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Zboza ozime s3 uprawiane na .ok. 80% arealu trzech podstawowych
zbéz. Wazinym czynnikiem decydujgcym o wiernosci plonowania zbéz
ozimych jest ich zimotrwalo$¢, a szczegélnie mrozoodpornosé. Zimotrwa-
lo§é roslin uzalezniona jest od wielu czynnikéw i oprocz odpornosci na
niskie temperatury zalezy od ich odpornosci na szereg innych niesprzy-
jajacych czynnikéw klimatycznych, edaficznych i biotycznych. Wymie-
nione czynniki mogg wystepowaé z réoznym natezeniem i w réznych kom-
binacjach podczas pierwszych miesiecy wegetacji powodujgc straty
spowodowane wyprzeniem, wymakaniem, wysmaleniem, a takze rozer-
waniem mechanicznym. Poziom mrozoodporno$ci roslin jest uwarunko-
wany czynnikami genetycznymi i zewnetrznymi. Zalezy on tez w duzym
stopniu od etapu wzrostu i rozwoju rosliny. Wedlug ocen niektérych ho-
dowcéw, u pszenicy ozimej istnieje wieksze zréznicowanie odmianowe niz
u jeczmienia, a cechy genetyczne przewazajg nad wplywem pozostatych
czynnikow [7].

Uzyskiwanie przez ro$line odpornosci na mroéz czyli hartowanie jest
procesem dwufazowym. Hipotezy dotyczgce mechanizméw zjawisk wy-
stepujacych podczas calego procesu hartowania sg zréznicowane [17, 19].
Peliejszy poglad na mrozoodpornos¢ i hartowanie uzyska si¢ z pewnos-
cig wowczas, gdy oproécz aspektow fizjologicznych i biologicznych
uwzgledni sie rowniez i biofizyczne.

Zaréwno gospodarcza jak i poznawcza waznoS$¢ problemu wymaga
opracowania prostych w stosowaniu, tanich i szybkich metod oceny mro-
zoodpornosci. Metody takie sg szczeg6lnie oczekiwane przez hodowcow
nowych odmian roslin uprawnych. ‘

Metody oceny zimotrwalo$ci i mrozoodpornosci

- Najbardziej wiarygodng, ale niestety i czasochlonng metodg badania
zimotrwalosci, jest ocena roslin w polu. Poslugujac sie t3 metodag w wa-
runkach ostrej zimy mozna oceni¢ odporno$¢ roslin na wplywy catego
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zespotu niekorzystnych warunkéw okresu zimowania. Poniewaz mrozne
zimy w krajach Europy Srodkowej bywaja przecietnie raz na 10—12 lat,
w celu selekeji odmian stosuje si¢ metody prowokacyjne [15]. Metody te
polegaja na wzmocnieniu dzialania mrozu poprzez sztuczne usuwanie po-
krywy $nieznej z poletek lub polewanie woda w celu wytworzenia
sztucznej pokrywy lodowej.

Podobnym celom stuzy takze wysiew roslin w skrzynkach wypelnio-
nych ziemia i ustawionych na stotach ok. 1 m nad powierzchnia gruntu.
Dodatkowe zabezpieczenie skrzyn przed opadem $niegu powoduje, ze wa-
runki zimowania ro$lin sg szczegélnie trudne. |

Badanie i ocena mrozoodporno$ci jak réwniez i hartowania roslin
w roznych fazach rozwojowych w ciagu calego roku umozliwiajg urza-
dzenia techniczne takie jak szafy i komory chlodnicze, chtodzone szklar-
nie i hale wegetacyjne. Przydatno$é wymienionych urzadzen jest spraw-
dzona i doceniana przez hodowcéw, jednakie z powodu ich ceny oraz
kosztow instalacji nie s3 one rozpowszechnione w naszym kraju [6].

Z powyzszych wzgledéw duze powodzenie zyskuja posrednie metody
oceny mrozoodpornosci, ktére mozna sklasyfikowaé w trzech grupach:
plazmolityczne, konduktometryczihe i oparte na przyzyciowym barwie-
niu komoérek [15, 18]. Przy uzyciu wymienionych metod mozna bezpo-
Srednio okresla¢ uszkodzenia mrozowe, a z nich posrednio wnioskowaé
o mrozoodpornos$ci roslin.

Metody plazmolityczne zostaly opracowane pod koniec lat trzydzies-
tych i sg czesto stosowane do oceny stopnia uszkodzenia komérek przez
mroz. Podstawg tej metody sa obserwacje plazmolizy lub deplazmolizy
zachodzacej w przemrozonych komoérkach roslinnych. Metody plazmoli-
tyczne s3 pracochionne i nie nadajg sig do szybkich seryjnych oznaczen.

Metody oparte na pomiarach przewodno$ci nalezg réwniez do czes-
ciej stosowanych i opracowano kilka ich modyfikacji. Najczesciej pole-
gaja one na pomiarze przewodnosci elektrycznej wody, w ktérej umiesz-
czono badang tkanke roslinng. Przewodnictwo elektryczne (konduktan-
cja) wzrasta proporcjonalnie do iloSci elektrolitbw wydostajacych sie
z komorek roslinnych uszkodzonych wskutek zaniku pélprzepuszezalnych
wlasciwosci blon cytoplazmatycznych. Pomiary konduktometryczne moz-
na réwniez przeprowadzi¢ bezposrednio w tkance ros$linnej postugujac
si¢ elektrodami iglowymi lub plytkowymi. Metody konduktometryczne
naleza do szybkich i nowoczesnych, jednakze nadajg sie raczej do oceny
lokalnych uszkodzen tkanki. Przy ich uzyciu mozna okreslic zmiany
przepuszczalno$ci blon cytoplazmatycznych pod wplywem hartowania
oraz na skutek dzialania bodzcéw $wietlnych [18].

