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Wstep

W badaniach biologicznych, a w szczegdlnosci w takich mlodych spe-
cjalnosciach jak fotobiologia, bioenergetyka, biologia molekularna i sub-
molekularna, duze powodzenie w ostatnich latach zyskuja metody badaw-
cze oparte o detekcje ultraslabej biochemiluminescencji (UBCL) oraz foto-
syntetycznej luminescencji (FSL).

UBCL jest charakterystycznym przejawem procesow zyciowych w ko-
morkach zar6wno roslinnych jak i zwierzecych. Poslugujac sie detekcja
UBCL badano m. in. bioenergetyke proceséw wewnatrzkomorkowych
i reakcje komoérek na ekstremalne czynniki fizykochemiczne.

FSL zwigzana jest z pierwszymi stadiami fotosyntezy i emitowana
przez wszystkie organizmy fotosyntetyzujace. Przy pomocy detekcji FSL
bada sie pierwotne procesy fotosyntezy, a takze i oddzialtywanie Srodowis-
ka na organizmy roslinne. .

Mechanizmy, geneza, a takze i ewentualne role jakie mo‘gxlyby spelniaé
wymienione luminescencje w procesach zyciowych organizmdw nie zo-
staly calkowicie wyjasnione i pozostaja wcigz przedmiotem intensywnych
badan. Rownolegle do badan podstawowych rozwinely si¢ prace majace
na celu wykorzystanie detekcji ultrastabych swiecen w diagnostyce rolni-
czej. Aktualny stan osiggnie¢ w diagnostyce opartej o detekcje UBCL
przedstawiono w poprzednim artykule (26). Niemniej obiecujace, a pod
pewnymi wzgledami nawet bardziej korzystne wydaje sie¢ wykorzystanie
detekcji FSL jako wskaznika stanu fizjologicznego rosliny i je] odpornosci
na ekstremalne czynniki zewnetrzne.

Absorpcja $wiatla przez organizmy fotosyntetyzujgce i pierwotne procesy
w fotosyntezie

Istotg fotosyntezy jest absorpcja energii swietlnej i jej utrWalfenie W
postaci potencjalnej energii chemiczne] stosunkowo trwalych _zww;zkéw

organicznych.
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Z widma promieniowania stonecznego na powierzchnie Ziemi docierajg
fotony o dlugosci fali od 0.3 um do 3 um, poniewaz pozostale zostajg
w powaznym stopniu zaabsorbowane przez rozne warstwy atmosfery.
Porcje promieniowania nazwane fotonami posiadaja energie okreslona
wzorem Plancka:

E=h-v [J]
gdzie h = 6,625+ 103¢ J-s — stala Plancka; v — czestotliwos¢ promienio-
wania.

W reakcjach fotochemicznych kazda drobina moze zosta¢ pobudzona
do reakcji przez pochloniecie jednego kwantu $wiatla. Jedng gramodrobi-
ne — mol (6,023 - 1022 drobin) mozna pobudzi¢ do reakcji przy pomocy
6,023 - 10232 kwantow o odpowiedniej dlugosci fali czyli o odpowiednie]
energii. Calkowita ilo$¢ energii jaka zawiera taka liczba kwantow okres-
lona jest najczeSciej w kcal/mol, czasem nazywana jest einsteinem.

Energia foton6w moze by¢ absorbowana przez rézne substancje i w wy-
niku szeregu proceséw fotofizycznych i fotochemicznych zamieniona na
energie cieplng, elektryczng lub chemiczng (30).

W obecnej fazie rozwoju ewolucyjnego byt prawie wszystkich zywych
organizmow, z wyjatkiem autotroféw chemosyntetyzujacych, jest uzalez-
niony bezposrednio lub posrednio od doplywu energii w postaci promie-
niowania stonecznego. By energia promieniowania widzialnego mogla ulec
zamianie na energie chemiczng niezbedng dla zywych organizmow, wzgle-
dnie sta¢ sie czynnikiem informujgacym i regulujgcym musi zosta¢ selek-
tywnie zaabsorbowana przez specjalne substancje zwane barwnikami.
Wszystkie autotroficzne ro$liny, glony, a takze bakterie fotosyntetyzujace
posiadajg we wnetrzu swoich komorek szereg specyficznych barwnikéw,
wsérod ktérych szczegoélng role odgrywa chlorofil ,,a” u roSlin zielonych
i bakteriochlorofil u bakterii. Barwniki posiadajg zdolno$¢ pochlaniania
tych czesci promieniowania $wietlnego, ktére odpowiadajg ich widmu ab-
sorpeji. Zdolno$é pochlaniania energii przez barwniki uzalezniona jest od
ich budowy chemicznej, a dokladniej od istnienia odpowiedniej ilosci pod-
woéjnych lub potréjnych wigzan miedzyatomowych. W wigzaniach poje-
dynczych utworzonych przez jedng pare elektronéw wzbudzenie ktéregos
z nich wymaga duzej energii, z reguly ponad 150 kcal/mol. Taka energie
moze dostarczyé jedynie daleki nadfiolet. W wigzaniach podwo6jnych po-
jawiaja sie, oprécz elektronéw wiagzacych o, takze elektrony stabo zlokali-
zowane tzw. n. Elektrony = ulegajg latwiej wzbudzeniu co wigze sie z ab-
sorpcja promieniowania o fali dluzszej (o mniejszej energii) niz w przy-
padku elektronéw o. Wydtuzone lancuchy drobin, w ktérych wiazania po-
dwéjne wystepuja na przemian z pojedynczymi (wigzania sprzezone) cha-
rakteryzuja sie znacznym obnizeniem energii wzbudzenia elektronéw,
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uzaleznionym od ilosci wigzan sprzezonych. Jeszcze wieksze obnizenie
energii wzbudzenia powoduje obecnos¢ n-elektronéw od wolnych par
elektronowych. Wystepuja one w zwigzkach organicznych, w sklad ktorych
wchodzg tzw. ,,pierwiastki zycia’ jak tlen, azot, siarka i fosfor. Wszystkie
barwniki posiadajg w drobinie mniej lub wiecej wigzan sprzezonych. Ich
ilos¢ oraz rozmieszczenie wplywa na charakterystyczne zabarwienie da-
nego barwnika (2). Schemat poziomow o, a1 1 n oraz przejsc¢ elektronowych
w drobinie przedstawia rysunek 1.
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Rys. 1. Schemat poziomow ‘ ! n
energetycznych dla T
wzbudzonych elek-
tronow  walencyj-
nych d

