianowy syntetyzowany jest z heksoz u roslin wyzszych lecz
kontrowersyjnymi pozostaja pewne etapy tej syntezy. Chociaz dwa szlaki
przemian sa mozliwe, rosliny wyzsze na poczatku przemieniaja D-glukoze w
askorbinian poprzez prosta konwersje, w ktorej tancuch weglowy zachowuje
swoja sekwencj¢. Na drodze przemian nastgpuje oksydacja wegla — 1 w D-
glukozie i formowanie si¢ enediolu (nienasyconego dwu-alkoholu) pomiedzy
weglem 21 3.

Askorbinian moze bezposrednio zmiata¢ wolne rodniki tlenkowe z lub bez
udziatu katalizujacych enzymow oraz posrednio poprzez przemieniang tokoferoli
w ich zredukowane formy [8, 107]. Reagujac z RFT szybciej niz jakiekolwiek
inne komponenty w roztworze wodnym, askorbinian zabezpiecza makromolekuty
przed oksydatywnym uszkodzeniem. Reakcja z rodnikami hydroksylowymi jest
limitowana wylacznie przez dyfuzje. Kwas askorbinowy syntetyzowany jest z
D-glukozy. Jako antyoksydant, askorbinian reaguje z nadtlenkami, nadtlenkiem
wodoru albo rodnikami tokoferylowymi i ulega utlenieniu do kwasu
monodehydroaskorbinowego Iub kwasu dehydroaskorbinowego. Formy
utlenione sa przeksztalcane w kwas askorbinowy przez reduktazg
monodehydroaskorbinianowsg i reduktazg dehydroaskorbinianowa przy uzyciu
redukujacych réwnowaznikow NAD(P)H lub odpowiednio glutationu.
Dehydroaskorbinian moze ulegaé¢ rozkladowi do soli potasowej kwasu
winowego i kwasu szczawiowego.

Reakcja kwasu L-askorbinianowego z nadtlenkami moze odgrywaé rolg
podobna do roli dysmutazy ponadtlenkowej (SOD):

20, + 2H" + askorbinian =———> 2H,0, + dehydroaskorbinian

Reakcja z nadtlenkiem wodoru katalizowana jest przez peroksydaze
askorbinianowa:

H,0, + 2 askorbinian ————— 2H,0 + 2 monodehydroaskorbinian

Posrednia rola askorbinianu jako antyoksydanta polega na regenerowaniu
antyoksydantow membranowych, takich jak o-tokoferole, ktére zmiataja rodniki
nadtlenkowe i syngletowy tlen zgodnie z reakcja:

rodnik tokoferoksylowy + askorbinian ————— tokoferol + monodehydroaskorbinian
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Powyzsze reakcje wskazuja , ze istnieja dwa rdézne produkty utleniania
askorbinianu:  monodehydroaskorbiniany i  dehydroaskorbiniany,  ktore
odpowiadajg przemieszczeniu odpowiednio jednego lub dwéch elektronow.

Monodehydroaskorbiniany moga spontanicznie ulega¢ dysmutacji albo tez
podlega¢  redukcji do  askorbinianu  przy  udziale  reduktazy
monodehydroaskorbinianowej NAD(P)H.

Dehydroaskorbinian jest nietrwaly przy pH wyzszym niz 6 i przechodzi w
posta¢ kwasu szczawiowego i soli potasowej kwasu winowego. Aby temu
zapobiec, dehydroaskorbinian jest szybko redukowany poprzez reduktaze
dehydroaskorbinianowa  przy  uzyciu  réwnowaznikéw  redukujacych
pochodzacych od glutationu (GSH).

Obecnos¢ askorbinianu stwierdzono w chloroplastach, cytosolu, wakuolach i
skfadnikach ekstracelularnych. Okoto 20-40% askorbinianu w komorkach
mezofilu lisci wystgpuje w chloroplastach. Chloroplasty zawieraja wszystkie
enzymy zdolne do regeneracji zredukowanego askorbinianu z jego utlenionych
produktéw.

Foyer i Halliwell [55] zaproponowali reakcje, w ktérej nadtlenek wodoru jest
rozkladany w chloroplastach poprzez pare askorbinian/glutation w cyklicznej
reakcji redoks.

9.2. Glutation

Glutation (GSH) jest trojpeptydem (Glu-Cys-Gly), ktéry petni funkeje
antyoksydanta z powodu fatwosci utleniania grup sulfydrylowych cysteiny [9, 55,
101, 160]. Podczas oksydacji, siarczek daj¢ poczatek rodnikom tiolowym, ktére
reaguja z inng utleniong forma glutationu, formujac wigzanie dwusiarczkowe
(GSSG). Niektére warzywa zawieraja homoglutation (hGSH), ktory jest
homologicznym tréjpeptydem (Glu-Cys-Ala). Potencjat redoks GSH wynosi —340
mV, co pozwala na zredukowanie dehydroaskorbinianu do askorbinianu lub tez
na zredukowanie wigzan dwusiarczkowych w bialkach.

GSH wystepuje w wigkszosci tkanek, komoérkach oraz skladnikach
komdrkowych roslin wyzszych. Jego poziom zmniejsza si¢ z wiekiem tkanek i
zalezy od warunkéw Srodowiskowych. Na przyktad poziom glutationu jest
wigkszy na $wietle niz w ciemnosci. Na poziomie subkomérkowym, GSH
wykazuje stezenie najwyzsze w chloroplastach, srednio od 1 do 4 mM, ale
znaczne ilosci kumuluja si¢ rowniez w cytosolu. W GSH dominuje forma
zredukowana, ktorej szacunkowy udziat wynosi od 70% w przypadku
chloroplastéw jeczmienia do 90% u grochu.
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GSH petni funkcji antyoksydanta na wiele sposobow. Moze reagowaé z
tlenem singletowym, rodnikami ponadtlenkowymi i nadtlenkowymi, dlatego tez
dziata jako bezposredni wymiatacz wolnych rodnikéw. GSH moze stabilizowaé
struktur¢ membran poprzez usuwanie acylowych nadtlenkéw powstatych podczas
reakcji utleniania lipidow (LP). W rozdziale 9.1. przedstawiono jego rolag w
recyklingu kwasu askorbinowego z formy utlenionej do zredukowanej przy
udziale reduktazy dehydroaskorbinianowej. GSH moze réwniez redukowad
dehydroaskorbinian w reakcji nieenzymatycznej przy pH > 7 i stezeniu GSH
powyzej 1 mM. Stanowi to znaczacy szlak w chloroplastach, gdzie pH w
stromach na $wietle wynosi okoto 8 a stezenie GSH moze osigga¢ 5 mM [55].
Obecnos¢ enzyméw katalizujacych synteze i degradacje GSH stwierdzono
zaréwno w chloroplastach, jak i sktadnikach cytosolu.

Redukcja GSSG do GSH jest katalizowana przez reduktazg glutationowa
(GR), ktéra wyizolowano z licznych tkanek roslinnych, a ¢cDNA dla GR
klonowano z grochu. Sekwencja aminokwasow i struktura GR, rozpoznana z
zastosowaniem techniki krystalografii rentgenowskiej, wykazata bardzo duze
podobienstwo pomiedzy ludzka i pochodzaca z Escherichia coli, co sugeruje, ze
jest to enzym bardzo wysoko zachowany na drodze ewolucji [66].

Zwierzgta posiadajg tylko jedng posta¢ GR, u roslin zas wystepuja réznorodne
formy tego enzymu. Dla przyktadu w lisciu grochu GR wystepuje w postaci
izoenzymdéw o dwdch wymiarach okreslanych technika elektroforezy zelowej. Te
izoenzymy sa w wigkszosci powiazane z r6znymi sktadnikami subkomoérkowymi;
GR jest zwigzana gtéwnie z chloroplastami, lecz znaczaca aktywnos$¢ stwierdzono
réwniez w cytozolu i w mniejszym stopniu w mitochondriach. Rézne izoenzymy
prawdopodobnie reprezentuja produkty pochodzace od réznych genow, ktore
posiadaja male badz znaczace roznice w sekwencji. Wykazuja one zréznicowanie
w regulacji i odpowiedzi na sygnaly srodowiskowe.

Zwierzeta posiadaja nadtlenek glutationu, enzym zawierajacy selen, ktory
redukuje nadtlenek wodoru tworzac GSSG i dlatego tez shuzy on jako
alternatywny detoksyfikator RFT. Poczatkowo sadzono, ze rosliny wyzsze sa
pozbawione tego enzymu jednakze w poézniejszych badaniach stwierdzono
obecnos¢ peroksydazy glutationowej w hodowanych komoérkach. Roslinny cDNA
izolowany z Nicotiana sylvestris okazal si¢ homologiem zwierzgcej peroksydazy
glutationowej.



40

9.3. Zwiazki fenolowe

Proste fenole, taniny, flawonoidy i izoflawonoidy sa zwigzkami o charakterze
polarnym z powodu obecnosci wbudowanych w pierScien aromatyczny
podstawnikéw, takich jak grupy hydroksylowe, karboksylowe lub metoksylowe,
co sprawia, ze w Srodowisku wodnym sa tatwo rozpuszczalne. Wigkszos¢ tych
zwiazkéw wywodzi si¢ od fenyloalaniny i tyrozyny, ktoére powstaja z fosforanu
erytrozy oraz kwasu fosfoenolopirogronowego. Dziatanie ochronne zwiazkéw
fenolowych przed promieniowaniem nadfioletowym jest rozpoznane w przypadku
flawonoidéw (antocyjany, flawonole i flawony). W przypadku tanin rola
ochronna przed czynnikami patogennymi stanowi ich ceche charakterystyczng
[126].

9.4. Tokoferole

o-Tokoferole (witamina E) byly przebadane u zwierzat jako stabilizatory
membran i antyoksydanty, ktére zmiataja wolne rodniki tlenkowe, rodniki
utleniajace lipidy i tlen singletowy. Rola ta zalezy od wypelnienia podstawnikami
pierscienia benzochinowego i catkowicie zredukowanego tancucha fitylowego
(Rys. 9) [126].

TOKOFEROL

H, H
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Rys. 9. Struktura tokoferoli obecnych w ro$linach
Fig. 9. Structure of tocopherols commonly found in plants

Posiadajace charakter hydrofobowy o-tokoferole lokuja sie wylacznie w
membranach komdrkowych i poprzez pierscien benzochinonowy sa Sscisle
zwigzane z grupami karboksylowymi gliceroli, bedacych komponentami
fosfolipidéw, za$ lancuchy fitylowe facza si¢ z kwasami tluszczowymi w
hydrofobowych czgsciach dwuwarstwowych membran. Pierscien zawierajacy tlen
pozostaje na powierzchni podwdjnej warstwy membrany lecz skierowany jest do
komponentow lipidowych.

Znaczenie dietetyczne poziomu tokoferoli udokumentowano szczegétowo w
tkankach roslin. Ich stgzenie w tkankach roslinnych zmienia si¢ w szerokich
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przedziatach od 200 ng g' (§wiezej masy) w bulwach ziemniaka do 5 mg g’
(Swiezej masy) w lisciu palmy olejowej. Tokoferole odnaleziono we wszystkich
roslinach wyzszych, zaréwno w tkankach fotosyntetyzujacych jak i
niefotosyntetyzujacych. Mimo, ze tokoferole sa dobrze udokumentowanym
skfadnikiem membran chloroplastéw, nie ma oszacowania ich dystrybucji
iloSciowej w membranach komérkowych roslin.