Metody oparte ma przyzyciowym barwieniu cytoplazmy polegaja na
ocenie aktywnosci zyciowej komoérek, ktére bedac zywe, dzieki wlasnos-
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ciom blon maja zdolno$¢é akumulowania niektérych barwnikéw (np.: ro-
damina, erytrozyna i in.), badz tez za pomoca ukladéw enzymatycz-
nych utleniajg niektére zwigzki chemiczne zmieniajac ich wlasnosci
optyczne (np.: blekit metylowy lub TTC). Ten ostatni zwigzek, chlorek
2,3,5trojfenylotetrazoliowy (krét TTC) zostal wykorzystany po raz
pierwszy w polowie lat pige¢dziesigtych. TTC latwo rozpuszcza si¢ w wo-
dzie i jest bezbarwny, natomiast dehydrogenazy zywej komoérki redukuja
go do czerwono zabarwionego formazanu, ktéory po wyekstrahowaniu
etanolem w podwyzszonej temperaturze oznaczany jest spektrofotome-
trycznie. W omawianej metodzie wymagana jest inkubacja badanej
tkanki w roztworze buforowym o okreslonym stezeniu TTC i zawierajg-
cym S$rodek zwilzajgcy. Inkubacja odbywa sie w $cisle okreSlonej tem-
peraturze w ciemnosci i trwa kilkadziesigt godzin. Obecno$é bakterii lub
innej mikroflory na badanych prébkach moze niekiedy spowodowa¢ duzy
blad w ocenie stopnia uszkodzenia tkanki. Powyzsza metoda mimo
swoich zalet jest do$é czasochlonna bowiem wymaga 20—30 godzin in-
kubacji [18]. Wéréd metod posrednich szczegélnie atrakcyjne sg metody
umozliwiajgce wykorzystanie badanych roslin do dalszej hodowli. Do
metod tych nalezg bezposrednie pomiary konduktometryczne oraz meto-
dy luminescencyjne [7, 18]. Wséréd metod luminescencyjnych mogacych
w przyszlosci stuzy¢ do diagnostyki odpornosci roslin na szkodliwe czyn-
niki $rodowiska szczegblng role spelniajg: ultraslaba biochemilumines-
cencja, elektrochemiluminescencja oraz opézniona luminescencja aparatu
fotosyntetycznego. Detekcja wymienionych luminescencji moze stuzyc
do oceny mrozoodpornosci roslin i w tym celu zestawia si¢ réznego typu
stanowiska oraz opracowuje sie¢ specjalne metody pomiarow.

Zastosowanie detekcji wultrastabej biochemiluminescencji do oceny
mrozoodpornosci roslin

Ultrastaba biochemiluminescencja (UBCL), wykryta w roku 1954, jest
emitowana przez prawie wszystkie zywe komoérki zaréwno ro$linne jak
i zwierzece [4, 35]. Gldwng przyczyng emisji tego Swiatla jest zlozony
proces chemiluminescencyjny zapoczatkowany utlenieniem lipidoéw
w mitochondriach oraz blonach cytoplazmatycznych [25, 26, 32, 40].

Wplyw czynnikéw zewnetrznych naruszajacych lipidowo-biatkowe
kompleksy blon komérkowych lub zaklécajacych transport endogennych
antyutleniaczy do lipidéw strukturalnych powoduja narastanie reakcji
lancuchowej utleniania i zwigzanej z tym emisji UBCL.

Natomiast niski i stabilny poziom spontanicznej UBCL tkanek roslin-
nych $wiadczy o wlasciwym stezeniu swobodnych rodnikéw, dostateczne]
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ilosci endogennych antyutleniaczy doprowadzonych do blon komorko-
wych, sprawnym ich transporcie na poziomie subkomérkowym oraz
ogoélnie stacjonarnym i regulowanym przebiegu metabolizmu [1, 8, 10,
20]. Zagadnienie wplywu ekstremalnie niskich i wysokich temperatur
na emisje UBCL jest tematem licznych prac uczonych radzieckich (Ta-
rusowa, Wiesiolowskiego, Doskocza, Gasanowa, Agawierdiejewa i in.)
prowadzonych od polowy lat szesédziesigtych [1, 8, 10, 33, 34, 35, 36].

Stwierdzono, ze niska temperatura dodatnia powoduje poczatkowo
obnizenie emisji UBCL az do poziomu tla. Poczatek niskotemperaturowe-
go przedzialu wyznacza temp. t, (rys. 2). Obnizenie temperatury do war-
tosci ujemnych powduje szybkie narastanie natezenia Swiecenia nazwa-
nego degradacyjnym, poniewaz jego przyczyna jest uszkodzenie struktu-
ry i zaklécenie funkcji komorek. Przestajg sprawnie dzialalnos¢ autore-
gulacyjne mechanizmy subkomoérkowe, a w szczegélnosci systemy endo-
gennych antyutleniaczy, ktére reguluja i hamujg reakcje utleniania
w komorce roslinnej. Przy dalszym obnizaniu temperatury nastepuje
wzrost emisji UBCL az do osiggnigcia maksimum w temp. tn, a nastep-
nie niecdwracalny spadek do poziomu tla (rys. 2). Niskotemperaturowy
wzrost UBCL mozna tlumaczy¢ uaktywnieniem np. degradacyjnych pro-
ceséw autoutleniania rodnikowego skladnikéw 1lipidowych przy ograni-
czonym doplywie endogennych antyutleniaczy. Do oceny mrozoodpor-
nosci uzywa sie zwykle kilkadziesigt sztuk etiolowanych kielkéw, ktore
rosly 4—5 dni w temperaturze pokojowej.

