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Streszezenie: W pracy scharakieryzowano poczatkowe reakcje fotosynlezy i towarzyszace
jej rézne rodzaje luminescencji.
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FOTOSYNTEZA

Proces fotosyntezy w roslinach polega na wytwarzaniu zwiazkéw organi-
cznych i wydzielaniu tlenu z dwutlenku wegla i wody przy udziale energii absor-
bowanego promieniowania tzw. PAR {Photosynthetic Active Radiation).

Fotosynteza zachodzi w blonach tylakoiddéw zlokalizowanych w chloropla-
stach (Rys.1). W blonie tylakoidow wbudowany jest aparat fotosyntetyczny
skladajacy sie z szeregu przenosnikéw elektrondw zawierajacych kompleksy
bialkowo-barwnikowe [8,19,38,45]. Zasadnicze elementy aparatu fotosynte-
tycznego to kompleks fotosystemu II (PS ITI) i kompleks fotosystemu I (PS I).
Pomigdzy nimi wystepuja: pula plastochinonu (PQ), cytochromy b/f{CYTy) i pla-
stocyjanina (PC). W blonie wystepuje takze kanat dla jonéw wodorowych (HY),
tzw. czynnik sprzegajacy (CF, - CF)).

Fotosyntetycznie aktywne promieniowanie absorbowane jest przez barwniki
obu fotosystemdéw (chlorofil a, chlorofil b, P-karoten) tworzacych tzw.
»~kompleksy zbierajace $wiatlo”. Zaabsorbowane promieniowanie powoduje foto-
lizg¢ wody oraz uvruchamia transport elektronowy i przenoszenie protonéw przez

blony tylakoidow. Transport elektrondw i protondw umozliwia w rezultacie
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powstanie wysokoenergetycznych zwiazkéw (ATP i NADPH) niezbednych
w biochemicznych stadiach fotosyntezy. Przenoszenie elektronéw z wody do
NADP" (fosforan dwunukleotydu nikotynamidoadeninowy) odbywa sig poprzez
PS II, chinonowe akceptory Qs i Qg, plastochinon, cytochromy, plastocyjaning
(PC), fotosystem [ i ferredoksyng (Fd). NADP" po przylaczeniu elektronu i pro-
tonu (H") wytwarza zwiazek NADPH, ktéry nastepnie wchodzi w dalsze reakcje
biochemiczne.

Drugi wysokoenergetyczny zwiazek ATP (adenozynotrdjfosforan) powstaje
w wyniku syntezy ADP (adenozynodwufosforan) i nieorganicznego fosforu (P;)
przy udziale enzymu ATP-azy.

Zgodnie z chemiosmotyczna teorig Mitchella [20] fotosyntetyczny transport
elektrondw sprzezony jest z transportem jonow wodorowych przez blong
tylakoidow. 1los¢ jonéw H* przeniesionych do wnetrza tylakoidu w wyniku
cyklicznego utleniania i redukowania plastochinonu jest proporcjonalna do ilosci
kwantéw zaabsorbowanego promieniowania [44].

Z drugiej strony wiadomo, ze we wnetrzu tylakoidu dodatkowo powstaja jony
H" w wyniku rozkladu wody. W rezultacie na blonie generowany jest gradient
elektrochemicznego potencjalu jondw wodoru, jak i roéznica potencjalu elektry-
cznego pomigdzy zewnetrzng i wewnetrzng strong blony tylakoidu. Wytwarzana
roznica potencjaléw moze by¢ ,posrednikiem” w syntezie ATP przy udziale
enzymu ATP-azy. Proton H' wedruje poprzez kanat (CF, - CF;) z wewnetrza
tylakoidu na zewnatrz, a jon hydroksylowy OH™ z obszaru zewnetrznego
tylakoidu do jego wnetrza, W rezultacie po obu stronach blony z jonéw H™ i OH™
powstaje woda. Gdy zuzycie ATP nieznacznie spadnie i zmniejszy sig jego
synteza wdwczas wazrastajgce cisnienie jondw H' bedzie stopniowo hamowaé
reakcje przenoszenia zaréwno elektrondw, jak i H'. Procesom tym bedy wigc
musialy towarzyszyé zmiany gradientu potencjalu elektrycznego na blonach
tylakoidow [6, 43].

