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FLUORESCENCJA CHLOROFILU a - HISTORIA ODKRYCIA I
ZASTOSOWANIE W BADANIACH ROSLIN

WSTEP

Rosliny, glony, sinice oraz niektére or-
ganizmy Dbakteryjne wykorzystuja Swiatto
o dlugosciach fali od 400 do 700 nm na-
zywane promieniowaniem fotosyntetycz-
nie czynnym (ang. photosynthetically acti-
ve radiation, PAR). Energia sloneczna jest
silta napedowa fotosyntezy, podstawowego
procesu biochemicznego. Proces ten u or-
ganizmoéw eukariotycznych zachodzi gléwnie
w zielonych tkankach lisci, w chloropla-
stach. Wnetrze organellum zajmuje stroma
wypelniona tylakoidami tworzonymi przez
wewnetrzna blone chloroplastu. Cecha cha-
rakterystyczna blon transformujacych ener-
gie Swietlna jest obecnos¢ kompleksow bial-
kowo-barwnikowych absorbujacych glownie
Swiatlo niebieskie i czerwone. Znanych jest
wiele odmian chlorofilu i bakteriochlorofilu,
z ktorych tylko dwie pelnia kluczowa role
w procesie fotosyntezy. Wszystkie organizmy
zdolne do fotosyntezy oksygenicznej zawiera-
ja zawsze chlorofil a. W chloroplastach ro-
§lin wyzszych wystepuje ponadto chlorofil
b, stanowiacy okolo 30% iloSci chlorofilu a
(STRzAEKA 2012). Czasteczka chlorofilu zbu-
dowana jest z pierscieni feoporfiryny oraz
reszty fitolu dolaczonej wiazaniem estrowym
do reszty kwasu propionowego. Uklad wia-
zan sprzezonych pierscieni pirolowych odpo-
wiada za zdolno$S¢ absorpcji promieniowania
Swietlnego. Uwaza sig, ze centralnie ulozony

atom magnezu w pierscieniu porfirynowym
uczestniczy w agregacji czasteczek chlorofilu.
Funkcja tancucha fitolu jest zakotwiczenie
i zapewnienie odpowiedniej orientacji prze-
strzennej czasteczki barwnika w btlonie ty-
lakoidu, ktora jest miejscem przebiegu fazy
Swietlnej fotosyntezy roslin eukariotycznych
oraz sinic. Zawiera ona dwa kompleksy biat-
kowo-barwnikowe nazywane fotosystemem
I (PSI) oraz fotosystemem II (PSII), a takze
kompleks cytochromowy b,f (Cyt) i synta-
ze ATP. Oba fotouklady réznig sie budowa,

zawartoscia barwnikoéw asymilacyjnych,
biatek, lipidow oraz wlasciwosciami
spektralnymi. Glownym zadaniem foto-

systemow jest absorpcja energii sSwietlnej
przez czasteczki barwnikéw asymilacyjnych.
Energia wzbudzenia czasteczek chlorofilu
wchodzacego w sklad centrum reakcji foto-
chemicznej (ang. reaction center, RC) PSII
pochodzi z bezposredniego pochloniecia fo-
tonow przez RC, badz czesciej, z transferu
energii wzbudzenia czasteczek barwniko-
wych systemow antenowych PSII (chlorofile,
karotenoidy) (GOVINDJEE 2004). Wydajnosé
przekazywania energii wzbudzenia pomiedzy
czasteczkami chlorofilu wynosi okoto 100%,
natomiast miedzy czasteczkami chlorofilu i
karotenoidow jest nizsza (patrz KALAJI 2011).
Rosliny wyksztalcilty anteny wewnetrzne,
tworzace kompleksy z centrum reakcji foto-
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ukladéw, oraz zewnetrzne kompleksy ante-
nowe. Anteny zewnetrzne zbierajace energie
Swietlng to LHCII i LHCI (ang. light harve-
sting complex), otaczajace odpowiednio PSII
oraz PSI (KOURIL i wspétaut. 2005). Energia
Swietlna po zaabsorbowaniu przez czasteczki
chlorofilu a kompleksu antenowego jest wie-
lokrotnie transformowana przed zamiana na
energie chemiczna.

Emisje promieniowania $wietlnego czaste-
czek chemicznych mozna wywola¢ m.in. me-
chanicznie (tryboluminescencja) i chemicz-
nie (chemiluminescencja). Fotoluminescen-
cja, czyli Swiecenie wywolane promieniowa-
niem Swietlnym, dzielona jest ze wzgledu na
czas istnienia zjawiska na fluorescencje (do
10®s) oraz fosforescencje (powyzej 107%s).
Fluorescencja chlorofilu a powstaje podczas
powrotu elektronéw czasteczki barwnika,
wzbudzonych przez fotony swiatla, do po-
ziomu podstawowego. Dochodzi do przejscia
elektronéw z wyzszego poziomu energetycz-
nego na nizszy z utrata energii w postaci
promieniowania $wietlnego (Ryc. 1) (ROSE-
NQVIST i VAN KOOTEN 2003).

Wartos¢ fluorescencji chlorofilu a jest
bardzo niska, nie przekracza 2% catkowi-
tego Swiatla zaabsorbowanego przez rosline
(MAXWELL i JOHNSON 2000). Badanie in vivo
fluorescencji chlorofilu a jest szeroko rozpo-
wszechniona metoda analizy wydajnosci foto-
syntetycznej fotoukladu II roslin poddanych
dzialaniu abiotycznych i biotycznych czynni-
kow stresowych. Dzieki miniaturyzacji narze-
dzi pomiarowych, fluorymetréow, mozliwe jest
wykonywanie pomiaréw w warunkach labo-
ratoryjnych i polowych. Analiza fluorescen-
cji chlorofilu a moze byc¢ bardzo szybkim i
precyzyjnym indykatorem nieprawidlowosci
w funkcjonowaniu aparatu fotosyntetyczne-
g0, szczegblnie w polaczeniu z innymi niein-
wazyjnymi metodami pomiarowymi, np. wy-
miany gazowej, zawartosSci barwnikow asy-
milacyjnych, temperatury lisci, przewodnosci
szparkowej lisci.