777 |

Rys. 1. Schemat blokowy stanowiska pomiarowego do oceny mrozoodpornosci
roslin poprzez detekcje ultrastabej biochemiluminescenciji..
Objasnienia w tekscie.

Do detekeji UBCL uzywa sig najlepszych, wyselekcjonowanych foto-
powielaczy o bardzo malym poziomie szuméw, pracujagcych w ukladzie
zliczania impulséw jednoelektronowych [8, 9, 26, 29,35].

Schemat blokowy typowego zestawu, uzywanego do oceny mrozood-
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Rys. 2. Przebieg termograméw ultraslabej biochemiluminescencji roslin pszenicy
nalezagcych do odmiany mrozoodpornej — 1 (Moskiewska 2453) i malo od-

pornej na mréz — 2 (Apulikum 77/2) (wg 9).
Objasnienia w tekscie.

" pornosci poprzez detekcje UBCL przedstawiono na rys. 1. Badany obiekt
(np. etiolowane kielki) umieszcza si¢ w $wiatloszczelnej komorze pomia-
rowej (1), przez ktérg przepuszcza sie strumien ozigbionego i osuszonego
powietrza. Temperature w kamerze reguluje sie poprzez ogrzewanie ozie-
bionego powietrza grzatka, ktérej moc jest regulowana przez zasilacz
(11). Zasilacz ten jest z kolei sterowany przez mostkowy uklad pomiaru
temperatury (10), ktérego jedno ramie stanowi termistor umieszczony
w kamerze. Cze$¢ kwantéw $wiatla emitowanych przez badany obiekt
przechodzi przez okienko kamery i pada na fotokatode fotopowielacza (2),
na wyjsciu ktérego pojawiaja sie impulsy napieciowe. Impulsy te po
przejsSciu przez wtoérnik katodowy (3) zostaja podane na wzmacniacz im-
pulsowy (4), skad nastepnie przekazywane sa na przelicznik elektronowy
(8) oraz integrator liniowy (6). Integrator calkuje impulsy w zadanych
odstepach czasu, a usredniong wartosé¢, bedgca miara szybkosci zliczania
impulséw wskazuje i zapisuje rejestrator kompensacyjny (7). Wtornik
katodowy jest zasilany przez stabilizowany zasilacz (8), a fotopowielacz
jest zasilany przez wysokomnapieciowy zasilacz stabilizowany (9).

Dla réznych roélin dobierano rézng szybkosé obnizania temperatury.
Przy badaniu mrozoodpornosci réznych odmian pszenicy przyjeto 0,4°C
w ciggu 1 minuty [9]. Termogramy UBCL dwoéch odmian pszenicy, ktére
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kontrastowo roznig sie mrozoodpornoscig przedstawiono na rys. 2. Linia
ciagla zaznaczono termogram odmiany mrozoodpornej, a linig przerywa-
na przedstawiono przebieg luminescencji odmiany wrazliwej. U odmiany
mrozoodpornej — Moskiewska 2453 mozna zauwazy¢ wyrazne przesunig-
cie zaréwno punktu t, (poczatku niskotemperaturowego przedzialu) jak
i tm (niskotemperaturowego piku) w strone temperautr niskich porow-
nujac z analogicznymi punktami na termogramie odmiany mato odpor-
nej — Apulikum 77/2. Na tym samym rysunku mozna zauwazy¢ podobne
,piki” w zakresie temperatur dodatnich, ktére wedlug autoréw (Dosko-
cza, Tarusowa i Agawierdiejewa) $wiadcza o odpornosci roélin na pod-
wyzszone temperatury. Poza zakresem pierwszego ,piku” zaczyna sig
obszar niekontrolowanych i nieodwracalnych proceséw prowadzacych do
$mierci roéliny (,,pik” drugi). Obszar pomiedzy dwoma dodatnimi ,,pika-
mi” nazwano zakresem temperatur letalnych.

Tabela 1

Temperaturowe wskatniki mrozoodpornosci niektérych odmian pszenicy
uprawianych w réinych strefach klimatycznych [wg 9].

Odmiana tm[°C] t_[°C] Rejon uprawy
Saratowska 29 —17 0 Okreg omski
Moskiewska 2453 —1 0 Okreg moskiewski
Dalekowschodnia —1 1 Okreg amurski
Ulianawka —56 2 Powolze
Lgowska 873 —4 3 Okreg kurski
Mironowska 808 —3 3 Ukraina
Bialocerkiewska 198 —3 4 Ukraina
Bezostna 1 —3 5 Ukraina
PPG 186 —2 5 Okreg brianski
Cluj 722 —2 5 Rumunia
Casau —1 6 Wegry
Nord desprez —1 17 Francja
Apulikum 77/2 —1 7 Azerbejdzam
Ponchean 0 7 Francja
Safedaki 0 7 Tadzykistan
Nadmerbebener 0 7 NRD

W tabeli 1 umieszczono temperaturowe wskazniki mrozoodpornosci
kilkunastu odmian pszenicy uzyskane z termograméw podobnych do po-
przednio omawianych [wg 9].

