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Wstep

Roéliny rozmnazane metoda in vitro poddane sa dzialaniu licznych streséw,
zar6wno podczas prowadzenia kultur jak i w czasie aklimatyzacji. W warunkach
stresowych funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego ulega zaburzeniom co w
rezultacic obniza kondycj¢ ro§lin {BiswaL i in. 1989]. Wysoka wrazliwos$¢ aparatu
fotosyntetycznego na warunki stresowe zostata wykorzystana do oceny zdolnosci
adaptacyjnych roslin do zmieniajacych si¢ warunkéw, za pomoca metody pomiaru
fluorescencji chlorofilu [LICHTENTHALER i in. 1986].

Rosliny pochodzace z kultur in vitro pozbawione sg wszelkiej mikroflory.
Jest to sytuacja nie spotykana w §wiecie roélin, utrudniajaca ,}tagodne” przecho-
dzenie z warunkéw in vitro do warunkéw naturalnych. Od kilku lat prowadzone
sa badania nad zasiedlaniem ro§lin pochodzacych z kultur sterylnych, grzybami
mikoryzowymi, w celu wlatwienia im rozpoczgcia aktywnej fotosyntezy i wyréwna-
nia bilansu wodnego [MONTICELLI i in. 2000].

Waznym etapem mikrorozmnazania jest dobranie podfoza, ktére zminima-
lizowaloby stresy zwigzane z gwaltowna zmiang zaréwno stosunkéw wodnych,
zywienia mineralnego i sprzyjalo wilasciwemu rozwojowi mikoryzy [VOSATKA,
GRYNDLER 2000].

Celem prowadzonych badafi bylo sprawdzenie czy metoda pomiaru fluores-
cencji chlorofilu moze by¢ przydatna do oceny aktywnosci fotosyntetycznej: 1)
podkladek jabtoni M9 rozmnazanych in vitro, zasiedlonych przez mikoryz¢ AMF
(arbuscular mycorrhizal fungi) i1 bez mikoryzy; 2) petunii ukorzenianej i rosngcej
w podiozu o réznym pH i réznych wlasciwodciach fizycznych.

Material i metody

Kultury sterylne podktadek jabtoni M9 i petunii byly zaktadane, namnazane
1 ukorzeniane wg standardowej metody stosowanej w Zakladzie Fizjologii i Bio-

! Doswiadczenia byly prowadzone w ramach programu migdzynarodowego COST Akcja
843 1 byly czgsciowo finansowane przez KBN.
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chemii Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa. Inokulacja ukorzenionej in vitro
podkladki M9 grzybami mikoryzowymi (firma BIORIZE, Francja) wykonana byla
podczas przenoszenia ro$linek ,,ze szkla” do doniczek.

Rodliny petunii ukorzeniane byly ex vitro, w podlozu o réznym skladzie
(mieszanka torfu, perlitu, welny mineralnej — Grodanu lub w samej welnie mine-
ralnej) oraz roznej kwasowodci. Przez caly okres do$wiadczenia rosty w tym
samym podiozu.

Pomiary fluorescencji chlorofilu wykonywane byly aparatem PEA (Hansa-
tech, England). Ze wszystkich mierzonych i obliczanych parametréw, do oceny
aktywnosci fotosyntetycznej wykorzystane byly tylko niektére: Fm (fluorescencja
maksymalna), Tfm (czas narastania sygnatu fluorescencyjnego od fluorescencii
podstawowej — Fo do maksymalnej - Fm, Fv/Fm (wskaznik wydajnosci fotoche-
micznej) — charakteryzujace aktywnos¢ fotochemiczng $§wictlnej fazy fotosyntezy
oraz Fs (warto$é stala po calkowitym wygaszeniu) i Rfd (wspolczynnik witalnosci)
charakteryzujace relacje migdzy §wietlng 1 ciemniowg faza fotosyntezy. Pomiary
wykonywane byly w okresie intensywnego wzrostu roélin znajdujacych si¢ w szkla-
rni (6 tygodni po posadzeniu). Przed pomiarem roéliny byly przenoszone do sta-
fych warunkéw Swietlnych i temperaturowych. Na podkiadce jabloni M9 fluores-
cencja chlorofilu byla mierzona na dwoch lidciach: bardzo miodym, jeszcze nie
wyksztatconym oraz na w petni uformowanym, ktérym byt 4-5 1i§¢ pod wierzchol-
kiem. Pomiary petunii wykonywane byly na w pelni rozwinigtym lidciu, ktérym
byt 5~6 1i§¢ pod wierzchotkiem.