Wszystkie czynniki modyfikujace wlasciwosci blon tylakoidéow musza
wplywaé na poczatkowe (fotofizyczne i fotochemiczne) reakcje fotosyntezy
[4,10,14,42]. Nawet czgsciowa degradacja blon tylakeoidéw hamuje fotosynteze.
Niekiedy dochodzi do czgsciowej destrukeji lub calkowitej utraty aktywnosci PS
I i naruszenia réwnowagi pomigdzy przebiegiem fazy swietlnej i asymilacji CO,
[1,21].
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Rys.1. Schemat przeplywu energii w liciach rodlin, ktéry jest modyfikowany przez réznorodne
naturalne i antropogeniczne czynniki stresowe {(objasnienia w tekscic).

Fig.1. Scheme of photon energy flow in plant leaves which is modified by a multitude of natural
and anthropogenic stressors,
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LUMINESCENCJA CHLOROFILU

Kwanty energii promieniowania (hv) padajacego na lis¢ moga by¢ pochia-
niane przez barwniki antenowe (kompleksy zbierajace $wiatlo), w tym przede
wszystkim przez chlorofil (Chl):

Chl + hv — Chl* (wzbudzenie chlorofilu).

Wzbudzona czasteczka chlorofilu (ChI*) po czasie okolo 10%s moze tracié
energig roznymi drogami [10, 15, 38]:

1. Przekazuje energi¢ sasiedniej czasteczce

Chl* + Chl — Chl -+ Chl* (migracja energii w antenie),
2. Wypromieniowuje energig ze stanu wzbudzonego
Chl* — Chl + hvy (fluorescencja),
3. Traci energi¢ bezpromieniscie
Chl* — Chl + cieplo,
4. Przeniesienie energii na pulapkowy poziom trypletowy (czgsc energii
rOZproszona)
Chl* — ChI" + cieplo.
Z tego poziomu energia moze by¢ zuzyta na:
a) cieplo
Chi" — Chl + cieplo,
b) ponowne wzbudzenie chlorofilu w wyniku dostarczenia energii z innej
czasteczki
ChI" + hv*— Chl* — Chl + hvg, (fluorescencja opdzniona),

5. Przekazanie energii do reaktywnego centrum PSII i wykorzystanie jej
w procesie fotosyntezy lub ,,powr6t” w postaci opdZnionej luminescencji

. (OL) . 3 fotosynteza . .
Chl +P680+ Chl+P 680 """""""""" _>P680+ Ch]é P680+Chl ‘>P680+Chl+hVOL

Zagadnienie to wymaga szczegdlowego omdwienia. Wzbudzona czasteczka
chlorofilu z anteny przekazuje energi¢ do czasteczki chlorofilu Pgg w reak-
tywnym centrum.

Chl’ +Pggy . Chi+Pggg

W wyniku dostarczonej energii nastepuje rozdzial ladunkéw pomigdzy
czasteczka chlorofilu Pggy i czasteczka feofityny (Fg):

» —_— -
Pego + Fr ~ Pego + Ff -
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feofityna przekazuje elektron na chinonowy akeeptor Qa:
- - -
FF +QA (__FF +QA’

a nastgpnie mozliwe jest przeniesienie elektronu z akceptora Qa na chinonowy
akceptor Qp:

Qa+QpQa+Qs  Qa+Qp_Qa+Q%,

jesli w migdzyczasie zostang dostarczone elektrony z systemu rozkladu wody.
Dalej elektron moze wedrowacé na plastochinon:

Qi +Qi +PQ_2Qa +Qp +PQ™

i nastepnie dalej na kolejne przenosniki.