Tetoda oceny mrozoodpornosci roslin poprzez detekcje UBCL nie
znalazla szerszego zastosowania bowiem stawia bardzo wysokie wymaga-
nia techniczne ukladowi fotometrycznemu, a konieczno$¢ uzycia roslin
etiolowanych przekreslita mozliwo$é ich hartowania przy udziale $wia-
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tla. U roslin niehartowanych réznice odmianowe nie sg duze, a uzyskane
wyniki nieraz trudne do interpretacji.

Elektroluminscencyjna metoda pomiaru mrozoodpornosci roslin

Szereg faktéw doswiadczalnych wskazuje na udzial endogennych
antyutleniaczy w ochronie lipidowego skladnika blon komérkowych
przed destrukcja spowodowang niska temperatura, a tym samym na
istotng role antyutléniajagcej aktywnosci (AOA) w kompleksowo rozu-
mianym zjawisku mrozoodpornosci. Niektorzy badacze wigzg zwiekszona
mrozoodpornos¢ roélin nie tylko z iloscig antyutleniaczy w tkankach ro-
Slinnych, ale takze z zachowaniem ich duzej aktywnosci w miskich tem-
peraturach co prawdopodobnie jest uwarunkowane ochronna rola fosfo-
ru organicznego nagromadzonego we frakeji fosfolipidowej [36].

Rownolegle opracowano metody oceny mrozoodpornoséci poprzez bez-
posredni pomiar AOA sumarycznej frakcji lipidéw i fosfolipidéow z tka-
nek ro$linnych lub pomiar AOA zwigzkéw rozpuszczalnych w wodzie.

Wedlug Agawierdiejewa bardziej przydatna w praktyce okazala sig
elektroluminescencyjna metoda pomiaru AOA we frakcji lipidowej [2,
9]. Zasada tej metody jest pomiar wplywu odmierzonej ilosci lipidowego
ekstraktu na zmiane elektroluminescencji (ECL), powstajgcej podczas
elektrochemicznego utleniania modelowych ukladéw. Jako uklad modelo-
wy emitujacy Swiatlo podczas elektrolizy wybrano nasycony roztwér cy-
trynianu sodu w metanolu. Badano mrozoodporno$é nasion i etiolowa-
nych kielkéw, ktore poddano 10-minutowej ekspozycji w zadanej tempe-
raturze, a nastepnie zamrazano w cieklym azocie i szybko homoge-
nizowano.

Frakcje lipidowa uzyskiwano poprzez ekstrakcje homogenatu eterem
naftowym lub mieszaning chloroformu z metanolem, a lipidy i fosfoli-
pidy wytragcono lub wydzielano chromatograficznie na zelu krzemion-
kowym. Uzyskane z tkanek ros§linnych sumaryczne frakcje lipidéow i fos-
folipidow posiadaja zroéznicowang zdolno$¢ do gaszenia stacjonarnego po-
ziomu indukowanej ECL w zaleznosci od stanu fizjologicznego roslin
oraz stopnia ich uszkodzenia temperaturowego. Jako standardu dla okre-
slenia wzglednej AOA wybrano o« — tokoferol, znany endogenny anty-
utleniacz w organizmach roslinnych i zwierzecych. Jako wzgledng jed-
nostke hamujacego efektu AOA przyjeto zmiane natezenia emisji ECL
wywolang przez wprowadzenie a — tokoferolu w stezeniu 1,25-10%
mol/1.

Wedlug autoré6w metody byla to najmniejsza ilo§¢ a-tokoferolu, ktora
W spos6b zauwazalny i powtarzalny tlumila stacjonarng emisje ECL [9].
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Schemat ukladu pomiarowego do oceny AOA metodg rejestracji in-
dukowanej ECL przedstawia rys. 3.

Rys. 3. Schemat blokowy stanowiska pomiarowego do rejestracji in-
dukowanej elektrochemiluminescenciji. Objasnienia w tekscie.

W $wiatloszezelnej kamerze pomiarowej (1) znajduje sie elektroli-
tyczna komoérka wypeiniona standardowym roztworem cytrynianu sodu
w alkoholu metylowym. Anoda jest platynowa igla @ 0,5 mm znajdujaca
sie w ognisku parabolicznie wygigte] katody. Przez roztwor przepuszcza
sie stabilizowany prad o natgzeniu kilku miliamperéw (np. 3 mA), ktory
doprowadzony jest z elektrycznego stabilizatora pradu (6). Do komorki
elektronicznej mozna wprowadzi¢ odmierzona ilo$é (1 ml) ekstraktu li-
pidowego przez specjalng rurke (7). Detektorem ECL jest fotopowielacz
(2) pracujacy w ukladzie pradowym i zasilany przez wysokonapigciowy
zasilacz stabilizowany (9).

Sygnal z fotopowielacza zostaje wzmocniony przez wzmacniacz pradu
stalego (3) i przekazany ma rejestrator kompensacyjny (4).

Na rys. 4 przedstawiono przebieg zmian AOA frakeji lipidowej etio-
Jowanych kietkow dwoéch odmian pszenicy réznigeych sie kontrastowo
poziomem mrozoodpornosci. Strzalka wskazuje na kierunek zmiany tem-
peratury

AOA obu odmian osiaga wartos¢ 0 w temperaturach zblizonych do
ich t, (niskotemperaturowych ,,pikow”) uzyskanych poprzez detekeje
UBCL (rys. 2).

Potwierdzaloby to przytoczona uprzednio hipotezg iz przyczyng
UBCL jest reakcja utleniania lipidowego skladnika blon biologicznych
oraz wskazywaloby na istotng role antyutleniaczy w utrzymaniu emisji
ultrastabej luminescencji na niskim, stacjonarnym poziomie.