Tokoferole zaliczane sa do rodziny antyoksydantow, zawierajacych 4
tokoferole posiadajace tancuch fitylowy i analogiczne tokotrienole, ktore
posiadaja fancuch geranylogeranylowy. Wiasciwosci antyoksydacyjne tokoferoli
spowodowane sa ich zdolnoscia do ttumienia zaréwno tlenu singletowego jak i
nadtlenkéw. Ich wydajnos¢ jako wymiataczy tlenu singletowego jest mniejsza niz
B-karotenu i dlatego w membranach tylakoidow przerywa on reakcj¢ tancuchowa
poprzez wychwytywanie rodnikow nadtlenkowych. Synteza o-tokoferolu
zachodzi w plastydach.

9.5. Karotenoidy

Karotenoidy sa Cy izoprenoidami i tetraterpenami zlokalizowanymi w
plastydach zaréwno w fotosyntetyzujacych, jak i niefotosyntetyzujacych tkankach
rolinnych. W  chloroplastach, karotenoidy pelnia funkcje¢ pigmentow
pochtaniajacych $wiatlo, ale by¢ moze bardziej znaczaca jest ich zdolnos¢ do
detoksyfikacji RFT oraz tripletowego chlorofilu, ktére sa produkowane jako
wynik pobudzenia komplekséw fotosyntetycznych przez $wiatlo. Owoc
dojrzatego pomidora jest bogaty w likopen, znajdujacy si¢ w chromoplastach,
natomiast w korzeniu marchwi wystepuje [-karoten. Wiasciwosci
antyoksydacyjne karotenoidéw  przyczyniaja si¢ do ich dziatania
antykancerogennego i zapobiegawczego w przypadku arteriosklerozy i choroby
oczu.

10. CEL PRACY

W $wiecie roslin wyzszych, bedacych organizmami aerobowymi o
ograniczonych zdolnosciach przezycia w warunkach braku tlenu molekularnego,
szczegOlne znaczenie dla rozwoju i plonowania ma jego dostgpnos¢ w strefie
korzeniowej. Korzenie bowiem najczgsciej doswiadczaja stresow, w tym takze
niedotlenienia.

Szacuje sig, ze okoto 12% gleb $wiata charakteryzuje stale niedotlenienie
spowodowane nadmiarem wody, podczas gdy gleby okresowo niedotlenione z
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tego powodu wystepuja w wielu krajach [50]. Wedlug Somorowskiego [134]
powierzchnia gleb zajmowanych przez uzytki rolne w Polsce i wykazujacych
problemy niedotlenienia wynosi: dla gleb okresowo za mokrych 2840 tys. ha
(15,1%), a dla gleb stale za mokrych — 414 tys. ha (2,2%).

Niedobor tlenu w glebie, moze prowadzi¢ do zahamowania wzrostu korzeni w
obszarze stresowym lub tez do modyfikacji rozwoju i funkcji zyciowych czesci
korzeni nie podlegajacej stresowi. Zaburzenia funkcjonowania rosliny w okresie
trwania stresu i tuz po nim, moga rzutowac¢ na architekture tj. rozmieszczenie
przestrzenne systemu korzeniowego, a w konsekwencji na wykorzystanie przez
nig wody i sktadnikow pokarmowych [13]. Przediuzajacy si¢ stres tlenowy moze
prowadzi¢ do obumierania korzeni.

Wsrédd wielu czynnikéw srodowiskowych decydujacych o zdolnosciach
produkcyjnych biomasy roélin, stan natlenienia gleby, zastuguje na glgbsza
uwage. Jest on wypadkowym efektem procesow biologicznych i chemicznych
powodujacych ciagle zuzycie tlenu przy réwnoczesnym wydzielaniu dwutlenku
wegla oraz procesow fizycznych umozliwiajacych wymiang gazéw migdzy
atmosfera, gleba a korzeniami roslin [61].

Hipoteza, ze zdolno$¢ rosliny do przetrwania okresu hipoksji lub anoksji
glebowej zwiazana jest z jej cechami fizjologicznymi, byta u podstaw niniejszej
pracy. Wsrdéd szeregu wskaznikéw fizjologicznych roslin, zwigzanych z
natlenieniem gleb, enzymy begdace waznym elementem systemu obronnego
organizméw roslinnych takie jak: dysmutazy ponadtlenkowe EC 1.15.1.1. -
(SOD) oraz reduktaza glutationowa EC 1.6.4.2 - (GR) byly réwniez przedmiotem
szczegblnych badan. Duze zainteresowanie budza zwlaszcza zmiany aktywnosci
SOD w roslinach pod wptywem takich czynnikow jak susza lub zalanie woda,
zanieczyszczenia atmosferyczne, herbicydy, zbyt wysoka lub zbyt niska
temperatura i inne [25]. Oprocz aktywnosci tych enzymdw, poziom dialdehydu
malonowego (MDA) oraz barwnikéw fotosyntetycznych uznano za najbardziej
odpowiednie do podkreslenia zwigzkow przyczynowych pomigdzy wystepujacym
w glebie niedoborem tlenu, tworzacym warunki stresowe (hipoksja i anoksja) a
reakcja, w postaci stresu oksydacyjnego, przemieszczajacego si¢ fancuchowo w
tkankach roslinnych: korzeniowych i czg$ci nadziemnych. Ztozonos¢
oddziatywan w ukladzie powietrze glebowe-gleba-korzen sprawia, ze z
zastosowanych wskaznikdéw, odzwierciedlajacych poszczegdlne aspekty stanu
natlenienia gleby, zaden nie ujmuje tych oddzialtywan w sposéb calosciowy.

Proéba korelacji niektorych fizjologicznych i biochemicznych cech roslin:
pszenicy ozimej oraz pszenzyta, indukowanych stresem tlenowym, z
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niektorymi parametrami natlenienia gleby, charakteryzujacymi jej status
aeracyjny (uwzgledniajgcym gradacje od dobrego natlenienia przez stan
hipoksji do warunkéw anoksji glebowej) byla celem podjetego zadania.

Wybdr pszenicy jako ro$liny testowej podyktowany byt jej kluczowym
znaczeniem w praktyce rolniczej zarowno Polski (ok. 2600 000 ha zasiewow w
roku 2001) jak i $wiata (ok. 200 mln ha zasiewdw). Pszenzyto za§ wiaczono dla
poréwnania jako rosling charakteryzujaca si¢ znaczng odpornoscia na
niedotlenienie, stwierdzona w poprzednich badaniach [61].

11. MATERIALY | METODY

Badania wykonano w  warunkach  kontrolowanych, w fitotronie
umozliwiajacym regulacje temperatury i oswietlenia oraz zaprogramowanie
dtugosci dnia i nocy jak rowniez wilgotnosci powietrza.

Eksperyment przeprowadzano w 30 wazonach plastikowych o pojemnosci 5,9
dm’ i srednicy 20 cm. Kazdy wazon zawierat 6,2 kg gleby upakowanej recznie,
do ustalonej gestosci objetosciowej 1,35 Mg m”™, co przy gestosci fazy stalej 2,61
Mg m> dawalo porowato$é catkowita (Eo) 48%. Gleba w kazdym wazonie
zajmowata objetos¢ 5,0 dm’.

Obiekty doswiadczalne (Rys. 10) obejmowatly kontrole (Eg= 24%) oraz cztery
nizsze porowatosci powietrzne az do Eg= 0%, ktére uzyskano przez zwigkszanie
wilgotnosci gleby co 0,06-0,07 m’m™ az do petnego wysycenia woda. Do badan
uzyto jedng odmiang pszenicy ozimej (Rosa) oraz jeden rod pszenzyta (CZR
1406). Kazdy eksperyment przeprowadzony zostal w trzech niezaleznych
powtdrzeniach. W przygotowanych w jednakowy sposéb wazonach, zasiano po
20 sztuk nasion pszenicy ozimej oraz pszenzyta (po 15 wazonow dla kazdej
rosliny).

Po 20 dniach wstgpnej fazy kietkowania i wschodéw roslin, pozostawiono w
kazdym wazonie po 15 siewek o zblizonym stopniu rozwoju.

Do doswiadczen uzyto jednorodnego materialu glebowego pochodzacego z
warstwy ornej, poziom Ap gleby brunatnej wytworzonej z lessu (Eutric Cambisol
wg klasyfikacji FAQO), pobranego z miejscowosci Elizowka k. Lublina. Na
podstawie wczesniejszych badan ustalono, Ze gleba ta charakteryzuje sig
szczegblnie mata odpornoscia oksydoredukcyjna, co w warunkach niedotlenienia
prowadzi do szybkich zmian jej stanu oksydoredukcyjnego [137, 142].

Podstawowa charakterystyke gleby zamieszczono w Tabeli 6.
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Rys. 10. Schemat doswiadczenia obejmujacy dla kazdej z badanych roslin pigé¢ wartosci
porowatosci powietrznej (Eg) w trzech powtdrzeniach (po 15 roslin w kazdym wazonie).

Fig. 10. Scheme of the experiment including five air-filled porosities in three replications (15 plants
in each pot).

Porowato$¢ powietrzna:

Eg= 0% Eg=8% Eg=13% Eg=19% Eg = 24%
/}\ T I 1 1
CZR 1406
15 roslin

xax

Oznaczenia skladu granulometrycznego (metoda Cassagrande' a w
modyfikacji Proszynskiego), zawartosci substancji organicznej (metoda Tiurina),
pH (metoda elektrometryczna, przy stosunku gleby do H,O lub KCIl réwnym
1:10), oraz powierzchni wlasciwej (metoda adsorpcji pary wodnej) wykonano w
Instytucie Agrofizyki im. B. Dobrzanskiego PAN w Lublinie.

Po przywiezieniu z pola, glebg przesiano przez sita o Srednicy oczek 5 mm, i
po oznaczeniu wilgotnosci metoda suszarkowa odwazano odpowiednig porcje
gleby i napetniano nig wazony. Gleb¢ upakowano rgcznie warstwowo, ustalajac
jej gestosé na poziomie 1,35 Mg m”™,

Tabela 6. Podstawowa charakterystyka materialu glebowego gleby brunatnej (poziom Ap)

wytworzonej z lessu (Elizéwka k. Lublina)
Table 6. Carachteristics of soil material (Eutric Cambisol — Ap horizont) from Elizowka near Lublin
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Dla zbadania wplywu stresu w warunkach anoksji glebowej, wybrano jedna
odmiang pszenicy ozimej Triticum aestivum L. - Rosa oraz pszenzyta Triticale
rodu - CZR 1406, sposréd wielu uprzednio testowanych roslin, jako dwie skrajne
zroznicowane pod wzgledem glebokosci ukorzenienia w  warunkach
niedotlenienia systemu korzeniowego [116].