Przedstawione reakcje zachodzace po przekazaniu energii do reaktywnego
centrum sa odwracalne, choé¢ odwracalno$¢ ostatnich czterech reakcji jest
kontrowersyjna [9, 10, 42]. Z kazdej reakcji w pewnej czesci wystepuje rekombi-
nacyjne przenoszenie elektronu (,,cofnigcie” ,powrdt”). W rezultacie tego
nastgpuje wzbudzenie czgsteczki chlorofilu na drodze chemicznej - ciemnej
a energia wzbudzenia zostaje wypromieniowana w postaci tzw. opdZnionej lumi-
nescencji. Ze wzglgdu na to, ze ,cofnigcie” elektrondow moze nastapi¢ z kilku
etapow, to i czas ich ,,powrotu” i wypromieniowania energii bedzie rozny. Tak
wigc po zaprzestaniu wzbudzenia $wiatlem przez kilkadziesigt sekund mozna
rejestrowac zanikajace czerwone Swiatlo z chlorofilu, czyli opdzniong lumines-
cencje.

Analizy spektralne zaréwno fluorescencji, jak i op6znionej luminescencji
wykazaly, ze pochodzg one z chlorofilu a fotosystemu 11 [11,15,19].

Analizujac kinetyki zaniku opodzZnionej luminescencji mozna wyrdzni¢ trzy
charakterystyczne przedzialy czasowe (Rys.2), za ktore odpowiedzialne sg rozne
sktadowe luminescencji [10, 42]:

I. Milisekundowa skladowa OL (rejestrowana w zakresie milisekund od

momentu wylgczenia wzbudzenia).

2. Sekundowa skladowa OL (rejestrowana w zakresie sekund od momentu

wylaczenia wzbudzenia).

3. Dekasekundowa skladowa OL (rejestrowana po czasie dluzszym niz 10s

od momentu wylaczenia wzbudzenia).
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W literaturze podawane sa rézne czasy zycia jak i ilosci skladowych
[10,15,19,42].

Opézniona luminescencja aparatu fotosyntetycznego, odkryta w 1951 r. przez
Strehlera i Armolda [37], nastepuje w wyniku przeniesienia energii ze wzbu-
dzonych stanéw metastabilnych i obserwowana jest po wylaczeniu oswietlenia
lisci, podczas gdy fluorescencja pochodzi ze standw wzbudzonych powstatych w
wyniku pochlonigcia kwantow $wiatla. W literaturze czgsto mylone sg te nazwy
i zamiast opdZniona luminescencja uzywa si¢ nazwy opozniona fluorescencja.
Jednakze, jak przedstawiono wyzej, mechanizmy odpowiedzialne za te $wiecenia
sg rozne.

Natezenie luminescencji

Olys

i B I S IR s

[ 3

Rys. 2. Kinetyka zaniku fotoindukowanej Juminescencji zielonych [idci:

FO - fluorescencja opdZniona; OL,, - opdZniona luminescencja w zakresie milisekun-dowym; OL, -
opdZniona luminescencja w znkresie sekundowym; OLy, - opdZniona luminescencja w zakresie
dckasekundowym.

Fig. 2. Kinctics of decay of photoluminescence in green leaves:

FO - delayed fluorescence; OL,,, - delayed luminescence in milliseconds range; OL, - delayed
luminescence in seconds range; OLy, - delayed luminescence in decaseconds range.

Opodzniona luminescencja moze by¢ m.in. wskaznikiem ,energizacji” blony
tylakoidu, czyli gradientu potencjalu. Zaobserwowano bowiem jednoczesny
wzrost gradientu potencjalu elektrycznego i natezenia OL przy zmianie pH
$rodowiska zawiesiny chloroplastow lub przylozeniu do niej pola elektrycznego
[40, 42].
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DETEKCJA STRESU

Warunki stresowe i zniszczenia wywolane stresem w roslinach moga by¢
wykryte przy uzyciu klasycznych ekofizjologicznych metod pomiaru intensyw-
nosci fotosyntezy, oddychania, przewodnictwa szparkowego, potencjalu wody,
zawartosci fotosyntetycznych barwnikéw lub koncentracji metabolitéw po
stresie. Wigkszo$é czynnikow stresujgcych, nawet jesli nie oddzialywuja bez-
posrednio na aparat fotosyntetyczny lub jego funkcje, bgdzie w koficu oddziaty-
waé na proces fotosyntezy [12, 13, 34, 35, 43, 46].