Wskazniki AOA lipidowych frakeji nasion i kielkow odmian pszenicy
mrozoodpornych i mato odpornych na mroz przedstawiono w tabeli 2.
Odmiany bardziej mrozoodporne (Moskiewska, Saratowska) majg nizszy
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Rys. 4. Wplyw niskich temperatur na aktywnosé antyutleniajg-
ca frakcji lipidowej z kietkéw pszenicy odmiany mrozo-
odpornej — 2 (Moskiewska 2453) i odmiany mato odpor-
nej na mréz — 1 (Apulikum 77/2) (wg 9). Objasnienia

w tekscie.

Tabela 2

AOA ekstraktu lipidowego nasion i kietkéw czterech odmian pszenicy
wyznaczona w temperaturze 23°C [wg 9]

AOA jednostki wzgledne

Odmiana o i

nasiona kielki
Moskiewska 2453 5,61 £ 0,32 5,11 = 0,45
Saratowska 29 5,45 + 0,47 4,94 + 0,31
Apulikum 77/2 7,40 £ 0,20 7,22 *+ 0,25
Safedaki 7,23 * 0,83 7,16 * 0,48

poziom AOA zaréwno w nasionach jak i w kietkach. W odréznieniu od
nich odmiany wrazliwe (Apulikum, Safedaki) maja w tej -temperaturze
wyraznie wyzszag AOA co pozwala im na wegetacje i sprawny metabo-
lizm w podwyzszonych temperaturach, ktére dla odmian mrozoodpor-
nych s3 zabdjcze.

Badano takze AOA kilku odmian pszenicy zahartowanych w sposéb
haturalny w polu, a nastepnie poddawanych dzialaniu niskich tempera-
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tur (+5, 0°, —7, —17°, —27°C). Stwierdzono, ze w niskich temperaturach
AOA frakcji lipidowej, uzyskanej z lisci pszenic ozimych, moze byc¢
wskaznikiem ich mrozoodpornosci. U roslin bardziej odpornych lub za-
hartowanych poziom AOA spada wraz z obnizeniem temperatury wolniej
niz u ro$lin wrazliwych. W badanych, niskich temperaturach nastapito
odwrocenie zalezno$ci przedstawionych w tabeli 2 i AOA pozostala naj-
wyzsza u roslin mrozoodpornych [22].

Otrzymane wyniki $wiadcza, ze strukturalna przebudowa komoérek
roslin w procesie hartowania jest Scisle powigzana ze zmianami w orga-
nizacji struktury blon lipoproteidowych. Hartujacy wplyw niskiej tem-
peratury na ro§liny zwigzany jest z mobilizacja wszelkich mechanizméw
obronnych a zwlaszcza AOA blon komoérkowych i cytoplazmy.

Przy uzyciu opisanej metody nie mozna oceni¢ wplywu wzajemnego
oddzialywania oraz lokalizacji poszczegoélnych komponentow blon lipo-
proteidowych na calkowitg ich aktywnosé antyutleniajacg in vivo. Mimo
tych ograniczen elektroluminescencyjna metoda pomiaru AOA moze by¢
przydatna do oceny odpornosci organizméw roslinnych na roézne nie-
sprzyjajace czynniki $§rodowiska, a tym samym i na niskie temperatury
[14, 16, 35].

Wykorzystanie detekcji opdinionej luminescencji aparatu
fotosyntetycznego do oceny mrozoodporno$ci roslin

Opobzniona luminescencja (OL) zostala wykryta w roku 1951 i okre-
$lona jako slabe, czerwone promieniowanie emitowane z funkcjonujacego
aparatu fotosyntetycznego po wygaszeniu fluorescencji [30]. Przy uzyciu
dostatecznie czulych detektoréw $wiatla mozna OL rejestrowac przez
kilkanascie minut od chwili wylgczenia Swiatla wzbudzajacego. Zjawisko
OL, sSciSle zwigzane z przebiegiem procesu fotosyntezy jest od wielu lat
wykorzystane w badaniach zaré6wno samego procesu jak i zjawisk Scisle
z fotosyntezg zwigzanych. OL zwigzana jest z istnieniem w centrach
reakcji mechanizmoéw istabilizujacych energie fotowzbudzenia, w celu jej
wykorzystania do ,,napedu” transportu elektronicznego w procesach fo-
tofosforylacji. Natezenie emisji OL jest takze bardzo czulym wskaZni-
kiem przebiegu reakeji fotolizy wody [3, 13, 24, 27, 28, 31].

Zaréowno struktura jak i funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego
sg $ciSle powigzane z wlasciwym uformowaniem i funkcjonowaniem blon
tworzacych lamelle. Wszystkie czynniki uszkadzajgce blony komoérkowe,
bedace najwrazliwszym skladnikiem zywej komérki, uszkadzaja réwno-
cze$nie strukture jednostek fotosyntetycznych zlokalizowanych w lamel-
lach chloroplastow. Uszkodzenia takie zaklocaja proces fotosyntezy,
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a szczegllnie przebieg reakcji pierwotnych, co znajduje tez natychmiast
odzwierciedlenie w przebiegu emisji fotoindukowanej OL.

Detekcja OL dostarcza wiec informacji zaréwno o mechanizmach
stabilizacji labilnej energii fotowzbudzenia w celu jej zuzytkowania
w procesach fotofosforylacji i fotolizy wody, jak i o czynnikach zakléca-
jacych transport elektronéw w obu fotosystemach, a takze posrednie
o funkcjonowaniu blon lipoprotoidowych. Pomiary OL zastosowane do
oceny mrozoodpornoéci daja wyniki, ktore sg niejednokrotnie podobne
lub calkowicie zbiezne z wynikami uzyskanymi poprzez detekcje UBCL.
Potwierdza to zwigzek OL z systemem mechanizméw obronnych i adap-
tacyjnych w komoérkach roslinnych [37].

