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ZASTOSOWANIE POMIAROW‘FLUORESCENCJI CHLOROFILU W
BADANIACH SRODOWISKOWYCH

WSTEP

Od lat trwaja w nauce poszukiwa-
nia roznorodnych narzedzi stuzacych do
oceny stanu Srodowiska przyrodniczego,
identyfikacji zagrozen oraz przewidywania
ryzyka  wystapienia zaburzen w  jego
funkcjonowaniu. W przypadku produkcji
roslinnej, poszukuje sie metod przewidywa-
nia i oceny wplywu roznych niesprzyjaja-
cych warunkéw Srodowiska (stresoréw) na
stan fizjologiczny roslin, ich wzrost oraz plo-
nowanie. Zadanie to jest niezwykle skom-
plikowane, poniewaz rosliny charakteryzuje
zlozony mechanizm odpornosci/tolerancii.
Rosliny naleza do organizmoéw, ktore musza
dostosowaé¢ sie do warunkow sSrodowiska i
przetrwa¢ wszystkie stresory in situ, czyli w
miejscu wzrostu. Ujemne skutki oddziatywa-
nia niekorzystnych warunkow srodowiska na
rosliny polegaja na zakléceniu ich wzrostu i
rozwoju, poprzez zaburzenie procesow meta-
bolicznych przebiegajacych w komoérce oraz
na zmianie wlasciwosci fizykochemicznych
struktur komoérkowych. Do najczeSciej wy-
stepujacych zaburzen funkcji metabolicznych
zalicza sie: zahamowanie procesu fotosynte-

zy, zaburzenia procesu oddychania i zaha-
mowanie wzrostu. Natomiast typowa zmia-
na wilasciwosci fizykochemicznych struk-
tur komorkowych jest zaburzenie struktury
btony komoérkowej prowadzace do utraty
zdolnosci do selektywnej przepuszczalno-
Sci. Wstepna metoda oceny dysfunkcji me-
tabolizmu i zmian strukturalnych u roslin
jest wizualna obserwacja zmian barwy lub
stopnia zasychania tkanki. IloSciowa ocena
tego typu uszkodzen czesto odnosi sie do
umownej skali. Metoda ta bywa obarczona
duzym bledem, poniewaz nie wszystkie ob-
serwacje mozna oceni¢ obiektywnie. Dazenie
do nadania cech obiektywnych obserwacjom
zaburzen funkcji metabolicznych 1 zmian
strukturalnych zaowocowalo wypracowaniem
metod precyzyjnych, opartych na wynikach
badan laboratoryjnych (np. metoda konduk-
tometryczna, pomiary aktywnosci niektorych
enzymow kluczowych dla metabolizmu) lub
wykorzystujacych specjalistyczng aparature
(np. analizator gazu w podczerwieni IRGA
do pomiaru wymiany gazowej roslin). Me-
tody laboratoryjne sa na og6t inwazyjne i
destrukcyjne, czesto réwniez czasochlonne i
kosztowne, co ogranicza mozliwos¢ sledzenia
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in vivo reakcji roslin na niekorzystne warun-
ki srodowiska. Z tego powodu fizjologowie
roslin coraz czesciej postugujg sie aparatura
elektroniczna. Przenosne, wysoce skompute-
ryzowane urzadzenia umozliwiaja wykonanie
nieinwazyjnych i relatywnie szybkich pomia-
row poza laboratorium, bezposrednio w Sro-
dowisku wzrostu roslin. Jednymi z najpo-
pularniejszych instrumentéw stosowanych w
badaniu oddzialywania na rosliny réznorod-
nych stresoréw, zaréwno abiotycznych, jak
i biotycznych, sa fluorymetry. Urzadzenia te
rejestruja fluorescencjie chlorofilu a, czyli
reemisje energii Swietlnej pochlonietej przez
anteny energetyczne aparatu fotosyntetycz-
nego. Metoda ta pozwala oceni¢ zmiany pa-
rametrow fluorescencji u wszystkich orga-
nizméw prowadzacych fotosynteze. Celem
niniejszej pracy jest przedstawienie mozli-
wosci wykorzystania pomiarow fluorescen-
cji chlorofilu a w badaniach roslin oraz in-
nych organizmoéw fotosyntezujacych. W pra-
cy scharakteryzowano zjawisko fluorescencji
chlorofilu, opisano metody jej pomiaru oraz
przedstawiono mozliwosci zastosowania tych
metod w badaniach reakcji aparatu fotosyn-
tetycznego na stres.