Istnieje duzo barwnikéw spelniajacych réznorodne role w procesach
wzrostu i wegetacji roslin. Najwazniejszymi jednak barwnikami roslinny-
mi sg chlorofile, zlokalizowane wraz z barwnikami pomocniczymi w chlo-
roplastach i mogace przeksztalca¢ energie promienista zakresu widzialnego
zardOwno w energie wiazan wysokoenergetycznych jak réwniez w energie
chemiczng zwigzkéw organicznych. Proces przemiany labilnej energii pro-
mieniowania widzialnego w energie chemiczna nosi nazwe fotosyntezy
i jest najwazniejszym procesem foto- i biochemicznym na kuli ziemskiej.

W przebiegu fotosyntezy mozna wyroézni¢ trzy stadia: fotofizyczne, fo-
tochemiczne i enzymatyczne (ciemne).

W pierwszym stadium nastepuje absorpcja energii $wietlnej przez zes-
poly specyficznych barwnikéw roslinnych. Drobiny barwnikow, w \.)vymku
absorpcji fotonow, ulegaja wzbudzeniu, a energia wzbudzenia zostaje prze-
kazana do centrow aktywnych.

W drugim stadium, wzbudzone drobiny barwnikow w centrach al'(tyvs.r-
nych posredniczg w przeniesieniu jonu wodoru z drobiny wody .(rowm-e
dobrze moze by¢ to elektron, poniewaz w srodowisku wodnym gdzie znaj-
duja sie zawsze zdysocjowane H+ i OH— efekt jest ten sam) poprzez caly
lancuch cytochromowy i poprzez dwa fotosystemy do ferrodoksyny. Zre-
dukowana ferredoksyna moze z kolei redukowac koenzym NADP .do
NADPH. , Po drodze” powstaje w lancuchu cytochromowym, w wyniku
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fosforylacji. ATP. Wymienione, fotochemiczne procesy drugiego stadium
sq enzymatycznymi. Doprowadzaja one do utlenienia H,O — w wyniku
czego powstaje tlen drobinowy — do nagromadzenia zredukowanego fosfo-
ranu dwunukleotydu nikotynamido-adeninowego NADPH oraz pewnej
ilosci ATP.

Drugie stadium mozna prze$ledzi¢ na schemacie procesow fotosyntezy
na rysunku 2. Na schemat ten naniesiono miejsca oddzialywania herbicy-
dow co bedzie oméwione w ostatniej czesci artykutu.
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Rys. 2. Schemat proceséw fotosyntezy oraz miejsca, w ktoérych herbicydy moczniko-
we zaklécajg prawidlowy transport elektronow

W trzecim stadium nastepuje asymilacja CO, tzn. jego redukcja do cu-
krow prostych. Proces ten wymaga doplywu energii oraz obecnosci czyn-
nika redukujacego. Energia dostarczana jest w wyniku hydrolizy ATP do
ADP, a czynnikiem redukujacym jest NADPH. Zaréwno ATP jak i
NADPH s3 wytwarzane w procesach fotochemicznych drugiego stadium.
W wyniku szeregu procesow enzymatycznych, ktére mogg przebiegaé¢ w
ciemnosci nastepuje synteza, poczatkowo cukrow prostych nastepnie zlo-
zonych.

Luminescencja chloroplastéow jest zwigzana z dwoma pierwszymi pro-
cesami i dlatego wymagaja one nieco szerszego omowienia.
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Caly proces fotosyntezy u roslin zielonych przebiega w wysoko wyspe-
cjalizowanych organellach — chloroplastach. W komérce roslinnej moze
ich by¢ od 1 do ok. 100. Co kilka lub kilkanascie godzin rozmnazajg sie
one przez podzial. Chloroplasty zawierajag wlasny DNA i RNA zarowno
informacyjny jak i transportowy, a takze posiadaja rybosomy co umozli-
wia im samodzielng synteze bialek. Ta tak daleko posunieta autonomicz-
nos¢ stala sie podstawa wysunietej niedawno hipotezy, wedlug ktérej za-
rowno chloroplasty jak i mitochondria mogg pochodzi¢ od wolno zyjacych
organizmow bezjgdrowych, ktore droga $cistej symbiozy zespolily sie z ko-
morkami jadrowymi heterotroficznych pierwotniakéw. Przodkami chloro-
plastow mialy by¢ blekitnozielone glony podobne do dzisiejszych sinic, na-
tomiast mitochondria to wyspecjalizowane bakterie tlenowe. Ta, brzemien-
na dla dalszego rozwoju zycia na Ziemi, symbioza miala nastgpi¢ juz w
okresie bliskiego prekambrium (28).