W odréznieniu od UBCL emitowanej z tkanek mtodych roslin etiolo-
wanych detekcja OL pozwala na uzyskanie informacji o stani¢ flziolo~
gicznym roslin w pelni sformowanych i dojrzakych; co znacznie-rozseerza.:.
mrozoodpornosci roslin 11, 12, 20, 21, 34].

Detekcja OL zostala z powodzeniem zastosowana ‘W' metodach oceny -
mrozoodpornosci rolin [11, 1,2, 20, 21, 34].

Pomiary OL przeprowadza sie zwykle przy uzyciu $wiattoszczelnych
termokamer, w ktorych temperature mozna zmieniaé w szerokich gra-
nicach (np. od +70°C do —30°C). Detektorem opéznionej luminescenciji
jest fotopowielacz czuly w zakresie dalekiej czerwieni. Do wzbudzania
OL sluzy silne Zrédlo swiatla bialego (projekcyjna lampa zarowa lub
ksenonowa przestonieta filtrem cieplnym), ktére pozwala mna uzyskanie
natezenia o$wietlenia powyzej 104lx [35]. Na rys. 5 przedstawiono sche-
mat typowego zestawu pomiarowego uzywanego przez Tarusowa i wspol-
pracownikoéw do oceny mrozoodpornosci roslin poprzez detekcje sktado-
wej milisekundowej OL (22, 34).

Badany obiekt: 1i¢, todyge, calg rosline umieszcza sie w: $wiatolszczel-
nej kamerze (1) na stoliku (2), do ktérego przymocowana jest metalowa
rurka z przeplywajacym czynnikiem chlodzacym oziebianym w typowej
zamrazalce. Zgdang temperature uzyskuje sie ogrzewajac stolik grzatka
zasilang przez regulator (14) sterowany ukladem elektrycznym (15)
z czujnikami termistorowymi (3). Naprzeciw badanego obiektu umiesz-
czona jest wirujgca tarcza (4) napedzana silnikem elektrycznym (5).
W tarczy znajduje si¢ otwor, ktéry odstania kolejno: zrédlo $wiatla
wzbudzajacego (6) oraz fotopowielacz (7). Zrédlo S$wiatla jest zasilane
napigciem ze stabilizowanego zasilacza (13). Strumien $wiatla wpada do
kamery poprzez otwér w wirujgcej tarczy i =zostaje skierowany za
pomocg luster na obiekt powodujgc jego fotowzbudzenie. Czas trwania
tego etapu uzalezniony jest wielkoscia otworu oraz szybkosciag obrotu
tarczy (najczeSciej 10—20 obr/s). Po krétkiej pauzie nastepuje etap dru-
gi, gdy otwor w tarczy znajdzie sie na przeciw fotopowielacza. Nastepuje
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Rys. 5. Schemat blokowy stanowiska do pomiaru mrozoodpor-
nosci roslin. poprzez detekcje opbinionej luminescencji.
Objasnienia w tekscie.

wowczas detekcja opéznionej luminscencji emitowanej po kilku milise-
kundach od zakonczenia etapu wzbudzenia. Skladowa ta nosi takze na-
zwe fluorescencji opo6znionej.

Ilos¢ impulséw napieciowych pojawiajacych sie na wyjSciu fotopo-
wielacza (7) jest proporcjonalna do ilosci kwantéw promieniowania pa-
dajacych na fotokatode. Impulsy po wzmocnieniu przez wzmacniacz im-
pulsowy (8) doprowadzane sa do integratora (9), gdzie nastepuje ich
catkowanie w zadanym odstepie czasu. Na wyjéciu integratora przyia-
czony jest miernik wychylowy (10) oraz rejestrator (11). Ich wskazania
sag proporcjonalne do czestotliwosci rejestrowanych impulséow, a tym
samym do $redniej ilosci kwantéw emitowanych przez badany obiekt
w wyniku fotowzbudzenia. Fotopowielacz jest zasilany stalym napieciem
uzyskiwanym z wysokonapieciowego zasilacza stabilizowanego (12).

Do badan pobierano mlode rosliny zbéz ozimych, od ktérych oddziela-
no liscie i umieszczono je na chiodzonym stoliku w termokamerze. Po
uruchomieniu silnika i ustaleniu sie stacjonarnej OL, nastepowalo schia-
dzanie tkanki ro$linnej z szybko$cig 0,5°C/min.

W miare obnizania temperatury zmniejszalo sie natezenie emisji OL.
Na rys. 6 przedstawiono przebieg termograméw lisci z miodych zahar-
towanych roslin nalezgcych do trzech odmian pszenicy, réznigcych sig
w wyrazny spos6b mrozoodpornoscia. |

Stwierdzono prawidlowo$é polegajaca na tym, ze rosliny matoodporne
na mréz nalezace do wysokoproduktywnych odmian posiadajg w tempe-
raturach dodatnich wieksza emisje OL. Natezenie OL odmian mrozood-
pornych szybko ulega obnizeniu i utrzymuje si¢ na niskim poziomie. Za-
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Rys. 6. Termogramy OL zahartowanych roslin pszenicy ozimej, nalezacych do
frzech odmian (wg 22).