HISTORIA ODKRYCIA FENOMENU

FLUORESCENCJI
Zjawisko fotoluminescencji jest znane
od kilku wiekow. Nicolas Monardes, hisz-

panski lekarz i botanik, w 1565 r. jako
pierwszy zauwazyl zjawisko luminescencji
diuretyku Lignum nephriticum. Lek byl bi-
chromatycznym, wodnym ekstraktem drzewa
tropikalnego Pterocarpus indicus, ktéry po
oswietleniu przybieral barwe zotta, odbijajac
niebieski refleks sSwietlny (patrz GOVINDJEE
2004). L. nephriticum badalo wielu naukow-
cow, m.in. Robert Boyle’a, brytyjski che-
mik i fizyk, ktory w 1664 r. zauwazyl zanik
specyficznej barwy po dodaniu do roztworu

kwasu; fenomen fluorescencji nie byt jesz-
cze rozumiany. Vincenzo Casciarolo, bolon-
ski szewc, w 1603 r. odkryl mineral, ktory
po ogrzaniu emitowal purpurowo-niebieskie
Swiatlo. Kamien Bolonski zainteresowat Ga-
lileo Galilei, twoérce podstaw wspodlczesne;j
fizyki, ktéry w 1612 r. opisal obserwowa-
na emisje Swiatla jako znang wspolczesnie
fosforescencje (patrz AL-RAWASHDEH 2012).
Francuscy chemicy, Pierre Joseph Pelletier i
Joseph Bienaimé Caventou, w 1817 r. na-
zwali chlorofilem zielony ekstrakt alkoholowy
lisci (patrz KRASNOVSKY 2003). Po raz pierw-
szy nieSwiadomie zjawisko luminescencji
chlorofilu zaobserwowat szkocki fizyk David
Brewster. Naukowiec w 1834 r. odkryl ja-
skrawo czerwone zabarwienie alkoholowego
ekstraktu lisci laurowych (Laurus nobilis) w
trakcie oswietlania go wiazka intensywnego
Swiatla slonecznego (patrz GOVINDJEE 2004).
Profesor matematyki Uniwersytetu w Cam-
bridge, George Gabriel Stokes, w 1852 r.
dokonal przetomowego odkrycia. Naukowiec
w oparciu o badania Henriego Becquerela
z 1842 r., francuskiego fizyka, nad lumine-
scencja siarczanu wapnia w Swietle ultra-
fioletowym, oraz Johna Fredericka Williama
Hershela z 1845 r., angielskiego fizyka i
chemika, nad fluorescencja siarczanu chi-
niny, skonstruowal ukltad, ktérego zrodiem
Swiatla byly promienie stoneczne przenikaja-
ce przez fioletowa szybe, butelke z roztwo-
rem bezbarwnej chininy i lampke do wina
z zoltego szkla. Stokes zauwazyl zmiane za-
barwienia transparentnej chininy na niebie-
sko pod wplywem promieni ultrafioletowych.
Zjawisko to Stokes nazwal po raz pierwszy
fluorescencja bedaca wynikiem przesuniecia
widma emisyjnego wzgledem widma absorp-
cji w strone fal dluzszych (przesuniecie Sto-
kesa). Prawdopodobnie, takze jako pierwszy
zaobserwowal fluorescencje fikobilin i chlo-
rofilu a u alg czerwonych (patrz GOVINDJEE
1995). W 1864 r. Stokes zasugerowal, aby
fluorescencja byla narzedziem analitycznym.
Niemiecki naukowiec Miuller w 1874 r. za-
uwazyl nizsza intensywno§é fluorescencji
chlorofilu w lisSciach niz w jego ekstraktach.
KAUTSKY i HIRSCH w 1931 r. stwierdzili, ze
w czasie kilku minut po oswietleniu préby,
sygnatl fluorescencji chlorofilu szybko osia-
ga maksimum, nastepnie ulega obnizeniu
do osiagniecia stanu rownowagi (indukcja
krzywej fluorescencji). Wybitny polski fizyk
JABLONSKI (1933) opublikowal na lamach
,2Nature” schemat wewnatrzczasteczkowych
procesow redystrybucji i dyspersji energii
wzbudzenia czasteczki chemicznej po ab-
sorpcji energii fotonu (m.in. fluorescencja,
fosforescencja). W latach 60-70. XX w. na-
stapil intensywny rozwé6j badan fluorescencji
chlorofilu a. W 1986 r. zbudowano pierwszy
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Ryc. 1. Model wykorzystania energii zaabsorbowanej przez fotosystem

II. (wg ROSENQVIST i KOOTEN 2003, zmieniona)

fluorymetr wykonujacy pomiary w technolo-
gii PAM (ang. pulse-amplitude modulation)
(patrz SCHREIBER 2004). BJORKMAN i DEMMIG
w 1987 r. wykazali, ze stosunek wartosci
F /F_ charakteryzuje wydajnosc z jaka PSII
absorbuje energie Swietlna. Obecnie, techni-
ka pomiaru fluorescencji chlorofilu a, dzieki
miniaturyzacji fluorymetréw oraz wzrostowi
ich dokladnosci, znajduje coraz szersze za-
stosowanie praktyczne.

FLUORESCENCJA CHLOROFILU a

Czasteczki chlorofilu absorbuja swiatlo
widzialne o dtugosciach fal odpowiadajacych
barwie niebieskiej i czerwonej; fluorescencja
chlorofilu nastepuje tylko w widmie Swiatla
czerwonego (Ryc. 1). Liscie w warunkach fi-
zjologicznych emituja sygnat fluorescencji, z
ktorej 90% pochodzi z czasteczek chlorofilu
a fotouktadu II (GITELSON i wspoétaut. 1998).
Energia wzbudzenia czasteczek chlorofilu
b jest szybko i wydajnie przekazywana do
chlorofilu a skutkujac brakiem emisji flu-
orescencji (PAPAGEORGIOU 1975). Fluorescen-
cja fotoukladu I w temperaturze pokojowej
najczesciej nie jest uwzgledniana (GOVINDJEE
2004). W 2013 r. zaproponowano sposob
skorygowania pomiaréw fluorescencji w tem-
peraturze pokojowej z wykorzystaniem flu-
orescencji PSI (PFUNDEL i wspoélaut. 2013).

Energia Swietlna zaabsorbowana przez
czasteczki chlorofilu a jest gtéwnie wykorzy-
stana w czasie proceséw fotochemicznych
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barwnikowych  (Ryc. 1)
(MAXWELL i JOHNSON 2000,
GOVINDJEE ~ 2004).  Trzy
pierwsze procesy konku-
ruja ze soba, tzn. wzrost
wartosci jednego z nich
skutkuje spadkiem dwoch
pozostalych  (MAXWELL i
JOHNSON 2000).

Oswietlone ciagla wiaz-
ka swiatla, zaadaptowane
do ciemnosci liScie badz
zawiesiny komorek roslin
wyzszych, glonow i sinic
wykazuja charakterystycz-
na zmiane intensywnosci
emisji fluorescencji chlo-
rofilu a nazywang induk-
cja fluorescencji (STIRBET i
GOVINDJEE 2011). Rosliny
wyzsze oraz glony charak-
teryzuja sie szybka (od us
do 1 s) i wolna (od sekund do kilkudziesie-
ciu minut) faza indukcji fluorescencji chlo-
rofilu a (Ryc. 2) (PAPAGEORGIOU i GOVINDJEE
2011). Sygnal fluorescencji jest wprost pro-
porcjonalny do intensywnosci swiatla wzbu-
dzenia czasteczek chlorofilu (STRASSER i
wspoétaut. 2000).

Fluorescencja chlorofilu a w temperatu-
rze pokojowej jest badana gléwnie dwiema
metodami: przy uzyciu pojedynczego impul-
su intensywnego $wiatla wysycajacego (test
OJIP) badz wykorzystujac wielokrotne im-
pulsy stabego swiatla modulowanego o du-
zej czestotliwosci oraz dodatkowe zrodia
Swiatta aktynicznego, wysycajacego i dale-
kiej czerwieni (SCHREIBER i wspdlaut. 1986,
STRASSER i GOVINDJEE 1991). Inne, znacznie
rzadziej stosowane techniki, tj. P&P (ang.
pump and probe), PDP (ang. pump during
probe), FRRF (ang. fast repetition rate), FIRe
(ang. fluorescence induction and relaxation),
umozliwiajg m.in. badanie fitoplanktonu i
glonéw zyjacych w symbiozie z koralowcami
(ROTTGERS 2007, ZHAO i YU 2014).