FLUORESCENCJA CHLOROFILU
JAKO WSKAZNIK WYDAJNOSCI
FOTOSYNTEZY

Promieniowanie sloneczne w zakresie
400-700 nm nazywa sie promieniowaniem
fotosyntetycznie czynnym (ang. photosyn-
thetically active radiation, PAR). Za absorp-
cje promieniowania odpowiadaja czastecz-
ki barwnikéw fotosyntetycznych: chlorofile i
karotenoidy, zlokalizowane w kompleksach
zbierajacych $wiatlo (nazywanych takze an-
tenami energetycznymi, ang. light harvesting
complexes, LHC). Kompleks antenowy skla-
da sie z wielu czasteczek chlorofili i karo-
tenoidow potaczonych z biatkami. Energia z
tych kompleksow jest przekazywana do cen-
trow reakcji fotosystemu II i fotosystemu I
(PSII i PSI). Energia stoneczna absorbowa-
na przez barwniki jest wykorzystywana do
uruchomienia reakcji fotochemicznych foto-
syntezy. Jednak nie cala energia przechwy-
cona przez barwniki jest wykorzystana, jej
czeS¢ zostaje utracona w postaci ciepta lub
jest emitowana jako fluorescencja chlorofilu
(KaLaJgt i LoBoDpA 2010). Fluorescencja chlo-
rofilu, podobnie jak mechanizm rozpraszania
energii w postaci ciepla, stuzy do usuwania
nadmiaru pochlonietej energii Swietlnej. Flu-
orescencja chlorofilu jest wiec pewnego ro-
dzaju bezpiecznikiem, ,wentylem bezpieczen-
stwa” ochraniajacym wrazliwe na uszkodze-
nia komponenty aparatu fotosyntetycznego.
Wprawdzie emisja fluorescencji pochodzi z

chloroplastéw, ale jest powigzana ze wszyst-
kimi innymi procesami metabolicznymi i fi-
zjologicznymi zachodzacymi w komorce ro-
slinnej. Stad kazda zmiana w otoczeniu, po-
wodujaca zmiany przebiegu tych proceséw,
bedzie wplywala na proces fotosyntezy. W
1931 r. KAUTSKY i HIRSCH zbadali charak-
ter przebiegu krzywej indukcji fluorescencji
chlorofilu i stwierdzili, ze istnieje odwrotna
zalezno§¢ pomiedzy intensywnoscia fluore-
scencji, a intensywnoscia fotosyntezy, wyra-
zonej jako asymilacja CO, w czasie (Ryc. 1).
Jedna z wupowszechnionych metod fluory-
metrycznych jest okreslenie udzialu energii
wykorzystanej w procesach fotochemicznych
oraz energii utraconej w postaci ciepta, co
pozwala na oszacowanie efektywnosci proce-
su konwersji energii promieniowania PAR w
reakcjach fazy swietlnej fotosyntezy. W ba-
daniach z zakresu fizjologii roslin, nieinwa-
zyjny pomiar fluorescencji pozwala na okre-
Slenie nie tylko aktywnosci fotosyntetycznej,
ale tez reakcji rosliny na takie niekorzystne
warunki Srodowiska, jak zacienienie, obec-
nos$¢ zanieczyszczen czy niedobory makro- i
mikroskladnikéw (KaLAJI 2011). Intensyw-
nos¢ fluorescencji ulega roznym modyfika-
cjom w zaleznosci od czasu trwania i nate-
zenia stresu. Jeszcze zanim pojawia sie wi-
doczne symptomy uszkodzen, mozna wykryc¢
zmiany u roslin w warunkach stresu stosu-
jac pomiary fluorescencji chlorofilu (LICHTEN-
THALER 2007). Niestety, za pomoca fluore-
scencji chlorofilu nie mozna obecnie okre-
§li¢ charakteru stresu. Moze ona natomiast
postuzy¢ jako kryterium selekcji w hodowli
roslin czy ochronie Srodowiska. Pomiar flu-
orescencji pozwala ponadto na ocene ogolne-
go stanu fizjologicznego roslin, szczegodlnie w
celu optymalizacji warunkéw przechowywa-
nia warzyw, owocow, kwiatow, badz oceny

Swiatto
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Ryc. 1. Zalezno$¢ pomiedzy intensywnoscia fo-

tosyntezy a fluorescencja chlorofilu
HirscH 1931, zmodyfikowano).
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po zbiorze stopnia ich dojrzatosci konsump-
cyjnej lub przetworczej (BAKER i ROSENQUIST
2004, KaLaJl i Guo 2008).