Doswiadczenia byly prowadzone w ukladzie jednoczynnikowym. W kazdej
kombinacji znajdowalo si¢ 10 roélin, jedna ro$lina stanowita powtdrzenic. Wyniki
opracowano statystycznie metodsg analizy wariancji. Do oceny istotnodci réznic
zastosowano test Duncana lub Tukeya, przy poziomie wiarygodnos$ci 0,05.

Wryniki i dyskusja
Mikoryza

Parametry fluorescencji okre§lajace aktywno$é fotochemiczng lisci mlodych
sg tylko nieco lepsze dla roélin zasiedlonych przez AMF w poréwnaniu do roslin
bez mikoryzy. Istotnie nizsza warto$§é Fs i wyzsza Rfd dla mlodych lisci z roslin
AMF, wskazuje na lepsze funkcjonowanie strony cicmniowej fotosyntezy tej grupy
roslin (tab. 1). Wysoka warto$¢ Fs jest wynikiem ograniczonego zuzywania ATP w
cyklu Calvina [KRAUSE, WEIss 1984]. Nizsza aktywno$¢ enzymatyczna strony cie-
mniowej fotosyntezy dziala zwrotnie na ograniczenie aktywnoSci proceséw foto-
chemicznych. Wspdlczynnik witalnosci obliczany jest wg wzoru Rfd = (Fm-Fs) :
Fs, a wigc wyzsza jego warto$¢ jest zwigzana z nizszq Fs i wskazujc na dobre
funkcjonowanie strony ciemniowej fotosyntezy. W warunkach zapewniajacych
wysoka aktywno$¢ fotosyntetyczng warto$¢ Rfd wynosi 3—4 [LICHTENTHALER i in.
1986]. W lisciach w pelni rozwinigtych podktadki jabloni M9, wszystkie parametry
wskazujg na wyzszg aktywno$¢ fotosyntezy w poréwnaniu do lidci bardzo mio-
dych. Wysoka warto$§¢ maksymalnej fluorescencji (Fm) osiagnigtej w krétszym
czasie (Tfm) oraz wyzsza warto§¢ parametru Fv/Fm $wiadczy o lepszym funkcjo-
nowaniu fotosystemow roflin zasiedlonych AMF. Krotszy czas (Tfm) potrzebny
do osiggni¢cia wyzszego Fm (przy stalym Fo) moze wskazywa¢ na wigksze anteny
oraz/lub sprawnicjszy transport elektronéw w obecno$ci mikoryzy.
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Tabela 1; Table 1

Wybrane parametry fluorescencji chlorofilu lisci podktadki jabtoni M9,
w zaleznodci od mikoryzy

Selected chlorophyll fluorescence parameters of rootstock M9 leaves,
depending on mycorrhiza

Liéé AMF Parametry fluorescencji chlorofilu; Chlorophylt fluorescence parameters
Leaf Fv/Fm Fm Tfm Fs Rfd
Miody: Youn - 0,752 a 2295 a 616 a 1748 b 032 a
y; Young + 0,790 a 2257 a 546 a 15542 | 0460
Rozwinigty - 0,818 a 2477 a 458 b 948 b 1,66 b
Developed + 0,830 b 2651 b 391 a 818 a 1,26 a
Fv/Fm ~ wskaznik wydajnosci fotochemicznej; maximal photochemical quantum yield
Fm - fluorescencja maksymalna; maximal fluorescence
Tfm ~ czas narastania sygnatu fluorescencyjnego od Fo do Fm; rise time from Fo to Fm
Fs - warto§¢ konca fazy Swietlnej; steady state fluorescence
Rfd - wskaznik witalno$ci; vitality index

