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Wstep

Zawarto$¢ ozonu w troposferze zazwyczaj waha sie¢ w granicach od 20 do
60 nmol(O,)-mol-(powietrza), przy okresach wzrostu nawet do 250 nmol'mol-
[STOCKWELL i in. 1997]. W obiegowej opinii podwyzszone st¢zenie O, jest domeng
obszaréw zurbanizowanych jako skladnik smogu fotochemicznego, jednak coraz
wiecej danych wskazuje na to, iz gaz ten moze rozprzestrzeniaé si¢ na tereny
wiejskie, a jak podaja HEAGLE i in. [1998], wskutek tego produkcja roglinna moze
ulec obnizeniu nawet o 40% w ciagu sezonu wegetacyjnego. Dyfuzja O, nastepuje
przez aparaty szparkowe, a zatem gléwnie w ciggu dnia, gdyz szparki otwierajg
slg reagujac na Swiatlo 1 obnizone stezenie CO,. Uszkodzenia liSci réznych
gatunkéw czesto pordwnuje si¢ z objawami wystepujacymi na tytoniu odmiany
Bel W3, klasyfikujgc je jako ostre i przewlekle [PELL i in. 1997]. Wizualnym
zmianom towarzyszg réznorodne reakcje fizjologiczne i biochemiczne, czesto
zwigzane z funkcjonowaniem systemu antyoksydacyjnego.

Melisa lekarska, szalwia lekarska i bazylia zwyczajna, roéliny z rodziny La-
biatae o nieco odmiennej morfologii i cyklu Zyciowym stanowia cenny surowiec
dla farmacji oraz przemystu kosmetycznego i spozywczego. Jako ze Polska jest
jednym z czotowych producentéw zidt w Europie, celowe wydaje si¢ zbadanie
wplywu podwyZszonego stezenia ozonu na te gatunki.

Materiat i metody

Nasiona bazylii whasciwej (Ocimum basilicum L.); melisy lekarskiej (Melissa
officinalis L.) i szalwii lekarskiej (Salvia officinalis L.) wysiano do podtoza
zawierajacego glebe ogrodowa (15 III). Siewki przepikowano do rozsadnika 21
IV. Wegetacje ro§lin prowadzono w szklarni o natgZeniu o$wietlenia w zakresie
promieniowania fotosyntetycznie czynnego (PAR) od 350 do 1500 pmol(quan-
tum)-m2s-! (o§wietlenie naturalne), przy fotoperiodzie 15/9 h (dziefi/noc), tempe-
raturze okoto 12°C w ciggu nocy i 15-25°C w dzien oraz wilgotnosci wzglednej
20-30%. Kilkucentymetrowe siewki melisy 1 okolo 10-cm siewki szalwii i1 bazylii
przeniesiono do wentylowanej komory wegetacyjnej podzielonej na dwie czesci, o
identycznych warunkach termicznych (17°C), swietlnych (300 pmol(quan-
tum)'m-2s) 1 wilgotnosciowych (wilgotnosé wzgledna 50%), w jednej z nich fu-
migujac roSliny ozonem o steZeniu 140 nmol'mol-'(powietrza) aplikowanym w
godz. 9-17 (zgodnie z dobowsa rytmika syntezy O, w troposferze). Wszystkie pa-
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rametry pracy komor byly monitorowane i sterowane elektronicznic [SKOCZOWSKI
i in. 2000]. Po 5-dniowym w przypadku melisy i 14-dniowym ozonowaniu pozosta-
tych gatunkéw przeniesiono je do szklarni o warunkach powyzej opisanych. Ozo-
nowane rosliny melisy poddano 6-dniowej remisji, a nastgpnic podziclono jc na
scric: ponownic ozonowang, kontrolng (w drugicej cz¢$ci komory) i trzecia pozos-
tawiona w szklarni o warunkach uprzednio opisanych. Pomiary parametréw fluo-
rescencji chlorofilu @ wykonano przy uzyciu przyrzadu PSM (Plant Stress Meter)
firmy BioMonitor AB (Umea, Szwecja). Wykorzystano nastepujgce parametry:
I'/F,, ktdry jest miarg sprawnosci PS 11, a jego zmniejszenie $wiadezy o obnizeniu
sprawnosci fotochemicznej fotosystemu; F/F,, czyli efektywno$¢ komplcksu wy-
dzielania tlenu, uwazanego za najbardziej wrazliwe na dzialanie stresow §rodowis-
kowych micjsce w taficuchu fotosyntetycznego transportu clektronéw w PS 11
[HAVAUX, LANNOYE 1984]; oraz t,, — polokres narastania sygnatu {luorescencyjne-
go od wartoéci minimalnej Fydo maksymalnej F, Skrocenie tego czasu swiadczy
mig¢dzy innymi o zaburzeniu proceséw zbicrania elektronéw z chinonowego prze-
noénika elektronéw Q,, zwigzanego z PS II. Oznaczenia przeprowadzono w tem-
peraturze 20°C, w ilosci powtdrzen biologicznych (roslin) n = 8. Czas wzbudzania
wynosit 5 s, poziom $wiatla aktynicznego 600 pmol(quantum) -m=s-, czas zaciem-
niania lisci przed pomiarem 20 minut.