Pszenzyto CZR 1406 pochodzito z rodu "Czestawice" wyhodowanego w stacji
doswiadczalnej hodowli roslin w Czestawicach k. Lublina przez profesora
Tarkowskiego z AR w Lublinie. Powstato ono ze krzyzowania odmiany Triticum
aestivum L. odmiany Lanca x Secale cereale L. - kartowate (Pszenzyto) i z
ponownego skrzyzowania z pszenica odmiany Lanca. Posiada ono w swoim
garniturze tylko jeden chromosom pszenno-zytni i ma uklad chromosomalny
1B/1R.

Pszenica Rosa pochodzi ze skrzyzowania odmiany Nadieznaja 45 z odm.
Grana i odm. Luna. Wyhodowana zostata w stacji doswiadczalnej Kobierzyce w
Pustkowie Zurawskim przez A. i I. Bielawskich.

Wsréd pszenic ozimych uznawana jest za odmiang Sredniomrozoodporng, o
$redniej zdrowotnosci, odporna na wyleganie. Posiada plennos¢ lepsza niz Grana
i Panda i charakteryzuje si¢ dobra, chlebowg jakoscia maki.

Dwie komory fitotronowe produkcji niemieckiej firmy ILKA typ. KTLK
1250/1600 postuzyty dla przeprowadzania eksperymentdw. Intensywnos$¢ radiacji
fotosyntetycznej czynnej (PAR) wynosita 350 pmol m™ s na poziomie tanu przy
dtugosci dnia 14 godzin. Temperatura dnia wynosifa 22°C za$ temperatura nocy
18°C. Wzgledna wilgotnos¢ powietrza wahata si¢ migdzy 50 a 55%.

12. PARAMETRY DOSWIADCZEN

12.1. Porowatos$¢ powietrzna gleby (Eg)

Wskaznik Eg ma charakter fizyczny a jego warto$¢ wyliczano na podstawie
aktualnej wilgotnosci masowej (W), gestosci objetosciowej (d) i1 gestosci fazy
stalej gleby (p) stosujac wzér: Eg= E, — Wd, gdzie E, oznacza porowatosé
calkowita.

Utworzono pig¢ poziomdéw natlenienia, od wartosci porowatosci powietrznej
odpowiadajacej 0% (gleba zalana calkowicie tj. anoksja glebowa), do 24%
(wartos¢ kontrolna).
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12.2. Natezenie dyfuzji tlenu w glebie (ODR)

ODR mierzono wg metody opracowanej przez Lemona i Ericksona [95]
rozwijanej przez Mclntyre'a [102] i zmodyfikowanej przez Gawlika, Malickiego i
Stepniewskiego [59] oraz Malickiego i Walczaka [100]. Metoda ta wykorzystuje
zjawisko elektrochemicznej redukcji tlenu na powierzchni spolaryzowanej
elektrody platynowej, umieszczonej w glebie i spolaryzowanej ujemnie wzgledem
nasyconej elektrody kalomelowej [16].

Redukcja jednej czasteczki tlenu przebiega z udzialem 4 elektrondéw, zarowno
w srodowisku kwasnym (A), jak rowniez w S$rodowisku obojetnym lub
zasadowym (B) [102]:

O;+2H +2¢ = H,0; H:O3+2¢ == 20H (A)

0;+2H0+2¢ === H0;+20H H,0:+2¢ z=— 20H (B)

zatem, natgzenie pradu (i) stanowi miarg ilosci tlenu ulegajacego redukcji na
elektrodzie platynowe;.

W poczatkowym stadium polaryzacji elektrody platynowej, duza ilos¢ tlenu
ulega redukcji, pézniej po 4 minutach, na skutek wyczerpania si¢ tlenu w glebie
otaczajacej bezposrednio elektrodg, ilos¢ O, redukujacego sie w jednostce czasu
maleje, az osiagnie stan stacjonarny, tj. gdy predkos¢ redukcji tlenu zréowna sig z
doptywem dyfuzyjnym do powierzchni elektrody.

Oznaczenia ODR przeprowadza si¢ umieszczajac w osrodku glebowym trzy
rodzaje elektrod:

1) platynowa, ktdra polaryzuje si¢ do wartosci potencjatu rozktadowego tlenu,

2) kalomelowa, stosowang jako elektrodg odniesienia,

3) miedziana, ktéra umozliwia zadanie potencjatu rozkltadowego na elektrodzie
platynowej i utrzymywanie go na statym poziomie.

Po czterech minutach od momentu spolaryzowania elektrody platynowej,
dokonuje si¢ odczytu wartosci natezenia pradu, zwigzanego z wielkoscig
przekazanego tadunku. Zalezno$¢ pomiedzy natgzeniem pradu plynacego w
obwodzie, a iloscia redukowanego tlenu przedstawia si¢ nastgpujaco:

i=nFA f,

gdzie: 1= natgzenie pradu w amperach,
n = liczba elektronow bioracych udziat w reake;ji (tj. 4),
F = stala Faraday'a (tj. 96 500 C),
A = powierzchnia elektrody w m’,
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f . = ilo$¢ tlenu redukowanego na powierzchni elektrody w jednostce
czasu, tj. (mol m™s™).
Przeplyw tlenu (f ;) mozna obliczy¢ z réwnania:

f.=i/nFA.

Wyrazajac natezenie dyfuzyjnego przeptywu tlenu w g O, m™s™ i oznaczajac
je symbolem ODR otrzymujemy:

ODR [ug O, m?s'|=Mi/nFA=82910%i[pnA]/A [m?]

Gdzie: M - oznacza mase molowa tlenu (32 g mol™).

Do pomiaru ODR uzywano aparat umozliwiajacy automatyczng kontrole
efektywnego napigcia elektrody, ktéry opisany zostal przez Malickiego i
Walczaka [100].

Pomiary wykonano w trzech terminach trwania stresu tlenowego przy uzyciu 5
platynowych elektrod (& 0.5 i dlugos¢ 4 mm) umieszczanych na glebokos$ciach 2;
5; 10; 15; 18 cm. Tak wigc wartos¢ ODR dla kazdego wazonu jest srednig z 15
pojedynczych pomiaréw, zas $rednia warto$¢ dla danego poziomu natlenienia
pochodzi z trzech wazonéw czyli z 45 pojedynczych pomiaréw.

12.3. Potencjal oksydoredukcyjny gleby (Eh)

Warto$¢ Eh zalezy od stosunku formy utlenionej do zredukowane;j
pojedynczych par redoks, zgodnie z réwnaniem Nernsta:

_ RT [utl]
Eh =§,; ~ i) In [red]

W roztworze glebowym, obecnos¢ form w stanie utlenionym badz
zredukowanym, wplywa na wartos¢ Eh. Minimalne stgzenie jonu, majacego
wplyw na Eh w roztworze glebowym wynosi 10° M dm”.

W uktadzie glebowym wystepuje rownoczesnie obok siebie wiele par redoks,
a wytworzony przez nie potencjal ma charakter potencjalu wypadkowego albo
"mieszanego".

W warunkach doswiadczenia potencjal redoks mierzono elektrodami
platynowymi, wykonanymi z nie czernionego drutu platynowego o srednicy 0,5
mm o dlugosci 4 mm. Kalibracj¢ wszystkich elektrod wykonano w buforze
Michaelisa (o stalym potencjale redoks = 406 mV) i dopuszczono do pomiaréw
te, ktore charakteryzowaly si¢ stalym potencjatem, nie odbiegajacym wigcej niz
+/- 10 mV od wartosci kontrolne;.
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Uzyskany wynik pomiaru przeliczano na potencjatl oksydoredukcyjny wobec
elektrody wodorowej normalnej Eh wg wzoru:

Eh = Engx + Eonex)

gdzie: Engk . oznacza potencjat elektrody platynowej mierzony wobec nasyconej
elektrody kalomelowej, jako elektrody odniesienia wynoszacy 247 mV w
temperaturze 25°C
Eonex) - potencjal nasyconej elektrody kalomelowej wobec elektrody
wodorowej normalne;j.

Pomiary wykonano w trzech terminach, w kazdym z wazondéw przy uzyciu S
platynowych elektrod umieszczanych na glgbokosciach 2; 5; 10; 15 i 18 cm.
Potencjal kazdego wazonu charakteryzowano wigc przy pomocy 15 pojedynczych
pomiaréw.

12.4. Opor dyfuzyjny (Rd)

Poprzez aparaty szparkowe zachodzi wymiana gazéw pomigdzy atmosfera
wewnetrzng liscia a otoczeniem. Regulacja aparatu szparkowego decyduje o
transpiracji, bilansie cieplnym i prawdopodobnie o oddychaniu i fotosyntezie
[61]. Pomiar oporu dyfuzyjnego lisci (Rd) bedacym miarg efektywnosci aparatow
szparkowych, wykonano przy uzyciu zautomatyzowanego poromierza Mk3 typ
AP3 wyprodukowanego przez Eijkelkamp Agriresearch Equipment (Holandia).

Zasada pomiaru polega na przetwarzaniu sygnalu, powstajacego wewnatrz
czujnika umieszczonego na lisciu, z odparowujacej przez aparaty szparkowe
wody. Wzgledna wilgotno$¢ w czujniku zalezna jest od: stopnia parowania na
powierzchni lisci, rdéznicy temperatur migdzy liSciem a otoczeniem oraz
wzglednej wilgotnosci powietrza otaczajacego liScie. Uzyskany sygnat
przetwarzany jest na warto$¢ oporu dyfuzyjnego poprzez sporzadzenie krzywej
kalibracyjnej na perforowanej ptytce wzorcowe;.

Pomiary Rd wykonano w komorze fitotronowej przy wilgotnosci powietrza
50% * 5% pomigdzy godz. 10.00 a 11.00. Maksymalna réznica temperatur (At)
pomigdzy lisciem a otoczeniem byta mniejsza niz 0,9°C. Podczas pierwszego
pomiaru (dwa dni po rozpoczgciu stresu tlenowego) mierzono Rd w srodkowej
czgsci na dolnej stronie blaszki trzeciego liscia, a nastgpnie w 8-ym i 12-ym dniu
po rozpoczgciu stresu, odpowiednio na 4 i 5 lisciu.

Kazdorazowo pomiar powtarzano na lisciach wybranych pigciu roslin w
kazdym z trzech wazonéw (bedacych powtdérzeniami tego samego poziomu
natlenienia).
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12.5. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

Oznaczenia aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej przeprowadzano w
homogenacie lisci i korzeni. Homogenat lisci sporzadzono ze srodkowej czgsci
blaszki liscia trzech réznych roslin tego samego poziomu natlenienia. Homogenat
korzeni przygotowywano z trzech systeméw korzeniowych rodlin danej
kombinacji, po uprzednim ich starannym wyptukaniu. Nastgpnie potowe tak
spreparowanych korzeni, rozcierano w mozdzierzu schlodzonym do 2-4 °C i
zawierajacym 4,5 cm’ buforu 5SmM Tris-HCl (pH 7,4) po czym roztwér
filtrowano przez tkaning kapronowa. Do analizy aktywnosci SOD stosowano 20
krotnie rozcienczony homogenat w przypadku oznaczen w lisciach a 5 krotny - do
oznaczenia SOD w korzeniach.

Oznaczenia aktywnosci SOD wykonano wg metodyki opisanej przez Paoletti i
wsp. [108], stosujac metode spektrofotometryczng oparta na inhibicji utleniania
NADH przez rodniki ponadtlenkowe. Spadek szybkosci utleniania NADH przy
dlugosci fali 340 nm jest funkcja aktywnosci enzymatycznej. Jako jednostke
aktywnosci SOD, przyjeto 50% inhibicji utleniania NADH.