Fotosynteza

<

y

/]

FLUORESCENCJA SZYBKA (TEST OJIP)

Analiza krzywej indukcji OJIP umozliwia
zrozumienie zaleznosci pomiedzy struktu-
ra i funkcjg aparatu fotosyntetycznego oraz
oszacowanie witalnosci roslin (STRASSER i
wspotaut. 2000, 2004). Test OJIP polega na
pomiarze serii sygnaléw fluorescencji chloro-
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Ryc. 2. Krzywa indukgcji fluorescencji: a) szybkiej,
vum L.). Opis oznaczen w Tabeli 1.

filu w krétkich odstepach czasowych tworza-
cych krzywa w logarytmicznej funkcji czasu
o charakterystycznych punktach przegiecia
oznaczonych literami O, J, I, P (Ryc. 2a).
Pod wplywem stresu, np. wysokiej tempera-
tury, wysokiego natezenia Swiatla czy defi-
cytu azotu, dochodzi do zaburzen w obrebie
PSII i zahamowania transportu elektronéw
pomiedzy kompleksem uwalniajacym tlen
(ang. oxygen evolving complex, OEC) a ty-
rozyna (STRASSER i wspoélaut. 2004). W wy-
niku nieprawidlowosci, w czasie 200-300 us,
powstaje dodatkowe, lokalne maksimum na
krzywej szybkiej indukcji fluorescencji chlo-
rofilu a PSII, nazywane punktem K (patrz
Karagr 2011). Charakterystyczny fragment
krzywej indukcji obserwowany jest rowniez
u roslin rosnacych naturalnie w suchym i
goracym Srodowisku, np. Cycus revoluta,
Permelia sp., Juniperus sp. (SRIVASTAVA i
STRASSER 1997).

Test OJIP jest oparty glownie o tezy DuUY-
SENSA i SWEERSA (1963). Autorzy stwierdzi-
li, ze zrodlem fluorescencji chlorofilu a jest
fotosystem II. Hipoteza badaczy zakladata
otwarcie centrow reakcji PSII (pelne utlenie-
nie puli Q,) proby fotosyntetycznej zaadap-
towanej do ciemnosci powodujgace minimal-
ny sygnal fluorescencji w punkcie O, oraz
zamkniecia centrow reakcji PSII (pelna re-
dukcja puli Q,) po oswietleniu proby inten-
sywna i wysycajaca wiazka Swiatla skutku-
jace maksymalnym sygnalem fluorescencji w
punkcie P. Wzrost intensywnosci fluorescen-
cji od punktu O do P jest na tyle szybki,
ze nie powoduje istotnych zmian fizjologicz-
nych aparatu fotosyntetycznego (STIRBET i
GOVINDJEE 2011). Udowodniono, ze dla préb
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b) modulowanej liSci pszenicy ozimej (Triticum aesti-

adaptowanych do ciemnosci badz poddanych
stresowi wysokiej temperatury strumien fo-
tonéw zaabsorbowany przez PSII nie zawsze
w pelni redukuje pule Q, (TOTH i wspotaut.
2007, SCHANSKER i wspotaut. 2008). Uwaza
sie, ze niski i staly sygnal fluorescencji chlo-
rofilu a pochodzacy z PSI w temperaturze
pokojowej roslin moze by¢ pomijany (STIRBET
i GOVINDJEE 2011). Wszystkie jednostki PSII
sa homogeniczne i aktywne fotochemicznie;
wyjatek stanowia tzw. ciche centra reakcji
pojawiajace sie pod wplywem krotkotrwalego
oswietlenia probki badz pod wplywem stre-
sow abiotycznych, np. wysokiej temperatury
(TSIMILLI-MICHAEL i wspétaut. 1998). Pomimo
ze catkowity sygnal fluorescencji pochodzi
z kompleksu antenowego PSII, organizacja
czasteczek barwnikowych i funkcja barwni-
kéw towarzyszacych (np. chlorofil b, karo-
tenoidy, fikobiliny) sa ignorowane (STIRBET
i GOVINDJEE 2011). Wykazano, ze (poza wy-
jatkami) centra reakcji PSII sg niezalezne i
niepolgczone ze soba (PAILLOTIN 1976, STRAS-
SER 1978, JoLIOT i JoLioT 2003). Ponadto,
istnieja metody obliczeniowe weryfikujace
niezalezno§¢ centréw reakcji PSII (STIRBET i
wspoétaut. 1998). Calkowity strumien foto-
now zaabsorbowany przez czasteczki barw-
nikowe systemu antenowego PSII (ABS) ule-
ga czesSciowemu rozproszeniu (DI) w posta-
ci ciepta i fluorescencji (F), pozostala czesc
energii Swietlnej uwieziona w centrach reak-
cji PSII (TR) redukuje calg pule akceptora
elektronow Q, do Q Af prowadzac do induk-
cji tancucha transportu elektronéw (ET) z
Q, do Qg (ET,) oraz dalej do akceptorow PSI
(RE,) (Ryc. 3) (TSIMILLI-MICHAEL i wspotaut.
1998, STRASSER i wspoétaut. 2010). Wykaza-
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Ryc. 3. Schemat fotosyntetycznego tancucha transportu elektronow z uwzglednieniem wybranych para-

metréw fluorescencji chlorofilu a.

ABS - absorpcja fotonéw przez czasteczki chlorofilu PSII, DI - rozproszenie zaabsorbowanej energii w postaci flu-
orescencji (F) oraz promieniowania cieplnego (C), energia uwieziona przez centra aktywne PSII (TR) wykorzystana do
procesu separacji fadunku (formowania P680* PheQ,), ET - przeplyw odseparowanych od czasteczki wody elektro-
néw do ferrodoksyny (Fd) badz ewentualnie NADP*, Cyt b f — kompleks cytochromu b.f, Q, — plastochinon B, PQ
— plastocyjanina. (Zmodyfikowane wg STIRBET i GOVINDJEE 2011).

no, ze podczas wzrostu sygnatu fluorescencji
do punktu J (okoto 2 ms) Q, redukowany
jest tylko jednokrotnie, nie moze by¢ ponow-
nie utleniony (STRASSER i STRASSER 1995).

Procesy fotosyntezy i fluorescencji sa ze
soba Scisle powiazane. Krzywa indukcji szyb-
kiej fluorescencji chlorofilu a sklada sie z
trzech podstawowych faz: O-J odzwierciedla-
jacej redukcje plastochinonu Q, na akcepto-
rowej stronie PSII, J-1 zwiazanej z redukcjg
przenosnikow elektronow (Q,, PQ, Cyt, PC)
oraz I-P obrazujacej redukcje przenosnikow
elektronéw na akceptorowej stronie PSI (ak-
ceptorow posrednich, Fd i NADP) (KALAJI
2011). Charakterystyczne odcinki krzywej
szybkiej indukcji chlorofilu a wyznaczone sg
etapami: J, przejscie czasteczek PQ ze sta-
nu zredukowanego w stan utleniony; I, po-
nowne utlenienie PQH, przez Cyt; P, inakty-
wacja reduktazy ferredoksyny NADP+ (FNR)
(KaLagi 2011). Intensywne oSwietlenie proby
prowadzi do powstania fazy fotochemiczne;j
(okoto 2 ms) obserwowanej jako charaktery-
styczny odcinek krzywej fluorescencji pomie-
dzy punktami O i J. Kolejne odcinki krzy-
wej, J-I oraz I-P, odpowiadaja fazie zaleznej
od temperatury (zwlaszcza fragment krzywej
I-P) (Ryc. 2a).