Chloroplasty zawierajg duzg ilo$¢ réznych barwnikéw, sg to przewaz-
nie chlorofile. Pewna odmiana chlorofilu tzw. chlorofil ,,a” wystepuje po-
wszechnie, a jego obecno$¢ warunkuje mozliwo$é fotosyntezy u roslin
wyzszych i glonéw. Barwniki w chloroplastach nie sg rozmieszczone w ca-
lej objetosci, ale skupione na powierzchniach charakterystycznych war-
stwowych tworow nazwanych lamellami. Lamelle przyp‘ominaja blony
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Rys. 3. Struktura lamelli (wg Calvin M.: Rev. mod Phys 31, 147 1959)
Chl. — porfirynowy pierscien chlorofilu; Pr. — proteiny; Car. — karotenoidy;

Phl. — fosfolipidy; e.CO, — enzym redukujacy CO,; eO, — enzym czynny

w przemianie O,
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elementarne pozbawione jednej warstwy fosfolipidowej. Utworzone sg one
z dwoch warstw bialka 1 warstwy lipidowe] miedzy nimi. Na granicy fazy
lipidowe] 1 bialkowe] rozmieszczone sg drobiny chlorofilu oraz barwni-
kow pomocniczych. glownie karotenoidow. Barwniki te tworzg w lamel-
lach monomolekularne warstwy. Za takim modelem lamelli przemawia
specyficzna budowa drobiny chlorofilu skladajaca sie z hydrofilowe]
.glowki” — pierscienia tetrapirolowego i lipofilowego .,ogonka” jaki two-
rzy fitol. W warstwie lipidowe] zanurzone sg fitole natomiast hydrofilowe
pierscienie polozone sa miedzy faza lipidows, a warstwg drobin bialka.
Taka hipotetvezna strukture lamelli przedstawiono na rysunku 3.
Struktura lamellarna jest charakterystyczna dla wszystkich chloro-
plastow. U roslin nizszych np. krasnorostow. lamelle sg rownomiernie za-
wieszone \?bialkowej stromie (rys. 4). U roslin wyzszych tworzg bardzie]
zlozone struktury tzw. grana bedgce stosami od 10 do 30 lamell (rys. 3).

Rys. 4. Fotografia frag-
mentu ultracienkie-
go skrawka Kkra-
snorostu Porphyri-
dium cruentum.
Fotosyntetyzujgce
lamelle nie sg ulo-
zone w grana (wg
Fogg G.E.: Foto-
synteza. PWN.

1972)

Chlorofil jak kazda porfiryna posiada duzo wigzan podwéjnych ulozo-
nych na przemian z pojedynczymi. Tworzy to uklad sprzezony, ktory za-
wiera ruchliwe elektrony n. Elektrony te nie sg zlokalizowane na pojedyn-
czych atomach, ale sg wspolng wlasno$cig ukladu sprzezonego. Przestrzen-
ne uporzgdkowanie clrdorofilu w lamellach tworzgce monomolekularne
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Rys. 5. Fotografia frag-
mentu ultracienkie-
go skrawka chloro-
plastu z liScia szpi-
naku Spinacia ole-
racea. Fotosyntety-
zujgce lamelle sg
ulozone w  stosy
granum (wg Fogg
G.E.: Fotosynteza.
PWN. 1972)

plaszczyzny sprzyja powstawaniu jakby quasi krysztalow, w ktorych o’r—
bitale elektronéow walencyjnych czesciowo sie pokrywaja. W ten sposgb
umozliwione jest przemieszczanie sie¢ wzbudzonego elektronu.. a takze
1 powstalej po nim dodatniej ,,dziury”’, w obrebie calego tego niby Krysz-
talu, podobnie jak to ma miejsce w polprzewodnikach. | | |
Przy pomocy mikroskopu elektronowego wykryto, ze .pOW'lergchllle
lamell nie sg jednorodne, a na ich powierzchniach wystep‘uja. sfer_oxdal'ne?
iwory nazwane kwantosomami (10, 11, 35). Po uwzglednfe-nlu Wl?lkOSCl
drobin chlorofilu wyliczono, ze kwantosomy mogg zawierac 1.ch od 200 do
400. Zdjecie kwantosoméw przedstawiono na rys. 6. Wykrycie kwar?tosot
mow ma duze znaczenie w zrozumieniu procesow fotofizycznych ponlewa?
potwierdzaja koncepcje istnienia jednostki fotosyntetycznej la.nsc?wana.‘]uz
od kilkudziesieciu lat. Stwierdzono juz dawnie], ?e 1'oz.d1.~abr1.1ame wyizo-
lowanych chloroplastéow na fragmenty zawierajace mmeJ.mz. 20Q ‘droblljn
chlorofilu prowadzi do zaniku aktywnosci fotosyntetycznej. Nlektou? su 1;
stancje nieodzowne w transporcie elektronow w .I i II fotosystemle.zl ]:51 ;
ferredoksyna, chlorofil P, cytochrom f, wystepujz.a‘ W st<.)sunku. dohl1 o?c1
chlorofilu jak 1 do ok. 400. Te i inne jeszcze badania dowiodtly, ze chloro-
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Ryvs. 6. Fotografia ultra-
struktury lamelli
(wg Rabinowitch
E.I. Govindjee: Sci.
American, 213, 74,
1965)

fil jest przestrzennie i energetycznie zagregowany tworzac jednostki foto-
syntetyczne (10, 11). | ‘