Do analiz enzymatycznych SOD wykorzystano spektrofotometr firmy
Shimadzu typ UV-1601 PC - Japonia wraz z oprogramowaniem umozliwiajacym
Sledzenie reakcji enzymatycznej w czasie, co bylo szczegodlnie cenne w tym
przypadku, gdzie dobranie rozcienczenia substratu wywotujacego 50% inhibicj¢
enzymu jest szczegdlnie trudne.

12.6. Reduktaza glutationowa (GR)

Reduktaze glutationowa (GR) (EC 1.6.4.2), oznaczono metoda wedlug
Eppinga i wsp.[53]. Homogenat materiatu roslinnego uzyskano w ochtodzone;j
mieszaninie (1:19) zawierajacej 50 mM K/Na buforu fosforanowego o pH 7.4; 0,1
mM EDTA oraz 2% poliwinylopirolidonu (PVP).

Zasada oznaczania aktywnosci tego enzymu polega na reakcji redukcji form
utlenionych glutationu GSSG do form zredukowanych GSH za pomoca NADPH
w obecnosci H' przy udziale GR.

Po przefiltrowaniu poprzez tkaning kapronowsa, homogenat wirowano przez 20
min przy 15 000 g. Supernatant dodawano do mieszaniny reakcyjnej zawierajace;j:
NADPH, MgCl, oraz GSSG. Oznaczenia spektrofotometryczne przy 340 nm
wykonano po 5 min od wprowadzenia homogenatu w mieszaning reakcyjng przy
uzyciu spektrofotometru firmy Shimadzu typ UV-1601 PC - Japonia. Aktywnos¢
reduktazy glutationowej wyrazono w [Jmol (g s. m)" min™.
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12.7. Dialdehyd malonowy (MDA)

Poziom dialdehydu malonowego (MDA), bedacego produktem oksydatywnej
destrukeji lipidow $cian komoérkowych, oznaczano w tym samym homogenacie
korzeni oraz lisci co stosowany do oznaczen GR, stosujac test z kwasem 2-
tiobarbiturowym (TBA) wedlug metody opisanej przez Dhindsa i Matowe [44] z
uwzglednieniem ekstracji butanolowej w celu usunigcia zanieczyszczen.

Zasada metody polega na tworzeniu barwnego kompleksu kwasu
tiobarbiturowego z aldehydem dimalonowym. Zawartos¢ dialdehydu
malonowego (MDA) po sporzadzeniu krzywej kalibracyjnej, wyrazano w pmol
kg' §.m.. Oznaczanie absorbancji przy dlugosciach fali 535 i 600 nm
przeprowadzano na tym samym spektrofotometrze Shimadzu UV-vis.

Wartosci MDA wyliczano wg. wzoru:

stezenie A vpa) = AE x10°X 4 (V pugora + V proby) / 1,56 X10° X V pomogenatu X P

gdzie: AE =rdznica ekstynkcji przy 535 i1 600 nm,
V= objetos¢
P= $wieza masa roslin

12.8. Chlorofil a + b

Zawartos¢ tych pigmentéw oznaczano w trzech terminach dziatania stresu
tlenowego, metoda spektrofotometryczng opisana przez Lichternthalera i
Wellburna [97] uzywajac czystego ekstraktu acetonowego (w trzech
powtdrzeniach).

Do sporzadzenia homogenatu uzywano srodkowa parti¢ wyksztatconego liscia.
Oznaczenia pigmentéw wykonywano na $wiezo, réwnolegle z oznaczeniami
enzymatycznymi. Zawartos$¢ chlorofilu @ + b wyrazono w mg na g suchej masy.

12.9. Biomasa

Swieza biomase czesci nadziemnych i korzeni testowanych roélin, oznaczono
po odwazeniu uzyskanego materialu (wszystkie rosliny danego poziomu
natlenienia). Nastgpnie wybrane fragmenty lisci i korzeni stuzyly do
przygotowania homogenatéw wykorzystywanych do dalszych oznaczen.
Pozostaly za$ material suszono w suszarce (105°C), a nastgpnie wyliczono
zawartosci suchej masy.
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13. WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

13.1. Zmienno$¢ parametréow glebowych w warunkach stresu tlenowego

13.1.1. ODR

Wartosci ODR  w osrodku glebowym, w calym zakresie warunkow
doswiadczenia, obejmujacym trzyletnie badania kazdej z roslin ukladaly sie¢ w
przedziale od 1 do 180,5 ug O, m™s™, przyjmujac wartosci srednie w przypadku
testowanych roslin przedstawione w funkcji Eg na Rys.11 i 12.

Pelne wysycenie woda odpowiadato wartosciom ODR ponizej 4,5 ug O, m™s™,
we wszystkich cyklach doswiadczalnych i terminach oznaczen zaréwno u pszenicy
jak i pszenzyta. Natomiast kolejne wzrastajace poziomy porowatosci powietrznej
powodowaly wyrazne zréznicowanie wskaznika ODR, ktéry wynosit odpowiednio
6;23,8,45,6178,2 ug O, m?s™.

Wartosci srednie ODR z trzech przeprowadzonych cykli badawczych z dwiema
roslinami, wyznaczane po uplywie 2, 7 i 12 dni trwania eksperymentu byly
poréwnywalne i wynosity odpowiednio: 29, 33, 40 ug O, m” s w przypadku
pszenzyta oraz 24, 21, 39 ug O, m” s dla pszenicy. Nalezy zatem wnioskowac,
ze dostgpnos¢ tlenu dla korzeni obu testowanych roslin byla zblizona w
odpowiadajacych sobie kombinacjach.
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Rys. 11-12. Zalezno$¢ pomigdzy Eg a ODR w do$wiadczeniach z Triticale i Triticum aestivum.
Fig. 11-12. Relationship between Eg and ODR in experiments with Triticale and Triticum aestivum.

[lustracja uzyskanych wynikéw wskazuje, ze zakres Eg 0-8% odpowiada

warto$ciom ODR zblizonym do zera (Srednie ODR: 2,3-5 i 1,9-6,3 ug O, m™ s’
odpowiednio u CZR i Rosa). Przy wigkszych wartosciach porowatosci
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powietrznej nastgpuje rownoczesny wzrost ODR, do wartosci maksymalnych
dochodzacych do 180,5ug O, m™ s™ przy 24% Eg, Wartosci za$ $rednie ODR,
wyznaczone w 3 cyklach do$wiadczalnych z pszenzytem i pszenica przy
maksymalnej porowatosci powietrznej wynosity odpowiednio: 87,1 oraz 68,0ug
0, m? s’ . Wykazana  zaleznos¢ funkcyjna pomiedzy analizowanymi
parametrami ODR i Eg daje si¢ najlepiej opisa¢ funkcja wykladnicza, przyjmujac
wartosci R?=0.91 w doswiadczeniach z pszenzytem i R>=0,88 z pszenica ozima.

13.1.2. Eh

Badania prowadzone w zmiennych warunkach porowatosci powietrznej,
obejmujacych zakres 0-24%, spowodowaly zdecydowane zréznicowanie Eh,
ktére w formie graficznej przedstawiono na Rys.13-14.
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Rys. 13-14. Potencjat oksydoredukcyjny (Eh) w funkcji porowatosci powietrznej gleby (Eg) w
doswiadczeniach z Triticale i Triticum aestivum L.

Fig. 13—14. Redox potential (Eh) as a function of air porosity (Eg) in experiments with 7riticale
and Triticum aestivum L.

Wartosci $rednie potencjatu oksydoredukcyjnego gleby w trakcie trwania
doswiadczen uktadaly si¢ w calym zakresie Eg w przedziale od 116 do 481 mV,
przy czym w kombinacji odpowiadajacej 0%, warto$¢ srednia Eh nie przekraczata
120 mV podczas eksperymentu z obu badanymi gatunkami zb6z. Wartosci Eh w
czasie 12 dni trwania cyklu doswiadczalnego, utrzymywaly si¢ niemal na statym
poziomie, ulegajac niewielkim wahaniom przy danym poziomie natlenienia.
Wyliczone $rednie z trzech lat w obrebie poszczegéIlnych kombinacji wynosity w
przypadku pszenicy: 133; 187; 366, 434 i 461 mV a dla pszenzyta: 116, 202, 415,
421, 481 mV odpowiednio przy wartosciach Eg= 0, 8, 13, 19 i 24%. Swiadcza
one o podobnych warunkach oksydoredukcyjnych gleby, ktére wystgpowaty w
poszczegdlnych kombinacjach oddzielnych doswiadczen, przeprowadzonych z
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testowanymi roslinami. Wskazuja na to réwniez wartosci srednie Eh 316 i 332
mV, wyliczone lacznie z uwzglednieniem wszystkich kombinacji i terminéw
pomiarowych obu roslin.

Wzajemne relacje pomigdzy porowatoscia powietrzna Eg a potencjalem
redoks przedstawione na Rys. 13-14 opisano wielomianem stopnia drugiego i byfa
ona istotna statystycznie w doswiadczeniach z obu testowanymi roslinami, a wartosci
wspotezynnikéw determinacji (R?) wynosily 0,95 i 0,91 odpowiednio dla
pszenicy i pszenzyta. Zakres Eg 0-8% odpowiadat najnizszym wartosciom Eh,
ktorych $rednie wynosity od 116 do 202 mV. Wzrost porowatosci powietrznej do
13% zwiazany byt z réwnoczesnym wzrostem Eh odpowiednio do 387 i 415 mV,
zas przy Eg=19% wartosci Eh osiagnely 434 i 421 mV. Dalszy wzrost
porowatosci powietrznej do 24% nie powodowatl juz istotnych zmian Eh, ktére
pozostawaly na poziomie 461 i 481 mV. Swiadczylo to o petnym natlenieniu
gleby przy tych wartosciach Eg i o dominujacym udziale "pary tlenu" — O,/H,0 w
tworzeniu wartosci potencjatu redoks, ktéra w przypadku uzytej do doswiadczen
gleby (Eutric Cambisol) oscylowata wokot 460-480 mV.

13.2. Zmiennoé¢ parametréw roslinnych w warunkach stresu tlenowego

13.2.1. Rd

Pomiary oporu dyfuzyjnego aparatéw szparkowych umozliwily przesledzenie
zmian spowodowanych stanem niedotlenienia w strefie korzeniowej. Poréwnanie
wartosci Rd u ro$lin rosnacych w warunkach kontrolnych z poszczegoélnymi
poziomami natlenienia, wskazuje na zdecydowang reakcj¢ w czgsciach
nadziemnych roslin, ktdrych rizosfera pozostawata w warunkach stresowych.

Zakres warunkéw aeracyjnych w glebie w przypadku pszenicy ozimej, przy
ktorych wystepowal ostry wzrost oporu dyfuzyjnego odpowiadal wartosci
porowatosci powietrznej ponizej 13%, wartosci ODR nizszych niz 25,6 ug O, m”s™
oraz warto$ci potencjatu oksydoredukcyjnego ponizej 387 mV. Zaleznosci te,
wyznaczone z doswiadczen z pszenicg ozima przedstawiono na Rys. 15-17.