METODY POMIARU FLUORESCENCJI
CHLOROFILU

Metoda oparta na pomiarze sygnalu flu-
orescencji chlorofilu jest bardzo popularna
z uwagi na wysoka czulos¢ i wiarygodnoscé
otrzymanych wynikéw. Mozna ja stosowacé
wszedzie, od poziomu komérki do calego
ekosystemu. Urzadzenia do pomiaru fluore-
scencji chlorofilu nazywa sie fluorymetrami
lub miernikami stresu (KALAJI i wspoétaut.
2014b). Mierniki te daja mozliwos¢ przywidy-
wania wplywu stresora na proces fotosynte-
zy i lokalizowania jego wplywu w fotosynte-
tycznej maszynerii poprzez analize przepltywu
energii w blonach tylakoidow, czyli trans-
feru energii w lancuchu transportu elekto-
row. Pomiar fluorescencji chlorofilu wymaga
oddzielenia mierzonego sygnatu od oswietle-
nia aktynicznego (tj. wysokoenergetycznego:
800 pmoli fotonéw m=s!), ktére uruchamia
reakcje fotochemiczne fotosyntezy, a takze
sama fluorescencje chlorofilu. Do pomiaru
fluorescencji stosuje sie spektrofluorymetry
dzialajace na zasadzie spektroskopii emisyj-
nej (czyli oceny widma emitowanego sponta-
nicznie lub po poddaniu badanej substan-
cji dzialaniu okreslonego bodzca fizycznego).
Powstalo dotychczas wiele technik pomiaro-
wych, dostepna tez jest szeroka gama flu-
orymetréw. Do najbardziej rozpowszechnio-
nych metod zalicza sie pomiar fluorescen-
cji bezposredniej (ang. prompt fluorescence,
PF). Pomiaru dokonuje sie po zaadaptowa-
niu probki w ciemnosSci przez ok. 20-30 mi-
nut. Ma to na celu wygaszenie reakcji fazy
Swietlnej fotosyntezy i catkowite zredukowa-
nie centréow reakcji (ang. reaction center,
RC) obu fotosysteméw. Po adaptacji, probke
naswietla sie Swiatlem ciaglym o fali krot-
szej niz 670 nm. Jednoczesnie fotodetektor
rejestruje fluorescencje chlorofilu w zakresie
680-760 nm (MURKOWSKI 2002). Mierzonymi
parametrami sa:

F, - fluorescencja poczatkowa (zerowa)
po adaptacji do ciemnosci. Parametr ten jest
wskaznikiem strat energii wzbudzenia pod-
czas jej przekazywania z anten energetycz-
nych do centrum reakcji PSII (MURKOWSKI
2002, BAKER i ROSENQUIST 2004). Wysokie
wartosci tego parametru Swiadcza o mniej-
szej sprawnosci przekazywania energii wzbu-
dzenia pomiedzy czasteczkami chlorofilu.
Jest to pierwszy punkt na krzywej indukcji
fluorescencji chlorofilu.

F,, — fluorescencja maksymalna po ada-
ptacji do ciemnosci. Jest to maksymalne
natezenie fluorescencji. Jej zmniejszenie w

stosunku do proby kontrolnej swiadczy o
wystapieniu stresu, w ktorego wyniku nie
wszystkie akceptory elektronow w PSII zo-
staly calkowicie zredukowane (KALAJI i Lo-
BODA 2010).

T,, — czas osiggniecia poziomu maksy-
malnej fluorescencji chlorofilu F,. Parametr

ten okresla czas, po jakim zostal\i osiggniety
punkt F,, (LICHTENTHALER i wspotaut. 2004).
Jego wartos¢ jest tym wieksza, im diuzej ro-
Slina znajdowata sie pod wplywem czynnika
stresowego.

F, = F, - F, - fluorescencja zmien-
na. WartoS¢c tego parametru uzalezniona
jest od maksymalnej wydajnosci kwantowe;j
PSII. Czym nizsze wartosci tego parametru,
tym wydajnos¢ PSII jest mniejsza (KALAJI i
LoBopa 2010).

F,/F,, — maksymalna fotochemiczna wy-
dajnos¢ PSII. Parametr ten jest uznany za
wiarygodny miernik aktywnosci fotochemicz-
nej aparatu fotosyntetycznego. W optymal-
nych warunkach wzrostu rosliny, jego war-
tos¢ powinna wynosi¢ okoto 0,85 jednostek
wzglednych (ANGELINI i wspétaut. 2001). Ob-
nizenie wartosci tego parametru Swiadczy o
wystapieniu stresu, przejawiajacego sie w
postaci fotoinhibicji. Bardzo niskie wartosci
tego parametru (0,2-0,3) wskazuja na nie-
odwracalne zmiany w strukturze PSII. MAa-
XWELL i JOHNSON (2000) zauwazyli jednak,
ze parametr ten nie jest proporcjonalny do
intensywnosci fotosyntezy (wyrazanej poprzez
asymilacje CO,, czy wydzielanie O,). KALAJI
i wspoétaut. (2014b) podkreslili, ze parametr
ten nie jest wrazliwy na niektére stresy (np.
susza).