Test OJIP jest bardzo czuly na stres po-
wodowany zmiang czynnikéw $rodowisko-
wych t.j.: intensywno$¢ oswietlenia, tem-
peratura otoczenia, susza, poziom ozonu
oraz CO, w powietrzu (STRASSER i wspotaut.
2004).

Wiekszos¢ komercyjnie dostepnych flu-
orymetrow, po oswietleniu préby adaptowa-
nej do ciemnosci ciaglym impulsem Swiatla,

rejestruje z duza dokladnoscia zmiany in-
tensywnosci fluorescencji chlorofilu a. Przy-
kladem urzadzenia wykonujgacego pomiary
w tej technice jest PocketPEA (Hansatech).
Aparat rejestruje intensywnos¢ fluorescencji
w odstepach co 10 us do 300 us, nastepnie
z mniejsza czestotliwoscia, gléwne pomiary
wykonuje po 50 ps, 100 ps, 300 ps, 2 ms,
30 ms oraz 1 s od oswietlenia proby. Ana-
liza krzywej szybkiej indukcji fluorescencji
chlorofilu a dostarcza wielu informacji (Ta-
bela 1), z ktoérych najczesciej uzywane to:
(i) podstawowe wskazniki fluorescencji, (ii)
wydajnosci kwantowe/prawdopodobienstwa/
indeksy wydajnosci, (iiij oszacowanie prze-
plywu energii przez PSII w przeliczeniu na
centrum reakcji (CR) lub powierzchnie proby
(CS).

FLUORESCENCJA MODULOWANA

Fluorescencja modulowana (PAM) jest
jedna z technik pomiaru luminescencji chlo-
rofilu a. Fluorymetry wykorzystujace te me-
tode emituja na powierzchnie probki foto-
syntetycznej modulowane impulsy $Swiatla
(wlaczane 1 wytaczane z duza czestotliwo-
Scig), jednoczesSnie rejestrujac sygnat fluore-
scencji wzbudzonych czasteczek chlorofilu a
w PSII. Zastosowane rozwigzanie techniczne
umozliwia rejestrowanie sygnatu fluorescen-
cji z ominieciem zaklécen Swietlnych po-
chodzacych z otoczenia (BLANKENSHIP 2014).
Dzieki uzyciu modulacji nie ma konieczno-
Sci adaptowania préb do ciemnosci, pomiary
mozna wykonywa¢ w warunkach polowych
w pelnym sSwietle slonecznym. Aparaty wy-
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Tabela 1. Rodzaje zrodel oswietlenia proby oraz parametry fluorescencji szybkiej i modulowanej chlo-

rofilu a.
Typ uzytego zrodla Swiatla DIo/ABS - maksymalna wydajnos¢ kwantowa niefotochemicznego
ML - $wiatlo modulowane wygaszania fluorescencjt
AL - $wiatlo aktyniczne PlaBs - wskazmik wydajnos$ci obliczony na podstawie absorpcji
FR - $wiatlo dalekiej czerwieni energit
SP - impuls §wiatla wysycajacego Sm - mormalizowana powierzchnia catkowita nad wykresem

Podstawowe wskazniki fluorescencji chlorofilu a

Fo - fluorescencja minimalna proby adaptowanej do ciemnosci

Fo' - fluorescencja minimalna proby adaptowanej do $wiatta

Fm - fluorescencja maksymalna proby adaptowanej do ciemmnos$ci

Fm' - fluorescencja maksymalna proby adaptowanej do $wiatta

Fv - fluorescencja zmienna proby adaptowanej do ciemnosci

2% - fluorescencja zmienna proby adaptowanej do §wiatla

Fs - fluorescecnja stala proby adaptowanej do $wiatta

Area - powierzchnia calkowita nad wykresem szybkiej indukeji
fluorescencji

O,J,LP - charakterystyczne punkty przegi¢cia krzywej indukeji

fluorescenyji szybkiej,

Wydajnosci kwantowe / prawdopodobiens twa/ indeksy wydajnos ci
Fv/Fm - maksymalna wydajnos¢ kwantowa proby adaptowanej do

ciemnosci

TRo/ABS - maksymlana wydajnos¢ kwantowa procesu zatrzymywania
fotonu (redukujgcego Qa) w centrumreakcji PSII

ETo/ABS - maksymalna wydajno$¢ kwantowa transportu elektronéw

RE)/ABS - wydajnos¢ kwantowa redukcji akceptorow elektronow PSI

ETo/TR0 - prawdopodobienistwo wljczenia fotonu zatrzymanego
(redukujgcego Qa) w centrumreakcji PSII do tancucha
transportu elektronow

RE/TR - prawdopodobienstwo transportu elektronu do akceptorow

RE/ETo -

prawdopodobienstwo przeniesienia elektronu ze
zredukowanego akceptora miedzysystemowego na akceptor
koncowy PSI

szybkiej indukeji fluorescencji

Oszacowanie przeplywu energii w przeliczeniu na centrum reakcji (RC)

ABS/RC - przeplyw strumienia fotonéw zaabsorbowanego przez
czgsteczki chlorofilu anten PSII w przeliczeniu na RC

TRo/RC - przeplyw fotonoéw zatrzymanych (redukujacych Qa) w PSII w
przeliczeniu na RC

ETo/RC - przeplyw elektronow za Qa w przeliczeniu na RC

RE)/RC - przeplyw elektronow redukujacych akeeptory PSI w

przeliczeniu na RC

Oszacowanie przeplywu energii wprzeliczeniu na wzbudzona powierzchnie
probki (CS) fotos yntetycznie czynnej

ABS/CS - przeplyw strumienia fotonow zaabsorbowanego przez
czasteczki chlorofilu anten PSII w przeliczeniu na CS

TRo/CS - przeplyw fotonow zatrzymanych (redukujacych Qa) w PSTT w
przeliczeniu na CS