1 — Odeska 16; 2 — Bezostna 1; 3 — Skorospietka 35.
Objasnienia w tekscie.

kres ten utrzymuje sie az do pojawienia sie pierwszego piku (temp. tii)
odpowiadajacego temperaturze,w ktérej zatrzymany zostaje wzrost ro-
sliny i nastepuje jej przejScie w stan spoczynku zimowego.

Pierwsze niskotemperaturowe maksimum (tyx;) pojawia sie u zaharto-
wanych roslin zbozowych w zakresie temperatur pomiedzy —6° i —8°C.

Zjawisko to jest spowodowane tworzeniem sie lodu w przestrzeniach
migdzykomoérkowych i towarzyszy temu wzrost temperatury tkanek ro-
Sliny. Opisany skok temperaturowy (na rys. 6 oznaczony tyg) nos: tez
nazwe punktu krioskopowego.

Mrozoodporne odmiany pszenicy (np. Odeska 16) po zahartowaniu
majg nizszy poziom emisji OL oraz stabo zaznaczony pik tx; w tempera-
turze ok. —6°C.

Nieodporne na mroéz, wysokoproduktywne odmiany (np. Skorospielka
39), maja po zahartowaniu dosyé wysoki poziom emisji w niskich tem-
- peraturach dodatnich oraz wyraznie wystepujgcy niskotemperaturowy
pik w temperaturze ok. —7,5°C. Wielko$¢ piku tx; jest prawdopodobnie
uzalezniona od stopnia uwodnienia tkanek, a to z kolei jest m.in. wskaz-
nikiem zzhartowania rosliny. W miare dalszego obnizania temperatury
mozna zaobserwowac¢ kolejny spadek natezenia emisji OL, a nastepnie
szybki jej wzrost, az do osiggniecia maksimum w temperaturze ty; cha-

4 — Postepy nauk roln. 4/81
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rakteryzujgcej stopien uszkodzenia rosliny w niskich letalnych tempe-
raturach. Stwierdzono, ze rosliny o wysokiej mrozoodpornosci po nie-
wielkim obnizeniu emisji ponizej punktu krioskopowego wykazujg silny
wzrost natezenia OL, az do osiagniecia maksimum w temperaturze tiy,
(10°—12°C) nizszej od temperatury tx;. Ten drugi niskotemperaturowy
pik nosi nazwe ,blysku” opo6znionej luminescencji i sygnalizuje znisz-
czenie struktury aparatu fotosyntetycznego i rozprzezenie funkcji me-
tabolicznych komoérki. U roslin maloodpornych na mréz ten powtérny
przyrost emisji OL jest mniejszy, a maksimum (punkt tyx,) nastepuje
w temperaturze wyzszej w porownaniu z roslinami mrozoodpornymi.

U roslin niezahartowanych nie obserwuje si¢ zwykle piku ty,, a ,,roz-
blyski” OL w temp. tx, ros$lin o roéznej mrozoodpornosci pokrywajg sie.
Po przejsciu punktu ty, ,,rozblyk” OL ulega gaszeniu, az do osiggniecia
poziomu tla. Luminescencja roslin mrozoodpornych ,,gasnie” w tempera-
turach nizszych niz roslin odmian wrazliwych na mroéz [21]. Mozna sie
tutaj dopatrze¢ analogii z przebiegiem krzywych przedstawiajgcych
zmiane AOA frakcji lipidowej tkanek roslinnych (rys. 4).

Uzyskiwane na drodze detekcji OL termogramy pozwalajg okresli¢
stopien mrozoodporno$ci ro$lin, a takze informujg o przebiegu pierwot-
nych procesow fotosyntezy w roslinach poddanych stresowi temperatu-
rowemu [20, 21, 34, 35, 38].

Opisana metoda oceny mrozoodpornosci roslin zbozowych na drodze
detekecji OL zostala w ostatnich latach zmodyfikowana i opatentowana
przez Dzanumowa i wsp. [11, 12]. :

Autorzy nowej wersji wyszli z zalozenia, ze biofizyczne metody oceny
odpornosci i adaptacji sg z natury swojej na tyle subtelne, ze mogg do-
starcza¢ informacji o funkcjonowaniu regulujacych mechanizméw na po-
ziomie komoérki i jej organelli. Mechanizmy utrzymujgce homeostaze
zywej komorki maja nature elementarnych proceséow biofizycznych. Na-
ruszenie stanu fizjologicznego organizmu roslinnego przez czynniki stre-
sowe powoduje natychmiastowg reakcje obronng majgcg charakter nie-
specyficznego wzrostu ich odpornosci [11, 38].

Odpowiednio subtelna biofizyczna metoda pomiarowa powinna do-
starcza¢ wiadomo$ci o zmianach w lokalizacji i wzajemnym oddzialy-
waniu biomakremolekul oraz o ich zdolnosciach do zmian konformacyj-
nych. W ten sposdb moznaby uzyske¢ informacje o réznicach w reak-
cjach roéznych odmian zbéz ozimych réinigcych sie mrozoodpornoscia na
ten sam czynnik stresowy (np. nisks temperaturQ) dzialajgcy przez krotki
okres czasu.

Wedlug Dzanumowa i wspoélpracownikow pozwoliloby to w konse-
kwencji na zrezygnowanie z czasochlonnego i klopotliwego procesu har-
towania materialu roslinnego przeznaczonego do oceny mrozoodpornosci.
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Autorzy ci uznali, Zze najwrazliwszym procesem fizjologicznym w ko-
moérkach fotoautotroficznych jest fotosynteza, a jej przebieg dobrze od-
zwierciedla charakter indukeji OL. :

Do detekcji OL wykorzystali oni kwantometryczne stanowisko po-
miarowe przedstawione na rys. 5.