Inna technika jest pomiar modulowa-
nej fluorescencji chlorofilu w systemie PAM
(ang. pulse amplitude modulation), w kto-
rym zrodlo promieniowania Swietlnego uzyte
do wzbudzenia fluorescencji chlorofilu jest
wlaczane i wylgaczane z okreslona czestotli-
woscia (12 s). Fotodetektor ma mozliwosc
rejestracji wylacznie skladowej zmiennej
wzbudzonej fluorescencji w badanej prébce,
co pozwala zmierzy¢ fluorescencje w warun-
kach aktualnego natezenia PAR. Do najwaz-
niejszych parametréw mierzonych ta techni-
ka naleza:

F, - fluorescencja poczatkowa bezpo-
Srednio po wylaczeniu Swiatla aktynicznego
lub fluorescencja zerowa na S$wietle. Para-
metr ten jest miara emisji fluorescencji, gdy
pierwsze stabilne akceptory elektronow w
PSII plastochinony A (Q,) sa utlenione i za-
chodzi wygaszanie niefotochemiczne.

F,' — fluorescencja maksymalna materia-
hu (np. tkanki roslinnej) zaadaptowanego do
Swiatla. Parametr ten jest wyznaczony po
wysycajacym blysku w obecnosci swiatla ak-
tynicznego.
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Ryc. 2. Zaleznos¢ pomiedzy zmiang temperatury
a przebiegiem krzywej indukcji fluorescencji chlo-
rofilu (Strasser i wspoétaut., dane niepublikowane).

Yield - wydajnosé¢ kwantowa reakcji fo-
tochemicznej w PSII. Na podstawie tego pa-
rametru okreslany jest stosunek kwantow

wykorzystanych w przemianach fotochemicz-
nych do catkowitej liczby zaabsorbowanych
kwantow PAR (GENTY i wspoétaut. 1989).

ETR - szybkos¢ przeplywu elektronow
przez fotosystemy (ang. electron transport
rate). Czynniki stresowe obnizaja jego war-
tos¢ (KALAJI i RUTKOWSKA 2004).

qP - wygaszanie fotochemiczne. Parametr
ten okresla proporcje energii Swietlnej zaab-
sorbowanej przez PSII do energii wykorzy-
stanej przez otwarte centra do reakcji foto-
syntezy (MAXWELL i JOHNSON 2000).

gNP - wygaszanie niefotochemiczne. War-
toS¢ tego parametru miesci sie w granicach
0-1 i jest ona regulowana przez niewielkie
zmiany pH po obu stronach blon tylakoidow
(WEISs i REIGOSA 2003).

Zastosowanie precyzyjnych fluorymetrow
typu PEA (ang. Plant Efficiency Analyser),
pozwalajacych na pomiar fluorescencji na-
wet co 10 mikrosekund, oraz przedstawie-
nie danych na skali logarytmicznej pozwoli-
lo zauwazy¢ niejednorodny przebieg krzywej
indukcji fluorescencji pomiedzy jej warto-
scia poczatkowa (F)) a maksymalna (F,),
uzyskiwana po kilkuset milisekundach w
przypadku naswietlenia probki swiatlem wy-
sycajacym (3000 pmoli fotonéw m? s lub
wiecej) (KALAJI i wspoélaut. 2014b). Na tak
przedstawionej krzywej indukcji fluorescen-
cji wyrézni¢ mozna punkty pojawiajace sie

]
Wkazniki : Szybkosci
. funkcjonowania | przeplywu energii
I\'\I P'Csoplm\ _;"

Wskazniki =~ /(1) ‘a‘ /" Wydajnosé

struktury i funkeji . "a Vi .- kwantowa

RC/ABS ‘ 3 1 wzgledna
TR

PR i @,
L7 Dlo/cSu ....'A
[ 'S

Fenomenologiczne przeplywy
(na powierzchme probki lub
wzbudzona powierzchme
fotosyntetyzujaca probki CS) o

#

JRERy
\«‘“ v

Liczba
obrotow

" Specyficzne przeplywy energii W

. (na centrum reakcj RC)