Doswiadczenia z pszenzytem wskazatly na wzrost oporu dyfuzyjnego aparatéw
szparkowych ponizej 19% Eg, ktore odpowiadaly wartosciom ODR ok.50ug O,
m™ s i Eh ponizej 421 mV (Rys.18-20).

Wzrost wartoéci Rd zatem z poziomu 12,2 s cm™ u pszenzyta i 20 s cm™ u
pszenicy obserwowany w warunkach petnego natlenienia do 25 s cm™ u pszenzyta
i niemal 60 s cm™ u pszenicy nastepowat w stosunkowo waskim zakresie Eg 13 —
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19% u obu roslin. Wskazuje to na szybka reakcje w czgsciach nadziemnych
ros$liny na zaistniale niekorzystne warunki aeracyjne rizosfery zwiazane z
ograniczeniem mikrodyfuzji tlenu w zakresie 22-50 ug O, m™? s' . Dalsze
pogarszanie si¢ stanu natlenienia systemu korzeniowego nie wywolywalo juz
zmian Rd i $wiadczylo o wyczerpaniu mozliwosci adaptacyjnych.

13.2.2. Biomasa

Biomasg¢ korzeni testowanych roslin w czasie trwania eksperymentu, przy
réznych wartosciach porowatosci powietrznej gleby, przedstawiono w Tabeli 7.

Wartosci bezwzgledne biomasy korzeni pszenzyta po dwodch dniach trwania
stresu w zakresie porowatosci powietrznej od 8 do 13% wynosity od 11,6 do
22,1g suchej masy w przeliczeniu na jeden wazon. W stosunku do biomasy
korzeni w warunkach kontrolnych (Eg =24%) byly to wartosci o 27% nizsze,
natomiast przy Eg=0% stwierdzono az 45% obnizenie biomasy korzeni.
Utrzymywanie zadanych parametrow wywotalo wyrazne zréznicowanie biomasy
korzeni w czasie. Po 7 dniach biomasa kontrolna (wartos$¢ srednia ze wszystkich
doswiadczen) przekroczyla ponad dwukrotnie mase korzeni rosngcych w
warunkach anoksji, za§ po 12 dniach biomasa korzeni rozwijajacych si¢ przy
Eg=0 stanowita 63% wartosci kontrolne;j.

U pszenicy Rosa ubytek masy korzeniowej w pierwszej fazie stresu byt mniej
wyrazny i stanowil w warunkach anoksji po 2 dniach nie wiecej niz 15% wartosci
kontrolnych, po 7 dniach 38% a po 12 dniach przekroczyt 42%.

Rozpatrujac procentowe przyrosty korzeni i czgéci nadziemnych w stosunku
do kontroli (Rys. 21-22), po 7 i 12 dniach utrzymywanej gradacji stanu
natlenienia, stwierdzono wyrazne ich zrdznicowanie. Maksymalna biomasa
korzeni pszenzyta wystapita przy porowatosci powietrznej 19%, co zaznaczylo
si¢ juz po 7 dniach i wystapito szczegdlnie wyraznie w 12 dniu. U pszenicy
tendencja taka zauwazana byla dopiero po uplywie 12 dni. W zakresie zas Eg =
13-24% nie stwierdzono znacznych réznic w biomasie zaréwno korzeni jak i
czesci nadziemnych (Tabela 8).

Po 12 dniach anoksji glebowej, biomasa korzeni (w przeliczeniu na suchg
masg) stanowila 63% i 58% odpowiednio u pszenzyta i pszenicy, w odniesieniu
do warunkéw maksymalnej aeracji. To zdecydowane obnizenie biomasy korzeni
wystapito rownoczesnie z obnizeniem biomasy czg¢sci nadziemnych zachodzacym
Jjuz przy natlenieniu odpowiadajacym 13% porowatosci powietrznej badz ODR =
27 ug m™? s”, osiagajac w warunkach anoksji 45% biomasy kontrolnej u
pszenzyta oraz 83% tejze u pszenicy.
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Tabela 7. Biomasa* korzeni pszenicy ozimej odmiany Rosa oraz pszenzyta CZR 1406 w czasie
trwania trzech réznych okreséw doswiadczalnych (I, II, III) po uptywie 2, 7 i 12 dni oraz wartosci
$rednie ze wszystkich doswiadczen. (Wartosci w przeliczeniu na 1 wazon)

Table 7. Root biomass (g/pot) of Triticum aestivum L. var. Rosa and Triticale var CZR 1406 during
three experimental cycles (I, II, III) after 2, 7, and 12 days and their mean values (+ standard
deviation) for all experimental cycles, treatments and varieties

Biomasa korzeni

Biomasa korzeni

Porowato$¢ (g s. m. /wazon) (g s. m. /wazon)
powietrzna CZR 1406 Rosa
(Eg) Dzien Dzien
2 7 12 Srednia 2 7 12 Srednia

I
0% 12,0 12,0 8,0 10,67 14,0 10,0 12,0 12,0
+1,1 +1,2 +0,6 =R | +1,1 +0,6 1,1 +1,1
8% 16,0 15,0 15,0 15,33 14,0 17,0 23,0 21,33
+1,4 +1.4 £ 1,2 +28 +1.3 +1,5 +2.2 +2,0
13% 16,0 19,0 24,0 19,67 15,0 25,0 32,0 24,0
£1,3 +2,0 1,7 #1,7 2,1 +24 +28 +22
19% 16,0 29,0 21,0 22,0 13,0 23,0 32,0 22,67
+1,3 + 2,2 +1,8 +2,0 + 1,7 +2,2 +2,6 +2.0
24% 22,0 27,0 39,0 29,33 17,0 30,0 23,0 23,33
+24 *1,7 +24 +2.3 +2.2 £2.6 +2.2 2,1

11
0% 14,9 19,9 343 23,03 19,5 18,7 32,6 23,60
+1,3 +£21 +2,6 +2.1 +1.5 ;5 +3,1 +2.2
8% 17,23 22.8 43,9 27,98 20,3 22,1 36,5 26,30
+1,8 +1,6 +3,8 +2,6 +1,8 +24 +3,4 +24
13% 22,1 30,1 53,8 33,33 20,1 24,6 62,1 35,60
+92.0 +1,8 +42 +2.8 *1.7 +2,6 +5,0 32
19% 23,95 30,6 60,6 38,38 22,1 26,6 64,2 37,63
+2,1 +23 +3.3 +32 +1,6 2.3 +5,2 +34
24% 20,8 28,8 71,7 40,43 233 26,7 64,5 38,17
+24 +2,1 +2,6 +42 *2:2 2.4 k5.2 +3,5

I
0% 11,38 6,27 10,49 9,38 14,0 13,92 13,63 13,85
+1,8 #3,2 = +0,8 %09 +1,2 +14 +1,4
8% 11,66 10,57 10,42 10,88 14,66 13,47 11,63 13,25
*:1,2 3.3 1,4 #+ 1,3 +1,2 +14 +1.2 1,1
13% 11,92 12,65 10,03 11,53 18,25 13,67 13,82 15,25
+1,6 +3.8 +1,1 % 151 %1.6 +1,8 4l +:1.3
19% 114 12,68 13,80 12,63 11,63 14,55 13,35 13,18
+1,8 +4.2 £1,2 +0,8 +1,1 +2,1 2 1.2 . |
24% 12,77 15,75 12,47 13,66 13,3 11,76 12,14 12,40
+2,1 3.7 & 1,5 +1,2 +1.2 1.3 1.1 +1,0

Srednia 16,01 1947 2857  Srednia 16,68 19,40 33,90

(*Biomasa w poszczeg6lnych terminach danej kombinacji jest srednig z 3 pomiaréw, za$ wartosci
$rednie w danym dniu we wszystkich trzech okresach i kombinacjach sa $rednia z 45 pomiarow).
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Tabela 8. Biomasa* cz¢$ci nadziemnych Triticum aestivum L. odmiany Rosa oraz Triticale rod
CZR 1406 w czasie trwania trzech roznych okreséw do$wiadczalnych (I, II, I1I) po uptywie 2, 71 12
dni oraz wartosci srednie wszystkich do$wiadczen. (Wartosci w przeliczeniu na 1 wazon)

Table 8. Shoot biomass (g/pot) of Triticum aestivum L. var. Rosa and Triticale var CZR 1406
during three experimental cycles (I, II, III) after 2, 7, and 12 days and their mean values (% standard
deviation) for all experimental cycles, treatments and varieties

Biomasa cz¢$ci nadziemnych Biomasa czg¢$ci nadziemnych
Porowatos¢ (g.s.m./wazon) (g.s.m./wazon)
powietrzna CZR 1406 Rosa
(Eg) Dzien Dzien
g 7 12 Srednia 2 i 12 Srednia
I
0% 35,0 66,0 15,0 38,67 40,0 71,0 76,0 62,33
+7,0 +24 125 +3.5 +3,6 +3,5 +4,2 +3,1
8% 32,0 64,0 80,0 58,67 40,0 69,0 82,0 63,67
+6,4 +32 *3.5 +4,5 +3,4 +4,1 +3.8 +2.8
13% 35,0 69.0 76,0 60,00 35,0 84,0 105,0 74,67
+7,0 +3,5 +3,2 +2,8 +28 +2,8 +4,1 +42
19% 39,0 74,0 81,0 64,67 39,0 82,0 97,0 72,67
+7,6 +32 +42 +23 +3,2 +2:9 +3,6 +473
24% 42,0 67,0 90,0 66,33 45,0 74,0 96,0 71,67
+38,0 +6,4 +43 +2,6 +32.1 +42 +3,2 +3,4
I
0% 20,6 46,4 94,3 53,76 229 55.9 144,0 74,26
+4.0 52 +45 3,1 +1,8 +2,6 +55 +3.2
8% 227 51,8 139,3 71,26 22,7 55,0 121,0 66,23
+45 +8,1 +3,2 *£2.0 +1,2 +2,8 +5,3 t+6,1
13% 24,8 522 189,7 88,9 19,8 63,3 176,0 86,36
+5.0 +45 +2.8 % 3,0 +1,4 +2.4 +5.4 +5,8
19% 22,8 72,0 189,3 94,7 20,9 58,0 183,0 87,3
+4,0 +3,6 +24 +2.8 2,1 + 3,2 +6,2 +6,2
24% 22,1 55,7 186,0 87,93 26,4 58,6 175,7 86,9
+42 +82 #£:9.3 #3;1 2.3 3,2 £7,1 +3.6
111
0% 40,5 41,0 36,5 393 68.8 68.5 58,7 65,3
+6,5 +43 13,1 +42 +32 +£32 +2.8 +45
8% 374 353 34,7 35,8 67,4 67.7 56,7 63.9
+64 +42 +33 +3,8 +34 +3,2 23,2 +5,4
13% 41,0 47,9 47,6 45,5 70,1 81,3 64,2 71,9
+7,5 +52 +2.9 +2,1 +2,6 +43 +6,4 162
19% 35,7 48,4 46,5 43,5 65,8 792 69,0 71,3
+6,2 +51 3.1 +2.8 +2.8 +3,8 +3.1 +5.8
24% 40,6 51,1 46,5 46,1 73,0 82,0 65,5 735

) +6,5 +94 £33 +3,2 +32 *+42 £32 +72
Srednia 32,75 56,12 90,16  Srednia 43,65 69,97  104,6

(*Biomasa dla poszczegdlnych termindéw danej kombinacji jest $rednia z 3 pomiaréw, zas wartosci

srednie w danym dniu dla wszystkich trzech cykli i kombinacji sa srednia z 45 pomiaréw).
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Rys. 21-22. Procentowe przyrosty korzeni i czgsci nadziemnych w 7-ym i 12-ym dniu od
rozpoczgceia stresu tlenowego przy 5 poziomach natlenienia gleby (7riticale - CZR 1406).
Fig. 21-22. Increase of root and shoot biomass (%) after 7 and 12 days of oxygen stress at 5 levels

(Triticale - CZR 1406).