W fizjologicznie optymalnych warunkach okolo 80%+90% zaabsorbowanej
energii przez czasteczki chlorofilu (Chl*) jest wykorzystywana w procesie
fotosyntezy, 5%%+15% rozpraszane w postaci ciepla a 0,5%+5% stanowi
luminescencje (rys.3A) [17).

A. Warunki optymalne

fotosynteza
Chl*— emisja ciepla

™A luminescencjaZ” LTl o

chlorofilu opdzniona luminescencja
B. Stres
fotosynteza
Chl*=> emisja cicpla . .
“\ luminescencja - oreecendd
chlorofilu

opbiniona luminescencja

Rys3. Schemat przekazania wzbudzenia przez wzbudzony chlorofil a (Chl*) w warunkach
optymainych (A) i stresowych. (B).

Fig.3. De-excitation of the excited states of chorophyll a {(Chl*) by photosynthetic quantum
conversion under physiofogical (A) and stress conditions (B).
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W stresie przemiana fotosyntetyczna energii maleje, natomiast wzrasta emisja
ciepla i luminescencja chlorofilu (rys.3B).

Zmiany wywolane stresem w fotosyntetycznym transporcie elektronowym,
jak i uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego, mogg by¢ latwo wykryte przez
nieinwazyjne metody pomiaru luminescencji (indukcji fluorescencji lub opdznio-
nej luminescencii) chlorofilu. Metody te umozliwiaja stwierdzié¢ czy dany czyn-
nik stresowy wywolal stres w roélinie zanim pojawia sie widoczne nieodwracalne
uszkodzenia czy zniszczenia,

Pomiar opéznionej luminescencji zielonych lisci pozwala na uzyskanie
informacji o wrazliwosci blon tylakoidalnych (w ktérych zlokalizowany jest
fotosystem II) i przez to posrednio o stanie fizjologicznym calej rosliny i jej
odpornosci na stresowe warunki §rodowiska [23].

Pomiary opéznionej luminescencji w zakresie milisekundowym wyko-
rzystywano rowniez w badaniach wplywu réznych czynnikéw na rosliny
[7,22,28,36,39]. Detekcja OL w zakresie milisekundowym wymaga uzycia spe-
cjalnych urzadzen (zwykle stosuje sig fosforoskopy).

Rejestrujac opdzniona luminescencje w zakresie sekundowym mozna badaé
poczatkowe reakcje fotosyntezy [11,15,21], okreslaé zawartoéé chlorofilu [29]
oraz biomasg zawarty w fitoplanktonie [30], ocenia¢ zanieczyszczenie gleby i wo-
dy herbicydami [25,26], a takze wrazliwosé roslin na herbicydy [24,27). Mozna
bada¢ takze wplyw réznych czynnikéw fizyko-chemicznych na poczatkowe
reakcje fotosyntezy {2,3,31,33,42]. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze detekcja
opoznionej luminescencji w zakresie sekundowym praktycznie jest malo
wykorzystywana. Spowodowane jest to zapewne brakiem profesjonalnych
urzadzen do jej pomiaru na rynku aparaturowym. Istniejace w sprzedazy réznego
typu fluorymetry stuza do pomiaru indukcji fluorescencii.

W ostatnich kilkunastu latach czgsto wykorzystywana jest indukcja
fluorescencji (tzw. efekt Kautskiego) w badaniach fotosyntezy i wplywu na nig
roznych czynnikéw [5,14,16,18,32,41]. Pomiary wykonuje sig¢ na lisciach
adaptowanych do ciemnosci. Analizujac kinetyki szybkich zmian fluorescencji po
wiqczeniu $wiatla wzbudzajacego (w czasie do ok. 1s) uzyskuje sie cenne
informacje o funkcjonowaniu poczatkowego etapu przenoszenia energii w foto-
systemie Il w trakcie uruchamiania reakcji $wietlnych fotosyntezy. Rejestrujac
réwniez wolne zmiany fluorescencji w czasie do kilku minut, mozna uzyskaé
pelniejszq informacje o przebiegu reakcji w fotosyntetycznym transporcie.
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