#

Ryc. 3. Parametry testu OJIP (KaALAJl 2011) burakéw cukrowych rosnacych w warunkach niedoboru
magnezu. Zacieniony obszar przedstawia usrednione wartosci parametrow obliczonych dla préby do-
Swiadczalnej w stosunku do proby kontrolnej (grubszy okrag o wartosci 100 proc.). Rozwiniecie znacze-

nia parametrow w pracy KALAJI (2011).
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w okreslonych momentach pomiaru: O (ok.
0,02 ms), J (2 ms), I (30 ms) oraz P (ok.
300 ms, odpowiadajace F,). Znaczenie wza-
jemnych relacji pomiedzy wartosciami tych
punktéw zostalo wyjasnione przez STRAS-
SERA i wspélaut. (2004) jako odzwierciedle-
nie przeptywu wzbudzonych elektronow (lub
prosciej: energii) poprzez kolejne struktury
aparatu fotosyntetycznego (teoria przeplywu
energii w blonach tylakoidéow). Wszelkie za-
burzenia w tych strukturach lub ich funk-
cjonowaniu widoczne sa w postaci zmian w
przebiegu krzywej indukcji (Ryc. 2). Analiza
fluorescencji w punktach O-J-I-P (test OJIP)
pozwala na precyzyjne zbadanie kondycji fi-
zjologicznej aparatu fotosyntetycznego oraz
oszacowanie na tej podstawie witalnosci ro-
§liny (STRASSER i wspétaut. 2000). Jedng z
popularnych metod przedstawiania wynikow
testu OJIP jest wykres radarowy. Przykla-
dowe wyniki doswiadczalne uzyskane dzieki
analizie OJIP ilustruje Ryc. 3. Wartosci pa-
rametrow obliczone dla proby doswiadczalnej
(w tym przypadku roslin buraka cukrowego
w warunkach niedoboru magnezu w Srodo-
wisku wzrostu) sa przedstawiane w odnie-
sieniu do proby kontrolnej. Parametry zo-
staly tu przyporzadkowane do o$miu grup,
zgodnie z ich znaczeniem. Opis poszczegol-
nych parametrow jest dostepny w pracy Ka-
LAJI (2011).

PRZYKLADY ZASTOSOWANIA
FLUORESCENCJI CHLOROFILU W
BADANIACH SRODOWISKOWYCH

Pomiary fluorescencji chlorofilu sa wy-
korzystywane do monitorowania reakcji PSII
na zmiany w natezeniu PAR (CaIl i XU 2002)
oraz w sktadzie spektralnym (FIGUEROA i
wspotaut. 2003). PAR jest zrédlem energii
niezbednej dla roslin, jednak zbyt duze jego
natezenie moze byc¢ czynnikiem stresowym,
powodujacym fotoinhibicje. Gdy intensyw-
nos¢ Swiatla jest za wysoka, czeS¢ energii
nie moze by¢ zaabsorbowana przez barwniki
fotosyntetyczne. Prowadzi to do dysfunkcji
aparatu fotosyntetycznego (STRIZH i wspol-
aut. 2005). W warunkach wysokiej radiacji
nastepuje nadmierny doplyw fotonéw do an-
ten, co powoduje nadmiar stanow wzbudze-
nia w centrach reakcji PSII (DEMMIG-ADAMS
i wspoétaut. 1995). Nie tylko nadmierne na-
tezenie, ale rowniez spektrum swiatla moze
oddzialywa¢ hamujaco na transport elek-
troné6w w zaleznej od Swiatla fazie fotosyn-
tezy. Zielenice osiagaja najwyzsze wartosci
wskaznika transportu elektronéw ETR przy
naturalnym $§wietle slonecznym oraz czerwo-
nym oswietleniu, natomiast u krasnorostow
maksymalne wartosci ETR zmierzono przy
bialym oswietleniu, a minimalne przy czer-