Obiektem pomiarow byly 7—=8-dobowe rosliny zbdéz ozimych, ktore
kietkowaly i rosty w S$ciS$le okreslonych, kontrolowanych warunkach
klimatycznych [11, 12]. Przed pomiarem cale rofliny byly adaptowane
w ciemnosci przez okres 2 godzin i temperaturze 18°C. Nastepnie lis¢
przytwierdzano do chlodzonego stolika a korzenie pozostawaly w roztwo-
rze Knopa o temp. pokojowej. Jako optymalng temperature stolika wy-
brano —4°C i czas chlodzenia 1,5 minuty.

Po uplywie tego czasu wlaczano fosforoskop i rejestrowano krzywe
indukcji OL. Czas pojedynczego pomiaru trwal od 4 do 6 minut i przez
caly ten okres byla utrzymana stala temperatura —4°C. Przykladowe
przebiegi indukcji OL trzech odmian pszenicy ozimej przedstawia rys. 7.

3@

20 |

15 F

Rys. 7. Przebiegi indukcji sklado-

"y

wej milisekundowej OL 1.0 ¢

trzech odmian pszenicy ozi-

mej o réinej mrozoodpor-

nosci (wg 11): 05 |

1 — Uljanowka (odmiana
mrozoodporna), o

2 — Mironowska 808 (od- \
miana $rednioodporna), 0.0 :-_-..'—:"7":—1"—.'".' jﬁh

3 — Kaukaz (odmiana nie= 3
odporna). 0 1 2 3 4 5 6 timn)

Autorzy opracowanej metody nie prébuja objasni¢ mechanizmoéw,
ktére wplywaja ma kinetyke OL i ich korelacji z mrozoodpornoscis.

Przy uzyciu opisanej metody mozna testowa¢ nie tylko szybko, ale
i dokladnie, bowiem jak podajg autorzy, podczas testu sprawdzajgcego
ze 169 zaszyfrowanych préobek do prawidlowych grup zaszeregowano 166
roslin [11]. Jako miare mrozoodpornosci przyjeto trzy najbardziej cha-
rakterystyczne parametry geometryczne krzywej indukcji OL.
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Nie s3 nam zname prace, ktérych celem bylaby weryfikacja przedsta-

wionej metody lub jej adaptacja do oceny mrozoodpornosci innych zb6z.
Prace nad sprawdzeniem opisanej metody i jej przydatnosci w praktyce
rolniczej, a takze opracowaniem nowych metod luminescencyjnych,
przydatnych do oceny mrozoodpornosci réznych roslin zbozowych, sg od
dwoch lat prowadzone przez autoréw w Akademii Rolniczej w Szczeci-
nie. Zestawy pomiarowe, metodyki i wyniki badan postaramy sie przed-
stawi¢ w najblizszym czasie.
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PANSTWOWE WYDAWNICTWO ROLNICZE I LESNE
POLECA KSIAZKE,

DR JOZEF ROSTKOWSKI

GOSPODARKA ZIEMIA
PODSTAWY PRAWNE

WARSZAWA 1981, S. 212, NAKL. 3 000 EGZ. ZL 50,—

Ksigzka stanowi przewodnik po obowigzujacych przepisach
prawnych dotyczgcych gospodarki ziemia. Zawiera interpretacje
przepisOow prawnych stosowanych przez resort rolnictwa. Zamie-
rzeniami Autora jest dostarczenie wyjasnien dotyczacych poszcze-
golnych kwestii praktycznych, co stanowi zalete ksigzki.

Zmiany przepisow prawnych (wynika to z doskonalenia form
i metod gospodarki ziemig), ktére moga wejs¢ w zycie dopiero
w 1982 r. Autor omowi w drugim wydaniu ksigzki. W omawianym
wydaniu uwzgledniono stan prawny w dniu 30 czerwca 1981 r.

W ksigzce znajdujg sie cenne materialy dotyczace gospodarki
ziemia, zwlaszcza dla czytelnikow, ktérzy nie majg wyksztalcenia
prawniczego.

Ksigzka podzielona jest na osiem rozdzialow. W pierwszym Au-
tor podaje zagadnienia ogdlne, a wigc pojecia administracji i prawa,
organa administracji, uregulowanie wlasnosci gospodarstw rolnych.

Nastepnie rozdzialy dotyczg obrotu nieruchomo$ciami rolnymi
i dziedziczenie gospodarstw, rejestrow oraz rozgraniczania nierucho-
moéci, dysponowania gruntami Panstwowego Funduszu Ziem, form
prawnych zapobiegania ekstensywnemu uzytkowaniu gruntéw rol-
nych, przekazywania gospodarstw rolnych za rente lub emeryture,
ochrony gruntéw rolnych oraz gospodarki terenami budowlanymi,
jak rowniez postepowania w sprawie scalania 1 wymiany gruntow.

Na koncu poszczegdlnych rozdzialdéw jest umieszczony wykaz
wazniejszych aktéw prawnych i literatura, co stanowi uzupeinienie
informacji opracowanych przez Autora.

Ksigzka przeznaczona jest dla pracownikéw organéw admini-
stracji panstwowej stopnia podstawowego i wojewodzkiego oraz
bankow spéldzielczych, jak tez dla dzialaczy spolecznych. Moga
tez z niej korzystaé uczestnicy kurséw doksztalcajacych wszystkich
stopni oraz uczniowie szkét rolniczych, w ktérych sg prowadzone
zajecia z zakresu podstaw prawnych gospodarki ziemis.