ETo/CS - przeplyw elektronow zaQa w przeliczeniu na CS

RE)/CS - przeplyw elektronow redukujacych akceptory PSI w

przeliczeniu na CS

Parametry fluores cencji modulowanej

NPQ - niefotochemiczne wygaszanie fluorescencji

qP - fotochemiczne wygaszanie fluorescencji

®psu - aktualna wydajno$¢ kwantowa PSII

AF/Fm’ - efektywna wydajno$¢ kwantowa procesow fotochemicznych
EIR - wspblezynnik transportu elektronow

korzystujace technike fluorescencji modulo-
wanej, np. PAM-2500 (Walz), posiadaja moz-
liwos¢ zaprogramowania sekwencji wlaczania
i wylaczania swiatla (i) aktynicznego (AL),
uruchamiajgcego lancuch transportu elek-
tronéw; (ii) wysycajacego (SP), zamykajacego
centra reakcji; (iii) dalekiej czerwieni (FR),
utleniajacego pule Q, zwiazanego z PSII oraz
preferencyjnie wzbudzajacego PSI (Tabela 1).
Badanie jednej proby fotosyntetycznej z wy-
korzystaniem metody fluorescencji modulo-
wanej moze trwaé¢ nawet kilkadziesiat mi-
nut. Po oswietleniu, np. powierzchni liscia
zaadaptowanego do ciemnosci, stopniowo
dochodzi do zamykania centrow reakcji PSII
wywolujac maksymalny sygnal fluorescenc;ji.
W czasie kilku minut od osiagniecia F_ ob-
serwuje sie¢ stopniowe obnizenie intensywno-
§ci fluorescencji. Zjawisko tlumaczone jest
dwojako: wzrostem intensywnosci transportu
elektronéw poza PSII prowadzacym do akty-
wacji enzymow zwiazanych z metabolizmem
wegla (wygaszanie fotochemiczne) oraz roz-
proszeniem zgromadzonej energii w postaci
ciepla (NPQ, wygaszanie niefotochemiczne)
(MAXWELL i JOHNSON 2000). Oba procesy ze
soba konkuruja.

Pomiar fluorescencji modulowanej chlo-
rofilu a préby adaptowanej do ciemnosci
najczesciej przebiega zgodnie ze schematem:
(i) uruchomienie slabego zrodila swiatla mo-
dulowanego (okoto 0,1 pmol m=2 s7!), pomiar
F, (ii) wiaczenie pojedynczego impulsu Swia-
tta wysycajacego (np. 3000 umoli fotonow
m™? s7'), pomiar F_, (iii) powrét sygnalu flu-
orescencji do wartosci minimalnej, wlaczane
Swiatla aktynicznego (np. 150 umoli fotonéw
m2 s7!) uruchamiajgcego procesy fotoche-
miczne, (iv) osiagnieciu stanu rownowagi
sygnatu fluorescencji (F), wlaczenie poje-
dynczego impulsu Swiatla wysycajacego (np.
3000 pmoli fotonéw m™ s’'), pomiar F_’, (V)
powr6t sygnalu fluorescencji do poziomu F,,
wylaczenie Swiatla aktynicznego, wlaczenie
dalekiej czerwieni i pomiar F’ (Ryc. 2b).

Rosliny zaadaptowane do ciemnos$ci wy-
kazuja maksymalnag warto§¢ wygaszania fo-
tochemicznego i minimalng wygaszania nie-
fotochemicznego (SCHREIBER 2004). Préba
zaadaptowana do ciemnosci, po wzbudzeniu
slabymi impulsami $wiatla modulowanego
niewzbudzajacymi istotnie centrow reakcji
PSII, wykazuje niski poziom fluorescencji (F,)
(BLANKENSHIP 2014). Rola impulsu Swiatla
wysycajacego w obecnosci Swiatla aktynicz-
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nego jest pomiar fluorescencji maksymalnej
proby przystosowanej do swiatla (F ), ktorej
wartosc jest nizsza niz proby przystosowane;j
do ciemnosci. Obserwowana prawidlowosc¢
nie Swiadczy o roznicy w ilosci Q,’, poniewaz
w obu przypadkach impuls swiatla wysyca-
jacego w pelni redukuje pule Q,. Obnizo-
na wartoS¢ F, swiadczy o wiekszym udziale
procesow fotochemicznych konkurujacych o
wykorzystanie energii wzbudzenia centréw
reakcji PSII (BLANKENSHIP 2014). Zastosowa-
nie Swiatla dalekiej czerwieni selektywnie
wzbudzajacego fotosystem I wzgledem foto-
systemu II, usuwa ladunek ujemny z akcep-
torow elektronow w PSII. Daleka czerwien
skutecznie otwiera centra reakcji umozli-
wiajac okreslenie parametru F’, ale niestety
doprowadza réwniez do nieprawidlowosci w
procesie wygaszania niefotochemicznego (BA-
KER i ROSENQVIST 2004). Zmiany intensyw-
nosci wolnej fluorescencji chlorofilu a moga
by¢ skutkiem zaburzen wykorzystania ener-
gii fotochemicznej, niefotochemicznego roz-
proszenia energii oraz nieprawidlowosciami
dystrybucji energii pomiedzy fotosystemami
(SCHREIBER 2004).

Istnieje kilka parametréow charakteryzu-
jacych proces wygaszania fotochemicznego,
z ktorych najczesciej uzywane to: @, , gP,
F /F_ (Tabela 1). Maksymalna wydajnosc
kwantowa fotouktadu II (&,) mierzy pro-
porcje zaabsorbowanego Swiatla przez cza-
steczki chlorofilu PSII wykorzystana w czasie
procesow fotochemicznych (oszacowuje foto-
synteze) (GENTY i wspotaut. 1989). Badania
laboratoryjne dowodza, zZe istnieje silna za-
leznos¢ pomiedzy @D,y i zdolnoscia proby fo-
tosyntetycznej do wiazania CO,, jednak nie
jest ona spelniona dla badan w warunkach
stresowych z powodu zmian, np. w pseu-
docyklicznym transporcie elektronow (FRy-
ER i wspétaut. 1998). Kolejnym parametrem
wygaszania fotochemicznego jest gP, ktory
oszacowuje proporcje otwartych centréow re-
akcji PSII (SCHREIBER i wspolaut. 1986). Naj-
powszechniej stosowanym parametrem jest
F /F_ charakteryzujacy maksymalng wydaj-
nos¢ kwantowa PSII, ktora u wiekszosci ro-
§lin wyzszych w warunkach fizjologicznych
przyjmuje wartosci od 0,78 do 0,84 (BJORK-
MAN i DEMMIG 1987). Istnieje zaleznoS¢ po-
miedzy parametrami okreslajacymi wyga-
szanie fotochemiczne opisana réwnaniem
F/F_ = &, /qP (GENTY i wspotaut. 1989).

Parametrem  okreslajacym  wygaszanie
niefotochemiczne jest NPQ (BILGER i BJORK-
MAN 1990). Wskaznik najczeSciej przyjmuje
wartosci od 0,5 do 3,5 i jest Scisle powia-
zany z rozproszeniem cieplnym (MAXWELL i
JOHNSON 2000). NPQ oblicza sie wykorzystu-
jac wartosci fluorescencji maksymalnej proby
fotosyntetycznej przystosowanej do ciemnosci

(F) i do swiatla (F_’). Bezposrednie porow-
nywanie NPQ, np. pomiedzy liS¢mi roslin ro-
snacymi w roznych warunkach srodowiska
badz lisémi réznych gatunkéw, moze prowa-
dzi¢ do niejednoznacznych wnioskow. Uwaza
sie, ze jezeli wartos¢ F, /F_ roslin zaadap-
towanych do ciemnosci jest znaczaco rézna
nie powinno sie wykonywac¢ bezposrednich
porownan NPQ (MAXWELL i JOHNSON 2000).

