Modulowany pomiar parametrow indukcji fluorescencji chlorofilu

Zbudzenie czasteczek chlorofilu moze by¢ wygaszane na drodze reakcji fotochemicznych (qP).
wydzielania ciepta i wskutek fluorescencji chlorofilu (FL). Przy zahamowanych procesach
fotochemicznych (warunki stresu roslin) wydajnos¢ fluorescencji zwykle wzrasta.

Aparat do pomiaru FL Teaching — PAM firmy Walz pracuje w czterech systemach
pozwalajacych na pomiar réznych parametrow zwigzanych z funkcjonowaniem glownie
fotosystemu PS II. .

1. System podstawowy (Basic Mode)

W tym systemie moga by¢ mierzone nastgpujace parametry:

v" Fo — minimalna wydajno$¢ FL po adaptacji w ciemnosci i o$wietleniu stabym
$wiatlem pomiarowym (L). W tym stanie wszystkie centra reakcji PS II sa
.otwarte” a pula plastochinonu catkowicie utleniona. Parametr ten stanowi
wskaznik strat energii wzbudzenia, czyli miara absorpcji energii przez czasteczki
chlorofilu nie zwiazane funkcjonalnie z centrami reakcji.

v Fm — maksymalna wydajno$¢ FL po adaptacji w ciemnosci indukowana przez
impuls $wiatla wysycajacego (SP). W tym stanie wszystkie centra reakcji PS II sa
..zamkniete™ a pula plastochinonu catkowicie zredukowana.

Fv — zmienna warto$¢ FLL = Fm-Fo

Fv/Fm = Fm-Fo/Fm — warto$¢ tego parametru jest zwigzana z maksymalng
wydajnoscia PS II po adaptacji w ciemnosci. Warto$¢ tego parametru dla
prawidlowo funkcjonujacych fotosystemow wynosi od 0,77 — 0.83. Obnizenie
wartosci tego wskaznika zwigzane jest z warunkami stresowymi.

v Fm’ — maksymalna wydajnos¢ FL po oswietleniu liscia impulsem Swiatla SP.
Zwykle wartosci Fm® sg nizsze niz Fm, poniewaz na $wietle zachodzi konwersja
zaabsorbowanej energii w rozne formy wygaszania niefotochemicznego (np.
ciepto).

v Ft — fluorescencja stanu ustalonego, to wydajnos¢ FL w danym momencie, zalezna
od natezenia $wiatla i geometrii liscia.

v Y (yield) — efektywna wydajno$¢ kwantowa PS II oswietlonego liscia obliczona
jako stosunek Fm’-Ft/Fm’.

2. System impulsu §wiatla wysycajacego (Saturation pulse mode)
W systemie tym, poza wymienionymi wyzej dodatkowo obliczane sa:

v" ETR — wskaznik szybkosci przeptywu elektronow (pmol elektronow m?s?).

v' P — wskaznik wygaszania fotochemicznego.

v' gN — wskaznik wygaszania niefotochemicznego.
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Po wlaczeniu systemu podstawowego (,.Basic Mode™) na monitorze komputera widocznych
jest S kolumn:
Kolumna I — parametry fluorescencji.
Kolumna II — $wiatlo pomiarowe — modulowane (L).
Kolumna III — $wiatto aktyniczne — ciagle (A).
Kolumna IV — impuls $wiatla wysycajacego (SP)
Kolumna V — $wiatlo dalekiej czerwieni (FR).
Sygnal Ft mozna zaobserwowaé po wlaczeniu $wiatta pomiarowego (klawisz L). wartosc Ft
zalezy od:
1. Rodzaju probki (lis¢ lub martwy standard).




2. Intensywnosci napromieniowania (ustawiane za pomocg klawiszy — lub + w zakresie od
1 do 11; przy pomiarach standardowych stosuje Slf; p0210m 6 dla $wiatla pomiarowego-
modulowanego — L co odpowiada 0,04 uE PAR m? s dla dtugosci fali 650 nm).

3. Rodzaju zastosowanego $wiatta (L, A, SP, FR).

Cwiczenie 1
Pomiar fluorescencji chlorofilu za pomoca fluorymetru PAM.

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Obserwacja Ft martwego standardu — po wlaczeniu komputera i PAM oraz ustawieniu
systemu pomiarowego na ..Basic Mode” wlozy¢ na miejsce pomiarowe standard i
wlaczy¢ $wiatto pomiarowe — modulowane (klawisz — L poziom 6). Nalezy odczekac
az ustali sie warto$¢ Ft i nastgpnie naswietli¢ standard $wiattem aktynicznym o r6znym
natezeniu (klawiszem A, poziom od 1 do 11, co odpowiada natgzeniu
napromieniowania odpowiednio od 50 do 1850 pE PAR m~ s7), kazdorazowo
odczytujac wartos¢ Ft.

2. Badanie wptywu natezenia $wiatla aktynicznego (665 nm) na Ft lisci réznych gatunkow
roslin i w réznym stopniu zaawansowania procesOw starzenia. Liscie roslin uprzednio
o$wietlonych $wiattem aktynicznym (A — poziom 3) ustalamy wartos¢ Ft. Dalszy
sposdb postepowania jest analogiczny jak w czesci pierwszej.

3. badanie wplywu napromieniowania daleka czerwienia (730 nm) na Ft lisci. Po
zaadoptowaniu liscia do $wiatla aktynicznego o niskim natgzeniu (klawisz A poziom 1)
i ustaleniu si¢ Ft wlaczyé $wiatlo dalekiej czerwieni (klawisz F, poziom 10 lub 11).
Odczyta¢ wydajnos¢ fluorescencji stanu ustalonego Ft.

Cwiczenie 2
Oznaczanie wplywu napromieniowania na wydajnos¢ kwantowa PS II i wyznaczenie punktu
wysycenia $wiattem procesu transportu elektronéw za pomocg fluorymetru PAM.

Wykonanie éwiczenia:

Material roslinny: Liscie roslin rosnacych w pelnym $wietle lub w zacienieniu. Lis¢
zaadoptoWany do naturalnego $wiatta wkladamy gorna strong na miejsce pomiarowe i przez 5
min. Naswietlamy Swiatlem aktynlcznyrn (klawisz A, poziom 3). Nastgpnie obnizamy
natezenie napromieniowania do poziomu 1 (klawisz -) i po 5 minutach oznaczamy efektywna
wydajno$é kwantowg PS II (yield) poprzez nacisnigcie klawisza Y (automatycznie wiaczany
jest impuls $wiatta wysycajacego). Wydajnos¢ kwantowa PS II oznaczamy nastepnie przy
kolejnych natezeniach napromieniowania $wiattem ciagtym, aktynicznym (poziom od 2 -11,
klawisz +) kazdorazowo naswietlajac 1is¢ przez 2 min.

W tabeli zapisa¢ warto$¢ PAR i odpowiednie wartosci Y oraz wyliczamy PAR * Y. Wyniki
pomiaréw przedstawi¢ w formie wykresow (na osi X odktadamy jednostki PAR, a na osi Y.
wartosci Y lub PAR *Y).