Generalnie mozna stwierdzi¢, ze zahamowanie przyrostu biomasy korzeni jak
i czgSci nadziemnych jest dowodem zakléconej réwnowagi pomigdzy
gromadzeniem produktow fotosyntezy i ich zuzytkowaniem w procesie
oddychania roslin, wynikajacej z dostgpnosci tlenu w strefie korzeniowe;j.

13.2.3. Chlorofil a+ b

Zawartos¢ chlorofili @ i & w lisciach roslin, przebywajacych w zmiennych
warunkach aeracji, réznicowala si¢ wyraznie w czasie przebiegu eksperymentu
(Rys. 23-24).
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Rys. 23-24. Zawartos¢ chlorofili at+b w lisciach (Triticale - CZR 1406 i Triticum aestivum var.
Rosa) przy 5 poziomach porowatosci powietrznej (Eg). Wartosci srednie + blad standardowy.

Fig. 23-24. Chlorophyl a+b content (Triticale - CZR 1406 and Triticum aestivum var. Rosa) at 5
values of air porosity (Eg). Mean value + standard deviation.
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Okres pierwszych dwodch dni dziatania warunkéw anoksji nie powodowat
widocznych zmian w zawartosci tych barwnikéw a ich poziom wynosit ok. 15 g
kg! i byl podobny we wszystkich kombinacjach natlenienia. W pierwszej fazie
doswiadczen réznice pomigdzy badanymi roslinami nie zaznaczyly si¢ wyraznie,
wykazujac jedynie nieco wigkszy poziom w zawarto$ci sumy chlorofili u
pszenzyta w poréwnaniu z pszenicg. Po uplywie 7 dni dzialania ograniczonego
natlenienia, nastapito wyrazne zr6znicowanie zawartosci chlorofili pomiedzy
kombinacjami. U obu roslin obserwowano zdecydowane obnizenie poziomu
sumy chlorofili, gdy porowatos$¢ powietrzna gleby osiagata warto$¢ ponizej 13%.
Od tego poziomu notowano state obnizanie stgzenia pigmentow, ktorych stezenie
przy Eg= 0%, stanowifo ok.75% wartosci kontrolnych u obu testowanych roslin.
Podczas nastgpnych dni ograniczonego natlenienia w strefie korzeniowe;j,
obserwuje si¢ powigkszenie tego efektu i w koncowej fazie eksperymentu, suma
chlorofili w kombinacji odpowiadajacej 0% porowatosci powietrznej stanowita
ok. 75% tej wartosci jakq oznaczono u roslin wzrastajacych w warunkach pelnej
aeracji. Wyznaczone wartosci krytyczne parametrow natlenienia, warunkujace
obnizenie poziomu chlorofili a + b wynosza: porowatos¢ powietrzna Eg= 13%
lub mikrodyfuzja tlenu ODR na poziomie 27 ug O, m?s™.

13.2.4. SOD

Poziom aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, oznaczanej w roznych
terminach eksperymentu w korzeniach i czg$ciach nadziemnych testowanych
roélin, w zakresie od 0 do 24% porowatosci powietrznej, przedstawiono na Rys.
25-28. Obie testowane rosliny réznily si¢ poziomem aktywnosci SOD, a jego
zakres w przypadku pszenzyta rodu CZR 1406 byt nizszy w korzeniach i wynosit
1000-2500 mln jednostki kg™, podczas gdy u pszenicy odmiany Rosa zawierat si¢
w przedziale 1750-3000 mIn jednostki kg™

Zmiany aktywnosci SOD korzeni w czasie byly relatywnie podobne, gdyz u
obu rosliny notowano wyrazny staly spadek aktywnosci SOD w warunkach
anoksji do wartosci 1200 i 2000 mln jednostki kg odpowiednio dla pszenzyta i
pszenicy. Przy porowatosci zas§ 8% w korzeniach obu roslin stwierdzano po 7
dniach podwyzszenie aktywnosci SOD a nastepnie jego spadek u pszenzyta,
podczas gdy u pszenicy aktywnos$¢ ta na podwyzszonym poziomie utrzymywata
si¢ do konca prowadzonego eksperymentu. Przy uwilgotnieniu gleby,
odpowiadajacym 13% porowatosci powietrznej, stwierdzano u pszenzyta staly
spadek aktywnosci, lecz nieco mniejszy niz w przypadku 0% porowatosci. Niski
poziom aktywnosci (1000 min jednostek kg™) wystepowat u pszenzyta CZR 1406
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przy porowatosci 19% do 7 dniach, po czym ponad dwukrotny jego wzrost
notowano w ciagu nastgpnych 5 dni. U pszenicy, przy tej porowatosci, po uplywie

7 dni nastapit wyrazny spadek aktywnosci, a po okresie 12 dni powrét do
poziomu wyjsciowego. Przy wysokich wartosciach porowatosci powietrznej
(24%) nastepowato w czasie niewielkie obnizenie aktywnosci SOD w korzeniach

obu roslin.

SOD; min j. kg™
SOD, min j. kg™

Eg, %

Rys. 25-26. Aktywnos¢ SOD w korzeniach Triticale - CZR 1406 i Triticum aestivum var. Rosa po
2, 7, 12 dniach od rozpoczgcia stresu tlenowego przy 5 poziomach porowatosci powietrznej gleby

(Eg).
Fig. 25-26. SOD activity in roots Triticale - CZR 1406 and Triticum aestivum var. Rosa after 2, 7,

12 days of oxygen stress at 5 levels of air porosity (Eg).

SOD, min j. kg™
SOD, min j. kg™

Rys. 27-28. Aktywno$¢ SOD w lisciach Triticale - CZR 1406 i Triticum aestivum var. Rosa w

funkcji Eg w czasie trwania stresu.
Fig. 27-28. SOD activity in leaves Triticale - CZR 1406 and Triticum aestivum var. Rosa as a

function of Eg during oxygen stress.
Zakres aktywnosci SOD, okreslany w srodkowej partii, ostatnich,

wyksztatconych lisci, zawieral si¢ w szerokim przedziale 1000-4500 mlIn jednostek

kg' u pszenzyta oraz 1000-5000 min jednostek kg' u pszenicy. W catym zakresie
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Eg obserwowano wzrost aktywnosci SOD w lisciach obu roslin w czasie trwania
eksperymentu.

Efekt podwyzszonej aktywnosci SOD dostrzegany byt w korzeniach pszenicy
juz po uptywie 2 dni, przy porowatosci 13%, podczas gdy u pszenzyta wystapit
on odpowiednio po 12 dniach. U pszenzyta stwierdzono stabsza reakcje roslin, w
postaci zmian aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w korzeniach w zaleznosci
od stanu natlenienia gleby, w poréwnaniu z pszenica, gdzie reakcja byta widoczna
juz po dwoch dniach. Ponadto stwierdzono, ze po siedmiu dniach w korzeniach
roslin, utrzymywanych w warunkach anoksji, u pszenicy wystapito podwyzszenie
aktywnosci SOD. Po uptywie za$ 12 dni u obu roslin, spadek aktywnosci SOD w
korzeniach, byt notowany przy wartosci ODR < 29 ug O, m™ s™ (Rys. 29 i 31)
oraz Eh< 400 mV (Rys.301 32).
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Rys. 29-30. Aktywnos$¢ SOD w korzeniach Triticale - CZR 1406 w funkcji ODR i Eh po 2, 711 12

dniach trwania stresu tlenowego.
Fig. 29-30. SOD activity in roots of Triticale - CZR 1406 as a function of ODR and Eh after 2, 7

and 12 days of oxygen stress.

W czgsciach nadziemnych stwierdzono najwyzsza aktywnos¢ SOD w lidciach
obu testowanych roslin po siedmiu dniach, przy czym w odmianie Rosa
dochodzita ona do 5000 mln jednostki kg'. W dalszej fazie eksperymentu,
aktywnos¢ SOD w lisciach obnizala sie, co zwlaszcza bylo widoczne w
kombinacjach doswiadczenia, gdzie wystapilo ograniczone natlenienie
odpowiadajace 8% porowatosci powietrznej (Eg) oraz ODR < 5,5 ug O, m? s,
W stanie pelnej anoksji w strefie korzeniowej, poziom SOD w lisciach siggat
4500 i 5000 miIn jednostek kg po 7 dniach, odpowiednio dla CZR 1406 i Rosa
(Rys. 311 33).

Warunki oksydoredukcyjne, jakie wystapily w glebie po uptywie 12 dni od
zaistnienia stresu tlenowego wywotaly w obu testowanych roslinach, spadek
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aktywnosci SOD zaréwno w  korzeniach jak i w lisciach notowany przy
wartosciach Eh< 400 mV (Rys.30-36), $wiadczacy o zaniku reakcji obronne;j.
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Rys. 31-32. Aktywno$¢ SOD w lisciach Triticale - CZR 1406 w funkcji ODR i Eh po 2, 7 i 12
dniach trwania stresu tlenowego.

Fig. 31-32. SOD activity in leaves of Triticale - CZR 1406 as a function of ODR and Eh after 2, 7
and 12 days of oxygen stress.
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Rys. 33-34. Aktywnos¢ SOD w korzeniach (7riticum aestivum var. Rosa) w funkcji ODR i Eh po 2,
7 i 12 dniach trwania stresu tlenowego.
Fig. 33-34. SOD activity in roots of (7riticum aestivum var. Rosa) as a function of ODR and Eh
after 2, 7 and 12 days of oxygen stress.

Wymiernym dowodem zaistnienia sprawnego systemu obronnego roslin byt
wzrost o 20-30% aktywnosci SOD w korzeniach odpowiednio pszenicy i
pszenzyta, stwierdzony juz w drugim dniu stresu tlenowego w glebie. W
siodmym dniu stresu, wzrost aktywnosci utrzymywat si¢ zaréwno u pszenzyta jak
i u pszenicy przy Eh 421 i 387 mV, podczas gdy w pozostalych kombinacjach
ograniczonego natlenienia obserwowano spadek aktywnosci SOD w korzeniach.
Na koniec doswiadczenia, przy porowatosci powietrznej gleby od 0 do 8%, w
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korzeniach obu roslin obserwowano spadek aktywnosci SOD do polowy poziomu
kontrolnego.
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Rys. 35-36. Aktywno$¢ SOD w lisciach Triticum aestivum var. Rosa w funkcji ODR i Eh po 2, 7 i
12 dniach trwania stresu tlenowego.