Istotno§¢ ré7nic oceniana testem Duncana; Significance of differences according to Dunacan's test
WartoSci oznaczone tymi samymi literami nie réznig sig istotnie; Values indicated with the same let-
ter are not significantly different

W bardzo mlodych lisciach istotne réznice pomigdzy ro§linami AMF i bez
mikoryzy wystcpuja tyltko dla wskaznikéw Fs i Rfd (tab. 1). Mogloby to wskazy-
waé, zc mikoryza wplywa najpierw na funkcjonowanie ciemniowej fazy fotosyn-
tezy, a dopicro wtérnym efcktem jest regulacja aktywnosci strony fotochemiczne;.
Oprécz bezposredniego wplywu, mikoryza moze regulowaé fotosyntezg posrednio
stymulujac wzrost przede wszystkim systemu korzeniowego ale takze czgSci
nadziemnej ro$lin [AUGE 2001].

Podloza

Standardowym podiozem stosowanym w uprawie petunii jest mieszanka
torfu z perlitem (1 : 1) o pH 4,7. Wszystkie parametry fluorescencji wskazuja
jednak na wyzszag aktywnod¢ fotosyntezy roslin rosnacych w podlozu torf — welna
mincralna (Grodan), (tab. 2). Przypuszczamy, ze moze to by¢ zw1qzane z lepszym
rozwojem systemu korzeniowego (korzystniejsza kwasowoS§¢ i lepsze stosunki
wodno-powictrzne), ktdry jest odbiorca asymilatéw i poSrednio moze wplywac¢ na
aktywno$¢ fotosyntezy [HALL, WiLLIAMS 2000}

Tabela 2; Table 2

Wybrane parametry fluorescencji chlorofilu lifci petunii rosnacej
w réznym substracie przez 6 tygodni

Selected chlorophyll fluorescence parameters of petunia plants
growing in diffcrent substrates for 6 weeks

; Parametry fluorescencji chlorofilu
Podioze pH Chlorophylt fluorescence parameters
Substrate - -
Fv/Fm Fm Tim Rfd
Grodan; Rockwool 7,64 0,811 a 2364 a 337b 1,90 a
Torf-Grodan; Peat-rockwool | 5,77 0,844 b 2561 b 293 a 2,23 b
Torf-perlit; Peat-perlite 4,06 0817 a 2253 a 263 a 2,12 ab

Istotnoéc réznic oceniana testem Tukey; Significance of differences according to Tukey test
Objasnienia jak w tabeli 1; Explanations sec Table 1
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Whioski

1. Zasiedlenie mikrorozmnazanych ro$lin grzybami mikoryzowymi moze pod-
nie$§¢ aktywno$§é fotosyntetyczng ro§lin, wplywajac najpierw na ciemniowg
strong fotosyntezy i w wyniku sprzgzenia zwrotnego poprawiajac sprawnosé
fotosysteméw.

2. Pomiar fluorescencji chlorofilu mozna wykorzysta¢ do oceny rcakcji roélin
pochodzacych z kultur in vitro na zastosowane podioze.

Podzigkowanie
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Streszczenie

Rofsliny rozmnazane technikami in vitro podlegaja licznym stresom co wply-
wa negatywnie na ich funkcjonowanie i obniza ich jako$¢. Bardzo waznym staje
si¢ wigc szybka i prosta metoda oceny ro§lin pochodzacych z kultur in vitro, na
stresy zaréwno biotyczne jak i abiotyczne. Taka mozliwo$¢ stwarza pomiar fluore-
scencji chlorofilu.