Kazda taka jednostka, ktorej mozna prawdopodobnie przypisa¢ jeden
kwantosom z powierzchni lamelli, zawiera od 200 do 400 drobin chlorofilu
wzajemnie ze soba powigzanych przy pomocy zewnetrznych orbitali.
W jednostce fotosyntetycznej znajdujg sie tez drobiny barwnikoéw pomoc-
niczych rozszerzajgce pasmo absorpcji, a takze przynajmniej po jedne]
drobinie ferredoksyny, chlorofilu P, cytochroméw i innych zwigzkow
posredniczgcych w transporcie elektronow w obu fotosystemach. Drobiny
chlorofilu i barwnikéw pomocniczych rozlozone na stosunkowo duzej po-
wierzchni kwantosomu pelnig role jakby dwuwymiarowe]j anteny. Kwant
$wiatla pochloniety przez ktérgkolwiek drobine chlorofilu powoduje jej
wzbudzenie. Wzbudzeniu moga ulec nawet drobiny chlorofilu, ktére same
nie zaabsorbowaly fotonu, ale pobraly energie od wzbudzonych barwni-
kow pomocniczych (karotenoidow, fikobilin). Poniewaz energia fotonu
moze by¢ wykorzystana do fotosyntezy jedynie wtedy, gdy wzbudzeniu
ulegnie centrum aktywne, musi wiec istnie¢ mechanizm przenoszenia sta-
nu pobudzenia z jakichkolwiek drobin barwnikéw w danej jednostce foto-
syntetycznej do tej jednej uprzywilejowanej drobiny chlorofilu ,,a” umiej-
scowionej w centrum jednostki. Noszg one czasem nazwe Ppy, w I 1 Pgg
w II fotosystemie.

Istnieje kilka hipotez dotyczacych sposobu przekazywania energii
w obrebie jednostRi fotosyntetycznej (rezonansowe, ekscytonowe, polprze-
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wodnikowe) najbardziej chyba przekonywujacy wydaje sie model, w kto-
rym wykorzystano polprzewodnikowe wlasnosci lamelli. Wedlug hipotezy
polprzewodnikowej w wyniku wzbudzenia powstaje wolny elektron w pas-
mie przewodnictwa i dodatnia dziura w pasmie podstawowym. Zarowno
elektron jak i dziura mogg przemieszczac¢ sie w obrebie jednostki dosy¢
swobodnie, jednakze najbardziej prawdopodobny jest ich ruch w kierun-
ku centrum. Spowodowane jest to tym, ze najnizsze stany wzbudzenia
majgq wartos¢ najwyzsza u drobin chlorofilu znadujgcego si¢ na brzegach
jednostki fotosyntetycznej, minimum za$ osiggaja w centrum aktywnym.
Po przekazaniu energii do chlorofilu ,,a” znajdujgcego sie w centrum na-
stepuje jego wzbudzenie oraz uzyskanie zdolnosci do inicjowania procesow
fotochemicznych drugiego stadium (1). Pogladowe przedstawienie jedno-
stki fotosyntetycznej jako zespolu drobin o najnizszych stanach wzbudzo-
nych obnizajgcych sie od brzegéw do centrum aktywnego zamieszczono

na rysunku 7.

Rys. 7. Pogladowe przed-
stawlenie jednostki

fotosyntetycznej ja- /;""""! chlorofil
ko duzej jamy po- / \
tencjalu na dnie carlrum \

ktorej znajduje sie
sie centrum aktyw-
ne

Fotosyntetyczna luminescencja i mechanizmy jej emisji

Nasuwa sie pytanie czy cala, zaabsorbowana przez zespo6l barwnikow
energia $wietlna zostaje zuzyta do fotosyntezy? Po wzbudzeniu drobiny
chlorofilu elektron walencyjny zostaje przeniesiony do pierwszego pozio-
mu singletowego, a stamtad po 10~% s do pierwszego poziomu tryplejco—
wego tzw. metatrwalego, na ktéorym moze przebywaé przez okres do 107 s.
Okolo 2% elekironéw nim osiagnie poziom metatrwaly ulegnie rekombi-
nacji z dziurg co powoduje emisje fluorescencji. Po osiggnieciu poziomu
trypletowego prawdopodobienstwo straty energii w postaci luml.nescen—
cji szybko maleje i juz tylko nieznaczna czeS¢ elektronéw zost:ame prze-
niesiona z powrotem na poziom S* skad moga zrekombmgwac ’en.mtujz?c
przy tym kwant $wiatla. To znacznie stabsze 1 dluzej trwajgce swiecenie
nosi nazwe fluorescencji dtugozyciowe]. ' - B

Luminescencja chloroplastow, wystepujagca w czasie pozniejszym mz'
kilka milisekund po zaprzestaniu o$wietlenia, nosi nazwe fotosyntetycznej

luminescencji. Wszystkie organizmy, majace nieuszkodzony aparat foto-

syntetyczny reemituja od 107> do 10— catkowitej zaabsorbowane]j energii
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Swietlnej, w postaci fotosyntetycznej luminescencji — FSL. Uproszczony
diagram przejs¢ elektronowych w wzbudzonej drobinie chlorofilu przed-
stawiono na rysunku 8. Z fizycznego punktu widzenia FSL jest slabym,