wonym (FIGUEROA i wspoétaut. 2003). Innym
czynnikiem ograniczajgcym produktywnosé
roslin sa zmiany temperatury. W =zalezno-
Sci od wielko$ci roznicy miedzy temperatu-
ra optymalna a aktualna, zachodza w or-
ganizmie ro$linnym liczne zmiany w funk-
cjonowaniu maszynerii fotosyntetycznej. Na
podstawie pomiaréw fluorescencji chlorofilu
stwierdzono, ze odpowiedzia rosliny na zbyt
wysoka temperature moze by¢ obnizenie sto-
sunku zredukowanych akceptorow Q,” do
centréow reakcji. Stwierdzono réwniez zmniej-
szenie maksymalnej wydajnosci kwantowej
PSII (CHEN i wspoélaut. 2009). Zostal takze
potwierdzony wplyw niskiej temperatury na
wydajnos¢ aparatu fotosyntetycznego (BO-
RAWSKA-JARMULOWICZ i wspoétaut. 2014). Do
wykrywania reakcji roslin na zmiany tem-
peratury szerokie zastosowanie znalazl row-
niez test OJIP (STRASSER i wspoétaut. 2000).
Przykladowa zaleznoS¢ pomiedzy zmiana
temperatury a przebiegiem krzywej induk-
cji fluorescencji chlorofilu przedstawiono na
Ryc. 2. Niedobér wody staje sie coraz wiek-
szym problemem w rolnictwie, prowadzac do
znacznego zmniejszenia plonéw (STANKIEWICZ
2007). Susza silnie hamuje proces fotosyn-
tezy. Niedobér wody uniemozliwia efektywne
wykorzystanie pobranej energii Swietlnej, co
objawia sie zwiekszonym jej rozpraszaniem
poprzez ciepto i zwiekszona fluorescencja.
Zmiany te nastepuja zanim na roslinie poja-
wia sie widoczne golym okiem oznaki wied-
niecia. Stad metoda pomiaréw fluorescencji
chlorofilu znalazla zastosowanie przy prowa-
dzeniu biomonitoringu majacego na celu sy-
gnalizowanie wystgpienia stresu suszy (CET-
NER i wspoélaut. 2014). Szkodliwe dzialanie
soli w glebie polega na obnizeniu potencjatu
osmotycznego w roztworze glebowym. Pro-
wadzi to do trudnosci w pobieraniu wody,
a takze do zmian w pobieraniu skladnikow
pokarmowych (KALAJI i NALBORCZYK 1991,
KALAJI i PIETKIEWICZ 1993). Na podstawie po-
miarow fluorescencji chlorofilu stwierdzono,
ze podczas stresu solnego zachodza zmiany
w funkcjonowaniu PSII; wykazuje on mniej-
szg zdolnos¢ do wychwycenia energii. Odno-
towano takze wzrost wygaszania niefotoche-
micznego (KALAJI i RUTKOWSKA 2004, YANG i
wspotaut. 2008). Zasolenie gleb jest powaz-
nym problemem terenéw zurbanizowanych,
znajdujacych sie w klimacie umiarkowanym.
Stosowanie soli, ktora obniza temperature
topnienia S$niegu, powoduje jego rozpuszcza-
nie i splyw z ulic nawet przy lekkim mrozie.
Splywajaca so6l przenika do gruntu stwarza-
jac nieprzyjazne Srodowisko dla roslin. Ba-
dania przeprowadzone na drzewach miej-
skich w Warszawie wykazaly, ze niektore
gatunki, np. lipa drobnolistna (Tilia cordata
Mill.) czy milorzab chinski (Ginkgo biloba L.),
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charakteryzuje wysoka wrazliwos¢ na za-
solenie podloza. W okresie wegetacyjnym u
drzew rosnacych przy jezdni dochodzi do po-
waznych uszkodzen lisci i obnizenia spraw-
nosci aparatu fotosyntetycznego (SWOCZYNA
i wspétaut. 2010a, b). Na podstawie pomia-
row fluorescencji chlorofilu stwierdzono, ze
wystapienie niedoboru pierwiastkéw: N, P,
K, Ca, Mg, S i Fe, prowadzi do dysfunkcji
aparatu fotosyntetycznego poprzez zmniej-
szenie wydajnosci fotochemicznej PSII (ALEK-
SANDROV i wspoétaut. 2014, KALAJI i wspol-
aut. 2014a). Niedobo6r kazdego z wymienio-
nych skladnikow mineralnych powoduje jed-
nak inna reakcje rosliny, przy czym uznaje
sie, ze azot jest glownym czynnikiem limi-
tujacym wzrost i plonowanie roslin (KALAJI
2011). Wynika to z faktu, ze pierwiastek ten
jest jednym z glownych skladnikéw budul-
cowych rosliny, w tym chlorofili. Na podsta-
wie pomiaréow fluorescencji chlorofilu okre-
§lono, ze niedobor azotu znaczaco zmniejsza
pule akceptoréw elektronéw w PSII oraz ak-
tywnos¢ niektorych enzyméw zwiazanych z
procesem fotosyntezy, m. in. RuBisCO (COR-
REIA i wspoélaut. 2005). Do podobnych wnio-
skow doszli ZIVCAK i wspotaut. (2014) na
podstawie badan nad wplywem niedoboru
azotu na fluorescencje chlorofilu u pszenicy.
Pierwiastki zaliczane do metali, nieshusznie
zwanych ciezkimi, sa uwazane za powazny
problem Srodowiskowy, ze wzgledu na ich
toksycznos¢ dla ludzi i zwierzat. Skutkuje to
ograniczeniem produktywnosci roslin (QIAN i
wspoétaut. 2009) przez hamowanie procesu
fotosyntezy. Wieksze stezenie niektoérych me-
tali ciezkich (otowiu, kadmu czy rteci) w gle-
bie moze prowadzi¢ do gromadzenia si¢ tych
pierwiastkow w tkankach roslinnych (Gwo-
REK i wspoélaut. 2011). Dzialanie metali ciez-
kich w duzym stopniu jest jednak specyficz-
ne i zalezy od samego pierwiastka i gatunku
rosliny. Na podstawie pomiaréw fluorescencji
chlorofilu stwierdzono, ze kadm dziala nega-
tywnie zarowno na donorowa, jak i akcep-
torowa strone PSII (JANECZKO i wspoblaut.
2005). Wedlug ROMANOWSKIEJ i wspotaut.
(2006), inny, toksyczny pierwiastek: olow,
zmniejsza wygaszanie fotochemicznego (qP),
a zwieksza niefotochemiczne (gqNP).