OBRAZOWANIE FLUORESCENCJI

Jedna z metod badania fluorescencji
chlorofilu a jest jej obrazowanie (ang. chlo-
rophyll fluorescence imaging, CFI) z wyko-
rzystaniem zaawansowanych technik emis;ji
Swiatla, detekcji obrazu oraz przetwarzania
danych. Systemy CFI umozliwiaja obserwo-
wanie fluorescencji na poziomie komoérek w
wysokiej rozdzielczosci, liscia/rosliny w ni-
skiej rozdzielczosci, a takze po6l uprawnych
z wykorzystaniem zdalnych detektorow (GOR-
BE i CALATAYUD 2012). Metoda jest uzywana
glownie do badania zmian fluorescencji w
catych lisciach, ktérych nie mozna zaobser-
wowac opierajac sie wyltacznie o techniki te-
stu OJIP lub PAM. BARBAGALLO i wspobtaut.
(2003) zaprezentowali sposéb wykorzystania
techniki CFI do szybkiego i wydajnego ob-
razowania fluorescencji siewek Arabidopsis
oraz Agrostis tenuis na plytce do mikrote-
stow. OsSwietlenie proby promieniowaniem
widzialnym lub UV przez: pulsujaca wiazke
lasera, pulsujacym oswietleniu konwencjo-
nalnym lub diodami LED, powoduje wzbu-
dzenie czasteczek chlorofilu, ktére jest re-
jestrowane na matrycy CCD urzadzenia
(CHAERLE i VAN DER STRAETEN 2001). Me-
toda CFI pozwala na jednoczesne rejestro-
wanie fluorescencji w czterech zakresach
spektralnych (maksimum badz wartosci bli-
skie maksimum widma emisyjnego): niebie-
skim (440 nm), zielonym (520 nm), czerwo-
nym (690 nm) oraz dalekiej czerwieni (740
nm) (BUSCHMANN i wspétaut. 2009). Zrédtem
fluorescencji barwy (i) zielono-niebieskiej sa
kwasy cynamonowe (najczesciej kwas ferulo-
wy obecny w Scianie komorkowej), (i) barwy
zielonej kwercytyna, berberyna oraz w pew-
nych przypadkach ryboflawina i zredukowa-
ny fillochinon K, (H,), a (i) barwy czerwonej
i dalekiej czerwieni czasteczki chlorofilu a
systemu antenowego PSII chloroplastow ko-
morek mezofilowych (BUSCHMANN i wspoétaut.
2000). Fluorescencja dalekiej czerwieni w
temperaturze pokojowej pochodzi szczatkowo
z chlorofilu a zwiazanego w PSI (BUSCHMANN
i wspoélaut. 2009). Obrazowanie fluorescen-
cji przekroju poprzecznego lisScia uwidacznia
niejednorodna fotoluminescencje jego wne-
trza. Sciany komoérkowe obecne w warstwie
epidermy wywoluja silny sygnal fluorescencji
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niebieskiej i zielonej. Chlorofile i karotenoidy
nie sg obecne w komoérkach epidermy, z wy-
jatkiem aparatow szparkowych. Miekisz pali-
sadowy i gabczasty sa zrodlem fluorescencji
czerwonej i dalekiej czerwieni, sygnal niebie-
sko-zielonej fluorescencji scian komoérkowych
tych tkanek jest bardzo niski (BUSCHMANN i
wspolaut. 2000). Zmiany emisji fluorescencji
lub jej proporcji (np. niebieskiej/czerwonej)
moga by¢ wskaznikami stresu roslin badz
oszacowaniem zawartosci chlorofilu (BUSsCH-
MANN i LICHTENTHALER 1998). Obrazowanie
fluorescencji pozwala na pomiar paramen-
tow wygaszania fotochemicznego i niefoto-
chemicznego w obecnosci Swiatla aktynicz-
nego (GORBE i CALATAYUD 2012)

ZASTOSOWANIE POMIARU
FLUORESCENCJI CHLOROFILU a W
BADANIACH STRESU ROSLIN

Fluorescencja chlorofilu a in vivo jest po-
wszechnie uzywana metoda badania wplywu
stresowych czynnikéw abiotycznych (promie-
niowanie, chtod, wysoka temperatura, zaso-
lenie, niedobor pierwiastkow, uszkodzenie)
oraz biotycznych (aktywnos¢ innych organi-
zméw) na funkcjonowanie aparatu fotosynte-
tycznego. Rosliny, pod wplywem niekorzyst-
nych warunkéw srodowiskowych, wytwarzaja
duza ilos¢ reaktywnych form tlenu (RFT).
Poczatkowo sugerowano, ze fotouszkodzenie
PSII moze byc¢ efektem bezposredniego dzia-
tania RFT na bialko D1 z centrum reakcji
fotouktadu II (KEREN i wspélaut. 1997), jed-
nak pozniejsze badania wykazaly, ze RFT
nie sa zaangazowane Ww fotouszkodzenie
PSII, lecz moga wplywaé¢ na jego naprawe
(NISHIYAMA i MURATA 2014). Podwyzszony po-
ziom H,0,i 'O, moze hamowac translacje
zaréwno biatka D1, jak i innych biatek tyla-
koidowych (NISHIYAMA i wspétaut. 2006).

Rosliny wyksztalcily wiele mechanizmoéw
chroniacych fotosystemy przed zmiennymi
warunkami srodowiska. Reakcja na poziomie
calej rosliny badz liScia moze pojawi¢ sie w
czasie tygodni lub miesiecy, podczas gdy na
poziomie molekularnym w czasie sekund/
minut od zaistnienia czynnika stresowego
(DrROZAK i ROMANOWSKA 2006). Komercyjnie
dostepne fluorymetry umozliwiaja réznorodne
zastosowanie tej techniki. Fotoluminescencja
chlorofilu jest najczesciej wykorzystywana w
badaniach laboratoryjnych. Techniki pomia-
ru fluorescencji chlorofilu a znajduja takze
zastosowanie przy monitoringu ekosystemow,
fenotypowaniu, produkcji roslin uprawnych
i ozdobnych. Nalezy zauwazy¢, ze wyniki
tych pomiaréw nie identyfikuja jednoznacz-
nie charakteru stresu, moga natomiast byc¢
wykorzystywane jako kryteria selekcji w ho-
dowli roslin (STARCK 2014).

Fenotypowanie pozwala na zaobserwowa-
nie wplywu wybranego wariantu genetyczne-
go (genotypu) roslin na ich cechy (fenotyp)
podczas interakcji z réznorodnymi czynni-
kami Ssrodowiska. Technika pomiaru fluore-
scencji chlorofilu a jest coraz czesciej wy-
korzystywana do bezinwazyjnego, szybkiego
oraz masowego okreslenia, w jakim stopniu
poszczegbolne odmiany roslin uprawnych sag
mniej lub bardziej przystosowane do wybra-
nego stresu. Jednym z najbardziej spekta-
kularnych przykladow fenotypowania z wy-
korzystaniem fluorescencji chlorofilu jest jej
globalne mapowanie z wykorzystaniem zdjec
satelitarnych (http:/ /www.nasa.gov/press/
goddard /2014 /march/satellite-shows-high-
productivity-from-us-corn-belt/#.VPCWc_mG-
-8I). Zastosowanie tej innowacyjnej meto-
dy dostarcza wielu informacji o wegetacji,
pozwala zaobserwowacC poczatkowe objawy
stresu roslin jeszcze przed widoczng reduk-
cja zawartosci chlorofilu w lisciach (JOINER i
wspoétaut. 2011).