Rys. 8. Przejscia elektro-
nowe we wzbudzo-
Eh nej drobinie chlo-
A B 0 rofilu 1 mozliwe
s* reemisje zaabsor-
bowanego promie-
. z niowania: A —
Pulapka fluorescencja, B —
fluorescencja dlu-
gozyciowa, C —
; druga skladowa
FSL.,, S — poziom
singletowy, S* —
poziom singletowy
L S wzbudzony, T* —
poziom trypletowy

(metatrwaly)

T

czerwonym s$wieceniem wykrywalnym jedynie przy pomocy fotopowiela-
czy. FSL zostala wykryta niedawno bo dopiero w roku 1951 przez Strehle-
ra 1 Arnolda (31). Obserwowac ja mozna po wylgczeniu oswietlenia 1 od-
czekaniu pewnego czasu (rzedu ms), w ktorym wyswiecy si¢ fluorescencje,
poniewaz te $wiecenia jako znacznie silniejsze maskujg staba FSL. Zanik
FSL nastepuje w kilku kolejnych etapach charakteryzujgcych sie roz-
nym mechanizmem i rozng kinetyka przebiegu. Na tej podstawie mozna
ja ogodlnie podzieli¢ na trzy etapy: do 100 ms, od 1 do 60 s oraz Swiecenie
w czasie dluzszym niz 90 s (1).

1. W zakresie od ok. 1 ms do 100 ms emisja FSL zwigzana jest z re-
kombinacjg dziur powstalych w chlorofilu z elektrorami przeniesionymi
na skutek wzbudzenia do poziomu ferredoksyny. Swi. cenie to w niewiel-
kim stopniu zalezy od temperatury.

2. W zakresie od 1 s do 60 s emisja FSL zwigza.1 jest z termicznie
aktywowanym przenoszeniem elektronéw z pulapek na utlenione drohiny
chlorofilu. Pulapki powstaja w sieci quasi krystalicznej chlorofilu na sku-
tek obecno$ci barwnikéw pomocniczych, warunkéw brzegowych i innych
podobnych niecigglosci. Natezenie tego swiecenia wykazuje silng zaleznos¢
temperaturowg w zakresie fizjologicznego obszaru temperatur.

3. W zakresie dluzszym niz 90 s emisja FSL uzalezniona jest od obec-
nosci tlenu i jest to prawdopodobnie chemiluminescencja zwigzana z foto-
redukcjg i fotoutlenianiem roéznych form chlorofilu.
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Zewnetrzne czynniki uszkadzajace wzglednie dzialajgce toksycznie na
aparat fotosyntetyczny powodujg jednoczesnie zmiany w ratezeniu i cha-
rakterze emisji FSL. Detekcja FSL moze wiec w sposéb posredni dostar-
cza¢ informacji o stanie fizjologicznym rosliny, jej odpornosci na ekstre-
malne czynniki, zewnetrzne, zdolnosciach adaptacyjnych itp.

Przyktady zastosowania FSL w celach diagnostyki rolnicze)

Prace nad wykorzystaniem FSL w badaniach biologicznych i rolni-
czych sg przeprowadzane w kilku laboratoriach naukowych w Zwiazku
Radzieckim, Europie zachodniej 1 Stanach Zjednoczonych. Badania doty-
czgce zastosowania FSL w diagnostyce rolniczej sg prowadzone prawie
wylacznie przez naukowcow radzieckich. Wykonano liczne prace i uzyska-
no w wielu wypadkach pozytywne wyniki w zastosowaniu detekcji FSL
do oceny mrozo- i cieploodpornosci roznych gatunkow i odmian roslin
uprawnych. Bada sie mozliwo$¢ wykorzystania FSL do oceny odpornosci
roslin uprawnych na susze, zasolenie, herbicydy, choroby wirusowe i grzy-
bowe (4, 7, 8, 12, 15, 18, 19, 20, 29, 32, 37, 38). Ciekawe s3 takze proby
oceny produktywnosci mieszancow poprzez detekcje FSL ich kielkow
(5, 39).

W odpowiedzi na oddzialywanie ekstremalnych temperatur czy tez du-
zych stezen roztworéw solnych wystepuje charakterystyczna dwufazowa
reakcja rosliny. Poczatkowo obserwuje sie wzrost swiecenia, a nastepnie
jego zanik. Jest to reakcja podobna do opisanego w poprzednim artykule
,krzyku komorki” obserwowanego w postaci naglego wzrostu natezenia
ultraslabej biochemiluminescencji emitowanej z niezielonych organow ros-
lin takze pod wplywem dzialania czynnikéw stressowych (16, 17, 21, 38,

39).

Badanie mrozo- i cieploodpornosci roslin

Szerzej znana i opisana w paru artykulach jest metoda oceny mrozo-
i cieploodpornosci niektérych roSlin uprawnych przy pomocy detekcji
FSL (8, 18). Zestaw pomiarowy sklada sie ze Swiatloszczelnej termokame-
ry, w ktérej mozna liniowo zmieniaé temperature od -60°C do —20°C
z zaprogramowang predkoscia 0,2—0,5 deg/min. Detektorem FSL jest fo-
topowielacz, czasem specjalnie ochtadzany w celu podwyzszenia stabil-
nosci i obnizenia pradu ciemnego. Fotopowielacz jest zasilany stabilizo-
a sygnal wzmacniany jest pradowo przy po-

wanym wysokim napigciem, ’
z moze takze pracowac

mocy wzmacniacza pradu stalego. Fotopowielac
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w ukladzie kwantometrycznym, wtedy strumien impulsow elektrycznych,
ktorych ilos¢ jest proporcjonalna do strumienia swietlnego, zostaje wzmoc-
niony przez wzmacniacz impulsowy, a nastepnie scalkowany w integra-
torze liniowym. W obu wypadkach intensywnosc¢ emisji FSL jest zapisy-
wana przez rejestrator samopiszacy.