Celem prowadzonych badaf byto sprawdzenie czy metoda pomiaru fluores-
cengcji chlorofilu mozna okresli¢: 1) réznice w aktywnosci fotosyntetycznej mikro-
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rozmnazanych podkfadek jabloni zasiedlonych grzybami mikoryzowymi (AMF) i
bez mikoryzy; 2) aktywno§¢ fotosyntetyczna roslin petunii ukorzenianych i rosng-
cych w substracie o réznym pH i réznych whaciwoSciach fizycznych.

Zasiedlenie podkladek jabtoni M9 przez AMF powodowato obnizenie war-
tosci konca fazy Swietlenej (Fs) i podniesienie wskaZnika witalnosci (Rfd), co
$wiadczy o intensyfikacji proceséw zachodzacych w fazie ciemniowej fotosyntezy.
W liSciach starszych obecno$¢ mikoryzy wplywata na lepsze funkcjonowanie foto-
systemow, co zostalo wykazane wyzszg wartodcig fluorescencji maksymalnej (Fm)
osiagnigta w krétszym czasie narastania sygnatu fluorescencyjnego (Tfm) i wyzsza
wartoscig stosunku wskaznika wydajnosci fotochemicznej (Fv/Fm). Otrzymane
wyniki wskazuja, Ze mikoryza poprawiata sprawno$¢ reakcji zachodzacych w cyklu
Calvina i dopiero jako efekt sprzezenia zwrotnego podnosito si¢ funkcjonowanie
strony $wietlnej fotosyntezy.

Skiad substratu i jego kwasowo$§¢ mialy wplyw na warto§¢ parametréw fluo-
rescencji chlorofilu lici petunii. Wskazuja one, Ze najwyzszg aktywno$é fotosynte-
tyczng (w obu fazach - ciemniowej i §wictlnej) mialy ro§liny rosngce w podiozu
torf — welna mineralna (1 : 1). Wydajnos¢ fotosyntetyczna roslin uprawianych na
standardowym podlozu stosowanym w ogrodnictwie (torf — perlit) byla istotnie
nizsza.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze metoda pomiaru fluorescencji chlorofilu
moze by¢ stosowana z peinym sukcesem do oceny fizjologicznej ro$lin pochodza-
cych z kultur in vitro.

CHLOROPHYLL FLUORESCENCE AS AN INDEX
OF THE ABILITY OF MICROPROPAGATED PLANTS
TO WITHSTAND BIOTIC AND ABIOTIC STRESSES

Barbara Michalczuk, Bozena Borkowska
Research Institute of Pomology and Floriculture, Skierniewice
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Summary

It is well known that plants produced by in vitro techniques can show mor-
phological and physiological changes that reduce their quality. Thus, it is impor-
tant to determine the state of in vitro derived plants as quickly as possible. Such
possibility can be provided by measurement of chlorophyll fluorescence induc-
tion.

The aim of this study was to test whether measurement of chlorophyll fluo-
rescence would allow for fast estimation of: 1) differences in photosynthetic sta-
tus of the micropropagated plantlets colonised by mycorrhizal fungi (AMF) and
growing without symbiont; 2) photosynthetic activity of petunia plantlets growing
on the substrates with different pH and physical properties.

Colonisation of apple rootstock M9 by AMF: The lower values of Fs and
higher Rfd show a better functioning of a dark phase of photosynthesis of young
leaves from AMF-plants. In fully developed leaves photochemical reactions of
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photosynthesis were stimulated, which is shown by an increase of Fv/Fm value.
This was highly correlated with significantly higher value of Fm and lower value
of Tfm.

Substrate composition and its acidity: the chlorophyll fluorescence indices
show that photosynthetic activity of petunia plants rooted and growing in peat-
rockwool (1 : 1) substrate, was the highest.

Our results show that chlorophyll fluorescence could be succesfully used to
evaluate physiological status of micropropagated plants.
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