Zbyt wysokie lub niskie natezenie Swia-
tla fotosyntetycznie czynnego moze byc
czynnikiem stresowym roslin. Pod wplywem
wysokiego natezenia Swiatta dochodzi do ob-
nizenia pH wnetrza tylakoidéw, co prowa-
dzi do protonacji bialka PsbS, podjednostki
fotosystemu II odgrywajacej kluczowa role
w procesie wygaszania niefotochemicznego
fluorescencji (NPQ) i powstawaniem zeak-
santyny z wiolaksantyny w cyklu ksantofi-
lowym, gléwnym mechanizmie chroniacym
PSII przed fotouszkodzeniem (HOLT i wspot-
aut. 2005, Kiss i wspétaut. 2008). DROZAK
i ROMANOWSKA (2006) wykazaly obnizenie
wartosci F,/F_ kukurydzy rosnacej przy wy-
sokim natezeniu Swiatla. Autorki zaobserwo-
waly réwniez najnizsze wartos¢ NPQ roslin
rosnacych przy niskim natezeniu promienio-
wania fotosyntetycznie czynnego w obecno-
Sci wzrastajacego oswietlenia aktynicznego.
CosTtAa i wspoétaut. (2015) wykazali obnize-
nie wartosci F,/F_, AF/F_’ oraz podwyzsze-
nie NPQ, ETR w lisciach drzewa Hymenaea
stigonocarpa przy intensywnym naturalnym
Swietle dziennym. Otrzymane wyniki Swiad-
cza o niskim poziomie ochrony PSII przed
stresem wysokiego natezenia promieniowania
PAR. Autorzy zaobserwowali, ze mechani-
zmy rozproszenia nadmiaru zaabsorbowane;j
energii w postaci ciepta nie zapobiegaja wy-
starczajaco fotoinhibicji. Stres roslin wywo-
lany niska i wysoka temperatura uszkadza
btone tylakoidow, ktéra przejawia sie obni-
zeniem transportu elektronéw bezposred-
nio ograniczajac aktywnos$¢ fotosyntetycz-
na. Szybkos¢ powstawania i zakres uszko-
dzen zaleza od zmian temperatury i czasu
jej dzialania. Szczegdlnie szkodliwe sa nagle
wahania temperatury (szok termiczny), im
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wicksze tym zakres uszkodzen jest szer-
szy (KACPERSKA 2012). RApAcz (2007) zaob-
serwowal znaczacy spadek F /F_ w lisciach
pszenicy ozimej po obnizeniu temperatury
otoczenia do -2°C. Autor wykazal, ze aparat
fotosyntetyczny 7. aestivum nie odzyskuje
pelnej aktywnosci po powrocie do tempera-
tury podczas wzrostu. LI i wspoétaut. (2015)
symulowali wplyw ocieplenia klimatu na to-
lerancje stresu niskiej temperatury pszeni-
cy ozimej. Jeden z wariantéow eksperymentu
przewidywal podwyzszenie temperatury oto-
czenia w zimowym oraz spadek temperatury
w wiosennym okresie wegetacyjnym. Autorzy
wykazali obnizenie ET /RC charakteryzujacy
transport elektronow w PSII, co wskazuje na
obnizona tolerancje stresu niskiej tempera-
tury wiosna u roslin, ktérych pierwszy okres
wegetacyjny zaburzono podwyzszona tempe-
ratura. DAI i wspélaut. (2007) zaobserwowa-
li znaczacy spadek &, przy temperaturze
otoczenia -8°C i wzrost wartosci tego para-
metru po ustaniu stresu niskiej temperatu-
ry u jeczmienia ozimego. Otrzymane wyniki
moga Swiadczy¢ o zmianach funkcjonowania
lancucha transportu elektronéw w blonie ty-
lakoidow i zdolnosci do czeSciowej naprawy
PSII po wuszkodzeniu termicznym; stopnio-
we aklimatyzowanie roslin do ujemnej tem-
peratury zwieksza zdolnos¢ do zmniejszenia
uszkodzen (DAI i wspélaut. 2007).

HAQUE i wspédlaut. (2014) wykazali, ze
stres cieplny znaczaco obniza wartos¢ F,/F_
oraz qP w siewkach pszenicy jarej na roz-
nym etapie rozwoju. Poszczegélne odmiany
T. aestivum roznily sie miedzy soba czasem
reaktywacji po  obnizeniu temperatury
otoczenia. WANG i wspoétaut. (2015) zaobser-
wowali znaczace obnizenie @,y i wydajnosci
fotosyntezy, a takze wzrost NPQ w lisciach
pszenicy. Otrzymane wyniki Swiadcza o fo-
toinhibicji PSII. Tetraploidalne odmiany wi-
ciokrzewu japonskiego (Lonicera japonica
Thunb.) wykazuja mniejsze wahania F,/F_,
ETR, @, gP pomiedzy roslinami kontrol-
nymi i poddanymi stresowi wysokiej tempe-
ratury (L1 i wspélaut. 2011). Autorzy zaob-
serwowali obnizenie NPQ u odmiany tetra-
ploidalnej oraz odwrotng tendencje u formy
diploidalnej. Badania LI i wspétaut. (2011)
nad fluorescencja chlorofilu a swiadcza o
lepszym przystosowaniu poliploidéow do we-
getacji w wyzszej temperaturze otoczenia.

Dostepnos¢ wody jest niezbednym wa-
runkiem prawidlowego rozwoju roslin lado-
wych. Dhlugotrwaly niedobor lub nadmiar
wody w podiozu moze skutkowac ogranicze-
niem wzrostu rosliny, utrata turgoru i zrzu-
caniem liSci, a takze modyfikacja skladu li-
pidéw w blonie, produkcja osmoprotektantow
(MISHRA i wspotaut. 2012, YU i wspdlaut.
2015). LARRE i wspoétaut. (2013) zaobserwo-

wali wzrost ABS/RC, TR,/RC oraz DI /RC
przy braku zmian TR /RC i F, /F,_ w liSciach
erytryny grzebieniastej (Erythrina crista-galli
L.) Wyniki swiadcza o uruchomieniu mecha-
nizméw chronigcych PSII przed fotouszko-
dzeniem podczas stresu nadmiaru wody w
podlozu polegajacych na rozpraszania nad-
miaru zaabsorbowanej energii. BERTOLDE i
wspotaut. (2012) wykazali obnizenie F,/F_
i wzrost F, po dlugotrwalym zalaniu korze-
ni kakaowca wlasciwego (Theobroma cacao
L.) odmiany wrazliwej na zalanie oraz brak
zmian u odmiany odpornej na stres wodny.
Zalanie korzeni rowniez wplywa negatywnie
na kondycje PSII topoli eufrackiej (Populus
euphratica Oliv.). YU i wspétaut. (2015) wy-
kazali obnizenie F,/F_, ktoremu towarzyszy
wzrost qP i F’/F_’. Autorzy stwierdzili, ze
P. euphratica moze przystosowywac sie do
niekorzystnych warunkow Srodowiska przez
uruchamianie mechanizmow zapobiegajacych
fotoinhibicji (np. cyklu ksantofilowego).