Fig. 35-36. SOD activity in leaves of Triticum aestivum var. Rosa as a function of ODR and Eh
after 2, 7 and 12 days of oxygen stress.

W lisciach po siedmiu dniach stresu notowano wzrost aktywnosci SOD rzedu
10% u CZR 1406 i 30% u Rosa, ktéry zostal zahamowany w koncowej fazie
doswiadczenia do poziomu 50% aktywnosci stwierdzonej u roslin kontrolnych.
Zdolnos¢ obronna badanych roslin utrzymywata si¢ zatem w czasie pierwszego
tygodnia stresu i ulegla zalamaniu w trakcie drugiego tygodnia silnej anaerobiozy.

13.2.5. MDA

Analizowany poziom dialdehydu malonowego w homogenacie tkanki korzeni
i czesci nadziemnych roslin, poddawanych warunkom ograniczonego natlenienia
w strefie korzeniowej, ulegat wyraznym zmianom w czasie trwania eksperymentu
(Rys. 37-40).

Poziom MDA zaréwno w korzeniach jak i w czg$ciach nadziemnych
pszenzyta byt o 40% wyzszy niz u pszenicy. U testowanych roslin po uplywie
dwéch dni od zréznicowania warunkéw aeracyjnych, poziom MDA pozostawat
bez zmian w poszczegdlnych kombinacjach natlenienia. Przediluzanie okresu
trwania zadanych parametrow wywotalo po 7 dniach reakcje zwiazang z
podwyzszonym poziomem MDA. Zaréwno u pszenzyta jak i u pszenicy w tym
czasie stwierdzany byl maksymalny poziom MDA, wyzszy od kontrolnych
warto$ci 0 50%, ktéry wystapit przy Eg= 13% i ODR=27 ug O, m™s™".
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Zawartos¢ MDA w korzeniach badanych roslin pozostawala na poziomie
wyzszym o 20% niz w lisciach i we wszystkich kombinacjach natlenienia
wzrastala do 7 dnia stresu. W 12 dniu u pszenzyta obserwowano wzrost poziomu
MDA w kombinacjach przy Eg< 13%, podczas gdy u pszenicy byla raczej
stabilna w calym zakresie porowatosci powietrzne;j.
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Rys. 37-38. Poziom MDA w korzeniach Triticale - CZR 1406 i Triticum aestivum var. Rosa po 2, 7
i 12 dniach stresu tlenowego przy 5 poziomach porowatosci powietrznej (Eg). Wartosci $rednie +

biad standardowy.
Fig. 37-38. MDA level in roots of Triticale - CZR 1406 and Triticum aestivum var. Rosa after 2, 7

and 12 days of oxygen stress at 5 levels of air porosity (Eg). Mean value + standard deviation.
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Rys. 39-40. Poziom MDA w lisciach Triticale - CZR 1406 i Triticum aestivum var. Rosa po 2, 7 i
12 dniach stresu tlenowego przy 5 poziomach porowatosci powietrznej (Eg). Wartosci srednie +

blad standardowy.
Fig. 39-40. MDA level in leaves of Triticale - CZR 1406 and Triticum aestivum var. Rosa after 2, 7

and 12 days of oxygen stress at 5 levels of air porosity (Eg). Mean value + standard deviation.

Generalnie dato si¢ zauwazy¢ wyzszy poziom MDA w korzeniach (po 7
dniach) i w czg$ciach nadziemnych (po 12 dniach) pszenzyta, rosnacego w
warunkach anoksji o ok. 20-30%, w poréwnianiu z kontrola. Wyzszy poziom
MDA zaréwno w korzeniach jak i w czg$ciach nadziemnych u pszenzyta moze
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wskazywac na bardziej intensywna destrukcjg¢ bton komérkowych, co szczegélnie
bylo widoczne po 12 dniach stresu tlenowego.

13.2.6. GR

Zmiany aktywnosci reduktazy glutationowej w korzeniach i lisciach
testowanych roslin, w trakcie prowadzonego eksperymentu, wykazywaty
zdecydowane zréznicowanie w czasie i byly uzaleznione od dostgpnosci tlenu w
rizosferze.

Poziom aktywno$ci GR w korzeniach obu roslin zawieral si¢ w przedziale 2-
20 umol g.s.m.'min" (Rys. 41-44). W drugim dniu zréznicowania warunkow
tlenowych w glebie, warto$¢ aktywnosci GR w korzeniach roslin kontrolnych
byta na poziomie 2 pmol g.s.m.'min" u pszenzyta i Sumol g.s.m.’ min" u
pszenicy ozimej. Wartos¢ ta wyraznie wzrastala w miar¢ zmniejszania si¢
porowatosci powietrznej gleby, przewyzszajac swdj poziom ponad trzykrotnie u
pszenzyta i dwukrotnie u pszenicy w warunkach anoksji przy Eg = 0%.
Najwigksze wartosci GR stwierdzano po siedmiu dniach od zréznicowania
warunkéw tlenowych u obu roélin, z tendencja do maksimum przy porowatosci
powietrznej Eg = 13%, gdzie oba gatunki roslin wykazywaty w korzeniach
aktywnosé GR na poziomie 20 ymol g.s.m. min™.
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Rys. 41-42. Aktywnos$¢ GR w korzeniach i lisciach Triticale - CZR 1406 po 2, 7 i 12 dniach stresu
tlenowego przy 5 poziomach porowatosci powietrznej (Eg). Wartosci $rednie + blad standardowy.
Fig. 41-42. GR activity in roots and leaves Triticale - CZR 1406 after 2, 7 and 12 days of oxygen
stress at 5 levels of air porosity (Eg). Mean value + standard deviation.

Aktywnos$¢ GR po 12 dniach eksperymentu ulegata wyraznemu obnizeniu w
korzeniach obu gatunkdéw. Aktywnos¢ ta byla dwukrotnie wyzsza u pszenzyta i
trzykrotnie u pszenicy przy porowatosci powietrznej Eg = 19% w pordwnaniu z
notowana u roslin przy Eg=0 i 8%.
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Rys. 43-44. Aktywnos$¢ GR w korzeniach i liSciach Triticum aestivum var. Rosa po 2, 7 i 12 dniach
stresu tlenowego przy 5 poziomach porowatosci powietrznej (Eg). Wartosci $rednie + blad

standardowy.
Fig. 43-44. GR activity in roots and leaves of Triticum aestivum var. Rosa after 2, 7 and 12 days of

oxygen stress at 5 levels of air porosity (Eg). Mean value + standard deviation.

Aktywnos$¢ GR w lisciach byla kilkakrotnie nizsza w poréwnaniu z aktywnoscia
oznaczana w korzeniach i osiagata maksymalnie 6 umol g.s.m.” min™ u pszenzyta i
8umol g.s.m.’'min™" u pszenicy (Rys.43, 44). Poziom tej aktywnosci utrzymywat
si¢ przez pierwszych siedem dni przy wszystkich wartosciach porowatosci
powietrznej u obu testowanych ro$lin. Dalsze przedtuzanie okresu stresowego
powodowato obnizenie aktywnosci GR trzykrotne u pszenzyta i pieciokrotne u
pszenicy przy Eg ponizej 13%. Jednakze w warunkach hipoksji w tym czasie
notowano u pszenzyta poziom aktywnosci GR w korzeniach dwukrotnie wyzszy
niz w warunkach kontrolnych.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze wlaczenie si¢ reduktazy glutationowej w
system zabezpieczajacy rosling przed niekorzystnymi warunkami tlenowymi
zaznacza si¢ szczeg6lnie w pierwszym tygodniu trwania stresu i dotyczy zaréwno
korzeni jak i czg$ci nadziemnych badanych roslin. Wyzszy poziom GR notowany
w lisciach pszenicy wskazuje na jej wigksza odpornos¢ na niedotlenienie w
poréwnaniu z pszenzytem.

14. PODSUMOWANIE

Postawiony zasadniczy problem, na ile zrdznicowanie stanu natlenienia w
srodowisku glebowym znalazto odbicie w wydajnosci aparatu fotosyntetycznego,
charakteryzowanego oporem dyfuzyjnym aparatéw szparkowych i poziomem
chlorofili, a w konsekwencji - przyrostem biomasy roslin, probowano
rozstrzygna¢ w modelowych badaniach jednej odmiany pszenicy (Rosa) oraz
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pszenzyta rodu CZR 1406, rozniacych si¢ glgbokoscia korzenienia w warunkach
zalania gleby.

Wykazane zaleznosci pomigdzy stanem aeracyjnym Srodowiska glebowego,
wyrazonym wartoscig porowatosci powietrznej (Eg), badz tez mikrodyfuzja tlenu
do korzeni roslin (ODR ), jak réwniez wartoscia potencjatu oksydoredukcyjnego
(Eh), wskazuja na $cista zaleznos¢ pomiedzy warunkami fizykochemicznymi w
rizosferze a reakcja fizjologiczna rosliny.

W literaturze wykazano, iz rézne stresy srodowiskowe jak np: niekorzystna
temperatura, okresy suszy, patogeny czy obecnos¢ metali ciezkich oraz
nadtlenkéw organicznych [115] powoduja jednolity rodzaj reakcji w organizmie
polegajacy na generowaniu aktywnych form tlenu. Z kolei system
antyoksydacyjny, dzigki istnieniu "zmiataczy" wolnych rodnikéw, decyduje o
odpornosci organizmu na zaistnialy stres [10, 11].

Ze wzgledu na fakt, ze generowanie aktywnych form tlenu zachodzi gtownie
w chloroplastach, tam tez zdaniem wielu autoréw, powinny pojawiaé sie duze
ilosci antyoksydantéw np. dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) czy tez reduktazy
glutationowej (GR).

W przedstawionych w niniejszej pracy wynikach badan eksperymentalnych
wykazano podwyzszenie aktywnosci SOD oraz poziomu MDA u pszenzyta juz
po dwdch dniach niedotlenienia co nie znajdowato jeszcze odbicia w obnizeniu
biomasy korzeni. Notowany najwyzszy poziom MDA, u obu testowanych odmian
pszenicy w drugim dniu stanu anoksji, ulegal w okresie poézniejszym
systematycznemu obnizeniu. Natomiast w korzeniach stwierdzano po 7 dniach
przy Eg=13% maksymalny poziom reduktazy glutationowej, odpowiedzialnej za
rozktad nagromadzonego GSSG. Réwnoczesnie (po 7 dniach) obserwowano w
korzeniach spadek poziomu MDA poczynajac juz od porowatosci powietrznej
19%. W tym samym okresie obserwowano maksymalny poziom reduktazy
glutationowej w Korzeniach. Dalsze utrzymywanie roslin w warunkach
stresowych, zwigzane bylo (po 12 dniach) ze wzrostem aktywnosci SOD (przy
Eg=0%) i GR do poziomu maksymalnego obserwowanego przy Eg=13%.
Wystapilo to u obu testowanych roslin. Biomasa korzeni w tym czasie ulegla
wyraznemu zredukowaniu do 50% u pszenzyta i do 33% u pszenicy
pozostajacych w warunkach anoksji.