Wryniki
Wplyw bezposredni

5-dniowa fumigacja ozonem wywotata uszkodzenia lisci melisy lekarskiej w
postaci nekrotycznych plam o $rednicy okoto 2 mm, widocznych po obydwdéch
stronach liSci, przypominajgcych objawy nadwrazliwosci roglin na stres biotyczny —
ang. hypersensitive-like response (HR), (rys. 1). Starsze liscie wykazywaly objawy
przyspieszonego starzenia (z6tknigcie i zasychanie) w wyniku oddzialywania ozo-
nu. W tym czasie zaréwno bazylia wlasciwa, jak i szalwia Ickarska nic ujawnialy
zadnych zewnetrznych objawdéw zatrucia O,. Przy pomocy pomiaréw parametrow
fluorescencji chlorofilu @ wykonanych po 14 dniach zabiegu, wykazano brak usz-
kodzen fotosystemu II lisci tych dwéch gatunkéow (tab. 1).

Tabela 1; Table ]
Parametry fluorescencii chlorofilu a lifci bazylii whasciwej (O. basilicum)
1 szatwii lekarskiej (S. officinalis) po 14 dniach ozonowania

Parameters of the chlorophyll a fluorescence of basil (O. basilicum) and sage
(8. officinalis) leaves after 14 days of exposure to O,

Ocimum basilicum Salvia officinalis
Parametr - ™y
Parameter kontrola ro§liny ozonowane kontrola ro§liny ozonowanc
control plants ozone-stresscd control plants ozone-stressed
EJF, 0,667 ~ 0,688 A 0,711 » 0,687 4
tin 163 161 4 182 ~ 205 A
FJ/F, 2,034 2,254 2,68 A 2,29 4

Jednakowe litery oznaczaja brak statystycznic istotnego zrdZnicowania §rednich wedhug testu t-Stu-
denta przy p=0,05, Means signed with the same letters do not differ significantly (t-Student test,
p = 0.05)
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kontrola ro§liny ozonowane

control plants ozone-stressed
Rys. 1. Uszkodzenia lisci melisy lekarskiej po 5 dniach ozonowania — 140 nmol(O;) m-
ol-I(powietrza)
Fig. 1. Ieaf lesions of lemon balm after 5 days of exposure to O, - 140

nmol(O;) mol-i(air)
Efekt nastepczy

Stezenie O, 140 nmol'mol wywarto wplyw nastgpczy na melise: uszkodzo-
ne w czasie ozonowania licie po 6 dniach fazy remisyjnej charakteryzowaly sie
zmniejszonymi warto§ciami F/F, i F/F, w poréwnaniu z kontrola (tab. 2). Po
poddaniu tych roSlin ponownemu ozonowaniu zaobserwowano pojawianie sie
nowych uszkodzen na liSciach uprzednio znekrotyzowanych. Tym razem bylo to
zasychanie brzegdw liSci oraz obnizone wartosci F/F, 1 F/F  zaréwno w poréw-
naniu z serig nicozonowana, przetrzymywana w takich samych warunkach §wietl-
nych, jak i z rodlinami, ktére przeniesiono do szklarni o bardziej intensywnym
oswietleniu. Nie zaobserwowano natomiast uszkodzein na mlodszych liSciach, a
Srednie wartos$ci badanych parametréw byly do siebie zblizone niezaleznie od
warunkéw (rys. 2).

Tabela 2; Table 2

Parametry fluorcscencji chlorofilu a lisci melisy lekarskie] (M. officinalis)
po 5 dniach ozonowania i 6 dniach remisji (etekt nastgpczy)

Parameters of the chlorophyll ¢ fluorescence of lemon balm (M. officinalis) leaves
following 5 days of exposure to ozone and 6 days of recovery (the post-stress effect)

Melissa officinalis
Parametr .
Parameter kontrola roéliny ozonowane
control plants ozone-stressed
F/JF 0,678 4 0,635 B
L 154 A 129 A
EJF, 2,144 1,728

Jednakowe litery oznaczajg brak statystycznie istotnego zréznicowania Srednich wedlug testu t-Stu-
denta przy p=0,05; Means signed with the same letters do not differ significantly (t-Student test,
p =005
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0,665
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. Rys. 2.