Pod wplywem stresu suszy wzrasta
prawdopodobienstwo uszkodzenia PSII cha-
rakteryzujace sie obnizona wydajnoscia fo-
tosyntezy i wzrostem rozpraszania zaabsor-
bowanej energii w formie wygaszania niefo-
tochemicznego (FARALONI i wspoétaut. 2011).
MISHRA i wspélaut. (2012) zaobserwowali
istotne obnizenie wartosci @, i wzrost NPQ
skorelowane z obnizeniem potencjalu wodne-
go w lisSciach pomidora (Solanum lycopersi-
cum L.). Wartos¢ F,/F_ nie ulegala zmianom
w poczatkowej fazie eksperymentu. Autorzy
stwierdzili, ze pod wplywem dlugotrwale-
go stresu dochodzi do zamkniecia aparatow
szparkowych i hamowania asymilacji CO, w
lisciach.

Zrodlem zranienia mechanicznego roslin
sa czynniki abiotyczne: silny wiatr, grad,
intensywne opady $niegu i deszczu, oraz
czynniki biotyczne: zgryzanie przez fitofagi,
dzialalnos¢ czlowieka. Po uszkodzeniu me-
chanicznym, w komoérce generowana jest se-
ria nastepujacych po sobie zmian fizjologicz-
nych i metabolicznych. W miejsce uszkodze-
nia dochodzi do utraty wody oraz lokalnej
Smierci komoérek. Rana jest tatwo dostepna
dla bakterii i grzybow chorobotworczych wni-
kajacych do systemu wiazek przewodzacych
rosliny. QUILLIAM i wspolaut. (2006) w opar-
ciu o technike obrazowania fluorescencji
chlorofilu a liscia Arabidospis thaliana (L.)
Heynh. zaobserwowali wzrost wartosci @D,
natychmiast po zranieniu oraz brak réznic
D,y NPQ, F,/F_ pomiedzy liS¢mi kontrolny-
mi 1 uszkodzonymi po 24 godzinach. Autorzy
publikacji stwierdzili, ze komoérki o pierwot-
nie obnizonej wartosci &, ,, w czasie doby
od zranienia obumieraja lub w pelni sie re-
generuja. Obserwacje zespolu Quilliam cze-
Sciowo potwierdzaja badania pszenicy ozimej
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SULKIEWICZA 1 CIERESZKO (2014), w ktorych
stwierdzono nieznaczne, lokalne (tylko w li-
Sciu uszkodzonym) obnizenie wartosci F,/F
w czasie 30, 60 i 90 minut po jego zranie-
niu. BARRON-GAFFORD i wspoétaut. (2012) wy-
kazali znaczace obnizenie AF/F_’, gP, gN oraz
wzrost NPQ tkanek lisci Datura wrightii Regel
bezposrednio przylegajacych do uszkodzenia
powstatego w wyniku zgryzanych przez larwy
Manduca sexta L. Badacze stwierdzili trwa-
te zniszczenie komorek otaczajacych obszar
zranienia. Wartos¢ AF/F_’ wraz ze wzrostem
odlegltosci (do 0,25 cm) 1 czasu (do 75 min.)
wykazywala coraz mniejsze réznice pomiedzy
roslinami kontrolnymi i uszkodzonymi. Powy-
zej prezentowane wyniki wskazuja, ze zmia-
ny parametréw fluorescencyjnych indukowa-
ne mechanicznym uszkodzeniem roslin maja
charakter wtéorny, wynikajacy z uszkodzenia
komoérek/chloroplastow.

Pomiary fluorescencji chlorofilu a do-
starczaja wielu informacji o oddziatywaniu
stresu na funkcjonowanie aparatu fotosyn-
tetycznego roslin. Analiza oraz interpretacja
otrzymanych wynikow jest czesto skompliko-
wana i pracochlonna, a obecny stan wiedzy
jeszcze nie pozwala na jednoznaczny opis
zroznicowanych  czynnikéw  wywolujacych
zaburzenia funkcjonowania PSII. Ostatnie
dwudziestolecie zaowocowalo intensywnym
rozwojem metod pomiaru fotoluminescencji
chlorofilu a oraz miniaturyzacja urzadzen
pomiarowych. Fluorymetry czesto sa integro-
wane z aparatami do pomiaru wymiany ga-
zowej umozliwiajac kompleksowe bezinwazyj-
ne zbadanie natezenia procesu fotosyntezy.
Zastosowanie technik pomiaru fluorescencji
chlorofilu a jest coraz bardziej powszechne
rozpoczynajac od badan pojedynczych komoé-
rek tkanek roslinnych, a konczac na obra-
zowaniu fotoluminescencji p6l uprawnych z
wykorzystaniem zdje¢ satelitarnych.

Streszczenie

Fluorescencja chlorofilu a jest czula, nieinwazyjna i
szybka metoda pomiaru wydajnosci fotosystemu II (PSII).
Artykul przedstawia wprowadzenie teoretyczne, historie
odkrycia fenomenu, opis najczesciej uzywanych technik
oraz praktyczne zastosowanie pomiarow fluorescencji
chlorofilu a w badaniach. Scharakteryzowano trzy glow-
ne metody pomiaru fluorescencji chlorofilu a tj. szybka,
modulowana oraz jej obrazowanie. Analiza parametréw
fotoluminescencji chlorofilu a dostarcza wielu informacji
o funkcjonowaniu PSII roslin rosnacych w warunkach
stresu abiotycznego i biotycznego, jest powszechnie wy-
korzystywana przez fizjologow roslin oraz ekofizjologow.
Przedstawiono najnowsze wyniki badan wplywu wybra-
nych niekorzystnych warunkéw Srodowiska (promienio-
wanie Swietlne, wysoka temperatura, przechlodzenie,
susza, zalanie, uszkodzenie mechaniczne) na zmiany pa-
rametréow fluorescencji chlorofilu a. Artykul jest wprowa-
dzeniem do tematyki pomiaréw fluorescencji chlorofilu a
i jest przeznaczony dla oséb zainteresowanych wykorzy-
staniem jej w swoich badaniach.
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Summary

Chlorophyll a fluorescence is a sensitive, non-invasive fast tool for measuring photosynthetic efficiency mainly
of photosystem II (PSII). We present description of basic photoluminescence mechanism, history of chlorophyll fluo-
rescence discovery and review of main chlorophyll fluorescence measurement techniques with practical issue. In this
article, we focus on methods of a fast chlorophyll fluorescence, pulse-amplitude modulated chlorophyll fluorescence
and chlorophyll fluorescence imaging technique. Described techniques are powerful and widely use tools, available
for plant physiologists and ecophysiologists. Analysis of the chlorophyll fluorescence parameters, which are good
indicators or biomarkers of plant tolerance, provides many information about efficiency of PSII during abiotic and
biotic stress. We describe how environmental stress conditions (irradiance, heat, cold, drought, flood and mechanical
wounding) influence to most popular chlorophyll a fluorescence parameters and how to interpret them. The aim of
this review is to provide a simple, practical guide to chlorophyll fluorescence for beginners.