Wzbudzenie FSL w badanych obiektach odbywa si¢ najczescie] przy
pomocy fosforoskopu. Pomiar temperatury przeprowadza si¢ przy pomocy
termistorow. Jako obiekty badane uzywano kielki zb6z i roslin motylko-
wych, a takze liscie roslin pokojowych, drzew i krzewéw. Przykladowy
przebieg diagramu cieplo- i mrozoodpornosci przedstawiono na rysunku 9.

—
. |
{Jedn.w2gl ]

] Rys. 9. Przykladowy prze-

bieg zmian nateze-
nia FSL w funkcji
. zmian temperatury

wg (8). Objasnienia
w teksScie

% 0 -5 0 10 20 30 40 50  60T/[°C]

Przy wzroscie temperatury obserwuje sie¢ proporcjonalny w duzym za-
kresie temperatur wzrost natezenia FSL. W okolicach temp. 4+50°C osiag-
niete zostaje maksimum, po ktérym nastepuje nieodwracalny spadek in-
tensywnosci Swiecenia. Wzrost emisji FSL wraz ze wzrostem temperatury
mozna tlumaczyé¢ zwiekszong predkoscig rekombinacji spulapkowanych
elektronéw z dodatnimi dziurami zlokalizowanymi w chlorofilu. W wy-
padku, gdy temperatura staje sie na tyle wysoka, ze nastepuje denatura-
cja cytoplazmy i uszkodzenie struktury chlorofilo-lipidowego kompleksu
emisja FSL ulega zanikowi (8). Niskotemperaturowe maksimum badano
szczegblnie uwaznie. Niektorzy badacze wyrdzniaja w nim obecnos¢ pod-
wdbjnego maksimum (18). Przedstawiono to na rys. 10.

W niskotemperaturowej czesci wykresu zmian intensywno$ci FSL
w funkcji temperatury wyrdzniono cztery temperatury: ty, t;, t; i t,.
W temperaturze t, nastepuje prawdopodobnie zahamowanie funkcji zycio-
wych rosliny wskutek czego wchodzi ona w stan tzw. odretwienia, ktory
trwa az do obnizenia temperatury do warto$ci t,. Temperatury nizsze od
t, dzialajg szkodliwie, poniewaz zaczyna sie prawdopodobnie tworzy¢ 16d
w przestrzeniach miedzykomoérkowych, co staje si¢ przyczyng odwodnie-
nia protoplastu (14). Pierwsze maksimum w temperaturze t, sygnalizuje
nieodwracalne zaklécenia stacjonarnego przebiegu procesé6w biochemicz-
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nych. Drugie maksimum w temperaturze t, sygnalizuje zmiany destruk-
cyjne w tkankach spowodowane powstawaniem lodu wewnatrz komorki.
Interpretacje zmian intensywnosci FSL i wartosci krytycznych temperatur
korelujag z danymi osiggnietymi poprzez specjalne doswiadczenia wege-
tatywne (8).

W kilku wypadkach mozna bylo poréwnaé dane otrzymane na drodze
detekcji FSL oraz detekcji UBCL i w tych wypadkach potwierdzily sie
uzyskane wyniki. Niskotemperaturowy wzrost intensywnosci FSL nie-
ktorzy badacze tlumacza uszkodzeniem struktur subkomoérkowych w wy-
niku czego nastepuje reakcja uprzednio rozdzielonych przestrzennie rod-
nikéw nadtlenkowych z lipidami. W wyniku utleniania lipidow cze$é pow-
stajgce] energii wydziela sie w postaci promieniowania widzialnego (18).

Przy pomocy detekcji FSL okreslono szereg ekstremalnych tempera-
tur dla pszenicy, zyta i grochu. W pracy (8) podano nastepujace skrajn'e
temperatury. Sg to kolejno najwyzsze dopuszczalne temperatury dla nz.aj—
mniej i najbardziej odpornej z kilku badanych odmian: pszenica — Dia-
mant 40°C, Odesskaja 46°C, zyto — Tetra krotkozdzblowa 41°C, Hybryd-
naja 42,3°C, groch — Balwa 42°C, Prewoschodnyj 47°C.

Badano odporno$¢é na podwyzszone temperatury kielkow pszenicy
1 grochu przy sztucznie zwiekszonym zasoleniu. Stosowano roztw,o’ry Na(Cl,
CaCl, i Na,SO, w stezeniach 0,005, 0,05 i 0,1 M. Cieploodpprnosc spraw-
dzano po uplywie od 1 do 3 dob od dnia zasolenia. Hipertomczr.le roztwory
soli zmniejszaly cieploodpornosé. Wysokotemperaturowe maksimum prze-
suwalo sie 0 4—5°C w kierunku temperatur nizszych (8).
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Zbadano takze ekstremalne temperatury dwoch odmian pszenicy ozi-
me] w listopadzie i w styczniu (8).