Odpowiedz czgsci nadziemnych pszenicy i pszenzyta, pozostawata w Scisfym
zwiazku ze stanem aeracji w strefie korzeniowej, znajdujac odbicie we wzroscie
aktywnosci SOD, lecz znacznie pdzniej bo dopiero po 7 dniach. W przypadku
korzeni efekt ten wystapit juz po 2 dniach trwania stresu tlenowego. Wowczas to
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u obu gatunkéw roslin stwierdzano maksymalne wartosci aktywnosci SOD. Po
uplywie 12 dni stresu maksymalne wartosci aktywnosci SOD wystapily w
lisciach przy Eg=13%. Réwniez przy tej samej wartosci porowatosci powietrznej
obserwowano najwyzsze wartosci MDA w tym czasie u pszenicy, podczas gdy
poziom maksymalny poziom MDA u pszenzyta wystapit przy Eg=19%.
Aktywnos¢ reduktazy glutationowej w lisciach pszenzyta dochodzita do wartosci
maksymalnych po 12 dniach przy Eg=0%. U pszenicy w tym czasie nie
dostrzegano juz istotnych réznic w aktywnosci GR pomigdzy poszczegdlnymi
poziomami natlenienia.

Biomasa czesci nadziemnych zarowno pszenzyta jak i pszenicy ulegata
wyraznemu obnizeniu przy porowatosci powietrznej ponizej 13 % (ODR< 27 ug
0, m? s i Eh< 400 mV). Szczegdlnie duze zmniejszenie biomasy czgéci
nadziemnych, siggajaceme 50% stwierdzono u pszenzyta, podczas gdy u pszenicy
straty te wynosily zaledwie 13 % w tych warunkach aeracji.

Warunki hipoksji w strefie korzeniowej, powodowaly wzrost oporu
dyfuzyjnego aparatow szparkowych (Rd) u obu roslin, jednakze u pszenicy
obserwowano trzykrotny wzrost Rd w warunkach anoksji w pordéwnaniu ze
stanem normoksji, podczas gdy u pszenzyta wzrost ten byl tylko dwukrotny. U
obu testowanych roslin rownolegle obserwowano wzrost poziomu sumy chlorofili
atb w czasie eksperymentu, na poszczegdlnych poziomach natlenienia, z
wyraznym obnizeniem poziomu barwnikéw fotosyntetycznych przy Eg<13%. Po
12 dniach u roslin rosnagcych w warunkach anoksji, poziom chlorofili a+b byt
nizszy o 35 % u pszenzyta i odpowiednio o 31 % u pszenicy.

Optymalnymi zatem warunkami aeracyjnymi dla testowanych roslin w
badanej glebie lessowej byly: porowatosé powietrzna w zakresie 13-19%, ODR
powyzej 27ug O, m™s™ i Eh >400 mV.

Stwierdzone roznice w reakcji na zaistnialty w rizosferze stres tlenowy,
kwalifikuja pszenice odmiany Rosa jako bardziej odporng. Znajduje to
potwierdzenie w bardziej wydajnym systemie obronnym roslin tej odmiany
wyrazajacym si¢ zaréwno bardziej zdecydowanym wzrostem Rd, jak rowniez
mniejszym ubytkiem chlorofili a+b, mniejszym ograniczeniem przyrostu biomasy
czesci nadziemnych i korzeni oraz szybsza i glgbsza reakcja enzymow obronnych
SOD i GR, a takze nizszym poziomem MDA, s$wiadczacym o mnigj
zaawansowanym procesie destrukcji lipidow.

Wykazane zalezno$ci potwierdzily postawiona hipoteze, o istniejacych
zwigzkach przyczynowych pomigdzy stanem aeracji rizosfery a oporem
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dyfuzyjnym lisci i zakwalifikowaly stres tlenowy do czynnikéw bezposrednio
oddziatujacych na uruchamianie systemu obronnego rosliny.

15.

1.

WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan potwierdzono istnienie w continuum
atmosfera-gleba-roslina ciagu przyczynowo-skutkowego polegajacego na
indukcji systemu obronnego u pszenicy ozimej i pszenzyta w warunkach stresu
tlenowego zaistnialego w rizosferze.

. Zmienne uwilgotnienie gleby spowodowatlo, poprzez zréznicowanie porowatosci

powietrznej w zakresie od 24 do 0%, przejscie z warunkéw normoksji przez
hipoksj¢ do anoksji. Bylo to zwiazane ze zmniejszeniem wskaznika dostgpnosci
tlenu ODR od 140 do 3 pg O, m?s™ i potencjatu oksydoredukcyjnego Eh od 481
do 96 mV.

. Przejscie z normoksji do anoksji wywotato wzrost oporu dyfuzyjnego aparatow

szparkowych, zmniejszenie poziomu barwnikow fotosyntetycznych oraz spadek
biomasy zaréwno korzeni jak i czg$ci nadziemnych.

. Niedobor tlenu w rizosferze indukowat reaktywne formy tlenu na poziomie

komoérkowym (w korzeniach i czgsciach nadziemnych). Reakcje obronng u
roslin stwierdzono droga posrednia, poprzez wzrost aktywnosci enzymow
dysmutazy ponadtlenkowej i reduktazy glutationowej oraz stopnia destrukcji
bton komérkowych mierzonego wzrostem poziomu MDA.

. Wigksza wrazliwos¢ na stres tlenowy w rizosferze oraz zatlamanie si¢ systemu

obronnego po 12 dniach trwania anoksji stwierdzono u pszenzyta, mniejsza
natomiast u pszenicy ozimej.

. W oparciu o parametry metaboliczne roslin jako wartosci graniczne pomigdzy

normoksja a hipoksja w badanym osrodku glebowym, ustalono na poziomie:
Eg=13%, ODR =27 ug O, m” s, Eh = 400 mV.

. Ze wzgledu na strategiczng role, ktorag w Polsce i w $wiecie odgrywaja rosliny

zbozowe, w obecnej dobie globalnych zmian klimatyczno-srodowiskowych,
waznym jest badanie reakcji roslin na niedobdr tlenu w rizosferze, w celu
okreslenia  optymalnego uwilgotnienia gleby w  warunkach upraw
kontrolowanych, przy ktorym nie zachodzilaby nadmierna produkcja
reaktywnych form tlenu, ograniczajaca produkcje biomasy.
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17. STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie, na ile zdolnos$¢ do przetrwania anoksji
Jjest zwiagzana z indukcja systemu obronnego u dwu gatunkéw roslin uprawnych to
jest u pszenicy ozimej odm. Rosa oraz pszenzyta ozimego CZR 1407. Badania
prowadzono na 20 dniowych siewkach znajdujacych si¢ w fazie 4-6 liscia.
Warunki stresowe stosowano przez okres 12 dni. Stan natlenienia gleby
opisywano przy pomocy takich parametrow jak porowatos¢ powietrzna (Eg),
natgzenie dyfuzji tlenu (ODR) oraz potencjat oksydoredukcyjny (Eh). Stan
fizjologiczny rosliny charakteryzowano przy pomocy przyrostu biomasy korzeni i
czgsSci nadziemnych, oporu dyfuzyjnego lisci, aktywnosci enzymow bedacych
elementami systemu obronnego takich jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) i
reduktaza glutationowa (GR) a takze poziomu chlorofilu a i b oraz stezenia
dialdehydu malonowego, bedacego produktem peroksydacji lipidow.

W wyniku przeprowadzonych badan potwierdzono istnienie w continuum
atmosfera-gleba-roslina ciagu przyczynowo-skutkowego polegajacego na indukcji
systemu obronnego w warunkach stresu tlenowego zaistnialego w korzeniach.
Zrbznicowane uwilgotnienie gleby spowodowalo przejscie z warunkow
normoksji przez hipoksj¢ do anoksji zwiazane z obnizeniem porowatosci
powietrznej od 24 do 0%, wskaznika ODR od 80 do 2 ug O, m?s™ i potencjatu
redoks od 470 do 115 mV. Przejscie to wywolalo wzrost oporu dyfuzyjnego
aparatow szparkowych, zmniejszenie poziomu barwnikéw fotosyntetycznych oraz
spadek biomasy zaréwno korzeni jak i czgsci nadziemnych.

Stres tlenowy w korzeniach indukowat reaktywne formy tlenu na poziomie
komérkowym (w korzeniach i czgsciach nadziemnych) a reakcje¢ obronng u roslin
stwierdzono droga posrednia, poprzez wzrost aktywnosci enzymow SOD i GR
oraz poprzez okreslenie stopnia destrukcji blon komoérkowych mierzonego
wzrostem poziomu MDA.

Wigksza wrazliwo$¢ na stres tlenowy w korzeniach oraz zalamanie si¢ systemu
obronnego po 12 dniach trwania anoksji stwierdzono u pszenzyta. W oparciu o
parametry metaboliczne roslin jako wartosci graniczne pomigdzy normoksja a
hipoksja nalezy przyjaé¢: Eg=13%, ODR =27 ug O, m”s”, Eh = 400 mV.

Stowa kluczowe: stres tlenowy, roslina, gleba, dysmutaza ponadtlenkowa,
reduktaza glutationowa, aldehyd malonowy, mikrodyfuzja tlenu, potencjat
oksydoredukcyjny



79

18. SUMMARY

INDUCTION OF PLANT DEFENCE SYSTEM IN Triticum aestivum L. AND
Triticale UNDER SOIL OXYGEN STRESS CONDITION.

The aim of the paper was to investigate to what extent the capability of plants
to survive anoxic conditions is connected with the induction of the defence
system of two species of cereals such as winter wheat (7riticum aestivum L, var.
Rosa) and Triticale (CZR  1406). The experiment was performed under
laboratory conditions with the 20 days old seedlings in the phase of 4-6 leaves.
The stress conditons were applied to roots during 12 days. Soil oxygenation status
was characterised by air-filled porosity (Eg), oxygen diffusion rate (ODR) and
redox potential (Eh). The physiological status of the plants was characterised by
biomass production in leaves and shoots, by stomatal diffusive resistance of
leaves (Rd), by activity of enzymes such as superoxide dismutase (SOD) and
glutation reductase (GR) being components of the defence system, as well as by
the chlorophyll a + b level and the concentration of malondialdehyde (MDA)
being the product of lipid peroxidation.

As a result of the investigations performed the induction of plant defence
system in the continuum atmosphere - soil — plant was stated under the conditions
of oxygen stress imposed to the roots.

Decrease of air-filled porosity (Eg) from 24 to 0% connected with the
differentiation of the soil moisture content caused a change from normoxic
through hypoxic to anoxic conditions characterised by a decrease of ODR from
80 to 2 pug O, m” s and of redox potential from 470 do 115 mV. This was
accompanied by the increase of stomatal diffusive resistance, lowering the level
of photosynthetic pigments and lowering the biomass of roots and shoots. Anoxic
conditions in the rhizosphere induced reactive oxygen forms on cellular level (in
roots and shoots) and the defence response of the plants was confirmed indirectly,
through the increase of the activity of such enzymes as SOD and GR as well as by
elevation of the degree of peroxidation of membrane lipids measured by the
increase of MDA concentration.

Higher sensitivity to oxygen stress and break down of the defence system after
12 days of the anoxia duration was found for Triticale. On the basis of metabolic
plant parameters the limiting values between normoxic and anoxic conditions
such as Eg=13%, ODR =27 ug O, m” s, and Eh = 400 mV were found.

Key words: SOD, GR, MDA, ODR, redox potential, wheat, Triticale
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