Fig. 2.

kontrola; control plants
ro$liny ozonowane; ozone-stressed

rofliny w szklarni; glasshouse-kept

stare liScie mlode nieuszkodzone liscie
old lcaves young, intact leaves (not injured)

Maksymalna wydajno$¢ kwantowa PS II (A) i efektywnos$¢ kompleksu wydzie-
lania tlenu w PS II (B) lidci melisy lekarskiej podczas powtérnego ozonowania
(6 dni; 140 nmol(Q;)mol-! stosowanego codzicnnic w ciggu 12 h podczas
o$wietlenia). Rosliny uprzednio ozonowane i poddane remisji podziclono na
grupy: kontrolng, powtdérnie ozonowanag 1 przetrzymywany w szklarni.
Jednakowe litery oznaczajg brak istotnego statystycznie zrdzZnicowania (test
Duncana, p = 0,05)

Maximal quantum efficiency of PS II (A) and efficiency of the oxygen—evolvin%
complex (B) of lemon balm leaves during re-ozonation (6 days; 14
nmol(O;)mol-! applied daily for 12 h during illumination). Previously ozone-
stressed and recovered plants were divided into control, ozone-stressed and
glasshouse-kept series. Means signed with the same letters do not differ signi-
ficantly (Duncan test, p = 0.05)

Dyskusja

Ozon jest bardzo silnym utleniaczem (jego potencjal elektrochemiczny wy-
nosi +2,07 V). Po wniknigciu przez aparaty szparkowe, dyfundujac w apoplascic
uszkadza jego podatne na oksydacjg elementy, a nastgpnie szybko tworzy rodniki:
0,"-, OH, nadtlenki lipidéw 1 inne reaktywne formy tlenu, m. in. H,O, [HEATH
1980, 1988], ktére przy obnizonej wydajnosci systemdédw detoksyfikacyjnych doko-
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nuja uszkodzen plazmolemy oraz wnetrza komérki. Szczegdlnie sktadniki PS II
podatne s3 na utlenianie [m.in. HELLGREN i in. 1995], a pogorszenie stanu fizjolo-
gicznego roflin znajduje zwykle odzwierciedlenie w obnizeniu warto§ci paramet-
réw fluorescencji chlorofilu @ [VIDAVER i in. 1991]. Tak wigc zaréwno brak wizual-
nych uszkodzef, jak i zmian tych parametréw moga pozwoli¢ na zaklasyfikowanie
szatwii i badanej odmiany bazylii jako rolin odpornych na toksyczne dzialanie
ozonu, zwlaszcza 7e jego stezenie bylo do$¢ wysokie, a stres trwal stosunkowo
dhugo (14 dni). Wedlug SCHRAUDNER i in. [1997], spo$rdd roélin o uzytkowaniu
leczniczym odporne na“ozon sa réowniez: babka lancetowata, mydlnica lekarska,
mniszek lekarski 1 pokrzywa zwyczajna, aczkolwiek sposob klasyfikacji odpornosci
dancgo gatunku polegal w tym przypadku na wizualnej ocenie uszkodzen w po-
réwnaniu z wzorcowg odmiang tytoniu Bel W3. Stwierdzona w niniejszym do§-
wiadczeniu dpornoéé szatwii i bazylii na dwutygodniowe ozonowanie moZe zna-
lez¢ wyjasnienie na przyklad w szybkiej reakcji systemu antyoksydacyjnego, czyli
enzyméw 1 przeciwutleniaczy niskoczgsteczkowych unieszkodliwiajacych wolne
rodniki. Mechanizm polegajacy na zmniejszeniu stopnia rozwarcia aparatéw
szparkowych wydaje sie w tym przypadku mniej prawdopodobny, gdyz
nastgpiloby wéwczas takze ograniczenie pobierania CO, przez licie, co zapewne
obnizyloby biomasg roélin ozonowanych w stosunku do kontroli, czego nie stwier-
dzono (dane nieprezentowane).