Tabela
Ekstremalne temperatury odmian pszenicy ozimej
Listopad Styczen
Odmiana cieplood- | mrozood- cieplood- | mrozood-
pornoscé pornos¢é pornos¢ pornosc

o > 6w °C °C
Uljanowka — 41,5 —5,8 38,0 —11,5
PPG-186 41,0 —4,5 37,0 —10,0

Badanie wplywu herbicydéw na rosliny uprawne i chwasty

Oprocz czynnikow fizycznych, jak omawiane uprzednio ekstremalne
temperatury, rowniez i czynniki chemiczne moga nieraz wplywac szkodli-
wie na rozwoéj i funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego. Specyficzny-
mi zwigzkami chemicznymi, ktorych zadaniem jest wlasnie zaklocanie
procesu fotosyntezy sg herbicydy grupy triazynowych i mocznikowych.
Jak wida¢ ze schematu 2 w procesie fotosyntezy w wyniku szeregu sprze-
zonych ze sobg reakcji oksydoredukcyjnych nastepuje redukcja nieorga-
nicznego wegla z CO, przez wodér pochodzacy z rozkladu wody. Proces
rozkladu wody pod wplywem $wiatla nosi nazwe fotolizy wody. Ponie-
waz pierwszym substratem ulegajacym redukcji jest NADP, reakcje foto-
lizy wody mozna sumarycznie zapisac:

hv 1
NADP + H,0 —— NADPH -+ H" + —2— 0O,

Reakcja fotolizy nalezy do pierwszego etapu fosforylacji niecyklicznej
noszacej ogélng nazwe reakcji Hilla, ktérag mozna zapisac:

2A 4+ H,0 2A— + 2HT + ;— O,

Substrat A nazwany czynnikiem Hilla nie musi by¢ zwigzkiem orga-
nicznym, moze to byé np. szczawian zelazawy bedacy dobrym czynnikiem
utleniajagcym. Doswiadczenia tego rodzaju wykonywano w warunkach la-
boratoryjnych przy uzyciu wyizolowanych chloroplastow. W warunkach
naturalnych czynnikiem Hilla jest NADP.

- W wyniku szeregu badan stwierdzono, ze herbicydy bedace pochod-
nymi triazyny jak np. Simazin hamuja fotosynteze w wyniku blokowa-
nia reakcji Hilla (9, 22, 24).
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W taki sam sposob dzialajag herbicydy bedace pochodnymi mocznika
jak np. Afalon, Aresin i in. (13, 25, 36). Niektore badania dowodzg, ze her-
bicydy mocznikowe inhibitujg takze redukcje cytochromu (6). Miejsce,
w ktéorym moga oddzialywac¢ herbicydy mocznikowe na proces fotosyntezy
uwidoczniono na rys. 2.

Poniewaz herbicydy mocznikowe akumulujg sie w aktywnych miej-
scach w chloroplastach inhibicja reakcji fotosyntezy nastepuje juz w ste-
zeniach 107 M (23). Jeden z herbicydow Diuron oznaczany symbolem
DCMU jest uzywany w laboratoryjnych badaniach fotosyntezy jako inhi-
bitor funkcjonowania II fotosystemu. Proces fotosyntezy jest zaklocany
takze i przez herbicydy typu regulatorow wzrostu jak 2,4-D i MCPA, jed-
nakze przyczyn tego dokladnie jeszcze nie wyjasniono (23). Specyfika
dzialania nowoczesnych herbicydéw systemowych i ich stale wzrastajaca
rola we wspoélczesnym rolnictwie wymaga dokladnej znajomosci sposobu
i predkosci ich przemieszczania sie, akumulacji, rozktadu, a szczegolnie
okreslania optymalnych dawek. Z powyzszych wzgledow wydato nam sie
wlasciwe wykorzystanie detekcji FSL do badan nad oddzialywaniem wy-
mienionych herbicydéw na niektére rosliny uprawne i chwasty (27a).

Ze wzgledu na niskg intensywno$¢ FSL pomiary mogly by¢ przepro-
wadzane jedynie przy pomocy fotopowielaczy i wzmacniajaco-rejestruja-
cej aparatury elektronicznej. W omawianej pracy autora uzyto fotopowie-
lacza o duzej czulo$ci w czerwonym zakresie widma, typu EMI 9558B
oraz wzmacniacza impulsowego (x1000) wraz z ukladem formujaco-dzie-
lacym impulsy wyjsciowe. Wymienione elementy stanowia tzw. sonde,
ktora zostala wbudowana w $wiatloszczelng kamere pomiarows. Fotopo-
wielacz byl zasilany wysokim napieciem z zasilacza typu ZWN-2,5. Sume
impulséw mierzono przelicznikiem tranzystorowym typu PT-67A. Czesto-
tliwo§é¢ impulséw mierzono przy pomocy miliwoltomierza V-616 wystero-
wywanego przez integrator liniowy. Wskazania miliwoltomierza byly re-
jestrowane przez rejestrator samopiszacy. Schematy blokowe zestawow
pomiarowych umieszczono na rysunku 11. Uzyto dwie kwantometryczne

metody pomiarowe.
1. Zliczano impulsy w przedziale od 5 s do 10 s oraz w przedzialoe od
20 s do 25 s po odcieciu doptywu $wiatla. W pierwszym zakresie Swiece-

nie bylo oczywiscie silniejsze, ale szybko zanikalo, w drugim zakresie za-

nik byl wolniejszy przy ogoélnie nizszej intensywnosci §wiecenia. Nazwano

je dalej umownie sktadowa szybka i wolna.
2. Wyznaczano i rejestrowano zmiany czestot

gu kilkudziesieciu sekund po odcigciu doplywu : o 1 .
to kilku gatunkéw roslin: fasole zielona ,,Saxa”, zyto Smolickie, pszeniceg

Ostka Popularna oraz kakol polny Agrostemma githago. Dzialano dwoma

liwosci impulséw w cig-
Swiatla. Do badan uzy-

2 — Postepy Nauk Rolniczych 2/74
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al ZNN CS