INNE PRZYKEADY ZASTOSOWANIA
POMIAROW FLUORESCENCJI
CHLOROFILU

Metoda fluorescencji chlorofilu jest czesto
stosowana do selekcji gatunkow lub odmian
odpornych na czynniki stresowe oddzialuja-
ce zarazem na aparat fotosyntetyczny, jak i
na ogbélna kondycje roslin i ich plonowanie.
Szczegblnie dotyczy to selekcji w kierunku
tolerancji na susze. Badania oparte na me-

todzie fluorescencji chlorofilu dotycza zarow-
no roslin uprawnych, takich jak pszenica
(ZIVCAK i wspoétaut. 2008, AKHKHA i wspot-
aut. 2013), jak i drzew stosowanych w na-
sadzeniach miejskich (SWOCzZYNA i wspoétaut.
2015). Ciekawym przykladem zastosowania
pomiaréw fluorescencji chlorofilu jest ocena
jakosci i stopnia dojrzalosci owocow. W ra-
mach wspoélpracy z hodowcami i producen-
tami udalo sie naukowcom skonstruowac
system zdalnego i nieinwazyjnego monitoro-
wania stanu fizjologicznego réznych owocow
przed i po zbiorze oraz w czasie przechowy-
wania ich w magazynach (DEELL i PRANGE
1995, MATTHEIS i RUDELL 2011). Metoda ta
znalazla tez zastosowanie do oceny jakosci
nasion (JALINK i wspoétaut. 1998). Okrywa
nasienna po zbiorze nadal zawiera sladowag
ilos¢ chlorofilu, wiec mozliwy jest pomiar sy-
gnatu fluorescencji, ktéry moze byc¢ skorelo-
wany z wigorem nasion.

Za pomoca pomiaréw fluorescencji mozna
réowniez przeprowadzi¢ badania ekosystemow
wodnych. Badania te polegaja na szybkiej i
rzetelnej analizie zawartosci chlorofilu w or-
ganizmach wodnych na glebokosci do 100
metrow (ZIELINSKI i wspotaut. 2009). Dodat-
kowa zaletg tego typu badania jest mozli-
wos¢ okreslenia spektrum emisyjnego barw-
nikéw fotosyntetycznych tych organizmoéow i
na tej podstawie przyporzadkowanie ich do
odpowiedniej klasy: sinic, zielenic, okrzem-
kow i kryptofitow (MORENO-OSTOS i wspol-
aut. 2006). W ramach wspélpracy pomie-
dzy pracownikami Katedry Fizjologii Roslin
Szkoly Gloéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie a Instytutem Badawczym Le-
Snictwa udalo sie zastosowac te metode do
oceny jakosci wody, ktora byla uzywana do
podlewania sadzonek w szkoétkach (OSzAKO i
wspotaut. 2009). Przy pomocy pomiaréow flu-
orescencji chlorofilu monitorowano na Sta-
dionie Narodowym w Warszawie stan mura-
wy przed i w czasie XIV Mistrzostw Europy
w Pilce Noznej UEFA Euro 2012 (dane nie-
publikowane). W ramach monitoringu srodo-
wiska miejskiego prowadzono ocene stanu
fizjologicznego drzew w Krakowie i Warsza-
wie. Na podstawie przeprowadzonych analiz
i raportu, Urzad Gminy Centrum Krako-
wa mogt podjac¢ decyzje o odnowieniu nie-
ktorych osobnikéw, a Zarzad Oczyszczania
Miasta w Warszawie o sposobie podlewania
drzew rosnacych bezposrednio przy ulicy i
kilka metrow od niej (SWOCZYNA i wspotaut.
2010a, b). W najwiekszej skali metoda ta
zostala zastosowana przez Narodowa Agencje
Aeronautyki i Przestrzeni Kosmicznej Stanéw
Zjednoczonych NASA, ktéra stworzyla pierw-
sza mape stanu fizjologicznego roslin na
Swiecie (http://www.nasa.gov/). Natomiast
w ramach projektu MODIS, NASA opraco-
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wata system ostrzegawczy dla kontynentu
amerykanskiego (http://modis.gsfc.nasa.gov),
oparty na pomiarach sygnalu fluorescen-
cji, pochodzacego od sinic wystepujacych w
wodach przybrzeznych. W przypadku zagro-
zenia biologicznego, system natychmiast wy-
syla ostrzezenie do odpowiednich placowek,
np. o prawdopodobienstwie wystapienia ka-
tastrofy ekologiczne;j.