Melisa lekarska okazala si¢ roéling wrazliwa na podwyzszone stgzenie O,, a
objawy przypominajgce nadwrazliwo$é na stres biotyczny klasyfikowane sg jako
symptomy ostrego zatrucia. Wediug PELL i in. [1997] lokalne nekrozy moga by¢
wywotane: 1) programowang $miercig komoérek (apoptoza), co ma miejsce w
przypadku nadwrazliwosci typu HR, kledy to komorki sgsiadujace wysyhjq sygna-
ty chemiczne informujace o zagrozeniu, aktywujace systemy naprawcze i protek-
cyjne, lub 2) jedynie toksycznodcia ozonu i Wtornych utleniaczy. Zachowanie sig
roélin podczas powtérnego ozonowania przemawia na korzys¢ pierwszej mozli-
wosci, albowiem chociaz starsze, uszkodzone uprzednio liScie wykazywaly nowe
nekrozy, to nic zaobserwowano ich na mtodych organach, a wartoici parametréw
F/F_ 1 [F/F tych organéw nie wykazywaly zréznicowania niezaleznie od warun-
kéw. Dla celéw farmaceutycznych istotne jest ustalenie, czy tak silny oksydant jak
ozon nic zmienia nie tylko plonu ziela melisy, lecz przede wszystkim jakodci
pozyskiwanecgo 7 tej roéliny olejku zawicrajacego terpenoidy.

Whioski

1. Szalwia lekarska i badana odmiana bazylii s3 odporne na ozon dzialajgcy w
stezeniu 140 nmol(O,)-mol-'(powietrza).

2. Ostre uszkodzenia nekrotyczne melisy mogg by¢ wywolane programowang
$émiercig komérek, prowadzaca do przesylania informacji o stresie do in-
nych organéw, co prowadzi do aktywowania w nich systeméw naprawczych
i protekeyjnych.
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Stowa kluczowe:  ozon, fluorescencja chlorofilu, bazylia wladciwa, melisa lekars-

ka, szatwia lekarska
Streszczenie

Celem pracy bylo zbadanie podwyzszonego stgzenia O, do 140
nmol(O,)-mol-, stosowanego w ciggu dnia na stan fizjologiczny trzech gatunkéw
ro§lin zielarskich z rodziny Labiatae: bazylii wlasciwej (Ocimum basilicum L1.),
melisy lekarskiej (Melissa officinalis L.) i szalwii lekarskiej (Salvia officinalis L.).
Stwierdzono, ze najbardziej wrazlwym na ozon sposréd badanych gatunkow
okazala sie melisa lekarska, ktdrej liScie ulegly uszkodzeniom nekrotycznym
przypominajacym nadwrazliwo$¢ na patogen po 5 dniach ekspozycji na stres.
Bazylia i szatwia nie ujawnily takich uszkodzen nawet po 14 dniach ozonowania.
Analiza parametréw fluorescencji chlorofilu ¢ réwniez nie wykazala réznic
pomiedzy seriami kontrolng i ozonowang. Zanotowano natomiast niekorzystny
wplyw nastgpczy O, (utrzymujacy si¢ po 8 dniach od momentu zakonczenia ozo-
nowania) na fotosystem Il u melisy lekarskiej ~ rodliny ozonowane wykazywaly
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wartosci I\/F | w wysokosci 94%, t,, 84% i F/F, 80% kontroli. Powtérne ozono-
wanie zwigkszylo uszkodzenia starszych liSci, nie wywolato natomiast nekroz ani
spadku I /F  w mlodszych li§ciach. Jednym z mozliwych wyjaéniefi mechanizmu
reakcji M. officinalis na ozon jest nadwrazliwosé roslin, prowadzaca do ochrony
przed dalszym utlenianiem przy ponownej aplikacji O,.

DIFFERENTIAL RESPONSE TO ELEVATED OZONE
OF VARIOUS HERBS

Renata Bgczek-Kwinta
Plant Physiology Department, Agricultural University, Krakow

Key words:  ozone, chlorophyll fluorescence, basil, lemon balm, sage
Summary

The aim of this work was to study the influence of elevated (up to 140
nmol'mol-1) O, concentration, applied daily on physiological status of three herbs
of Labiatae family: basil (Ocimum basilicum 1.), lemon balm (Melissa officinalis
L.) and sage (Salvia officinalis L..). Lemon balm plants were the most sensitive to
ozone, and after 5 days of exposure to O, they exhibited necrotic lesions on
leaves, resembling the hypersensitive response to pathogens. Neither sage nor
basil was injured, even after 14 days of stress. Photosystem I was not affected,
as shown with analysis of chlorophyll a fluorescence. The post-stress effect
(following 8 days of recovery) of elevated O, on lemon balm was noticed —
ozone-treated plants had their F/F of 94%, t,, of 84% and F/F, of 80% con-
trol, respectively. Re-ozonation enhanced the lesion formation in older leaves,
but did not trigger necrotic spots nor the decline in F/F,, value in the younger
ones. One of the possible mechanisms of M. officinalis response to ozone is hy-
persensitive-like one, resulting in protection against subsequent oxidation during
repeated O, application.
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