Rys. 11. Schematy blokowe
S kwantometrycznych
stanowisk pomiaro-
ZWN wych:

a] zestaw do po-
K miarow sumy im-
pulsow

= b] zestaw do po-
miarow czestotli-

b] ————— wosci impulsow
ZNN R K — Swiatloszczel-
1 na kamera, S —
sonda, PE — prze-
IL W licznik  elektrono-
wy, R — rejestra-
S tor, IL — integra-
tor liniowy, W —
wskaznik, ZNN —
ZWN zasilacz niskiego
napiecia, ZWN —
zasilacz wysokiego

napiecia

o

herbicydami, z grupy mocznikowych — aresinem i z grupy triazynowych
— simazinem. Ro$liny rosly na wodzie wodociggowej, przy oswietleniu
Swiatlem fluorescencyjnym — bialym, 3500 1x. Wykonano kilka serii po-
miaréw, w wyniku ktorych stwierdzono bezsprzecznie oddzialywanie her-
bicydéw na intensywno$¢ i kinetyke zaniku FSL badanych ro$lin jedno-
1 dwulisciennych.

Badano oddzialywanie dokorzeniowe herbicydow na rosliny rosngce
w kulturach wodnych. Zauwazono wyrazny wplyw koncentracji herbicy-
du na szybkos$é jego oddzialywania, przy czym dzialanie aresinu bylo sil-
niejsze niz simazinu. Z wykresow wynikalo, ze identyczne koncentracje
obu herbicydow dzialajg silniej na kakol niz na fasole.

Zbadano rowniez oddzialywanie herbicydéw dolistnie na trzytygodnio-
wag fasole. Mozna bylo zauwazy¢ znacznie szybsze dzialanie zaréwno are-
sinu jak i simazinu. I w tym przypadku aresin dziala szybciej niz sima-
zin ttlumigc FSL w ciggu 40 minut prawie o 80%. Obliczono takze w tym
doswiadczeniu zmiany stosunku skladowych, szybciej (pomiar od 5 s do
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10 s) do wolnej (pomiar od 20 do 25 s po o$wietleniu). Stosunek ten ozna-
czono literg ,,m”.

Zrobiono tez badania nad dlugotrwalym, dokorzeniowym dzialaniem
herbicydow na fasole. W tym celu 10-dniowe rosliny przeniesiono do po-
zywki Knoppa, do ktorej dodano aresin w réznych koncentracjach. Po
osmiu dniach zbadano kinetyke zaniku FSL przy pomocy rejestratora oraz
jednoczesnie zmierzono wartosé¢ szybkiej i wolnej skladowej w celu obli-
czenia ,,m”. Stwierdzono wyrazne roznice w wartosciach ,,m” i pewng ich
proporcjonalnos¢ do stezenia herbicydu. Obszerniejsze omoéwienie powyz-
szych badan zostalo juz opublikowane (27b).

Z powyzszych badan wynika niejednakowe oddzialywanie herbicydéw
na rozne skladowe FSL. Trudno to zjawisko na obecnym etapie badan
wnikliwie zinterpretowac¢, jednakze mozna wykorzysta¢ je do pomiaru
pewnych wartosci wzglednych (jak np. wspolezynnik ,,m’’) mogacych dos-
tarczy¢ informacji o dzialaniu herbicydowym na ros$liny. Tego rodzaju
pomiary sg wygodne bo uniezalezniajg wynik detekcji od wielkosci po-
czastkowych (np! powierzchnia liscia, stan pigmentacji itp.), a moglyby
shuzy¢ do okreslania koncentracji niektorych herbicydow w s$rodowisku
korzeniowym czy nawet w zielonej masie roslin. To ostatnie byloby moz-
liwe po skorelowaniu wynikow otrzymanych przy pomocy standardowych
metod pomiarowych z wynikami otrzymanymi na drodze detekcji FSL.

Na podanych przykladach staralem sie wykaza¢ zakres mozliwosci ja-
kie w diagnostyce rolniczej moglyby spelnia¢ metody oparte o detekcje
FSL. W poprzednim artykule (26) podalem réwniez szereg przykladow,
ktore wskazujg na mozliwosci wykorzystania UBCL w podobnych lub na-
wet tych samych analizach i diagnozach rolniczych. Jak dotychczas w nie-
wielkim stopniu sg wykorzystywane zarowno UBCL jak i FSL, mimo ze
stan badan przeprowadzanych w kilku osrodkach radzieckich wskazuje na
szeroki wachlarz zastosowan, wysoka czulo$é i duza predkosé uzyskiwania
danych. Omawiane metody pomiarowe wymagaja zastosowania wyspe-
cjalizowanej aparatury elektronicznej, jednakze proste zestawy detek-
cyjne mozna uzyska¢ poprzez zaadaptowanie standardowe] aparatury ra-
diometrycznej. Badanie ultrastabych swiecen biologicznych przyczynilf) sie%
do wyjasnienia niektorych zjawisk, a w przyszlosci na pewno wiele wigcej
zagadek dotyczacych zywej materii zostanie na tej drodze rozwigzanych.
Widaé¢ tez wyraznie, ze po okresie intensywnych badan podstawowyc.}}
w dziedzinie ultrastabych $wiecen biologicznych dzisiaj juz mozna mowic
o narodzeniu sie nowej dyscypliny biofizycznej, ktérej zadaniem jesjc wy-
korzystanie uzyskanej wiedzy w biologii stosowanej, medycynie i rol-

nictwie.
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