PODSUMOWANIE

Techniki pomiaru fluorescencji znajdu-
ja coraz szersze zastosowanie w rolnictwie,
gdzie mozna dokladnie monitorowac¢ zmiany
zachodzace w uprawach polowych na réz-
nych etapach produkcji roslinnej. Jest to
uniwersalny i bardzo szybki sposob osza-
cowania oraz okresSlenia wplywu roéznych
niesprzyjajacych warunkéw Srodowiska na
sprawne funkcjonowanie aparatu fotosynte-
tycznego. Jednoczes$nie, technika ta umozli-
wia wczesne zdiagnozowanie wplywu streso-
ra, zanim wystapia wizualne objawy stresu.
To sprawia, ze fluorescencja chlorofilu staje
sie coraz czesciej wykorzystywana technikg
do badania stanu roslin oraz pomagajaca
okresli¢ rodzaj oddziatujacego stresora. Uni-
wersalnos¢ omawianej metody pozwala na
zastosowanie jej nie tylko w produkcji ro-
Slinnej, ale réwniez w ochronie Srodowiska i
innych dziedzinach gospodarki.

Streszczenie

Celem opracowania jest przyblizenie szerokiemu
gronu czytelnikéw zakresu mozliwosci zastosowania po-
miaréw fluorescencji chlorofilu w badaniach stanu ro-
§lin, poddanych stresom abiotycznym. Zaprezentowano
zagadnienia zwigazane z samym zjawiskiem fluorescencji
chlorofilu, nastepnie skupiono sie na technice pomia-
rowej, scharakteryzowano metody pomiaru fluorescencji
bezposredniej i modulowanej (w systemie PAM), a takze
przyblizono test OJIP stosowany do analizy otrzymywa-
nych wynikéw. Szczegdlny nacisk polozono na znacze-
nie parametréow fluorescencji chlorofilu. Omoéwiono tez
wplyw wybranych czynnikéw srodowiskowych na zmia-
ny fluorescencji chlorofilu. Skupiono sie¢ na znaczeniu
Swiatla, temperatury, suszy, zasolenia gleby, niedoboru
skladnika mineralnego oraz toksycznego oddziatywania
metali. Zaprezentowano takze inne przyklady zastosowa-
nia fluorescencji chlorofilu, jak kontrola dojrzatosci owo-
cow, wigoru nasion czy monitoringu ekosystemoéw wod-
nych, réwniez w systemie NASA-MODIS do wykrywania
zagrozen biologicznych. W podsumowaniu podkreslono,
ze fluorescencja chlorofilu stanowi uniwersalny i szybki
sposéb oszacowania oraz narzedzie do wykrywania réz-
nych niesprzyjajacych warunkéw s$rodowiska majacych
wplyw na sprawne funkcjonowanie aparatu fotosynetycz-
nego.
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Summary

The aim of this paper is to inform the readers about some possibilities of applying chlorophyll fluorescence
measurements in studies of plants’ condition under abiotic stress. We present basic knowledge on chlorophyll fluo-
rescence emission and measuring techniques of prompt fluorescence, pulse amplitude modulated fluorescence, and
the OJIP test. Special emphasis is placed on chlorophyll fluorescence parameters obtained from each measuring
technique and their relevance to functioning of photosynthetic machinery and the whole process of photosynthesis.
The influence of selected abiotic factors on chlorophyll fluorescence is described, focusing on the photosynthetic ac-
tive radiation, temperature, drought, soil salinity, mineral deficiencies, and heavy metals. The paper presents also
some of unusual applications of chlorophyll fluorescence measurements, such as testing of fruit maturity, seed
vigor, or monitoring of aquatic ecosystems. In the summary, we highlight that measurements of chlorophyll fluores-
cence provide an universal tool for a quick evaluation and analysis of the effects of various unfavorable environ-
mental conditions on the efficiency of photosynthesis.



